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DESCRIPCION
Método para el diagnéstico de la tuberculosis

La invencion se refiere a un método para el diagndstico de la tuberculosis, en especial de la tuberculosis bovina,
mediante ensayos de deteccion de la respuesta inmunolégica celular y de detecciéon de anticuerpos en animales,
incluyendo seres humanos.

La tuberculosis esta provocada por micobacterias que pertenecen al grupo del complejo de micobacterias de la
tuberculosis (MTC), que comprende Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), Mycobacterium bovis (M. bovis),
Mycobacterium caprae (M. caprae), Mycobacterium africanum (M. africanum), Mycobacterium microti (M. microti) y
Mycobacterium pinnipedii.

En los métodos que forman la invencion se analizan muestras, en especial muestras de sangre, procedentes de un
ser humano o de un animal, para la presencia de una respuesta inmunolégica mediada por células a antigenos
micobacterianos o a anticuerpos micobacterianos, respectivamente, y la presencia de una respuesta inmunolégica
mediada por células o de anticuerpos se toma como una indicacion de la tuberculosis.

Los métodos conocidos comprenden incubar una muestra de sangre procedente de un animal con antigenos
micobacterianos, y detectar la presencia de una respuesta inmunoldgica mediada por células que resulta de la
incubacion, o detectar anticuerpos contra antigenos micobacterianos, respectivamente.

El documento EP 0 296 158 describe un método para el diagnostico de infecciones, que incluyen la tuberculosis, en
muestras procedentes de seres humanos o animales. En una primera etapa, una muestra de sangre completa
procedente de un ser humano o animal probablemente infectado se incuba con antigenos micobacterianos, por
ejemplo, un derivado de la proteina de la tuberculina purificado (PPD). Después de la incubacion, la muestra se
analiza para detectar la presencia de gamma-interferén (IFN-y) liberado por linfocitos sensibilizados para indicar una
respuesta inmunoldgica mediada por células al antigeno.

El PPD tiene una alta sensibilidad, aunque su especificidad es limitada. Por tanto, se han intentado identificar otros
reactivos de ensayo de la tuberculosis adecuados para los ensayos.

El documento EP 0 408 625 describe ensayos de anticuerpos y celulares que emplean la proteina MPB-70 de
Mycobacterium bovis como antigeno.

Los documentos US 2006/0115847 y WO 2006/117538 describen diferentes péptidos, que pueden utilizarse como
antigenos en ensayos celulares y que se seleccionan principalmente por su propiedad para distinguir entre una
infeccion por tuberculosis y una vacunacion con una cepa de BCG.

Por ultimo, el documento EP 0 706 571 describe el uso de un antigeno denominado ESAT-6, y el documento
WO02004/099771 describe el uso de un antigeno denominado CFP-10 en ensayos para el diagndstico de la
tuberculosis.

ESAT-6 y CFP-10 son, hasta la fecha, los antigenos mas inmunogénicos con una especificidad superior, comparado
con PPD, para estimular la produccion de IFN-y in vitro por las células T. Sin embargo, se produce una reactividad
cruzada con Mycobacterium kansasii (M. kansasii), puesto que los genes ESAT-6 y CFP-10 de M. bovis y M.
kansasii son altamente idénticos. M. kansasii, que no esta incluido en el MTC, puede aislarse de individuos y ganado
sano, asi como, en ocasiones excepcionales, de individuos y ganado enfermo. La gestion de la tuberculosis a
menudo se complica por la interpretacion falsa de ensayos previstos para el MTC.

Sin embargo, ha resultado que diferentes antigenos detectan una poblacidon de animales infectados de tuberculosis
parcialmente distinta. La sensibilidad de estos antigenos parece ser menor que la sensibilidad de la tuberculina.
Como consecuencia, en algunas situaciones, los ensayos que emplean los antigenos pueden producir resultados
falsos negativos.

A la vista de lo anterior, un objeto de la invencién es proporcionar un antigeno que permite el disefio de métodos
para el diagndstico de la tuberculosis con una mayor especificidad y, en el caso de combinacién con otros antigenos,
con una mayor sensibilidad.

