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Método vy kit para la deteccion e identificacion de estirpes
de Escherichia coli diarreagénicos.

La presente invencién consiste en un método y un kit pa-
ra la deteccién e identificacion y genotipado de estirpes
patégenas de Escherichia coli causantes de diarrea (E.
coli diarreagénicos), y en particular E. coli productores de
verotoxinas (E. coli verotoxigénicos). El cuerpo de la in-
vencién consta de un grupo de sondas moleculares para
la identificacion de estirpes de E. coli verotoxigénicas y
otras estirpes de E. coli diarreagénicas. Dichas sondas
corresponden a secuencias especificas de variantes ge-
néticas de uno o mas genes de la isla de patogenicidad
LEE. La invencién aporta sondas especificas para al me-
nos 25 variantes del gen de intiminas (eae), 4 del gen fir,
4 del gen espA, 3 de espBy 3 de espD. Dichas sondas
van situadas en forma de matriz ordenada (microarray)
sobre superficies sélidas (biochip), o bien son suministra-
das para realizar amplificaciones especificas por PCR. La
invencion aporta ADN control para cada una de las estir-
pes.

IH

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. P° de la Castellana, 75 — 28071 Madrid



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2323911 Al

DESCRIPCION

Meétodo y kit para la deteccidn e identificacion de estirpes de Escherichia coli diarreagénicos.

La invencién pertenece al campo de los biosensores de microorganismos basados en el reconocimiento molecular
especifico entre dcidos nucleicos, y concretamente en el campo de los microarrays o biochips de ADN.

Estado de la técnica
Escherichia coli Diarreagénicos (ECDI)

E. coli es la especie predominante de la flora normal aerobia y anaerobia facultativa del tubo digestivo en la mayor
parte de los mamiferos, y se elimina por las heces al exterior. Se puede encontrar en el medio ambiente ya que es
capaz de sobrevivir durante cierto tiempo en el agua y los alimentos, de manera que su aislamiento es un indicador de
contaminacion fecal reciente.

Algunas cepas de E. coli son patdgenas y pueden producir infecciones entéricas (diarrea, disenteria, colitis he-
morragica, sindrome urémico hemolitico y enfermedad de los edemas) o extraintestinales (infecciones del tracto uri-
nario, bacteriemias o septicemias, meningitis, peritonitis, mastitis, e infecciones pulmonares y de heridas). E. coli
provoca en seres humanos del orden de 630 millones de casos de diarrea en el mundo y aproximadamente 775.000
muertes al afio, afectando fundamentalmente a la poblacién infantil del tercer mundo. Ademas, es el patégeno oportu-
nista mas frecuentemente asociado con infecciones urinarias y septicemias en seres humanos. En animales domésticos
las colibacilosis son muy frecuentes, incidiendo esencialmente en animales de pocos dias de edad y en recién desteta-
dos, y ocasionan importantes pérdidas econdmicas en las explotaciones de ganado bovino, porcino y ovino, asi como
en la cria intensiva de aves y conejos. Mientras que en terneros, lechones, corderos y gazapos E. coli suele producir
diarrea, en aves provoca fundamentalmente infecciones respiratorias (aerosaculitis) y septicemias. Ademas E. coli
puede causar en rumiantes, ganado porcino, perros y gatos colisepticemias en neonatos hipoganmaglobulinémicos,
infecciones urinarias y mamitis.

Aungque las cepas de E. coli que causan infecciones en seres humanos y animales pueden compartir determinados
factores de virulencia, en general presentan diferentes serotipos y poseen adhesinas especificas que son responsables
de su especificidad de huésped. Por lo tanto, las cepas de E. coli patégenas para seres humanos no suelen producir
infecciones en animales y viceversa. No obstante, se ha comprobado que los animales pueden ser un reservorio de E.
coli enteropatégenos para las personas. Asi, los E. coli verotoxigénicos (ECVT) que causan colitis hemorragica y el
sindrome urémico hemolitico en humanos, forman parte de la flora normal intestinal del ganado bovino y ovino donde
se comportan, en la mayor parte de los casos, como comensales. La ingestién de hamburguesas o de leche contaminada
ha provocado en los tltimos anos numerosos brotes epidémicos en paises desarrollados. También se han detectado E.
coli uropatogénicos que pueden causar infeccion cruzada en seres humanos, perros y gatos.

Los E. coli patégenos se han englobado en diferentes grupos o categorias: E. coli enteropatogénicos (ECEP), E.
coli enterotoxigénicos (ECET), E. coli enteroinvasivos (ECEI), E. coli verotoxigénicos (ECVT) o enterohemorragicos
(ECER), E. coli enteroagregativos (ECEA), E. coli con adherencia difusa (ECAD), E. coli uropatogénicos y E. colt
bacteriémicos o septicémicos. Las cepas de estos grupos presentan mecanismos de patogénesis especificos, serotipos
distintos y producen infecciones y sindromes diferentes (3, 4, 5).

Factores de virulencia de E. coli diarreagénicos humanos

E. coli enteropatogénicos (ECEP)

* Adhesina BFP codificada en el plasmido EAF responsable de la adhesién a
distancia de la bacteria al enterocito y de la adhesién localizada a células
HEp-2.

® Locus cromosémico LEE con los genes: eae, tir, esp y sep. Responsable de

la adhesién intima de la bacteria y de la lesién de adhesién y borrado del

microvilli intestinal.
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E. coli enterotoxigénicos (ECET)
e Factores antigénicos de colonizacion (CFA/L 11, Il y IV).
e Enterotoxinas: termolabil LT y termoestable STa.
e Tanto los CFAs como las enterotoxinas se encuentran codificadas en

plasmidos.

E. coli enteroinvasivos (ECEI)
e Plasmido de elevado peso molecular (140 MDa) que lleva genes implicados

en la invasividad.

E. coli verotoxigénicos (ECVT) 6 enterohemorragicos (ECEH)
e Verotoxinas (VT1 y VT2) 6 shiga-like toxins (Stx1 y Stx2) codificadas en
profagos.
e Locus cromosomico LEE con genes: eae, tir, esp y sep.
e Plasmido de 60 Mda que codifica para una enterohemolisina (EntHly) y una

adhesina fimbrial que puede estar implicada en la colonizacién intestinal.

E. coli enteroagregativos (ECEA 6 ECEAgg)
e Adhesion agregativa a células HEp-2 mediada por las fimbrias plasmidicas
AAF/1 y AAF/I .Enterotoxina termoestable EAST1 (plasmidica).
o Citotoxina de 108 KDa que provoca lesiones destructivas a nivel intestinal.
E. coli con adherencia difusa (ECAD)
e Adhesion difusa a células HEp-2 mediada por la fimbria F1845

e Proteina de la membrana externa de 100 Kda denominada AIDA-I.

E. coli Verotoxigénicos (ECVT)

Los ECVT, y muy especialmente los enterohemorrigicos altamente virulentos del serotipo O157:H7, son impor-
tantes patdgenos emergentes que causan patologias muy severas en seres humanos: colitis hemorrdgica (CH) y el
sindrome urémico/hemolitico (SUH) (1, 8, 6, 9). Los rumiantes constituyen el principal reservorio de este tipo de
microorganismos, siendo la carne picada, las hamburguesas y los productos lacteos sin pasteurizar los principales
vehiculos de transmisién (2, 14). E1 ECVT del serotipo O157:H7 ha provocado en los udltimos afios un gran niimero
de brotes de CH, la mayoria de los cuales han tenido lugar en los paises anglosajones (Reino Unido, EE.UU. y Ca-
nadd) y en Japén. En Espaiia los ECVT del serotipo O157:H7 han provocado siete brotes. El brote que afecté a un
mayor nimero de individuos tuvo lugar en el ano 2000 en cinco centros escolares situados en la provincia de Barce-
lona. La toxiinfeccion alimentaria afecté a 158 personas (la mayoria nifios menores de cinco anos), de las cuales seis
desarrollaron el SUH (15).

