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PROCESO IN VITRO PARA LA DETERMINACIÓN RÁPIDA EN UN PACIEN-

TE DEL ESTADO DE INFECCIÓN CON MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS 

La presente invención se relaciona con procesos in-

vitro para la determinación rápida del estado de infección 

de una infección por Mycobacterium tuberculosis en sangre 

completa. 

La tuberculosis (TBC) encabeza las estadísticas 

mundiales de enfermedades infecciosas mortales, en donde 

tan solo entre un cinco y diez por ciento aproximadamente 

de los individuos que están infectados con Mycobacterium 

tuberculosis se enfermarán de tuberculosis en el transcurso 

de sus vidas (Figura 1). Con la detección directa del 

patógeno mediante diagnóstico de laboratorio, la enfermedad 

se confirma clínicamente. Las detecciones indirectas con 

pruebas de piel o con una prueba inmunológica, la 

enfermedad solo puede diagnosticarse clínicamente de manera 

insuficiente. Por consiguiente, con las pruebas de 

diagnóstico disponibles actualmente no es posible 

técnicamente obtener información confiable en una base de 

plazo corto, es decir, en unas pocas horas, acerca del 

estado de infección de un paciente sospechado de estar 

infectado con tuberculosis. 

El diagnóstico de tuberculosis es seguro si se 

encuentra disponible la detección de los patógenos en 

cultivo. Sin embargo, esto solamente resulta un éxito sin 

dificultades si las alteraciones del tejido tuberculoso se 

relacionan con el sistema bronquial, el tracto urinario 
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eferente o el intestino y puedan excretarse. De lo 

contrario, se puede intentar obtener material por punción 

con agujas o directamente mediante el muestreo de tejido. 

Debido al crecimiento lento de Mycobacterium tuberculosis 

en medios sólidos convencionales, en estos casos, es nece-

sario esperar durante cuatro a seis semanas para obtener un 

resultado, y en cultivos líquidos, la detección puede tener 

éxito después de tan solo dos semanas con los métodos de 

detección modernos del crecimiento de micobacterias. 

En la detección indirecta por medio de una prueba de 

piel o detección inmunológica, p.ej., en la prueba intra-

dérmica de tuberculina de Mendel-Mantoux, se inyecta una 

cantidad definida de antígenos purificados y filtrados de 

micobacterias (tuberculina) en la epidermis. Si el sistema 

inmune del sujeto de prueba ha estado en contacto con 

micobacterias antes, se produce una reacción de defensa con 

la migración de células de defensa en la piel en el sitio 

correspondiente dentro de los tres días, resultando en un 

hinchamiento. Esta es una reacción de tipo IV según Coombs. 

Tan pronto como seis semanas después de una infección con 

TBC, la prueba puede dar positivo. Una induración palpable 

en el sitio de la prueba se conoce como una reacción po-

sitiva. Esto significaría que tuvo lugar una infección de 

tuberculosis. Sin embargo, la prueba no dice nada acerca de 

la presencia de una enfermedad. Una reacción de prueba 

positiva también es posible después de una vacunación de 

tuberculosis. Si la piel se mantiene sin cambios en el 
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sitio de prueba o sólo muestra una erupción, esto se 

considera un resultado negativo. Entonces se excluye una 

infección de tuberculosis con gran probabilidad. 

En conclusión, la prueba de tuberculina intracutánea 

solamente es confiable de una manera muy limitada. Por un 

lado, puede permanecer negativa sólo en cursos severos, ta-

les como la tuberculosis miliar o en la inmunosupresión, y 

por otra parte, una vacunación más temprana o el contacto 

con micobacterias atípicas conduce a una reacción falsa 

positiva. 

Como un posible método de diagnóstico adicional, desde 

2005 también existen los métodos de prueba inmunológicos, 

las pruebas denominadas de gamma-interferón (IFN-γ). En 

esta prueba, se estimulas las células de defensa de la 

sangre con una mezcla de antígenos de Mycobacterium 

tuberculosis. Si estas células estuvieron en contacto con 

los patógenos con anterioridad debido a una infección por 

tuberculosis, forman una mayor cantidad de IFN-γ mensajero. 

Se puede determinar en el sobrenadante celular, y en las 

muestras de sangre de sujetos infectados claramente está 

presente a un nivel más alto que en un control negativo, 

que se obtendrá conjuntamente. Para la estimulación, se 

emplean los antígenos ESAT-6 (blanco antigénico de se-

creción temprana), CFP-10 (proteínas de filtrado de cul-

tivo) y Tb7.7. Se forman en la fase de infección temprana y 

no son producidos por la mayoría de las denominadas mico-

bacterias no tuberculósicas ni por las cepas de vacunación 
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de las micobacterias usadas para las vacunas de BCG. Esto 

explica la especificidad muy elevada de las pruebas entre 

infecciones de tuberculosis verdaderas e infecciones de mi-

cobacterias atípicas o inmunidad adquirida por vacunación. 

Actualmente existen dos sistemas de prueba aprobados para 

la prueba de IFN-γ en la Unión Europea, la prueba 

QuantiFERON-TB® Gold In-Tube de Cellestis, que detecta 

producción de IFN-γ por medio de un ELISA, y la prueba 

T.SPOT.TB de Oxford Immunotec, que también detecta la can-

tidad de linfocitos T productoras por medio de Elispot 

además de la producción de IFN-γ. En ambas pruebas, se debe 

incubar sangre (QuantiFERON-TB® Gold In-Tube) o células 

sanguíneas mononucleares aisladas (T.SPOT.TB) con los antí-

genos por 20 horas, de modo que el resultado de la prueba 

estará disponible al día siguiente como más pronto. Se ha 

establecido en diferentes estudios que la sensibilidad de 

estas pruebas para un contacto anterior con M. tuberculosis 

varía en un rango de entre 82 y 100%, estableciéndose la 

especificidad en controles de bajo riesgo en un 98%. Sin 

embargo, el rendimiento de las pruebas está asociado con 

dificultades e incertidumbre en la práctica. La ventana de 

tiempo para la incubación y también la temperatura cons-

tante necesaria de 37°C da lugar a error, así como la expe-

riencia necesaria con el método en el propio laboratorio. 

Por ello, no se alcanzan por mucho los valores establecidos 

para la sensibilidad y especificidad en la práctica. Como 

en todos los métodos examen con sensibilidades o especi-
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ficidades inferiores al 100%, su significancia disminuye 

con el índice de prevalencia de una infección verdadera. 

Por lo tanto, estas pruebas in-vitro no son adecuadas para 

su aplicación en poblaciones o tampoco en grupos de 

ocupación con una prevalencia baja. 

Marcia Valeria B.S. Martins et al. informaron en 

Tuberculosis (2007) 87, 202-211 que el nivel de células T 

CD4+ productoras de IFN-γ específicas de PPD en la sangre 

predice la respuesta in vivo a PPD. Uma Devi Ranganathan et 

al. divulgaron en Vaccine 28 (2010), 152-161, un 

Mycobacterium tuberculosis pro-apoptótico recombinante 

generador de respuestas de células T CD8+ contra HIV tipo 1 

Env y M. tuberculosis en ratones neonatos. Stefan Winkler 

et al. informaron en Microbes and Infection 7 (2005) 1161-

1169, un aumento de respuestas de citoquinas de células T 

específicas en pacientes con tuberculosis pulmonar activa 

de África Central. Corine Bronke et al publicaron en Human 

immunology 66, 950-961, (2005), la detección directa Ex 

Vivo de células T CD4+ específicas de Mycobacterium 

tuberculosis y citomegalovirus restringidas en HLA-DR3. 