El objeto se logra mediante un método para el diagndstico de la tuberculosis provocada por micobacterias que
pertenecen al MTC, en un animal susceptible que incluye a un ser humano, que comprende la deteccion in vitro de
una respuesta inmunolégica mediada por células a OmpAtb y/o a anticuerpos contra una proteina de la membrana
externa bacteriana, denominada OmpAtb, en una muestra.

OmpAtb es una proteina de la membrana externa presente, por ejemplo, en M. tuberculosis y M. bovis;sc1;. Forma
poros permeables a sustancias hidréfilas. OmpAtb es muy especifica para M. bovis y M. tuberculosis. Las
investigaciones realizadas por los solicitantes indican que OmpAtb es inmunogénica en ganado infectado por
tuberculosis. Ademas, los ensayos realizados por los solicitantes revelan que OmpAtb muestra una reaccion positiva
en algunos casos positivos a tuberculosis, que dieron un resultado negativo cuando se emplea ESAT-6 o CFP-10, o
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sus mezclas, respectivamente.

La secuencia de OmpAtb de M. tuberculosis H37Rv ha sido descrita por Camus et al. (2002), y la secuencia de
OmpAtb de M. bovis AF2122/97 ha sido descrita por Garnier et al. (2003). Las secuencias de OmpAtb en M.
tuberculosis y M. bovis son idénticas, y se muestra un ejemplo de la secuencia (SEQ ID NO: 1) en la figura 1.

La funcion de OmpAtb esta asociada con su presencia en la pared celular micobacteriana. Se ha descubierto que
OmpAtb es una proteina similar a porina. Su actividad formadora de poros depende del pH, y permite a las
micobacterias sobrevivir en condiciones ambientales acidas, tales como dentro de fagosomas de macrofagos
(Senaratne et al., 1998; Raynaud et al., 2002; Molle et al., 2006). Hasta la fecha, los solicitantes no han conocido
ninguna publicacién que emplee las propiedades inmunogénicas de OmpAtb para el diagndstico de una infeccion
micobacteriana.

Preferiblemente, la invencion se realiza poniendo en contacto una muestra de sangre procedente de un ser humano
o un animal infectado por tuberculosis con un reactivo de ensayo que incluye un antigeno que presenta la
antigenicidad de OmpAtb, en el que el antigeno es OmpAtb. También se posible emplear otro material de muestra,
tal como, por ejemplo, suero, plasma, nédulos linfaticos, piel, saliva, orina, fluido cerebroespinal, y leche, por poner
solo algunos ejemplos. En principio, cualquier material de muestra o tejido, respectivamente, puede utilizarse para
un analisis que permita la deteccion de anticuerpos o una respuesta inmunoldgica mediada por células tras un
contacto con OmpAtb.

La presente invencion cubre también un ensayo de piel que emplea OmpAtb o un reactivo de ensayo que incluye
OmpAtb como antigeno. Aparte del uso de una nueva sustancia antigénica, puede emplearse cualquier tipo de
ensayo de piel para la tuberculosis conocido en la técnica. La modificacion o adaptacion necesaria del reactivo de
ensayo para su uso en un ensayo de piel es una medida habitual para los expertos en la técnica y no se analizara en
detalle.

En el método segun la invencién, el antigeno o reactivo de ensayo utilizado puede estar en forma soélida o como un
liquido.

Por regla general, la muestra se recoge en un recipiente para recolectar muestras adecuado, tal como, por ejemplo,
viales de cultivos celulares o un tubo de recoleccién de muestras. El antigeno o el reactivo de ensayo puede
afiadirse al vial de cultivo celular o tubo de recoleccién de muestras antes o después de la aplicacion de la muestra.

Los métodos dentro de tubo permiten que la preparacion de antigeno o el reactivo de ensayo esté contenido ya en el
recipiente de recoleccion de muestras utilizado. La ventaja es que se acortan los tiempos de incubacion, puesto que
el contacto de la muestra y el antigeno se produce inmediatamente después de tomar la muestra cuando se
emplean recipientes de muestra con el antigeno ya incluido. La invenciéon también cubre expresamente dichos
métodos o recipientes de recoleccion de muestras.