Las verotoxinas (Shiga toxins) son potentes citotoxinas que destruyen las células Vero y estdn relacionadas es-
tructural e inmunoldégicamente con la toxina Shiga producida por Shigella dysenteriae tipo 1. Existen dos tipos de
verotoxinas, VT1 (Stx1) y VT2 (Stx2), y diversas variantes de ambas toxinas (VT1, VT1c, VT1d, VT2, VT2c, VT2d,
VT2e, VT2f, VT2g) (16, 17, 19). Establecer las variedades de VT resulta importante, ya que determinadas variedades
se ha relacionado con una mayor virulencia para humanos, y otras variedades se han detectado exclusivamente en
cepas de origen animal. Todas las verotoxinas se encuentran codificadas en el genoma de profagos integrados en el
cromosoma bacteriano (20). Los ECVT, ademads de producir verotoxinas, presentan factores de virulencia adicionales
que incrementan su poder patégeno. Asi, los ECVT se unen al epitelio del intestino grueso a través de unas fimbrias
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codificadas en el plasmido pO157 (60 MDa) y posteriormente barren el microvilli intestinal por la accién de unas
protefnas presentes en su membrana externa que estdn controladas por el gen cromosémico eae y reciben el nombre
de intiminas (5).

E. coli Enteropatogénicos (ECEP) tipicos y atipicos

En los pafses en vias de desarrollo los ECEP son considerados como una de las principales causas de diarrea
infantil, predominado especialmente los serotipos O111:H2 y O119:H6. Los ECEP provocan una diarrea acuosa con
dolores abdominales y fiebre moderada (5, 7).

Actualmente se conocen bastante bien los mecanismos de patogénesis de los ECEP tipicos. Poseen una adhesina
BFP (bundle-forming pilus) codificada en el pldsmido EAF (EPEC adherence factor). Dicha adhesina es responsable
de la adhesion a distancia de la bacteria al enterocito y de la adhesion localizada a células HEp-2. Presentan también
la isla de patogenicidad LEE (locus of enterocyte effacement) con los genes: eae, tir; esp y sep. El gen eae codifica
una proteina de la membrana externa denominada intimina que es responsable de la adhesién intima de la bacteria al
enterocito. El gen #ir (translocated intimin receptor) codifica el receptor celular al que se une la intimina. La bacteria,
después de unirse a distancia al enterocito mediante las fimbria BFP, excreta el recerptor 7ir que se fija al enterocito y
a continuacién la bacteria se une intimamente al enterocito al fijarse la intimina al receptor Tir. Los genes esp (E. coli
secreted proteins) codifican proteinas necesarias para la produccién de la lesion de adhesion y borrado (attaching and
effacing) del microvilli intestinal y la condensacion de la actina del citoesqueleto celular, que provoca la aparicién de
un pedestal en forma de copa sobre el que descansa la bacteria. Los genes sep (secretion of E. coli proteins) codifican
las proteinas que constituyen un sistema de secrecion de proteinas tipo III (5). Los ECEP tipicos generalmente presen-
tan las intiminas alfa 1, beta 2, delta/kappa y my. Los ECEP atipicos, al igual que los ECEP tipicos presentan el gen
eae, pero carecen del gen bfp presente en el pldsmido EAF de los ECEP tipicos.

E. coli Enterotoxigénicos (ECET)

Los ECET son considerados en la actualidad, junto con los E. coli enteropatogénicos (ECEP) y los rotavirus, los
patégenos que con mayor frecuencia causan gastroenteritis infantil, diarrea colérica y diarrea del viajero en paises
con condiciones higiénico/sanitarias deficientes. El agua y los alimentos contaminados han sido implicados como
vehiculos en la mayoria de los brotes. Los ECET sintetizan las enterotoxinas LT y/6 STa y poseen los factores de
colonizacién intestinal CFA/I, CFA/II, CFA/III 6 CFA/IV (3). En Espafia predomina las cepas de los serotipos O25:H-
(STa CFA/III), O153:H45 (STa CFA/T), O169:H41 o H-(STa CFA/IV) (21, 22).

E. coli Enteroinvasivos (ECEI)

Los ECEI son muy parecidos a los microorganismos del género Shigella ya que generalmente son incapaces de
fermentar la lactosa, no son mdviles, son lisina descarboxilasa negativos y ademas poseen antigenos O que presentan
reaccion cruzada con los de Shigella. Los genes necesarios para la invasividad son llevados por un pldsmido (pInv) de
120 MDa en Shigella sonnei y por un plasmido de 140 MDa en las otras especies de Shigella y en E. coli. Ademas,
también estdn implicados genes cromosdmicos que regulan la transcripcion de algunos de los genes plasmidicos. Los
ECEI producen una enterotoxina de 63 kDa (ShET2) que se encuentra codificada en el gen plasmidico sen. Los ECEI
pertenecen a un nimero reducido de serotipos. El serotipo mds frecuente es el O124:H- (5, 3).

E. coli Enteroagregativos (ECEA)

Los ECEA (o ECEAgg) se han asociado con la diarrea infantil en paises en vias de desarrollo, y estdn particu-
larmente asociados con la diarrea persistente de mds de 14 dias de duracién. La bacteria produce una enterotoxina
termoestable (EAST1, enteroaggregative ST1) de 4.100 Da y una citotoxina de 108 KDa que pueden ser responsables
de la diarrea y de las lesiones histopatolégicas (acortamiento de el villi). La enterotoxina EAST1 y los factores de
colonizacién AAF/I y II se encuentran codificados en plasmidos.

E. coli con adherencia difusa (ECAD)

Aunque su papel enteropatogénico no estd claramente demostrado, se piensa que pueden causar diarrea en nifios
mayores de un ano de edad y en adultos. Se han descrito dos tipos de adhesinas: la fimbria F1845 y una proteina de
la membrana externa conocida como AIDA-I (adhesin involved in diffuse adherence). La deteccién de los ECAD se
realiza fenotipicamente determinando si la cepa aislada presenta el patron de adherencia difusa en células Hep-2 o
genéticamente detectando las secuencias que codifican la fimbria F1845 (3, 5).

Meétodos de diagnostico rdpido

Las muestras a procesar deben ser representativas del tipo de infeccion y pueden ser de heces (coprocultivo), orina
(urocultivo), sangre (hemocultivo), exudado 6 pus de una herida, una muestra de un liquido organico (ascitico, pleural,
liquido cefalorraquideo), bilis 6 leche maternal. Los medios mas frecuentemente utilizados para el aislamiento de E.
coli son el agar MacConkey con lactosa y el medio eosina azul de metileno (EMB 6 LEVINE). Se trata de medios
selectivos que diferencian las colonias en lactosa positivas y negativas. Aunque la mayoria de las cepas de E. coli son
lactosa positivas, no se deben descartar el estudio de las colonias lactosa negativas, ya que entre el 5% de los E. coli
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que no son fermentadores de la lactosa se pueden encontrar cepas patégenas. Asi, la mayor parte de los ECEI son
lactosa negativos. En los urocultivos y hemocultivos también se emplea una placa de un medio no selectivo como el
agar sangre. Recuentos superiores a 10° unidades formadoras de colonias por ml de orina son indicativos de una ITU
(bacteriuria). En muestras procedentes de lugares 6 liquidos (sangre, liquido cefalorraquideo, etc...) habitualmente
estériles cualquier crecimiento es indicativo de infeccion. El biotipado se puede realizar con una serie corta de pruebas
bioquimicas: indol (+), rojo metilo (+), VP (-), citrato (-), SH, (-) y ureasa (-). No obstante, hay que tener en cuenta
que hay cepas atipicas: indol (-), citrato (+), SH, (+) 6 ureasa (+).