Vernon C. Maino y Louis Picker describieron la detección 

intracelular de expresión de citoquinas por citometría de 

flujo (Cytometry 34: 207-215 (1998). T. Meier et al. 

informaron en Eur J Clin Microbiol Infect Dis (2005) 24: 

529-536, acerca de la sensibilidad de un nuevo ensayo de 

immunospot ligado a enzima comercial (T SPOT-TB) para el 

diagnóstico de tuberculosis en la práctica clínica. Holden 
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T. Maecker et al. informaron en BMC Immunology 2005, 6: 13, 

la normalización de ensayos de citoquinas por citometría de 

flujo. Maria A. Suni et al. divulgan la detección de expre-

sión de citoquinas en células T específica del antígeno en 

sangre completa por citometría de flujo (Journal of 

Immunological Methods, 212 (1998) 89-98). Streitz M, et al. 

informaron que las respuestas de células T específicas de 

tuberculinas tienen una baja especificidad de diagnóstico 

en poblaciones vacunadas con BCG. Aunque las pruebas basa-

das en subunidades de antígeno (por ejemplo ESAT-6, CFP-10) 

son de utilidad para el diagnóstico de una infección de 

tuberculosis latente, no existen pruebas inmunológicas con-

fiables para una tuberculosis pulmonar activa. Notable-

mente, todas las pruebas para tuberculosis inmunológicas 

existentes se basan en la magnitud de respuestas de células 

T, en tanto nunca se ha explorado el potencial de 

diagnóstico de la calidad de respuestas de células. Esto 

incluye expresión de marcadores de la superficie y 

funcionalidad de células T específicas de antígenos 

micobacterianos ((2007) Loss of Receptor on Tuberculin-

Reactive T-Cells Marks Active Pulmonary Tuberculosis. PLoS 

ONE 2(8):e735 doi:10.1371/journal.pone.0000735). 

En WO-A-2008/113119 se divulgan métodos y conjuntos de 

elementos para medir una respuesta inmune mediada por célu-

las (CMI) en un volumen pequeño de sangre completa no di-

luida recolectada de un sujeto. En particular, los métodos 

sirven para medir respuestas en muestras de sangre completa 
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no diluida que tienen un volumen de, p.ej., entre 50 µl y 

500 µl. Por consiguiente, se facilita la toma de muestras 

en capilares y la evaluación rápida de los sujetos in-clu-

yendo sujetos humanos pediátricos, adultos o geriátricos.  

En US-A-2001/0006789 se divulga un nuevo enfoque para 

la evaluación de células T específicas de antígenos que 

permite cuantificar y caracterizar estas células con una 

claridad sin precedentes y, más importante aún porque se 

realiza en sangre completa, es factible emplearlo rutina-

riamente en laboratorios de inmunología clínica. La meto-

dología ofrece un ensayo citométrico para citoquinas 

intracelular mejorada en sangre completa que puede medir 

simultáneamente múltiples subconjuntos de células T que 

expresan múltiples citoquinas a partir de un solo cultivo 

de sangre completa. La evaluación de las respuestas de 

citoquinas específicas de antígenos en sangre completa 

tiene la importante ventaja de evaluar la activación de 

células T en la presencia de todos los tipos de células 

presentadoras de antígenos autólogas MHC presentes en la 

muestra nativa. También ofrece la ventaja de permitir un 

sistema de cultivo (sangre completa) que puede reflejar los 

efectos de los entornos sistémicos (es decir, aumento o 

supresión de drogas) sobre las respuestas de células T a 

estímulos específicos incluyendo antígenos, ya sea por 

cultivo en la presencia de dicha droga o analizando la 

sangre de un ser humano o animal que recibe dicha droga. 

Un objeto de la presente invención comprende 
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proporcionar un proceso que evita las desventajas del arte 

anterior y ofrecer un método de diagnóstico rápido y 

confiable que además permite diferenciar una infección 

aguda de una infección latente. 

Este objeto se logra mediante un proceso in-vitro para 

la determinación rápida del estado de infección de una 

infección por Mycobacterium tuberculosis a partir de sangre 

completa en términos de una tuberculosis activa o latente, 

que comprende los pasos de: 

● estimular una célula T específica del antígeno presente 

en una primera muestra de sangre completa con derivado 

de proteínas purificado (PPD) en la presencia de 

anticuerpos contra CD28 o CD28 y CD49d; 

● procesar el PPD por células presentadoras de antígenos 

(APC) por incubación durante 1,5 h a 2,5 h, en especial 

durante 2 h, a 35°C - 39°C, en especial a 37°C, 

opcionalmente con adición de CO2; 

● luego agregar un inhibidor de la secreción; 

● realizar un mezclado exhaustivo; y 

● incubar adicionalmente por un período de al menos 2,5 h 

a una temperatura de entre 35°C y 39°C, y 

● determinar el perfil de citoquinas a partir de la pro-

ducción de INF-γ intracelular y la producción de IL-2 

intracelular de la célula T específica del antígeno; en 

donde 

● la presencia de una tuberculosis activa está indicada 

por un cambio en el perfil de citoquinas para células 
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IFN-γ simples positivas acompañado por una disminución 

de células T IFN-γ/IL-2 positivas dobles. 

En una forma de realización del proceso de acuerdo con 

la invención, se puede efectuar otra estimulación con PBS, 

SEB, ESAT-6 CFP-10 y/o antígeno de vacunación además de 

dicha estimulación con PPD. Esto puede estar indicado 

cuando hay células específicas de antígenos con el fin de 

decidir si se deben al contacto con Mycobacterium 

tuberculosis o si se deben al contacto con micobacterias no 

tuberculósicas o a una respuesta de vacunación. 

En otra forma de realización de la invención, se 

obtiene un control negativo por adición de una solución 

amortiguadora, en particular una solución amortiguadora 

fisiológicamente aceptable, tal como PBS 0,9% NaCl o 5% de 

glucosa a una célula específica del antígeno presente en la 

sangre completa de una segunda muestra, que es auténtica 

con respecto a dicha primera muestra (donde "auténtica con" 

significa "derivada de la misma fuente que"). 

En otra forma de realización de la invención, se 

obtiene un control positivo por adición de SEB a una célula 

T específica del antígeno presente en la sangre completa de 

una tercera muestra, que es auténtica con respecto a dicha 

primera muestra. 

En una forma de realización, se puede efectuar una 

vacunación control, en particular un control de vacunación 

de BCG, por adición de ESAT-6 (blanco antigénico de 

secreción temprana) y CFP-10 (proteínas de filtrado de 
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cultivo) a una célula T específica del antígeno presente en 

la sangre completa de una cuarta muestra, que es auténtica 

con respecto a dicha primera muestra. Como alternativa, un 

control ya sea si estuvo o no en contacto con micobacterias 

que no son de tuberculosis en la sangre completa donante se 

condujo por adición de ESAT-6 (blanco antigénico de 

secreción temprana) y de CFP-10 (proteínas de filtrado de 

cultivo) a una célula T específica del antígeno presente en 

la sangre completa de una quinta muestra, que es auténtica 

con respecto a dicha primera muestra. 

En otra forma de realización, el control de vacunación 

puede tener lugar por adición de un antígeno de vacunación 

a una célula T específica del antígeno presente en la 

sangre completa de una quinta muestra que es auténtica con 

respecto a dicha primera muestra. 

En aún otra forma de realización del proceso de 

acuerdo con la invención, el inhibidor de la secreción se 

selecciona del grupo que consiste de brefeldina A, 

monensina o semejantes. 

De acuerdo con la invención, la determinación del 

perfil de citoquinas se efectúa por medio de métodos 

adecuados, tal como citometría de flujo. 

El proceso de acuerdo con la invención se puede apli-

car a muestras de sangre completa de seres humanos o 

animales. 

El proceso de acuerdo con la invención se aplica par-

ticularmente para efectuar un seguimiento del contacto en 
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donde la sangre completa se obtuvo de una persona en 

estrecho contacto con un paciente con TB activa o 

sospechada de tener un contacto estrecho con un paciente 

con TB activa. 

Aún más, dependiendo del resultado del ensayo de 

diagnóstico de la invención, se establece una decisión de 

tratamiento o régimen de la siguiente manera: 

a. una profilaxis, tal como INH, o un tratamiento 

activo, tal como una terapia cuádruple, está indicada en 

los casos donde se detectó un cambio en el perfil de 

citoquinas para células IFN-γ simples positivas acompañado 

de una disminución de células IFN-γ/IL-2 positivas dobles; 

b1. si las investigaciones de diagnóstico revelaron 

una infección latente con Mycobacterium tuberculosis por 

células IFN-γ/IL-2 positivas dobles y no se dispone de 

información acerca de pruebas anteriores, no es necesaria 

una terapia aguda y el paciente debe volver a ser evaluado 

dentro de las 2 a 4 semanas;  

b2. si las investigaciones de diagnóstico revelaron 

una infección latente por Mycobacterium tuberculosis por 

las células IFN-γ/IL-2 positivas dobles y si pruebas 

anteriores para una infección latente por Mycobacterium 

tuberculosis no revelaron ningún contacto con Mycobacterium 

tuberculosis, estará indicada una profilaxis, tal como una 

terapia INH;  

c1. no está indicada ninguna terapia aguda si el 

paciente no presenta ninguna respuesta.  
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c2. en el caso que el paciente revele algún síntoma 

clínico, se recomiendo una nueva evaluación. 