A lo largo del texto, el término "animal" también incluye a seres humanos. Preferiblemente, el método se empleara
para ensayar ganado, asi como otras especies animales, por ejemplo, ovejas, cabras, ciervos, cerdos, caballos,
tejones, perros, gatos, primates no humanos, elefantes, oposums, bufalos, llamas, alpacas y otros animales
exoticos.

Ademas, en el presente contexto, el término "antigenicidad" significa que el reactivo de ensayo o el antigeno incluido
tiene la capacidad de evocar una respuesta inmunolégica diagndsticamente significativa en forma de una respuesta
mediada por células o en forma de anticuerpos que se unen a OmpAtb.

Segun la invencion, el antigeno es OmpAtb.

El término "OmpAtb" comprende la forma nativa de la proteina en micobacterias, asi como las proteinas
recombinantes producidas en cualquier tipo de vectores de expresion que transforme a cualquier tipo de hospedante
y/o también péptidos o proteinas sintetizados quimicamente. También incluye proteinas analogas, es decir,
proteinas con pequefias variaciones que no afectan a la antigenicidad de OmpAtb, por ejemplo, proteinas que
tengan al menos 70% de identidad de secuencia con la secuencia de OmpAtb. También se incluyen péptidos y
proteinas de fusion que incluyen OmpAtb o una de sus subsecuencias.

Una "subsecuencia" significa cualquier péptido que tenga una antigenicidad comparable con la antigenicidad de
OmpAtb. El término también incluye fracciones de péptidos y agrupaciones de péptidos que incluyen una serie de
péptidos.

Cuando se emplean péptidos o subsecuencias de OmpAtb, respectivamente, cada uno de los fragmentos de
péptidos o subsecuencias pueden presentarse como entidades separadas, o algunos o todos se condensan
opcionalmente a través de conectores o espaciadores, tales como un aminoacido o una secuencia de aminoacidos.

Las proteinas de fusion incluidas en la invencion incluyen una porcion de polipéptido que es OmpAtb y a menos otra
porcion de polipéptido. En una realizacion preferida analizada a continuacion, la otra porcién de polipéptido puede
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tener la antigenicidad de otro antigeno especifico para infecciones micobacterianas. Sin embargo, también es
posible proporcionar cualquier otra porcion de polipéptido que mejore las propiedades de la proteina de fusion, tal
como, por ejemplo, su selectividad o sensibilidad. También se incluyen porciones de polipéptidos, tales como la
proteina de unidén a la maltosa, que permiten un mejor aislamiento de la proteina de fusion durante la preparacion.

El término "péptido" incluye péptidos cortos, oligopéptidos y también polipéptidos. Comprende las formas nativas de
péptidos en micobacterias, asi como péptidos recombinantes y péptidos sintetizados quimicamente.

La presencia de anticuerpos contra OmpAtb en una muestra se detecta ensayando si se produce o no una reaccion
de unién de los anticuerpos en la muestra con el antigeno en el reactivo de ensayo. Los ensayos preferidos son
inmunoensayos, que incluyen los inmunoensayos ligados a enzimas (ELISA) y las técnicas de inmunotransferencia.
Sin embargo, también es posible emplear ensayos de unién de anticuerpos no ligados a enzimas, tales como RIA,
polarizacién de fluorescencia, citometria de flujo y otros procedimientos. Otros ejemplos no limitantes para los
ensayos adecuados son: aglutinacion de latex, ensayo de flujo lateral, ensayo inmunocromatografico, inmunochips,
inmunoensayos de inmersion de varillas, la tecnologia basada en esferas en combinacién con cualquier otro método
(por ejemplo, quimioluminiscencia, Luminex), la determinacion de la codificacién del ARN para el producto celular
pertinente (por ejemplo, una citoquina) mediante el uso de una técnica de amplificacion de acidos nucleicos.

Una posible respuesta inmunolégica mediada por células puede detectarse mediante todos los métodos adecuados
conocidos en la técnica. Resultan especialmente adecuados los ensayos de proliferacion de linfocitos o los ensayos
basados en la liberacion de IFN-y u otros productos celulares inducidos por la antigenicidad micobacteriana.