La muestra clinica mas dificil de valorar para el microbidlogo clinico es la procedente de personas ¢ animales
con diarrea, ya que al sembrar las heces en el agar MacConkey lactosa nos va a crecer casi siempre un abundante
nimero de colonias de E. coli. Entonces, el problema consiste en diferenciar entre las cepas diarreagénicas de las no
patégenas que forman parte de la microbiota normal del intestino grueso. Actualmente, la técnica mas frecuentemente
empleada para detectar los E. coli diarreagénicos es hacer una PCR multiple capaz de detectar los genes de virulencia
mas representativos de los ECEP, ECET, ECEI, ECVT, ECEA y ECAD. Conviene probar una mezcla de al menos
10 colonias antes de descartar que el coprocultivo es negativo. Recordar que si se quiere recuperar el ECVT del
serotipo O157:H7 se debe emplear una placa de MACSTC. A efectos epidemiolégicos es muy importante determinar
el serotipo O:H de la cepa aislada. En el caso de aislar un ECVT O157:H7 convendria determinar su fagotipo y patrén
de electroforesis en campos pulsantes (PFGE). Solamente en determinados laboratorios de investigacién de referencia
se realiza el serotipado completo, el fagotipado y la técnica de PFGE.

Los métodos genéticos (PCR convencional, PCR en tiempo real y microarrays de ADN) para el diagndstico rdpido
de ECDI se basan en el estudio de los genes de virulencia e islas de patogenicidad.

La PCR clésica (revelada por electroforesis) es un método rapido, sensible, especifico y econdmico que puede
ponerse a punto en la mayoria de los laboratorios debido a que no requiere una infraestructura en aparatos muy
costosa. No obstante, la PCR cléasica presenta algunas limitaciones, como son:

. La aparicién de bandas inespecificas que pueden ocasionar falsos positivos.

. El niimero maximo de genes que detectables en una PCR muiltiple suele ser de 4 6 5.
. Se puede detectar el microorganismo problema pero no se puede cuantificar.

. El tiempo requerido oscila entre 3 y 4 horas.

La PCR cuantitativa en tiempo real tiene dos importantes ventajas con respecto a la clasica:

° Acorta el tiempo del ensayo a tan solo 45 minutos, lo que permite procesar un mayor nimero de muestras
por jornada de trabajo y obtener los resultados mucho antes.

. También permite cuantificar, lo cual es especialmente importante en la microbiologia de los alimentos para
saber si la concentracién de microorganismos presente en el alimento alcanza la dosis minima infectiva.

Los microarrays de dcidos nucleicos con respecto a las dos versiones de PCR presentan ventajas adicionales muy
importantes:

. La posibilidad de detectar conjuntamente los cientos de genes de virulencia encontrados en los diferentes
tipos de E. coli causantes de infecciones intestinales y extraintestinales en seres humanos y animales en una
sola prueba.

. Permiten el andlisis comparativo a nivel genémico entre estirpes, de manera que comparaciones entre estir-
pes patdgenas y no patdgenas pueden dar como resultado la identificacidon de nuevos genes de virulencia.

. Ademds, se pueden emplear en experimentos de expresion génica y averiguar si se estdn expresando los
genes de virulencia, por hibridacién del ARNm especifico.

En cualquier caso, casi siempre es necesaria una etapa de amplificacion y enriquecimiento mediante cultivos partir
de las muestras originales. A veces es necesario aplicar técnicas de concentraciéon inmunomagnética, segin la cual
anticuerpos contra diferentes serotipos son inmobilizados en soportes s6lidos (como esferas magnéticas o de agarosa)
y separados de la mezcla por atracciéon magnética. Los métodos inmunolégicos son especificos y sensibles pero a me-
nudo se basan en la deteccién de un tinico epitopo, haciendo dificil la discriminacién de diferencias sutiles especificas
de estirpe. Puesto que la tecnologia de microarrays de ADN permite la inmovilizacién de miles de sondas especificas
en pocos centimetros cuadrados (1-4), presenta un potencial enorme para proporcionar la deteccion e identificacién
de patégenos de una manera relativamente econdmica, flexible y especifica. Existen varios trabajos ya publicados
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que emplean la tecnologia de microarrays de ADN para la discriminacion entre estirpes de E. coli patégenas y no
patégenas. Asi, la patente US2003119014 esta relacionada con un biochip de oligonucleétidos para la deteccién de
Escherichia coli K12.2.1. Por otra parte, la solicitud W09116446 trata sobre un método de amplificacién de ADN con
la enzima ADN polimerasa del bacteriéfago Phi 29.

En el trabajo de Wu et al. (12) se construy6 un microarray de ADN con fragmentos amplificados por PCR de genes
especificos de E. coli patégenos O157:117, genes no patégenos de E. coli K12, genes comunes, y controles negati-
vos. Tras el marcaje fluorescente de ADN bacteriano de diferentes muestras se distinguieron estirpes patégenas de no
patdgenas gracias al patrén de puntos fluorescentes del array. Asi mismo se demostré la utilidad de esta metodologia
para detectar marcadores presentes en bacterias modificadas genéticamente. En Chizhikov y col. (10) se construy6
un microarray de oligonucledtidos para la deteccion de factores de virulencia en E. coli. Concretamente se evalud la
presencia de seis genes (egea, sitl, sitll, clic, rfbE, e ipaH) que codifican determinantes antigénicos y factores de viru-
lencia en 15 estirpes de E. coli, Salmonella, y Shigella. El ensayo se hizo mediante amplificacién por multiplex PCR,
y amplificacién y marcaje fluorescente y posterior incubacién con el microarray para comparar ambas metodologias.
El andlisis electroforético de los amplificados por PCR resulté ambiguo al aparecer bandas inesperadas, mientras que
el resultado de la hibridacion con el array fue mucho mads especifico. Otros trabajos en la misma linea describen la
deteccién rdpida con microarrays de estirpes patogénicas de E. coli a través de los genes de virulencia mediante el
marcaje fluorescente de ADN total bacteriano y su posterior hibridaciéon con un microarray (13). En este trabajo el
microarray de DNA contenia 105 fragmentos de PCR diferentes de genes de diferentes patotipos de E. coli. La com-
binacidon de métodos inmunomagnéticos y genéticos mejora la sensibilidad y especificidad. Asi, las células obtenidas
por separacién inmunomagnética pueden ser sometidas a cultivo adicional o directamente a amplificacién de ADN
por PCR, ADN genémico y posterior andlisis por microarrays (23). Una aproximacion genémica también es posible
para analizar la diversidad de aislados patogénicos y comensales (11). Se trata de usar un array genémico conteniendo
todas las fases de lectura posibles de la estirpe MG1655 no patégena de E. coli K12 para experimentos de hibridacién
genémica comparativa (CGH). Hasta un 10% de las ORFs de E. coli k-12 no fueron detectadas en los genomas de
otras estirpes de E. coli, lo que pone de manifiesto la tremenda heterogeneidad gendmica y diversidad genética entre
las estirpes de E. coli.