El proceso de acuerdo con la invención se puede 

emplear además para investigar sangre completa que se obtu-

vo de una persona antes que recibiera drogas inmunosupreso-

ras o con una infección por VIH de tipo estado inmunoincom-

petente. 

Dependiendo del resultado del ensayo de diagnóstico de 

la invención, se establece una decisión de tratamiento o 

régimen de la siguiente manera: 

a. una profilaxis, tal como INH, o un tratamiento 

activo, tal como una terapia cuádruple, y opcionalmente un 

retardo de una terapia inmunosupresora, está indicada en 

los casos donde se detectó un cambio en el perfil de 

citoquinas para células IFN-γ simples positivas acompañado 

de una disminución de células IFN-γ/IL-2 positivas dobles; 

b1. si las investigaciones de diagnóstico revelaron 

una infección latente con Mycobacterium tuberculosis por 

células IFN-γ/IL-2 positivas dobles y no se dispone de 

información acerca de pruebas anteriores, es posible una 

terapia inmunosupresora y el paciente debe volver a ser 

evaluado dentro de entre 2 y 4 semanas;  

b2. si las investigaciones de diagnóstico revelaron 

una infección latente por Mycobacterium tuberculosis por 

las células IFN-γ/IL-2 positivas dobles y si pruebas 

anteriores para una infección latente por Mycobacterium 

tuberculosis no revelaron hasta el momento ningún contacto 
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con Mycobacterium tuberculosis, y estará indicada una 

profilaxis, tal como una terapia INH y opcionalmente un 

retardo de una terapia inmunosupresora, así como una nueva 

evaluación del paciente dentro de 2 a 4 semanas;  

c1. se comenzará con una terapia inmunosupresora si 

el paciente no presenta ninguna respuesta; 

c2. en el caso que el paciente revele algún síntoma 

clínico, se recomiendo una nueva evaluación. 

El proceso de acuerdo con la invención se puede 

emplear además para investigar sangre completa que se 

obtuvo de una persona sospechada de sufrir una infección de 

TB activa. 

Dependiendo del resultado del ensayo de diagnóstico de 

la invención, se establece una decisión de tratamiento o 

régimen de la siguiente manera: 

a. un tratamiento activo, tal como una terapia 

cuádruple, está indicada en los casos donde se detectó un 

cambio en el perfil de citoquinas para células IFN-γ 

positivas simples acompañado de una disminución de células 

IFN-γ/IL-2 positivas dobles; 

b1. si las investigaciones de diagnóstico revelaron 

una infección latente por Mycobacterium tuberculosis con 

células IFN-γ/IL-2 positivas dobles y no hay información 

disponible acerca de pruebas anteriores, es poco probable 

una infección aguda, se debe considerar un diagnóstico 

alternativo, y el paciente debe volver a ser evaluado 

dentro de las 2 a 4 semanas;  
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si las investigaciones de diagnóstico revelaron una 

infección latente por Mycobacterium tuberculosis con 

células IFN-γ/IL-2 positivas dobles y si pruebas anteriores 

por una infección latente con Mycobacterium tuberculosis no 

revelaron hasta el momento contacto con Mycobacterium 

tuberculosis, está indicada una profilaxis, tal como INH o 

un tratamiento activo, tal como una terapia cuádruple, y el 

paciente debe volver a ser evaluado dentro de las 2 a 4 

semanas; 

c1. no está indicada ninguna terapia aguda si el 

paciente no presenta ninguna respuesta; 

c2. en el caso que el paciente revele algún síntoma 

clínico, se recomiendo una nueva evaluación. 

La Figura 1 muestra el ciclo de infección de M. 

tuberculosis. 

La Figura 2 muestra análisis por citometría de flujo 

de las células T específicas de antígenos, que fueron 

identificadas meramente por el análisis de la citoquina 

IFN-γ. Se encontró que no es posible distinguir una 

tuberculosis activa (A-TB) y una tuberculosis tratada con 

éxito (T-TB) mediante tan solo un análisis de IFN-γ 

independientemente de la estimulación con PPD, ESAT-6 o 

CFP-10. ESAT-6 y CFP-10 solamente permiten discriminar 

entre pacientes que habían tenido contacto con M. 

tuberculosis (positivos para ESAT-6 y/o CFP-10) y pacientes 

con una respuesta de vacunación BCG pura (negativos para 

ESAT-6 y CFP-10, no se muestra). 
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En la Figura 3 se muestra la distribución de 

frecuencia de células T específicas de PPD en pacientes con 

tuberculosis activa (A-TB) y en sujetos con tuberculosis 

tratada con éxito (T-TB). Las células T fueron 

identificadas por activación con CD69 y la inducción 

específica de IFN-γ por PPD. Se observa que aunque los 

pacientes con A-TB tienen frecuencias significativamente 

más altas de células T específicas de PPD, no es posible 

distinguir entre una tuberculosis activa (A-TB) y una 

tuberculosis tratada con éxito (T-TB) mediante el simple 

análisis de IFN-γ en el caso individual debido a la gran 

superposición. 

En la Figura 4 se muestra a modo de ejemplo los per-

files de citoquinas IFN-γ/IL-2 de células T reactivas con 

PPD en cuatro pacientes con tuberculosis tratada con éxito. 

Los porcentajes de células T IFN-γ positivas simples, IFN-

γ/IL-2 positivas dobles e IL-2 positivas simples se 

cuantifica en el lado izquierdo de la Figura. La proporción 

predominante de las células expresa ambas citoquinas. 

En la Figura 5 se muestra a modo de ejemplo los 

perfiles de citoquinas IFN-γ/IL-2 de células T reactivas 

con PPD en cuatro pacientes con tuberculosis activa. Los 

porcentajes de células T IFN-γ positivas simples, IFN-γ/IL-2 

positivas dobles e IL-2 positivas simples se cuantifica en 

el lado derecho de la Figura. Los pacientes con una 

tuberculosis presentan un cambio en el perfil de citoquinas 

para células IFN-γ positivas simples acompañado por una 



16 
 

disminución de células T IFN-γ/IL-2 positivas dobles. 

En la Figura 6 se muestra una representación resumida 

de los perfiles de citoquinas en pacientes con tuberculosis 

activa (A-TB) y con tuberculosis tratada con éxito (T-TB). 

La línea de guiones representa el límite de células T IFN-

γ/IL-2 positivas dobles (56%) debajo del cual se puede 

diagnosticar una tuberculosis activa con una especificidad 

del 100% y una sensibilidad del 70%. Este límite se 

estableció por medio de un análisis de características 

operativas del receptor (ROC). 

La invención se explicará además por medio de los 

siguientes Ejemplos. 

Ventajosamente, la producción de INF-γ por la célula 

específica del antígeno se determina intracelularmente en 

el proceso de acuerdo con la invención. Por consiguiente, 

se puede acortar el tiempo de estimulación de las células T 

específicas de antígenos con los antígenos de tuberculosis 

PPD (derivado de proteínas purificado), ESAT-6 (blanco 

antigénico de secreción temprana) y CFP-10 (proteínas de 

filtrado de cultivo) a 6 horas contra las 20 horas de las 

pruebas anteriores (Figura 2). Aunque la determinación de 

células T reactivas para PPD que expresan INF-γ ya tiene 

lugar a una frecuencia estadísticamente significativa mayor 

en pacientes con tuberculosis activa en comparación con 

pacientes con una tuberculosis latente o tratada con éxito, 

no es posible distinguir las dos etapas de la enfermedad 

para el paciente individual debido a un rango de 
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superposición muy grande (Figura 3). Los antígenos ESAT-6 y 

CFP-10 meramente permiten discriminar entre pacientes que 

han tenido contacto con M. tuberculosis (positivos para 

ESAT-6 o CFP-10) y pacientes con una respuesta de 

vacunación de BCG pura (negativos para ESAT-6 y CFP-10, no 

se muestra). Sin embargo, la distinción entre una 

tuberculosis activa y latente o tratada con éxito es 

posible por la activación con CD69 en células T específicas 

de PPD y por la determinación simultánea de IFN-γ y de 

interleuquina-2 (IL-2). Si bien la fracción predominante de 

las células T reactivas para PPD expresan ambos INF-γ e IL-

2 en la tuberculosis latente o tratada con éxito (Figura 

4), el perfil de citoquinas cambiará hacia células IFN-γ 

positivas simples en una tuberculosis activa (Figura 5). Un 

análisis de las características operativas del receptor 

(ROC) permite establecer el límite de células T IFN-γ/IL-2 

positivas dobles reactivas para PPD por debajo del cual se 

puede diagnosticar una tuberculosis activa con una 

especificidad del 100%. En la población de la presente, 

este límite es de 56% de células T IFN-γ/IL-2 positivas 

dobles, y los pacientes con una tuberculosis activa (A-TB) 

se pueden distinguir así de los pacientes con una 

tuberculosis tratada con éxito (T-TB) con una sensibilidad 

del 70% (Figura 6). 