Los productos celulares que indican una respuesta inmunolégica mediada por células pueden detectarse mediante
cualquier paquete de programas. Los ejemplos no limitantes para los ensayos adecuados son: ELISA, técnicas de
inmunotransferencia, RIA, citometria de flujo, polarizacion de fluorescencia, aglutinacion de latex, ensayo de flujo
lateral, ensayo inmunocromatografico, inmunochips, inmunoensayos de inmersion de varillas, la tecnologia basada
en esferas en combinacién con cualquier otro método (por ejemplo, quimioluminiscencia, Luminex), y la
determinaciéon de la codificacion del ARN para el producto celular pertinente mediante el uso de una técnica de
amplificacién de acidos nucleicos.

En los ensayos de deteccion de anticuerpos, los antigenos empleados segun la invencidon pueden acoplarse
opcionalmente a vehiculos sélidos o semisélidos o estar en disolucion.

En especial, los antigenos que tienen la antigenicidad de OmpAtb permiten el disefio de ensayos con alta
especificidad. Segun la invencion, la sensibilidad del ensayo puede aumentar proporcionando un reactivo de ensayo
que incluya al menos otro antigeno especifico para infecciones micobacterianas.

La invencion también incluye un reactivo de ensayo para el diagndstico de la tuberculosis mediante ensayos de
anticuerpos o celulares, que incluye un antigeno que tiene la antigenicidad de OmpAtb, en el que el antigeno es
OmpAtb y, opcionalmente, otro antigeno especifico para infecciones micobacterianas.

Un reactivo de ensayo preferido en este contexto incluye el antigeno OmpAtb, junto con al menos otro antigeno
seleccionado del grupo que comprende: tuberculina (PPD), ESAT-6, CFP-10, MPB83 (Buddle et al., 2003), TB10.4
(Aagard et al., 2006), TB27.4 (Aagaard et al., 2006), por citar solo algunos ejemplos de antigenos preferidos. En
principio, puede utilizarse cualquier proteina o péptido antigénico especifico para la tuberculosis como el otro
antigeno.

El antigeno OmpAtb y al menos otro antigeno pueden incluirse en forma de una mezcla en el reactivo de ensayo.
Sin embargo, en ofra realizacion preferida de la invencion, también es posible condensar los antigenos en forma de
una proteina de fusion, e incluir esta proteina de fusion en el reactivo de ensayo.

La invencién también incluye una proteina de fusién adecuada que incluye una porcion de polipéptido que es
OmpAtb y otra porcion de polipéptido. Preferible, pero no necesariamente, la otra fraccién de polipéptido tiene la
antigenicidad de un antigeno adicional especifico para infecciones micobacterianas.

La invencion también describe un ensayo de piel mejorado y un reactivo para este, tal como un ensayo de piel sobre
un animal, que incluye un ser humano, con la composicion mencionada anteriormente.

Por ultimo, la invencion se dirige a un kit para el diagndstico o la exclusion de una infeccion de tuberculosis
provocada por micobacterias que pertenecen al MTC en una muestra tomada de un animal, que comprende el
reactivo de ensayo descrito anteriormente, y un medio para la deteccién de anticuerpos contra OmpAtb y/o un medio
para la deteccion de una respuesta inmunolégica mediada por células contra OmpAtb suscitada por el animal.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos demuestran el uso preferido de OmpAtb en ensayos que analizan ganado infectado por
tuberculosis (figuras 2, 3, 4) y ganado no infectado (figuras 5y 6).

Los diferentes ejemplos representan diferentes clases de animales. El ejemplo 1 se refiere a animales infectados por
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tuberculosis positivos con PPD y otros antigenos, asi como con OmpAtb (figura 2), que demuestra que OmpAtb es
igual a otros métodos en estos animales. El ejemplo 2 se refiere a animales infectados por tuberculosis que
reaccionan como falsos negativos con ESAT6/CFP10 (figura 3), pero que reciben un diagnoéstico correcto con
OmpAtb. El ejemplo 3 se refiere a animales infectados por tuberculosis que son falsos negativos con PPD (figura 4),
pero que reciben un diagndstico correcto con OmpAtb, el ejemplo 4 se refiere a animales negativos para la
tuberculosis (figura 5), y el ejemplo 5 se refiere a animales no infectados que reaccionan como falsos positivos con
PPD (figura 6), pero que reciben un diagndstico correcto con OmpAtb.