Descripcion de la invencion

Clinicamente es muy importante identificar la cepa de E. coli diarreagénica ya que unas son mds virulentas que
otras o estdn asociadas a epidemias mds o menos dificiles de controlar.

La metodologia clésica para identificar las cepas de E. coli causantes de diarrea se basa en cultivos de laboratorio
(24, 25) a partir de las muestras clinicas (heces, orina, exudados, sangre, etc). Los medios mas frecuentemente uti-
lizados para el aislamiento de E. coli son el agar MacConkey con lactosa y el medio eosina azul de metileno (EMB
6 LEVINE). Se trata de medios selectivos que diferencian las colonias en lactosa positivas y negativas. Aunque la
mayoria de las cepas de E. coli son lactosa positivas, no se deben descartar el estudio de las colonias lactosa negativas,
ya que entre el 5% de los E. coli que no son fermentadores de la lactosa se pueden encontrar cepas patdgenas. Asi, la
mayor parte de los ECEI son lactosa negativos. La muestra clinica mas dificil de valorar para el microbiélogo clinico
es la procedente de personas o animales con diarrea, ya que al sembrar las heces en el agar MacConkey lactosa crecen
casi siempre un abundante nimero de colonias de E. coli. Entonces, el problema consiste en diferenciar entre las cepas
diarreagénicas de las no patégenas que forman parte de la microbiota normal del intestino grueso. Para la identifi-
cacién de cepas O157:H7 se emplea agar con medio Sorbitol-MacConkey, en el cual estas cepas que no fermentan
eficientemente el sorbitol y aparecen colonias sin color entre otras de color rosado que si fermentan el azdcar. Para
evitar falsos positivos se confirma con pruebas inmunoldgicas para detectar los antigenos O157 y H7, o las toxinas
Shiga (verotoxinas). Pero algunas cepas O157 pueden ser H7 o no H7, y pueden tener sélo la toxina 1, la 2 o ambas.

Actualmente, la técnica mds frecuentemente empleada para detectar los E. coli diarreagénicos es hacer una PCR
miultiple capaz de detectar los genes de virulencia mds representativos de los ECEP, ECET, ECEI, ECVT, ECEA y
ECAD. Conviene probar una mezcla de al menos 10 colonias antes de descartar que el coprocultivo es negativo. Para
recuperar el ECVT del serotipo O157:117 se debe emplear una placa de MACSTC. A efectos epidemioldgicos es muy
importante determinar el serotipo O:H de la cepa aislada. Y existen diferentes serotipos dentro de cada grupo de ECDI.
Ademds, para los ECVT O157:117 es importante determinar su fagotipo y patrén de electroforesis en campo pulsante
(PFGE). Solamente en determinados laboratorios de investigacién de referencia se realiza el serotipado completo, el
fagotipado y la técnica de PFGE.

Por tanto, la presente invencidn aporta soluciones mas rapidas y eficaces en cuanto a sensibilidad y fiabilidad (con
menos falsos positivos). La posibilidad que ofrecen los microarrays de ADN para rastrear la presencia de cientos a
miles de genes simultdneamente es sin duda una herramienta que puede contribuir al andlisis clinico de las multiples
cepas de E. coli tanto patégenas como no patdgenas. El disefio y construccion de microarrays con sondas especificas
para los diferentes grupos de ECDI agilizard tremendamente los andlisis de muestras clinicas.

Por tanto, la presente invencidn se refiere al desarrollo de una o mas sondas especificas asi como de microarrays
de 4cidos nucleicos para la deteccion e identificacion de los diferentes grupos de E. coli diarreagénicos (ECDI) asi
como la deteccidn e identificacion de las diferentes estirpes dentro de cada grupo, basado en la especificidad de los
principales genes de virulencia para cada grupo de ECDI (ver tabla 1).
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Grupo Genes

ECVT stxl, stx2, isla de patogenicidad LEE (eae, espA, espB, espD.,
tir) y eae-gammal especifico del serotipo O157:H7

ECEP eae-universal y bfp

ECET elty est

ECEI inv

ECEA pCDV432

ECAD f1845

Una realizacion particular de la invencidn es el desarrollo de un microarray para tipar las miltiples variedades
de los genes eae, tir, espA, espB y espD de la isla de patogenicidad LEE de los ECVT y ECEP, capaz de identificar
las nuevas intiminas recientemente descubiertas por el grupo dirigido por el Dr. Jorge Blanco: beta2 (AJ715407),
wy (AJ705049), v (AJ705050), & (AJ705051), omicrén (AJ584840), o (pi) (AJ705052), p (pno (AJ748082) y o
(AJ781125). (El grupo del doctor Blanco (coautor de la invencion) es el centro de referencia de E. coli en Espaiia).

En una realizacién particular de la invencién se describe un método de ensayo basado en la amplificacién y mar-
caje fluorescente del ADN cromosémico bacteriano extraido de cultivos, muestras clinicas, veterinarias, ambientales
(aguas, suelos, excrementos animales, etc.).

Diserio de un microarray de ADN para la deteccion de grupos de ECDI

Tras una busqueda bibliografica y en las bases de datos (por ejemplo: Genebank), asi como de los resultados ob-
tenidos en nuestros laboratorios (Universidad de Santiago de Compostela y Hospital Xeral-Calde, Lugo) se obtuvo
la secuencia de los genes especificos de cada grupo ECDI (ver nimero de acceso en la tabla 1), asi como las va-
riantes genéticas de cada locus. Contamos con una extensa coleccion de cepas de referencia para verificar nuestros
ensayos.

Con el fin de hacer una coleccién de sondas especificas de cada variante, se obtuvo la secuencia de todas las
variantes de cada locus y se hicieron alineamientos usando los programas bioinforméaticos mas frecuentes (Clustal W,
por ejemplo).

Para cada locus definimos una sonda “universal” suficientemente conservada entre todas las variantes que permite
identificar dicho locus, y una sonda especifica de cada variante génica.

Se define sonda como una secuencia de bases nitrogenadas de entre adenina (A), citosina (C), guanina (G), timina
(T) o uracilo (U), dispuestas en un polimero lineal que es total o parcialmente complementaria (apareamientos del tipo
Watson y Crick: A-T/U o G-C) a otra presente en la muestra a analizar. Tales sondas pueden ser de 4cidos nucleicos
(ADN, ARN), 4cido nucleico peptidico (PNA), u otros dcidos nucleicos sintéticos capaces de hibridar con otros 4cidos
nucleicos mediante apareamientos del tipo de Watson y Crick.

Dichas sondas pueden ser o un fragmento de ADN amplificado por PCR, o un oligémero de bases nitrogenadas
(sintético u obtenido por digestion enzimdtica u otro medio quimico o fisico de un polimero existente).

En una realizacion particular de la invencion las sondas son oligonucledtidos sintéticos que llevan modificaciones
en uno o en los dos extremos para facilitar la inmovilizacién a soportes sélidos. En la tabla 1 todas las sondas con las
secuencias SEC. ID. NO. 1- SEC. ID. NO. 186 estdn modificadas con un grupo amino en 5’ seguido de una cola de 10
timidinas.