En otra forma de realización, la determinación del 

perfil de citoquinas se efectúa por medio de citometría de 

flujo con anticuerpos marcados. Por consiguiente, además de 
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la determinación de INF-γ, también es posible la 

cuantificación simultánea de otras moléculas de la 

superficie funcionalmente relevantes, tales como PD-1 

(muerte programada-1), CTLA-4 (antígeno de linfocitos T 

citotóxico 4), TIM-3 (dominio de inmunoglobulina y dominio 

de mucina 3 de células T), u otras citoquinas, tales como 

interleuquina-2, TNF-α (factor de necrosis tumoral α) o IP-

10 (ligando 10 (motivo C-X-C) de quimioquinas). 

Para el análisis de células T CD4 específicas de 

antígenos por citometría de flujo, se excitan células T 

específicas por estimulación con antígenos antes de la 

activación y producción de citoquinas, y luego se detecta 

la cantidad de células excitadas por medio de anticuerpos 

específicos. Para el examen de las células T específicas de 

Mycobacterium tuberculosis (MTB), se emplean los antígenos 

PPD, ESAT-6 y CFP-10. Para distinguir la tuberculosis 

activa de la tuberculosis latente/tratada con éxito, se 

conduce una prueba con PPD, y para diferenciar una tuber-

culosis latente/tratada con éxito infección de una vacuna-

ción previa, se conduce una prueba con ESAT-6 y CFP-10. PBS 

sirve como control negativo, con el cual se pueden esta-

blecer las señales basales, tal como células T de respuesta 

no específica. SEB sirve como un control positivo. 

La estimulación se puede efectuar directamente con la 

sangre completa. Primero, se mezcla la sangre completa con 

anticuerpos específicos de CD28 y CD49d a una concentración 

de 1 µg/ml cada uno y luego se mezclan con los respectivos 
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antígenos (PPD: 7,32 µg/ml, tuberculina RT-50; Statens 

Serum Institute, Copenhagen, Dinamarca); las estimulaciones 

se efectuaron con agrupaciones de péptidos derivados de Mtb 

que comprenden ESAT-6 y CFP-10. Las agrupaciones de 

péptidos CFP-10 y ESAT-6 están compuestas por 15-mers de 

superposición de 11 aminoácidos, y todos los péptidos se 

purificaron por HPLC [>80% de pureza, Hariri et al., Nature 

Medicine 2011; 17: 372–376]. 

Después de 2 horas de tiempo de incubación (37 °C, 6% 

de CO2), se detuvo la exocitosis de las citoquinas inducida 

por la estimulación por adición de brefeldina A (BFA) 10 

µg/ml con el fin de acumular las citoquinas 

intracelularmente. Esto es seguido por otras 4 horas de 

incubación (37 °C, 6% de CO2). 

La estimulación se interrumpe después de 6 horas y se 

fijan las células. Primero, se agrega EDTA 2 mM a cada 

muestra, seguido por mezclado durante 10 segundos e 

incubación a temperatura ambiente durante 15 minutos. La 

fijación de los glóbulos blancos y la lisis de los 

eritrocitos se realizan con 9 ml de solución de lisado de 

Becton Dickinson por mililitro de sangre completa para un 

tiempo de incubación de 10 minutos a temperatura ambiente. 

Después de una centrifugación y succión del sobrenadante, 

el pélet de células obtenido se lava con 2 ml de solución 

amortiguadora FACS (PBS-5 FCS-0,5% de BSA-0,07% de NaN3). 

Esto se efectúa por adición de la solución amortiguadora 

FACS, seguido por centrifugación y succión del 
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sobrenadante. Finalmente, las células fijadas se toman en 

solución amortiguadora FACS. Ahora las células se pueden 

teñir directamente o guardar en el refrigerador a 4 °C 

durante la noche. Para teñir las células estimuladas con 

anticuerpos marcados con fluorócromos específicos, las 

células se redistribuyen en tubos FACS. Se usan los 

leucocitos de aproximadamente 225-300 µl de sangre completa 

por mezcla de tinción. Primero, se agregan 2 ml de solución 

amortiguadora de saponina (solución amortiguadora FACS/0,1% 

de saponina) por muestra sobre un período de 10 min. 

Después de una centrifugación y succión de la solución 

amortiguadora SAP, se efectúa la adición de la mezcla de 

anticuerpos en un volumen total de 50 µl de cada uno por 

muestra de solución amortiguadora FACS/0,1% de saponina 

(anti-clon SK3 CD4, anti-clon 4S.B3 IFN-γ, anti-clon MQ1-

17H12 IL-2 y anti-clon L78 CD69). Dado que los anticuerpos 

son sensibles a la luz, los 30 min de incubación tienen 

lugar en oscuridad a temperatura ambiente. A continuación, 

las células se lavan con 3 ml de solución amortiguadora 

FACS para eliminar los anticuerpos no unidos. Finalmente, 

el pélet celular se toma en 150 µl de solución de 

paraformaldehído al 1% y se analiza por medio de citometría 

de flujo. 

En la tuberculosis tratada con éxito, se encontró que 

una fracción predominante de células T específicas de 

antígenos expresan ambos IFN-γ e IL-2 luego de una 

estimulación específica con PPD. Sorprendentemente, cuando 
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existe una tuberculosis activa, el perfil de citoquinas 

cambiará hacia células IFN-γ positivas simples acompañado 

por una disminución de células T IFN-γ/IL-2 positivas 

dobles. Una infección por tuberculosis latente o tratada 

con éxito puede distinguirse de una respuesta de vacunación 

por estimulación con ESAT-6 y CFP-10. Los antígenos ESAT-6 

y CFP-10 permiten discriminar entre pacientes que han 

estado en contacto con M. tuberculosis (positivos para 

ESAT-6 y/o CFP-10) y pacientes con una respuesta de 

vacunación de BCG pura (negativos para ESAT-6 y CFP-10). 
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REIVINDICACIONES: 

1. Un proceso in-vitro para la determinación 

rápida del estado de infección de una infección por 

Mycobacterium tuberculosis a partir de sangre completa en 

términos de una tuberculosis activa o latente, que 

comprende los pasos de: 

● estimular una célula T específica del antígeno presente 

en una primera muestra de sangre completa con derivado 

de proteínas purificado (PPD) en la presencia de 

anticuerpos contra CD28 o CD28 y CD49d; 

● procesar el PPD por células presentadoras de antígenos 

(APC) por incubación durante 1,5 h a 2,5 h, en especial 

durante 2 h, a 35 °C - 39 °C, en especial a 37 °C, 

opcionalmente con adición de CO2; 

● luego agregar un inhibidor de la secreción; 

● realizar un mezclado exhaustivo; y 

● incubar adicionalmente por un período de al menos 2,5 h 

a una temperatura de entre 35 °C y 39 °C, y 

● determinar el perfil de citoquinas a partir de la pro-

ducción de INF-γ intracelular y la producción de IL-2 

intracelular de la célula T específica del antígeno; en 

donde 

● la presencia de una tuberculosis activa está indicada 

por un cambio en el perfil de citoquinas para células 

IFN-γ simples positivas acompañado por una disminución 

de células T IFN-γ/IL-2 positivas dobles. 

2. El proceso de acuerdo con la reivindicación 1, 
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en donde se efectúa otra estimulación con SEB, ESAT-6 y 

CFP-10 y/o antígeno de vacunación además de dicha 

estimulación con PPD. 