Ejemplo 1: Ensayo comparativo de animales infectados en la naturaleza que responden a ESAT-6 y CFP-10
Animales y muestras

Se recogieron muestras de sangre en tubos heparinizados de 4 vacas positivas al ensayo de piel (ensayo de
tuberculina cervical comparativo). Los animales eran de la raza Holstein Friesian y tenian de 13 a 15 meses de
edad.

Antigenos

El OmpAtb se obtuvo de una fuente comercial (Proteix, Praga, Republica Checa). Se produjo una version truncada
de la proteina segun Senaratne et al. (1998), como una proteina de fusién con la proteina de unién a la maltosa.
Después de la sintesis del gen sintético, se insertaron fragmentos de ADN en el sitio BstBI del vector de expresion
pET28b-MalE en el C-terminal de la proteina MalE. La produccion a gran escala se realizd en E. coli BL24 lambda
DE3.

La OmpAtb se empled a una concentracion de 5 pg/ml en cultivo de sangre completa.

La proteina purificada derivada de M. bovis (PPD-B) o de M. avium (PPD-A) se empled a una concentracion de 10
ng/ml. PPD-B y PPD-A se obtuvieron de the Veterinary Laboratory Agency, Weybridge, Reino Unido.

Se sintetizaron péptidos con una longitud de entre 16 y 20 aminoacidos y se formularon en un coctel de péptidos
ESAT-6/CFP-10 segun se describe en Cockle et al., 2002, y se emplearon a una concentracion de 5 ug/mi/péptido.

La proteina de unién a maltosa obtenida en Proteix (Praga, Republica Checa) a una concentracion de 5 pug/ml y el
medio (RPMI, Invitrogen/Gibco, Basilea, Suiza) se emplearon para la simulacién como controles negativos.

Se empled la enterotoxina estafilocdcica B (Sigma), 1 ug/ml, como control positivo.
Cultivos

Los cultivos se prepararon dentro de las 5 hr después de la recoleccion de la sangre. Se introdujeron 250 pl de
sangre completa por pocillo en placas de microtitulacién de 96 pocillos y se estimularon mediante la adicion de
antigenos. Los sobrenadantes se recolectaron después de 24 hr de cultivo a 37 °C y 5% de CO2 en un incubador
humidificado.

ELISA de IFN-y

La concentracion de IFNy en los sobrenadantes del cultivo se midié empleando el kit de ELISA BOVIGAM (Prionics
AG, Zurich, Suiza). La densidad éptica se determin6 a 450 nm (ODaso). Un resultado positivo se define como:

OD4s0 PPD-B menos PPD-A = 0,1, y ODa4so PPD-B menos nulo = 0,1
ODu4sp antigenos menos nulo = 0,1.
Resultados

Todos los animales reaccionaron claramente positivos con PPD, ESAT-6/CFP-10 y OmpA empleados como
antigenos estimulantes. Los resultados de los valores de OD corregidos para la nulidad (ESAT-6/CFP-10 y OmpA) y
los valores de OD PPD-B menos PPD-A se muestran en la figura 2.

Ejemplo 2: Ensayo comparativo de animales infectados en la naturaleza que no responden a ESAT-6 ni CFP-
10

Animales y muestras

Se recogieron muestras de sangre en tubos heparinizados de 4 vacas positivas al ensayo de piel (ensayo de
tuberculina cervical comparativo). Los animales eran de la raza Holstein Friesian y tenian de 13 a 15 meses de
edad.

Los antigenos fueron los mismos que los descritos en el ejemplo 1. Los cultivos y los procedimientos de ELISA de
IFN-y se realizaron como se describe en el ejemplo 1.
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Resultados

Todos los animales reaccionaron claramente positivos con PPD. Debido a la baja respuesta a PPD-A en estos
animales, los valores de OD de PPD-B corregidos por PPD-A tienen un nivel alto. Las respuestas a ESAT-6/CFP-10
en las cuatro vacas estaban por debajo del punto de corte. Sin embargo, la reaccion a OmpA fue positiva (figura 3).