Las sondas se disefian y se construyen de tal forma que su secuencia de bases sea Unica para la variedad que
representa, y de tal forma que las discrepancias (nucle6tidos no complementarios) entre dos 0 mds variantes suelen
estar en las zonas centrales de los oligonucleétidos.

La longitud de los oligonucleétidos puede variar entre 5 o mds bases, siendo preferentemente entre 11 y 30 nu-
cleétidos la longitud mds apropiada para discriminar entre dos secuencias muy similares pero no idénticas de dcidos
nucleicos.

Una vez obtenida la coleccion de oligonucledtidos y/o fragmentos obtenidos por amplificacién por PCR (ampli-
cones), se inmovilizardn en soportes s6lidos convenientemente activados con grupos quimicos como epoxy, amino,
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carboxilo, etc. Dichos soportes pueden ser de vidrio, nylon, silicio, plastico, oro, nitrocelulosa u otro polimero y pue-
den estar en formato bidimensional como los portas de microscopio, u obleas de silicio u oro, mallas tridimensionales,
geles, coloides o en forma de micro y nanoesferas. En una realizacién particular, los soportes son portas de micros-
copio, que pueden estar activados con grupos epoxy por su eficiencia en la unién de moléculas y la rapidez con que
ello ocurre (tan solo 10 minutos después de la impresion el array estd listo para usar), asi como por la sencillez del
tratamiento post-impresion. Las sondas se imprimen o colocan en el soporte, en forma de matriz ordenada (“arrays”)
uno o mas arrays por porta, lo cual permite al menos dos andlisis en paralelo. Puesto que el nimero de puntos no
excedera de 100 o 200, es posible imprimir entre 1 y 18 arrays por porta, de tal forma que se pueden analizar hasta 18
muestras a la vez en un mismo chip.

Una vez impresos los arrays se procederd a comprobar su calidad mediante el andlisis de estirpes tipo de cada uno
de los grupos. Para ello se extrae el ADN cromosémico de un cultivo de cada cepa y se marca fluorescentemente (por
incorporacién de Cy5- dUTP o Cy5-dCTP por ejemplo, por la enzima ADNpol (Klenow). La incubacién posterior
con el chip, lavado y escaneado rinde una imagen que es analizada por un software (Axon GenePix, por ejemplo) que
permite la cuantificacion relativa de la fluorescencia en cada punto. Los puntos fluorescentes por encima del fondo y
de los controles negativos indican la presencia del gen correspondiente en la preparaciéon de ADN y por tanto de la
estirpe que lo origind.

Una vez comprobada la especificidad de cada sonda, se procede a determinar los limites de deteccion de cada una
en mezclas complejas pero de composicion conocida. En el caso de que alguna de las sondas dé resultados ambiguos
se sustituird por otra nueva hasta encontrar la adecuada.

Por ultimo los chips se probardn con preparaciones de ADN de muestras clinicas. E1 ADN total bacteriano (plas-
midico o cromosdmico) se extrae mediante los métodos al uso en el arte.

Una realizacién particular de la invencion comprende el andlisis de mudltiples cepas de E. coli diarreagénicas
mediante microarrays de ADN a partir de muestras clinicas mediante los siguientes pasos:

a. Extraccion de ADN de muestras clinicas, veterinarias o ambientales
b. Amplificacién del ADN

c. Fragmentacién del ADN

d. Marcaje del ADN

e. Hibridacién con un microarray

f. Lavado

g. Lectura

h. Interpretacion

Las muestras clinicas pueden ser de heces, coprocultivos, orina, pus, esputos, aislados, etc; las muestras veterinarias
pueden ser heces animales, leche, alimentos, carnes (1 célula de E. coli/g es suficiente para provocar una infeccién),
etc; y las muestras ambientales pueden ser aguas (residuales o no), suelos, etc. El ADN se puede extraer con cualquiera
de los métodos conocidos y descritos para tal fin.

En caso de que la cantidad de ADN obtenida sea limitante, se procede a una amplificacién por métodos de ampli-
ficacién de ADN como el llamado método de amplificacién por desplazamiento multiple (MDA por “Multiple Displa-
cement Amplification”). En particular, tal amplificacién se puede hacer con la ADN polimerasa del bacteriéfago phi29
(patente n° US5001050, WO9116446). A partir del ADN total, amplificado o no, se procede a una amplificacién del
gen o los genes objeto de andlisis mediante la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). La reaccién de
PCR puede ser simple (un solo gen amplificado), miiltiple (multiplex PCR) si se amplifican varios genes a la vez, o
PCR de largo alcance para amplificar un fragmento relativamente largo de ADN (de 5 a 50 kpb) que contenga grupos
de genes objeto de andlisis.

Cuando el ADN es de tamaifio grande (mds de 5 kpb) se requiere una fragmentacion en tamafios de entre 0,5 a
3 kpb para favorecer los procesos de hibridacién. La fragmentacién puede ser por métodos fisicos (presion, cizalla,
ultrasonidos, etc.), quimicos (modificacién quimica de algunas bases y corte con piperidina, por ejemplo), o bioquimi-
cos (cortes con enzimas de restriccién). En una realizacién particular de la invencién el ADN se fragmenta mediante
la aplicacién de ultrasonidos durante 10 a 60 segundos por inmersién de un tubo con la muestra en un bafio de agua
situado sobre una sonda de ultrasonidos. La frecuencia de los ultrasonidos y el tiempo de sonicacién determinan el
tamaifio de los fragmentos de ADN que se obtiene.
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El marcaje del ADN puede ser con compuestos fluorescentes, con radiois6topos (32P, 33P, 35S, etc.), con biotina,
con bromo, o con cualquier otro compuesto marcador. Dicho marcaje se puede realizar por incorporacién directa
de nucledtidos ya modificados en las reacciones de amplificaciéon. En una realizacién particular se emplean dUTP
o dCTP previamente marcados con fluorocromos como Cy3, CyS5, Alexa 647, Alexa 488, etc. en las reacciones de
amplificacién con PCR o por extension al azar con la ADN polimerasa “Klenow”. En una realizacién particular el
marcaje se hace por incorporacién quimica de reactivos (como dtomos de Bromo) a las bases del ADN, en concreto en
la posicion 7 de las guaninas, como funciona el método comercial ULYSES (Molecular Probes). En una realizacién
particular el marcaje se hace por incorporacién enzimatica de precursores nucleotidicos previamente marcados con
radioisétopos (32P, 33P, 35S, etc) o con biotina.

La muestra de ADN marcada se pone en contacto con las sondas inmovilizadas en un soporte para que tenga lugar
la hibridacién entre dcidos nucleicos. El proceso se lleva cabo utilizando las soluciones y los procedimientos al uso en
el arte. En una realizacién particular de la invencién una misma muestra es dividida e incubada simultdneamente en
varios arrays en tampones con concentraciones crecientes de agentes desestabilizadores de la hibridacién (formamida,
DMSO, etc.). En otra realizacién particular, la muestra es incubada en varios arrays con el mismo tampdn pero en
temperaturas crecientes. De esta forma se obtienen patrones dindmicos de hibridacién que ayudan a identificar las
hibridaciones especificas.