3. El proceso de acuerdo con la reivindicación 1 ó 

2, en donde se obtiene un control negativo por adición de 

una solución amortiguadora fisiológica tal como PBS 0,9% de 

NaCl o 5% de glucosa a una célula T específica del antígeno 

presente en la sangre completa de una segunda muestra, que 

es auténtica con respecto a dicha primera muestra. 

4. El proceso de acuerdo con al menos una de las 

reivindicaciones 1 a 3, en donde se obtiene un control 

positivo por adición de SEB a una célula T específica del 

antígeno presente en la sangre completa de una tercera 

muestra, que es auténtica con respecto a dicha primera 

muestra. 

5. El proceso de acuerdo con al menos una de las 

reivindicaciones 1 a 4 en donde se condujo un control de 

vacunación por adición del antígeno de vacunación a una 

célula T específica del antígeno presente en la sangre 

completa de una cuarta muestra que es auténtica con 

respecto a dicha primera muestra. 

6. El proceso de acuerdo con al menos una de las 

reivindicaciones 1 a 5, en donde se conduce un control de 

vacunación de BCG por adición de ESAT-6 (blanco antigénico 

de secreción temprana) y de CFP-10 (proteínas de filtrado 

de cultivo) a una célula T específica del antígeno presente 

en la sangre completa de una cuarta muestra, que es 
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auténtica con respecto a dicha primera muestra. 

7. El proceso de acuerdo con al menos una de las 

reivindicaciones 1 a 6, en donde un control ya sea si 

estuvo o no en contacto con micobacterias que no son de 

tuberculosis en la sangre completa donante se condujo por 

adición de ESAT-6 (blanco antigénico de secreción temprana) 

y de CFP-10 (proteínas de filtrado de cultivo) a una célula 

T específica del antígeno presente en la sangre completa de 

una quinta muestra, que es auténtica con respecto a dicha 

primera muestra. 

8. El proceso de acuerdo con al menos una de las 

reivindicaciones 1 a 7, en donde dicho inhibidor de la 

secreción se selecciona del grupo que consiste de 

brefeldina A, monensina o semejantes. 

9. El proceso de acuerdo con al menos una de las 

reivindicaciones 1 a 8, en donde la determinación del 

perfil de citoquinas se efectúa por citometría de flujo. 

10. El proceso de acuerdo con al menos una de las 

reivindicaciones 1 a 9, en donde la sangre completa de las 

muestras deriva de seres humanos o animales. 

11. El proceso de acuerdo con al menos una de las 

reivindicaciones 1 a 10, aplicado para efectuar un 

seguimiento del contacto en donde la sangre completa se 

obtuvo de una persona en estrecho contacto con un paciente 

con TB activa o sospechada de tener un contacto estrecho 

con un paciente con TB activa. 

12 El proceso de acuerdo con la reivindicación 11, 
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en donde la decisión de tratamiento se toma de la siguiente 

manera: 

a. una profilaxis, tal como INH, o una terapia activa, tal 

como una terapia cuádruple, está indicada en los casos 

donde se detectó un cambio en el perfil de citoquinas 

para células IFN-γ simples positivas acompañado de una 

disminución de células IFN-γ/IL-2 positivas dobles; 

b1. si las investigaciones de diagnóstico revelaron una 

infección latente con Mycobacterium tuberculosis por 

células IFN-γ/IL-2 positivas dobles y no se dispone de 

información acerca de pruebas anteriores, no es 

necesaria una terapia aguda y el paciente debe volver a 

ser evaluado dentro de las 2 a 4 semanas;  

b2. si las investigaciones de diagnóstico revelaron una 

infección latente por Mycobacterium tuberculosis por 

las células IFN-γ/IL-2 positivas dobles y si pruebas 

anteriores para una infección latente por Mycobacterium 

tuberculosis no revelaron ningún contacto con 

Mycobacterium tuberculosis, estará indicada una 

profilaxis, tal como una terapia INH;  

c1. no está indicada ninguna terapia aguda si el paciente 

no presenta ninguna respuesta.  

c2. en el caso que el paciente revele algún síntoma 

clínico, se recomiendo una nueva evaluación. 

13. El proceso de acuerdo con la reivindicación 1 a 

10, en donde la sangre completa se obtuvo de una persona 

antes que recibiera drogas inmunosupresoras o con una 
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infección por VIH de tipo estado inmunoincompetente. 

14.  El proceso de la reivindicación 13, en donde 

la decisión de tratamiento se toma de la siguiente manera: 

a. una profilaxis, tal como INH, o un tratamiento activo, 

tal como una terapia cuádruple, y opcionalmente un 

retardo de una terapia inmunosupresora, está indicada en 

los casos donde se detectó un cambio en el perfil de 

citoquinas para células IFN-γ simples positivas 

acompañado de una disminución de células IFN-γ/IL-2 

positivas dobles; 

b1. si las investigaciones de diagnóstico revelaron una 

infección latente con Mycobacterium tuberculosis por 

células IFN-γ/IL-2 positivas dobles y no se dispone de 

información acerca de pruebas anteriores, es posible una 

terapia inmunosupresora y el paciente debe volver a ser 

evaluado dentro de entre 2 y 4 semanas;  

b2. si las investigaciones de diagnóstico revelaron una 

infección latente por Mycobacterium tuberculosis por las 

células IFN-γ/IL-2 positivas dobles y si pruebas 

anteriores para una infección latente por Mycobacterium 

tuberculosis no revelaron hasta el momento ningún 

contacto con Mycobacterium tuberculosis, y estará 

indicada una profilaxis, tal como una terapia INH y 

opcionalmente un retardo de una terapia inmunosupresora, 

así como una nueva evaluación del paciente dentro de 2 a 

4 semanas;  

c1. se comenzará con una terapia inmunosupresora si el 
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paciente no presenta ninguna respuesta; 

c2. en el caso que el paciente revele algún síntoma 

clínico, se recomiendo una nueva evaluación. 

15. El proceso de acuerdo con la reivindicación 1 a 

10, en donde la sangre completa se obtuvo de una persona 

sospechada de sufrir una infección activa por TB. 

16. El proceso de la reivindicación 15, en donde la 

decisión de tratamiento se toma de la siguiente manera: 

a. un tratamiento activo, tal como una terapia cuádruple, 

está indicada en los casos donde se detectó un cambio en 

el perfil de citoquinas para células IFN-γ positivas 

simples acompañado de una disminución de células IFN-

γ/IL-2 positivas dobles; 

b1. si las investigaciones de diagnóstico revelaron una 

infección latente por Mycobacterium tuberculosis con 

células IFN-γ/IL-2 positivas dobles y no hay información 

disponible acerca de pruebas anteriores, es poco 

probable una infección aguda, se debe considerar un 

diagnóstico alternativo, y el paciente debe volver a ser 

evaluado dentro de las 2 a 4 semanas;  

b2. si las investigaciones de diagnóstico revelaron una 

infección latente por Mycobacterium tuberculosis con 

células IFN-γ/IL-2 positivas dobles y si pruebas 

anteriores por una infección latente con Mycobacterium 

tuberculosis no revelaron hasta el momento contacto con 

Mycobacterium tuberculosis, está indicada una 

profilaxis, tal como INH o un tratamiento activo, tal 
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como una terapia cuádruple, y el paciente debe volver a 

ser evaluado dentro de las 2 a 4 semanas; 

c1. no está indicada ninguna terapia aguda si el paciente 

no presenta ninguna respuesta; 

c2. en el caso que el paciente revele algún síntoma 

clínico, se recomiendo una nueva evaluación. 