Ejemplo 3: Ensayo comparativo de animales infectados de forma experimental que reaccionan como falsos
negativos con PPD

Animales y muestras

Se infectaron cinco vacas con 10° CFU de M. bovis cepa 95-1315. Los animales tenian 6 meses de edad y eran de
la raza Holstein Friesian. Se recogieron muestras de sangre en tubos heparinizados 14 dias después de la infeccion
(animales 1, 5, 77) y 29 dias después de la infeccion (animal 76).

Antigenos
El OmpAtb fue el mismo que el descrito en el ejemplo 1.
ESAT-6/CFP-10 se construyeron como una proteina de fusion segun Waters et al., 2004.

PPD-B y PPD-A se obtuvieron en Prionics AG (Zurich, Suiza) y se emplearon a una concentracion de 20 pug/ml. Se
empled el mitégeno de fitolaca (Sigma), 10 ug/ml, como control positivo para la estimulacion.

Los cultivos y los procedimientos de ELISA de IFN-y se realizaron como se describe en el ejemplo 1.
Resultados

Todos los animales reaccionaron como falsos negativos con PPD debido a que las respuestas de PPD-A exceden a
la reactividad de PPD-B. ESAT-6/CFP-10 estuvo por debajo del punto de corte en los animales 1 y 5, y resultd
positivo en las vacas 77 y 76. OmpA produjo resultados positivos en las 4 vacas (figura 4).

Ejemplo 4: Ensayo comparativo de animales negativos a la tuberculosis
Animales y muestras

Se extrajo sangre completa de 7 vacas negativas a la tuberculosis. Los animales eran de la raza Holstein Friesian y
tenian aproximadamente 12 meses de edad.

Los antigenos fueron los mismos que los descritos en el ejemplo 1. Los cultivos y los procedimientos de ELISA de
IFN-y se realizaron como se describe en el ejemplo 1.

Resultados

Cuatro animales (figura 5) resultaron negativos con todos los antigenos. Sin embargo, tres vacas (figura 6)
reaccionaron como falsos positivos con PPD, pero como negativos con ESAT-6/CFP-10 y OmpA.
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<120> METODO DE DIAGNOSTICO DE LA TUBERCULOSIS
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<170> Patentln version 3.1

<210> 1

<211> 326

<212> PRT

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 1

Met Ala Ser Lys Ala Gly Leu Gly G1n Thr Pro Ala Thr Thr Asp
1 5 10 15
Arg arg Thr GIn Lys phe Tyr Arg Gly Ser Pro Gly Arg Pro Trp
20 25 30
ITe Gly Ala val val Ile Pro Leu Leu Ile Ala Ala Ile Gly Tyr
35 40 45
Ala Phe Glu Arg Pro Gin Ser val Thr Gly Pro Thr Gly val Leu
50 55 60
Thr Leu Thr Pro Thr Ser Thr Arg Gly Ala Ser Ala Leu Ser Leu
65 70 75
Leu Leu Ser Ile Ser Arg Ser Gly Asn Thr val Thr Leu Ile Gly
85 90 95
Phe Pro Asp Glu Ala Ala Lys Ala Ala Leu Met Thr Ala Leu Asn
100 105 110
Leu Leu Ala Pro Gly val Asn val Ile Asp Gln Ile His val Asp
115 120 125
val val Arg Ser Leu Asp Phe Ser Ser Ala Glu Pro val Phe Thr
130 135 140
ser val Pro Ile Pro Asp Phe Gly Leu Lys val Glu Arg Asp Thr
145 150 155
Thr Leu Thr Gly Thr Ala Pro Ser Ser Glu His Lys Asp Ala val
165 170 175
Arg Ala Ala Thr Ser Thr Trp Pro Asp Met Lys Ile val Asn Asn
180 185 190
Glu val Thr Gty Gln Ala Pro Pro Gly Pro Pro Ala Ser Gly pro
195 200 205
Ala Asp Leu 61n Ser Ala Ile Asn Ala val Thr Gly Gly Pro Ile
210 215 220
Phe Gly Asn Asp Gly Ala Ser Leu Ile Pro Ala Asp Tyr Glu Ile
225 230 235
Asn Arg val Ala Asp Lys Leu Lys Ala Cys Pro Asp Ala Arg val
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REIVINDICACIONES

1.- Un método para el diagndstico de una infeccion de tuberculosis provocada por micobacterias que pertenecen al
grupo del complejo de micobacterias de la tuberculosis (MTC) en un animal, que incluye a un ser humano, que
comprende la deteccion in vitro de una respuesta inmunoldgica mediada por células contra OmpAtb y/o anticuerpos
contra OmpAtb en una muestra tomada de ese animal, en el que la muestra se pone en contacto con un reactivo de
ensayo que incluye un antigeno que tiene la antigenicidad de OmpAtb y en el que el antigeno es OmpAtb.