Después de la incubacién del ADN marcado con los arrays de sondas, los chips son lavados con las soluciones y
tampones al uso, y el resultado de la hibridacién es leido con los dispositivos técnicos adecuados segun el sistema de
marcaje que se empled. En una realizacion particular el ADN se marca con un compuesto fluorescente y el resultado
de Ia hibridacion se lee con un dispositivo éptico (cdmara CCD, escéner, etc.). Si el marcaje se hace con un compuesto
radiactivo, el resultado se revela con una pelicula de radiosensible. Si el ADN se marca con biotina, o con bromo,
el resultado se puede revelar con un anticuerpo anti-biotina o anti-bromo fluorescentes, streptavidina fluorescente, o
cualquiera de los dos anteriores acoplados a una enzima (como “horse radish preoxidase” o HRP, fosfatasa alcalina,
etc.) para generar un producto medible en presencia de un sustrato adecuado.

Una realizacién particular de la invencién comprende el andlisis de multiples cepas de E. coli diarreagénicos
mediante microarrays de ADN a partir de muestras clinicas mediante los siguientes pasos:

a. Enriquecimiento de la muestra mediante cultivos en medios selectivos

b. Extraccién de ADN de muestras de cultivos

c. Amplificacion del ADN (si es necesario)

d. Fragmentacién del ADN (si es necesario)

e. Marcaje del ADN

f. Hibridacién con un microarray

g. Lavado

h. Lectura

i. Interpretacion

En una realizacién particular de la invencion el ADN sin marcar se incuba directamente con las sondas del array y
la lectura se realiza mediante métodos espectrométricos (por ejemplo, espectrometria de masas), o por resonancia de
plasmon en superficie (“surface plasmon resonance”).

Una realizacién particular de la invencién comprende el andlisis de multiples cepas de E. coli diarreagénicos
mediante PCR con oligonucleétidos especificos a partir de muestras clinicas mediante los siguientes pasos:

a. Extraccién de ADN de una muestra clinica o de un coprocultivo

b. Amplificacién por PCR con al menos uno de los oligonucleétidos especificos que se muestran en la tabla 1.

El ADN puede extraerse mediante cualquiera de los métodos al uso, o bien mediante una lisis rdpida de la muestra
en un tubo con agua. El ADN asf liberado es usado como molde para la amplificacién por PCR con oligonucleétidos
especificos. Cuando las muestras biolégicas estan suficientemente concentradas es posible realizar el proceso de libe-
racién del ADN y la PCR en un mismo tubo, simplemente tomando una pequefia muestra de células y anadiéndolas
al mismo tubo que contiene los reactivos para la reacciéon de PCR. La reaccién de PCR puede ser sencilla o miltiple,
clasica o en tiempo real.
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Otro objeto de la presente invencidn, se refiere a un kit para la deteccion e identificacion de diferentes estirpes
de Escherichia coli diarreagénicos, presentes en muestras clinicas, veterinarias, aguas, suelos, heces, piensos, y en
general cualquier tipo de muestras, que comprende:

a.

Uno o mds biochips conteniendo uno o mas microarrays con al menos uno de los oligonucleétidos con las
secuencias SEC. ID. NO. 1- SEC. ID. NO. 350.

Al menos un tipo de ADN de alguna estirpe de E. coli diarreagénico como control

Al menos un juego de oligonucleétidos de entre los que figuran en las tablas 2 (SEC. ID. NO. 187- SEC.
E%ENQ 350) y 3 que sirvan de iniciadores para amplificar por PCR al menos uno de los genes de la isla
Medios para el aislamiento de ADN total bacteriano

Medios para la amplificacién de ADN bacteriano

Medios para la amplificacion y marcaje simultdneos de una parte o de todo el ADN bacteriano.

Medios para el marcaje y purificaciéon de ADN

Medios para la hibridacién del ADN con los microarrays

Software para la interpretacioén de los resultados

Otro objeto de la presente invencion, se refiere a un kit para la deteccién e identificacién de diferentes estirpes
de Escherichia coli diarreagénicos, presentes en muestras clinicas, veterinarias, aguas, suelos, heces, piensos, y en
general cualquier tipo de muestras, que comprende:

a.

b.

Medios para el aislamiento de ADN total bacteriano

Al menos un tipo de ADN de alguna estirpe de E. coli diarreagénico como control.

Medios para la amplificacién de ADN total bacteriano

Al menos un oligonucleétido con las secuencias SEC. ID. NO. 1-SEC. ID. NO. 350 que sirvan de iniciadores
para la amplificacion especifica de al menos uno de los genes de la isla LEE mediante PCR clésica, PCR en
tiempo real, RT-PCR, etc.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 1

Secuencias de las diferentes sondas de oligonucledtidos del microarray STEC-EPEC descrito en la presente
invencion. (Lista de todas las sondas de oligonucleétidos que van incluidas en los biochips descritos en la presente
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invencién o que sirven como iniciadores para reacciones de PCR)