 

 



29 
 

PROCESO IN VITRO PARA LA DETERMINACIÓN RÁPIDA EN UN PACIEN-

TE DEL ESTADO DE INFECCIÓN CON MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS 

RESUMEN 

Un proceso in-vitro para la determinación rápida del 

estado de infección de una infección por Mycobacterium 

tuberculosis a partir de sangre completa en términos de una 

tuberculosis activa o latente, que comprende los pasos de: 

● estimular una célula T específica del antígeno presente 

en una primera muestra de sangre completa con derivado 

de proteínas purificado (PPD) en la presencia de 

anticuerpos contra CD28 o CD28 y CD49d; 

● procesar el PPD por células presentadoras de antígenos 

(APC) por incubación durante 1,5 h a 2,5 h, en especial 

durante 2 h, a 35°C - 39°C, en especial a 37°C, 

opcionalmente con adición de CO2; 

● luego agregar un inhibidor de la secreción; 

● realizar un mezclado exhaustivo; y 

● incubar adicionalmente por un período de al menos 2,5 h 

a una temperatura de entre 35 °C y 39 °C, y 

● determinar el perfil de citoquinas a partir de la pro-

ducción de INF-γ intracelular y la producción de IL-2 

intracelular de la célula T específica del antígeno; en 

donde 

● la presencia de una tuberculosis activa está indicada 

por un cambio en el perfil de citoquinas para células 

IFN-γ simples positivas acompañado por una disminución 

de células T IFN-γ/IL-2 positivas dobles. 
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� para mayores detalles, ver campo suplementario. 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Formulario PCT/ISA/237 (campo III) (julio 2011) 



INFORME ESCRITO DEL 

ORGANISMO DE BÚSQUEDA INTERNACIONAL 

Solicitud Internacional Nº 

PCT/EP 2011/054207 

Campo Nº IV  Carencia de unidad de la invención 
    
1. �  En respuesta a la intimación (formulario PCT/ISA/206) de pagar tasas adicionales, el 

solicitante, dentro de los plazos establecidos: 
 

     
  � ha pagado las tasas adicionales  

     
  � ha pagado las tasas adicionales bajo protesta y, si corresponde, la tasa de protesta  

     
  � ha pagado las tasas adicionales bajo protesta pero no la correspondiente tasa de protesta  

     
  � no ha pagado las tasas adicionales  

     
2. � Este Organismo considera que no se cumple el requisito de unidad de invención y opta por no intimar al 

solicitante a pagar las tasas adicionales 
 

     
3. � Este Organismo considera que el requisito de unidad de invención acorde con las reglas 13.1, 13.2 y 13.3  

     
  � se cumple  

     
  � no se cumple por las siguientes razones:  

     
 Ver campo suplementario  
     
4. En consecuencia, este informe ha sido confeccionado con respecto a las siguientes partes de la solicitud internacional:  
   
 � todas las partes   

     
 � las partes relacionadas con las reivindicaciones Nº  1 – 10  

 
 
 

   

Campo Nº V Resolución fundada según regla PCT 43bis.1(a)(i) con respecto a la novedad, la actividad inventiva y la 
aplicabilidad industrial; documentos y declaraciones destinadas a apoyar esta resolución 

    
1. Resolución    
     
 Novedad (N) Reivindicaciones:  SÍ  
  Reivindicaciones: 1 – 10 NO 
     
 Actividad inventiva (IS) Reivindicaciones:  SÍ 
  Reivindicaciones: 1 – 10 NO 
     
 Aplicabilidad industrial (AI) Reivindicaciones: 1 – 10 SÍ 
  Reivindicaciones:  NO 
  
2. Documentos y declaraciones:  
  
 Ver hoja adjunta 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Formulario PCT/ISA/237 ((campo IV) (abril 2007) 



INFORME ESCRITO DEL 
ORGANISMO DE BÚSQUEDA INTERNACIONAL 
(HOJA ADJUNTA) 

Solicitud Internacional Nº 

PCT/EP 2011/054207 

   
 Se hace referencia a los siguientes documentos:  
    
 D1  SARGENTINI VALERIA ET AL: “Cytomeric detection of antigen-specific 

IFN-gamma/IL-2 secreting cells in the diagnosis of tuberculosis.”, BMC 
INFECTIOUS DISEASES, 2009 LNKD- PUB:MED: 19549330, vol. 9, 2009, 
pp. 99, 
ISSN: 1471-2334 

 

    
 D2  MILLINGTON KERRY A ET AL.: Dynamic relationship between IFN-

gamma and IL-2 profile of Mycrobacterium tuberculosis-specific T cells and 
antigen load”, JOURNAL OF IMMUNOLOGY, AMERICAN ASSOCIATION 
OF IMMUNOLOGIST, US, vol. 178, Nº 8, 15 de abril de 2007 (2007-04-
15), páginas 5217 – 5226,XP002448599, 
ISSN: 0022-1767 

 

    
 D3  SESTER URBAN ET AL: ”Whole-blood flow-cytrometric  analysis of 

antigen-specific CDA T-cell Cytokine profiles distinguishes active 
tuberculosis from non-active States”, 
Database accession Nº NLM21423578; & PLOS ONE 2011 LNKD-
PUBMED: 21423578,vol. 6, Nº 3, E17813, 
ISSN: 1932-6203 

 

    
 D4  BAL A M ET AL: “Dysregulation of proinflamtory and regulatory cytokines 

in HIV infected persons with active tuberculosis”, 
CYTOKINE, ACADEMIC PRESS LTD, PHILADELPHIA, PA, US, 
vol. 30, Nº 5, 7 de junio de 2005 (2005-06-07), páginas 275-281, 
XP004909381, 
ISSN: 1043-4666, DOI: DOI: 10.1016 /J.Cyto02005.01.015 

 

    
 1.1 Las reivindicaciones abarcan lo que parece ser una corrección de un paso 

erróneo o incorrectamente posicionado, a saber: la determinación del perfil de 
la citoquina  (paso 2) antes del procesamiento de PPD (paso 3), encontrado 
duplicado en la solicitud EP 10157086 (de la familia). Las reivindicaciones 
parecen abarcar una citometría intracelular de flujo estándar mediante tinción 
de citoquina (ICS) llevado a cabo en sangre tomada de un posible paciente TB, 
a los fines de evaluar el grado de enfermedad como activo. 
 

 

 1.2 Adicionalmente aparecieron varias nuevas reivindicaciones que abarcan el 
ensayo de una quinta muestra de sangre (reiv. 7), seguimiento del contacto 
(reivs.11-12), la fuente de la sangre siendo un paciente inmunocomprometido 
(reivs. 13, 14), la fuente de la sangre es un paciente sospechado de tener una 
infección de TB (reivs. 15, 16). Ninguno de estos objetos reivindicados es 
encontrado en el documento de prioridad y por ello estas reivindicaciones NO 
tienen derecho a la fecha de prioridad. Está prevista adicionalmente una 
indicación terapéutica en varios casos de resultados (partes (a)-(c2) de las 
reivindicaciones12, 14, 16), uno solo de los cuales está sustentado en el 
documento de prioridad (parte a). 

 

    
 2. Se efectuó una objeción de carencia de unidad ex posteriori a la invención  

(Artículo PCT 17(3)(a)) (ver informe de búsqueda), porque se reivindican otras 
indicaciones terapéuticas basadas sobre una interpretación de datos 
sustentada en métodos conocidos. El concepto inventivo subyacente cubierto 
por estas reivindicaciones posteriores es variado y puede ser separado en 
partes (ver también punto 1.2, arriba). 

 

    
    
    
    
 
 
 
 
Formulario PCT/ISA/237 (hoja adjunta) (hoja 1) (abril 2005) 



INFORME ESCRITO DEL 
ORGANISMO DE BÚSQUEDA INTERNACIONAL 
(HOJA ADJUNTA) 

Solicitud Internacional Nº 

PCT/EP 2011/054207 

   
 INVENCIÓN 1  
    
 3. El estado de la técnica más cercano parece ser D1 (Sargentini). El resumen de 

este documento hace notar que el problema a ser resuelto es ofrecer un 
diagnóstico más exacto de las diferentes etapas de la TB (ver “fundamentos”). A 
este respecto, el objetivo parece se idéntico al de  las reivindicaciones 1-16. Los 
métodos utilizados son un análisis citométrico de flujo de células estimuladas 
con PPD para ver si se producen uno o los dos IL-2 e IFN-gamma (ver 
métodos). Este documento hace ver que IL-2 puede ser utilizado para graduar 
la enfermedad, dado que un incremento de producción de IL-2 procede más en 
una infección latente que en una infección  activa. Una infección activa se 
correlaciona con una elevada producción de IFN-gama (ver resultados). Por lo 
tanto, se considera que este documento hace la misma observación que el 
presente paso (a), en la medida en que un incremento de la producción latente 
de IL-2 es equivalente a una reducción en la fase activa. Los datos que 
sustentan esto se exhiben en la figura 1 y son luego cubiertos en la discusión. 
Allí se concluye que células individuales que producen IFN-gamma son 
suficientes para detectar enfermos TB activos mediante el control. Además, este 
documento concluye que, en pacientes infectados en forma latente se presenta 
una disminución de células individuales productoras de IFN-gamma y un 
incremento en la producción de ambas células IL-2 e IFN-gamma. En otras 
palabras, los mismos descubrimientos que los cubiertos por las presentes 
reivindicaciones 1-10 ya han sido observados en D1. En consecuencia, se 
considera que este documento destruye la novedad para las reivindicaciones 1-
10 (Artículo PCT 33(2)). 