2.- El método segun la reivindicacion 1, en el que el reactivo de ensayo incluye al menos otro antigeno
micobacteriano.

3.- El método segun la reivindicacion 2, en el que el otro antigeno se selecciona del grupo que incluye la tuberculina
(PPD), ESAT-6, CFP-10, MPB83, TB 10.4, TB27 4.

4.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el animal se selecciona del grupo que
incluye ganado, ovejas, cabras, ciervos, cerdos, caballos, tejones, perros, gatos, primates no humanos, elefantes,
oposums, bufalos, llamas y alpacas.

5.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la muestra se selecciona del grupo de
tejidos que incluye sangre, suero, plasma, nédulos linfaticos, piel, saliva, orina, fluido cerebroespinal, leche y otras
muestras de tejido.

6.- El método segun las reivindicaciones 1 a 5, en el que se detecta una posible respuesta inmunolégica mediada
por células mediante un ensayo basado en la liberaciébn de gamma-interferon u otros productos celulares que
sefialan una inmunidad micobacteriana o un ensayo de proliferacién de linfocitos.

7.- El método segun la reivindicacion 6, en el que los productos celulares que indican una respuesta inmunoldgica
mediada por células se detectan mediante uno de los siguientes ensayos: ELISA, técnicas de inmunotransferencia,
RIA, citometria de flujo, polarizacion de fluorescencia, aglutinacion de latex, ensayo de flujo lateral, ensayo
inmunocromatografico, inmunochips, inmunoensayos de inmersion de varillas, la tecnologia basada en esferas, y la
determinaciéon de la codificacion del ARN para el producto celular pertinente mediante el uso de una técnica de
amplificacién de acidos nucleicos.

8.- El método segun la reivindicacion 1 a 5, en el que la presencia de anticuerpos contra OmpAtb en una muestra se
detecta ensayando si se produce o no una reaccion de union de los anticuerpos en la muestra con el antigeno en el
reactivo de ensayo.

9.- El método segun la reivindicacion 8, en el que una posible reaccion de union se detecta mediante uno de los
siguientes ensayos: ELISA, técnicas de inmunotransferencia, RIA, citometria de flujo, polarizacion de fluorescencia,
aglutinacion de latex, ensayo de flujo lateral, ensayo inmunocromatografico, inmunochips, inmunoensayos de
inmersion de varillas, la tecnologia basada en esferas, y la determinacion de la codificacion del ARN para el
producto celular pertinente mediante el uso de una técnica de amplificacién de acidos nucleicos.

10.- Un kit para el diagnostico de una infeccion de tuberculosis provocada por micobacterias que pertenecen al
grupo del complejo de micobacterias de la tuberculosis en una muestra tomada de un animal, que comprende un
reactivo de ensayo para el diagnéstico de la tuberculosis mediante ensayos de anticuerpos o celulares, que incluyen
un antigeno que tiene la antigenicidad de OmpAtb, en el que el antigeno es OmpAtb y/o un medio para la deteccion
de una respuesta inmunoldgica mediada por células contra OmpAtb suscitada por el animal, en el que el reactivo de
ensayo incluye al menos otro antigeno seleccionado del grupo que incluye la tuberculina (PPD), ESAT-6, CFP-10,
MPB83, TB10.4, TB27.4.

11.- Un kit segun la reivindicacion 10, en el que el reactivo de ensayo ya esta incluido en los recipientes de
recoleccion de muestras antes de la toma de muestras.

12.- El uso de un reactivo de ensayo para el diagndstico de la tuberculosis mediante ensayos de anticuerpos o
celulares, que incluye un antigeno que tiene la antigenicidad de OmpAtb, en el que el antigeno es OmpAtb, para la
fabricacion de una preparacion de diagnéstico para la tuberculosis.
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