Long. Tm Banco Tipo de
Sonda (nt) Secuencia (°C) | Gen de Genes Or.| Referencia Cepa
EAE-1 24 SEC. ID.NO. 1 66 eae AF022236 F 14 Universal
EAE-2 20 SEC.ID.NO. 2 60 eae AF022236 R 14 Universal
EAE-F 21 SEC. ID.NO. 3 56 eae AF022236 F 14 Universal
EAE-A1F 20 SEC. ID.NO. 4 60 eaewl | AF022236 F Este estudio 2348l
EAE-A 20 SEC.ID.NO. 5 60 eac-al | AF022236 R 14 2348l
1H2498aF 24 SEC.ID.NO. 6 66 eae-«2 | AF530555 F 2 IH2498a
EAE-A2R 21 SEC.ID.NO. 7 60 eae02 | AF530555 R Este estudio IH2498a
EAE-B3F 21 SEC.ID.NO. 8 62 eaef1_ | AF453441 F Este estudio FV4805
EAE-B6R 21 SEC. ID. NO. 9 58 eaef1 | AF453441 R Este estudio FV4805
EAE-B4F 21 SEC.ID.NO. 10 |60 eaef2 | AJ715407 F Este estudio FV359
EAE-B5R 20 SEC.ID.NO. 11 |60 eaef2 | AJ715407 R Este estudio FV359
EAE-G1F 21 SEC.ID.NO. 12 {58 eae-y1 | AF071034 F Este estudio 0157-156
EAE-C1 22 SEC.ID.NO. 13 |62 eas-yl | AF071034 R 14 0157-156
EAE-G2F 24 SEC. ID.NO. 14 |60 eae-2 | AF025311 F Este estudio VTB351
EAE-C2m 22 SEC.ID.NO. 15 |60 eae-2 | AF025311 R Este estudio VTB351
EAE-D2F 21 SEC.ID.NO. 16 160 eae-8 u66102 F Este estudio EPEC-9
EAE-D3R 21 SEC.ID.NO. 17 |62 eae-J U66102 R Este estudio EPEC-9
EAE-epiF 22 SEC.ID.NO. 18 {58 eae-¢ AF116899 F Este estudio VTB286
EAE-ep2R | 22 SEC.ID.NO. 19 |60 eae-e AF116899 R Este estudio VTB286
EAE-et1F 22 SEC.ID.NO. 20 |62 eae-n | AJ308550 F Este estudio FV3671
EAE-et2R 22 SEC.ID.NO.21 |60 eae-n AJ308550 R Este estudio FV3671
EAE-i1F 22 SEC.ID.NO.22 |70 eae- AJ308551 F Este estudio FV3676
LP7m 21 SEC.ID.NO.23 |58 eae-t AJ308551 R Este estudio FV3676
EAE-L1F 23 SEC.ID.NO.24 |62 eae-A AF530557 F Este estudio 68-4
EAE-L2R 21 SEC.ID.NO.25 |56 eae-A AF530557 R Este estudio 68-4
EAE-M1F 21 SEC.ID.NO.26 |64 eae-u AJ705049 F Este estudio FV380
FV373-R 23 SEC.ID.NO.27 |60 eae-u AJ705049 R 2 FV380
EAE-N1F 24 SEC.ID.NO.28 |60 eae-v AJ705050 F Este estudio IH1229a
EAE-N2R 21 SEC.ID.NO.29 |56 eae-v AJ705050 R | Este estudio 1H1229a
1H2997-F 20 SEC.ID.NO. 30 {62 eae-o AJ876648 F Este estudio IH2997¢
IH2997-R 21 SEC. ID.NO. 31 |60 eae-0 AJ876648 R | Este estudio IH2997f
B49R 22 SEC.ID.NO.32 |62 cae & AJ705051 R |2 B49a
EAE-Z1F 21 SEC.ID.NO.33 60 cae-{ AF449417 F Este estudio VTO-50
EAE-Z2R 21 SEC.ID.NO. 34 |62 eae-{ AF449417 R__ | Este estudio VTO-50
EspA-1 17 SEC.ID.NO.35 |52 espA AF022236 F Este estudio Universal
EspA-11R 23 SEC. ID.NO.36 |56 espA-al | AF022236 R Este estudio FV3676
EspA-lI1R 21 SEC.ID.NO. 37 |56 espA-f1 | AF453441 R | Este estudio B49a
EspA-llI1R |23 SEC.ID.NO. 38 (64 espA-p2 | AJ225017 R Este estudio FV359
EspA-IVIR |23 SEC.ID.NO.39 |64 espA-y1 | AF071034 R | Este estudio 0157-156
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EspB-F 17 SEC. ID. NO. 40 |52 espB AF022236 F Este estudio Universal
EspB-1HR 20 SEC. ID.NO. 41 |62 espB-a1 | AF022236 R Este estudio FV3676
EspB-ll1R 21 SEC.ID. NO.42 |68 espB-p1_| AF453441 R Este estudio VTB286
EspB-lIlHR |23 SEC. ID. NO. 43 |60 espB-y1 | AF071034 R Este estudio 0157-156
EspD-4F 19 SEC.ID.NO. 44 |60 espD AF022236 F Este estudio Universal
EspD-11R 23 SEC.ID. NO. 45 |60 espD-a1 | AF022236 R Este estudio FV3676
EspD-I1R |21 SEC. ID. NO. 46 |60 espD-81 | AF453441 R Este estudio VTB286
EspD-IlIHR {21 SEC. ID.NO. 47 |60 espD-y1 | AF071034 R Este estudio 0157-156
TIR-A 20 SEC. ID. NO. 48 |58 tir AF022236 F Este estudio Universal
TIR-B 20 SEC. ID.NO.49 |60 tir AF022236 R Este estudio Universal
TIR-I1F 19 SEC. ID. NO. 50 |58 tir-a1 AF022236 F Este estudio FV3676
TIR-1R 20 SEC. ID.NO.51 |62 tir-o1 AF022236 R Este estudio FV3676
TIR-I1F 22 SEC.ID.NO.52 |64 tir-f1 AF453441 F Este estudio VTB286
TIR-IIMR 22 SEC.ID.NO. 53 |62 tir-1 AF453441 R Este estudio VTB286
TIR-IIIMF 21 SEC. ID.NO.54 |60 tir-y1 AF071034 F Este estudio 0157-156
TIR-II1R 21 SEC. ID.NO. 55 |60 tir-y1 AF071034 R Este estudio 0157-156
TIR-IV1F 21 SEC. ID. NO. 56 |64 tir-2 AF025311 F Este estudio VTB351
TIR-IV1R 21 SEC. ID. NO. 57 |60 tir-42 AF025311 R Este estudio VTB351
TIR-UP 24 SEC. ID.NO. 58 |64 Universal | AF022236 F Este estudio Universal
EspB-DOWN| 23 SEC.ID.NO.59 |68 Universal | AF022236 R Este estudio Universal
Lcasei-F 20 SEC. ID. NO. 60 |56 16s RNA| AY773945.1 | F Este estudio L. casei
Y2-R 24 SEC.ID.NO. 61 |80 16s IRNA| AY773945.1 |R Este estudio Universal
EAE-12 21 SEC. ID.NO. 62 |62 eae AF022236 F Este estudio Universal
EAE-RBm 21 SEC. ID. NO. 63 |60 eae AF022236 R Este estudio Universal
EAE-A2F 18 SEC. ID.NO.64 |60 easv2 | AF530555 F Este estudio 1H2498a
EAE-B7F 20 SEC. ID. NO. 65 |62 eaef1 | AF453441 F Este estudio EPEC-4
EAE-B8R 19 SEC.ID.NO.66 |50 eaef1 | AF453441 R Este estudio EPEC-4
EAE-B9F 20 SEC. ID. NO. 67 |60 eaef2 | AF043226 F Este estudio FV359
EAE-B 21 SEC.ID.NO. 68 |62 eae-p 1/52 AF453441 R Este estudio EPEC-4
EAE-i2F 19 SEC. ID. NO. 69 |60 eae-t AJ308551 F Este estudio FV3676
EAE-i1R 21 SEC. ID.NO. 70 |60 eae- AJ308551 R Este estudio FV3676
EAE-M2F 21 SEC.ID.NO.71 {60 eae-u | AUJ579305 F Este estudio FV380
EAE-N3R 21 SEC. ID.NO.72 |58 eae-v AJ579306 R Este estudio IH1229a
TIR-II12F 21 SEC.ID.NO.73 |56 tir-y1 AF071034 F Este estudio 0157-156
TIR-IV2 22 SEC.ID.NO.74 |58 tir-2 AF025311 F Este estudio VTB351
EspA-I2R 21 SEC.ID.NO.75 |58 espA-al | AF022236 R Este estudio FV3676
EspA-lI2R 21 SEC.ID.NO. 76 |58 espA-f1 | AF453441 R Este estudio B49a
EspB-i2R 21 SEC.ID.NO.77 156 espB-a1 | AF022236 R Este estudio FV3676
EspB-112R 19 SEC.ID.NO.78 |60 espB-p1_{ AF453441 R Este estudio VTB286
EspD-I2R 21 SEC.ID.NO.79 |62 espD-a1 | AF022236 R Este estudio FV3676
EspD-llI2R |18 SEC. {D. NO. 80 {50 espD-y1 | AF071034 R Este estudio 0157-156
EAE 60mer |59 |SEC.ID.NO. 81 eae AF022236 F
Este estudio Universal

EAEB7-FAP |20 ISEC.ID.NO. 82 62 eae-f1 | AF453441 R Este estudio Fv4805
EAEB3-FAP |15 [SEC. ID. NO. 83 62 eaef1 | AF453441 R Este estudio FV4805
EAEB4-FAP |18 EC. ID. NO. 84 52 eaef2 | AF453441 R Este estudio FV359
EAEB9-FAP |18 |SEC. ID. NO. 85 56 eae-f2 | AF453441 R Este estudio Fv359
EAEB10-F |19 ISEC.ID.NO. 86 60 eae-f AF453441 FV4805y