 

    
 4. D2 también compara el cambio en dos perfiles de citoquina en TB activa y 

tratada. Nuevamente se observa que en la TB activa existe un predominio de 
producción de células IFN-gamma que se desplaza a un condominio con la 
producción de IL-2/IFN-gamma en la infección latente. En tanto se utilizó un 
método distinto para medir los niveles de varias citoquinas en las células T, los 
resultados son los mismos que los reivindicados presentes (por ejemplo, el TB 
activo está indicado por células T productoras de IFN-gamma que contrarrestan 
la producción de células IL-2/IFN-gamma). Se considera que este documento, 
en combinación con D1, destruye la actividad inventiva del objeto de las 
reivindicaciones 1-10 porque el método de citometría de flujo es alternativo al 
utilizado en D2 (Artículo PCT 33(3)). 

 

    
    
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Formulario PCT/ISA/237 (hoja adjunta) (hoja 2) (abril 2005) 



 
 
 
 
 
 
 

 Posibles pasos luego de recibir el informe de búsqueda internacional (ISR) y el informe 
escrito del Organismo de Búsqueda Internacional (WO-ISA). 
 
 
Información 
general 

 
Para todas las solicitudes internacionales presentadas el o después del 
01/01/2004, el ISA competente establecerá un ISR. El mismo será 
acompañado por el WO–ISA. A diferencia del anterior informe escrito del 
IPEA (Regla PCT 66.2), el WO–ISA  no debe ser contestado, pero debe ser 
tomado en consideración para posteriores pasos del procedimiento. Este 
documento explica acerca de las posibilidades. 
 

 
Enmendar 
reivindicaciones 
según 
Art. PCT 19 

 
Dentro de los dos meses después de la fecha de envío del ISR y el WO–ISA, 
el solicitante puede presentar reivindicaciones enmendadas según el Art. 
PCT 19 directamente en la Oficina Internacional del WIPO. La reforma del 
PCT de 2004 no cambió este procedimiento. Para más información rogamos 
ver la regla PCT 46, además del formulario PCT/ISA/220 y las 
correspondientes notas al formulario PCT/ISA/220. 
 

 
Presentar una 
demanda para 
examen 
preliminar 
internacional 

 
En principio, el WO–ISA puede ser considerado el informe escrito del IPEA. 
Esto puede, en muchos casos, hacer innecesario presentar una demanda de 
examen preliminar internacional. Si el solicitante, a pesar de todo, desea 
presentar una demanda, esto debe llevarse a cabo antes de antes de la 
expiración de 3 meses a partir de la fecha de envío al ISR/WO–ISA o de 22 
meses a partir de la fecha de prioridad, según la que expire más tarde (Regla 
PCT 54bis). Las enmiendas según el art. PCT 34 pueden ser presentadas 
ante el IPEA como lo anterior, normalmente al mismo tiempo que se 
presenta la demanda (Regla PCT 66.1(b)). 
 
Si se presenta una demanda de examen preliminar internacional y no se 
recibieron enmiendas/comentarios, el WO–ISA será transformado por el 
IPEA en el IPRP (Informe Preliminar Internacional sobre Patentabilidad), que 
refleja únicamente el contenido del WO–ISA. La demanda puede ser retirada 
(Art. PCT 37). 
 

 
Presentar 
comentarios 
informales 

 
Luego de recibir el WO–ISA, el solicitante puede presentar comentarios 
acerca del WO–ISA directamente en la Oficina Internacional del WIPO. Estos 
serán comunicados a las Oficinas designadas junto con el IPRP (Informe 
Preliminar Internacional sobre Patentabilidad) a los 30 meses a partir de la 
fecha de prioridad. Rogamos referirse al siguiente campo. 
 

 
Final de la fase 
internacional 

 
Al final de la fase internacional, la Oficina Internacional del WIPO 
transformará el WO–ISA o, si se presentó una demanda, el informe escrito 
del IPEA en el IPRP, el que será transmitido junto con los posibles 
comentarios informales a las Oficinas designadas. El IPRP reemplazará al 
anterior IPER (informe de examen preliminar internacional). 
 

 
Reglas PCT 
relevantes y 
más 
información 

 
Regla PCT 43, regla PCT 43bis, regla PCT 44, regla PCT 44bis, PCT 
Newsletter 12/2003, OJ 11/2003, OJ 12/2003 
 
 
 

 













TRATADO DE COOPERACIÓN INTERNACIONAL 
EN MATERIA DE PATENTES 

 

PCT 
Informe de Búsqueda Internacional 

 
(Artículo PCT 18, así como reglas PCT 43 y 44) 

 

 

 
Este Informe de Búsqueda Internacional fue elaborado por el Organismo de Búsqueda Internacional y, de acuerdo con el artículo 18, 
es enviado al solicitante. Se envía una copia a la Oficina Internacional. 
 

Este informe de búsqueda Internacional comprende, en total,   5   hojas. 
 

� Además se adjunta una copia de cada uno de los documentos del estado de la técnica mencionados en este informe 
 

 
1. Fundamentos del Informe 
 

a. Con respecto al idioma, la búsqueda internacional fue llevada a cabo sobre la base de: 
 

� la solicitud internacional en el idioma en que fue presentada 
� una traducción de la solicitud internacional al          , que es el idioma de una traducción suministrada a 

los fines de la búsqueda internacional  (reglas 12.3(a) y 23.1 (b)). 
 

b.  � Este informe de búsqueda internacional ha sido confeccionado teniendo en consideración  la rectificación  
  de un error obvio, autorizada por o notificada a este organismo según la regla 91 (regla 43.6bis(b)) 

 
c.  � Con respecto a  los nucleótidos y/o aminoácidos revelados en la solicitud internacional, ver campo Nº 1 

 
2.  � Determinadas reivindicaciones no eran investigables (ver campo II). 
 
3.  � La invención carece de unidad (ver campo III). 
 
4. Con respecto al título, 

 
� se aprueba el texto presentado por el solicitante. 
 
� el texto fue establecido por el organismo como sigue: 

 

 

 
5. Con respecto al resumen, 

 
� se aprueba el texto presentado por el solicitante. 
 
� el texto fue establecido por el organismo, de acuerdo con la regla 38.2 b), en la versión indicada en el campo IV.  

El solicitante puede presentar una posición ante el organismo durante el transcurso de un mes a partir de la fecha 
de envío de este Informe de Búsqueda Internacional. 

 
6. Con respecto a las ilustraciones 
 

a.  Con el resumen se debe publicar la siguiente figura de Las ilustraciones: figura Nº    -1-. 
 

� sugerida por el solicitante. 
 
� seleccionada por el organismo, dado que el mismo solicitante no sugiere ninguna figura. 
 
� seleccionada por el organismo, dado que esta figura caracteriza mejor la invención. 

 
b.  � con el resumen no se publica ninguna de las ilustraciones 

 

Formulario PCT/ISA/210 (hoja 1) (julio 2009) 

Referencia del solicitante o del agente  

PROCEDER Ver notificación formulario PCT/ISA/220, así como, en tanto 
corresponda, el punto 5.abajo 110151WO ME/ris 

Solicitud Internacional Nº: 
 

Fecha de presentación Internacional 
(día/mes/año) 

Fecha de prioridad (la más antigua) 
(día/mes/año) 

PCT/EP 2011/054207 21/03/2011 19/03/2011 

Solicitante 

RED FLAG DIAGNOSTICS GMBH 



INFORME DE BÚSQUEDA INTERNACIONAL 
Referencia Internacional 
 

PCT/EP 2011/054207 
Campo II:  Observaciones acerca de porque determinadas reivindicaciones no eran investigables 

(continuación del ítem 2 de la hoja 1) 
 
Este Informe de Búsqueda Internacional no fue realizado con respecto a algunas reivindicaciones, según el artículo 
17(2)(a), por las siguientes razones:  
   
1. � Reivindicaciones Nº:    

porque se refieren a objetos que no requieren ser investigados por este Organismo, a saber: 
 

 
 
 
 

2. � Reivindicaciones Nº: 
porque se refieren a partes de la Solicitud Internacional que no cumplen con los requisitos prescriptos en 
una extensión que no permite llevar a cabo una búsqueda internacional, específicamente: 
 
 
 
 

3. � Reivindicaciones Nº: 
porque son reivindicaciones dependientes y no están desarrolladas en acordanza con la segunda y la 
tercera frase de la regla 6.4(a). 
 
 
 
 

 
Campo III: Observaciones por falta de uniformidad de la invención (continuación del ítem 3 de la hoja 1) 
 
Este Organismo de Búsqueda Internacional encontró invenciones múltiples en esta solicitud internacional, a saber: 
   

ver hoja adicional 
 
 

1. � Como todas las tasas adicionales requeridas fueron abonadas en término por el solicitante, este Informe 
de Búsqueda Internacional cubre todas las reivindicaciones investigables. 
 
 
 
 

2. � Como todas las reivindicaciones investigables pueden ser investigadas sin un esfuerzo que justifique una 
tasa adicional, este Organismo no solicita ningún pago o tasa adicional. 
 
 
 
 

3. � Como solo algunas de las tasas adicionales fueron abonadas en término por el solicitante, este Informe 
de Búsqueda Internacional cubre solo aquellas reivindicaciones para los cuales fueron abonadas las 
tasas, específicamente, las reivindicaciones Nº: 
 
 
 
 

4. � Ninguna de las tasas adicionales requeridas fue abonada en término por el solicitante. En consecuencia, 
este Informe de Búsqueda Internacional está restringido a la invención mencionada inicialmente en las 
reivindicaciones; estando la misma cubierta por las reivindicaciones Nº: 
 

1 – 10 
 
 

Observaciones sobre protestas � Las tasas de búsqueda adicionales fueron acompañadas 
por la protesta del solicitante y, cuando correspondía, el 
pago de la tasa de protesta 

  

� Las tasas de búsqueda adicionales fueron acompañadas 
por la protesta del solicitante pero la tasa de protesta 
solicitada no fue pagada en el plazo especificado en la 
intimación 

  

� El pago de las tasas de búsqueda adicionales no fue 
acompañado por ninguna protesta. 

 
 

Formulario PCT/ISA/210 (continuación de hoja 1 (2)) (abril 2005) 



INFORME DE BÚSQUEDA INTERNACIONAL 
Solicitud Internacional Nº: 

PCT/EP 2011/054207 

A. CLASIFICACIÓN DEL OBJETO DE LA SOLICITUD 

INV. G01N 33/50 G01N 33/569     
ADD.       
  
Según la clasificación internacional de patentes (IPC) o las clasificaciones nacional e IPC 
B. ÁMBITOS INVESTIGADOS 
Documentación  mínima investigada (Sistema de clasificación y símbolos de clasificación) 

G01N 

Publicaciones investigadas pero no pertenecientes al material mínimo investigado, en tanto pertenezcan al ámbito investigado 

 

Base de datos electrónica consultada durante la búsqueda internacional (nombre de la base de datos y expresiones de búsqueda 
eventualmente empleadas) 

EPO-Internal, WPI Data, EMBASE, BIOSIS 

C. ANTECEDENTES CONSIDERADOS RELEVANTES 
Categoríaº Denominación de la publicación, así como, de ser apropiado, 

indicación de los pasajes relevantes 
Relevante para  

reivindicación Nº: 
   

X SARGENTINI VALERIA ET AL: “Cytomeric detection of antigen-
specific IFN-gamma/IL-2 secreting cells in the diagnosis of 
tuberculosis.”, 
BMC INFECTIOUS DISEASES 
vol. 9, 99, 2009, pp. 1-10, XP002631778 
ISSN: 1471-2334 
todo el documento 

 – – – – –  
                                           – –– – – / / / / /  – – – – –  

1-10 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

� Otras publicaciones están listadas en la continuación del 
campo C � Ver familia de patentes en el anexo 

º Categorías particulares indicadas en publicaciones 
“A” publicación que define el estado general de la técnica pero 
no considerada como particularmente importante 
“B” documento anterior pero publicado recién o después de la 
de la fecha de presentación internacional 
“L” publicación adecuada para hacer aparecer como dudosa 
una reivindicación de prioridad, o mediante la cual debe ser 
considerada la fecha de divulgación de otra publicación 
mencionada en el informe de búsqueda o que es indicada por 
otra razón particular (como realizada) 
“O” publicación que se refiere a una revelación oral, a una 
utilización, a una exposición o a otras disposiciones 
“P” publicación realizada antes de la fecha de presentación 
internacional pero luego de la fecha de prioridad reivindicada 

“T” publicaciones posteriores a las difundidas en la fecha de 
presentación internacional o de la fecha de prioridad y que no 
colisionan con la solicitud, sino que solo están indicadas para 
mayor entendimiento del principio fundamental de la invención 
o de la teoría sobre la cual se basa 
“X” publicación de particular importancia: la invención 
reivindicada no puede ser considerada, solo como consecuencia 
de  esta publicación, como novedosa o apoyarse en una 
actividad inventiva 
“Y” publicación de particular importancia: la invención 
reivindicada no puede ser considerada como apoyada en una 
actividad inventiva cuando puede ser relacionada con una o 
varias otras publicaciones de esta categoría y tal relación es 
notoria para un especialista 
“&” publicación que es miembro de la misma familia 

Fecha de finalización de la búsqueda internacional Fecha de envío del Informe de Búsqueda Internacional 

7 de abril de 2011 06/07/2011 

Nombre y Dirección Postal del ISA/ Funcionario Apoderado 
Oficina de Patentes Europea 

Hinchlife, Philippe NL – 2280 HV Rijswijk 

Tel (+31-70) 340-2040. 
Fax Nº (+31-70) 340-3016  
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INFORME DE BÚSQUEDA INTERNACIONAL 
Solicitud Internacional Nº: 

PCT/EP 20111/054207 

C. (continuación) ANTECEDENTES CONSIDERADOS RELEVANTES 
Categoríaº Denominación de la publicación, así como, de ser requerido, 

indicación de los pasajes relevantes 
Referente a la 

reivindicación Nº 
   

X MILLINGTON KERRY A ET AL.: Dynamic relationship between IFN-
gamma and IL-2 profile of Mycrobacterium tuberculosis-specific T 
cells and antigen load” 
JOURNAL OF IMMUNOLOGY, AMERICAN ASSOCIATION OF 
IMMUNOLOGIST, US, 
Vol. 178, Nº 8, 
 15 de abril de 2007 (2007-04-15), 
páginas 5217 – 5226, XP002448599 
ISSN: 0022-1767 
Todo el documento 

– – – – –  

1-10 

T SESTER URBAN ET AL: ”Whole-blood flow-cytrometric  analysis of 
antigen-specific CD4 T-cell Cytokine profiles distinguishes active 
tuberculosis from non-active States” 
PLOS ONE 
Vol. 6, Nº 3, E17813, 2011, páginas 1-7, 
XP002631779                                                                                                                  
ISSN: 1932-6203 
resumen 

– – – – –  

1-10 
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 Solicitud Internacional Nº: PCT/EP 2011/054207 

MÁS INFORMACIÓN CONTINUADA DE  PCT/ISA/  210 
 
 Este Organismo de Búsqueda Internacional encontró múltiples (grupos de) 

invenciones en esta solicitud internacional, a saber: 
 

1.  reivindicaciones: 1-10 
 
Un método para la determinación de un estado infeccioso de TB en un 
individuo, basado sobre una pre-estimulación de una muestra de 
sangre seguida por una citometría de flujo, en el cual se diagnostica 
TB activa mediante un perfil particular 

––––– 
 

2.  reivindicaciones: 11, 12 
 
El procedimiento de la reivindicación 1 utilizado para contactar el 
seguimiento y la terapia. 

––––– 
 

3.  reivindicaciones: 13, 14 
 
El procedimiento de la reivindicación 1 utilizando muestras y terapias 
de  personas unmunodeprimidas . 

––––– 
 

4.  reivindicaciones: 15, 16 
 
El procedimiento de la reivindicación 1, en el cual la muestra de 
sangre proviene de una persona sospechada de tener una infección 
activa de TB y terapia. 

––––– 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  