F Este estudio Fv359
EAED2-FAP |20 |SEC. ID. NO. 87 56 eae-6 U66102 EPEC-9

R Este estudio
EAEep-1FAP|21 |SEC. ID. NO. 88 56 eae-€ AF116899 VTB286

R Este estudio
EAEet-3R 20 SEC.ID. NO. 89 62 eae- AJ308550 FV3671

R Este estudio
EAE-FAP 21 SEC.ID.NO. 90 |56 eae AF022236 R Este estudio Universal
EAEG1-FAP | 21 SEC.ID.NO.91 (54 eae-yl | AF071034 R Este estudio 0157-156
EAEMB3-F 20 |SEC.ID.NO. 92 62 eae-u AJ705049 F Este estudio Fv380
EspA-F 20 [SEC.ID.NO. 93 54 espA AF022236 F Este estudio Universal
EspAl-2F 18 [SEC. ID. NO. 94 42 espA-a1 | AF022236 F Este estudio FV3676
EspAll-2F 18 ISEC.ID.NO.95 (44 espA-f1 | AF453441 F Este estudio B49a
EspAll-3F 18 |SEC. ID. NO. 96 46 espA-f1 | AF453441 F Este estudio B49a
EspA- 21 [SEC. ID. NO. 97 58 espA-p2 | AJ225017
lIl1RAP F Este estudio FV359
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EspAlV-2F |18 [SEC. ID. NO. 98 54 espA-y1 | AF071034 F Este estudio 0157-156
EspBl-2F 20 |SEC.ID. NO. 99 66 espB-a1 | AF022236 F Este estudio FV3676
EspBII-2F 19 |SEC.ID.NO. 100 |60 espB-A1 | AF453441 F Este estudio VTB286
TIR-A2 20 [SEC. ID.NO. 101 |56-60 |tir AF022236 F Este estudio Universal
TIR-B2 21 |SEC.ID.NO. 102 |60 tir AF022236 R Este estudio Universal
EAEP1-R 20 [SEC.ID.NO. 103 |56 eae x AJ705052 R Este estudio FV1015
EAEP2-R 21 |SEC.ID.NO. 104 |52 eae x AJ705052 R Este estudio FV1015
B2A 19 [SEC.ID.NO. 105 |62 easf2 | AF043226 F Este estudio FV359
EAEB11-R |23 [SEC.ID.NO. 106 |60 eaef3 | AJB76654 R Este estudio t34136b
EAEB12-R 21 SEC. ID. NO. 107 |60 eae$3 | AJB76654 R Este estudio 134136b
TIR-A2 20 |SEC.ID.NO. 108 |56-60 | tir AF022236 F Este estudio Universal
TIR-B2 21 |SEC.ID.NO. 109 |60 tir AF022236 R Este estudio Universal
EAEP1-R 20 [SEC.ID.NO. 110 |56 eae x AJ705052 R Este estudio FV1015
EAEP2-R 21 |SEC.ID.NO. 111 |52 eae AJ705052 R Este estudio FV1015
B2A 19 [SEC.ID.NO. 112 |62 eaef2 | AF043226 F Este estudio FV359
EAEB11-R |23 [SEC.ID.NO. 113 |60 eae-$3 | AJB76654 R Este estudio 34136b
EAEB12-R |21 [SEC.ID.NO. 114 |60 eaep3 | AJB76654 R Este estudio 34136b
EAEB13-F |22 [SEC.ID.NO. 115 |60 eaef3 | AJB76654 F Este estudio 34136b
EAED4-R 21 |SEC.ID.NO. 116 |58 eae-§ U66102 R Este estudio EPEC-9
EAEep2-F 19 [SEC.ID.NO. 117 |62 eae-e2 | AF530554 F Este estudio IH1161a
EAEep3-R |21 [SEC.ID.NO. 118 |62 eae-3 | AJB76649 R Este estudio 31923a
ISEC. ID. NO. 119
I0TA2-2F 21 58 eae-2 | AF530553 F Este estudio IH2990a
I0TA2-R 22 |SEC.ID.NO. 120 |58 eae-12 | AF530553 R Este estudio IH2990a
EAERO-F 20 [SEC.ID.NO. 121 |56 eae-p AJ748082 F Este estudio FV4795
EAERO-R 20 [SEC.ID.NO. 122 |60 eae-p AJ748082 R Este estudio FV4795
EAES-R 20 [SEC.ID.NO. 123 |62 eae-o AJ781125 R Este estudio FV5090
Lin-up 23 [SEC.ID.NO. 124 |58 stx1 M17358 F_ 131 Universal
stx1-B 21 [SEC.ID.NO. 125 |60 stx1 M17358 R Este estudio Fv3489
stx10X3 20 [SEC.ID.NO. 126 |58 six1c 236901 R 31 FVv3482
VT2-A 20 [SEC.ID.NO. 127 |62 stx2 M59432 F 14 Universal
stx2-B 20 [SEC.ID.NO. 128 |60 stx2 X07865 R 32 FV3489
stx2c-B 20 ISEC. ID. NO. 129 |60 stx2c M59432 R 32 FV3490
stx2d-B1 19 |SEC.ID.NO. 130 {66 stx2d AF043627 R Este estudio FV3491
stx2e-A 22 |SEC.ID.NO. 131 |66 stx2e M36727 F 32 FV3492
stx2e-B1 21 [SEC.ID.NO. 132 |60 stx2e M36727 R Este estudio FV3492
stx2of-A 21 |SEC.ID.NO. 133 |60 sb2f M29153 F 32 FV3515
stx2f-B 25 {SEC.ID.NO. 134 |64 stxef M29153 R 32 FV3515
SEC. ID. NO. 135 stx2-
stx2-NV1 23 62 NV206 | AF329817 R Este estudio FV3493
PT1-2 21 SEC. ID. NO. 136 |60 uidA S69414 F 33 FV3489
PT1-3 20 [SEC.ID.NO. 137 |60 uidA $69414 R 33 Fv3489
terC1-1 20 |SEC.ID.NO. 138 |62 terC AE005174 F 34 FV3489
terC2 24 |SEC.ID.NO. 139 |62 terC AE005174 R 34 FV3489
tagA-A 23 |SEC.ID.NO. 140 |62 tagA AF074613 F 35 FV3489
tagA-B 22 |SEC.ID.NO. 141 |64 tagA AF074613 R 35 FV3489
sfpA-U 22 |SEC.ID.NO. 142 |64 sfoA AF228759 F 36
sfpA-L 22 [SEC.ID.NO. 143 |64 sfoA AF228759 R 36
saaD-F 20 [SEC.ID.NO. 144 |60 saa AF325220 F 37 FV3490
saaD-R 20 |SEC.ID.NO. 145 |62 saa AF325220 R 37 FV3490
0157-AF 21 |SEC.ID.NO. 146 |62 rbE S83460 F 38 Fv3489
0157-AR 20 |SEC.ID.NO. 147 |62 rbE $83460 R 38 FV3489
pilS-F 21 ISEC. ID. NO. 148 |60 pilS AY258503 F 39 FV3490
pilS-R 19 [SEC.ID. NO. 149 |60 pilS AY258503 R 39 Fv3490
wkat-B 22 |SEC.ID.NO. 150 |64 katP X89017 F 40 FV3489
wkat-F 21 {SEC.ID.NO. 151 |58 katP X89017 R 40 FV3489
SEC. ID. NO. 152
irp2-FP 21 64 ip2 1.18881 F 41 Fv4028
irp2-RP 20 ISEC.ID.NO. 153 |64 irp2 118881 R 41 FV4028
iha-F 20 SEC. ID. NO. 154 |64 iha(TAl) | AF126104 F Este estudio FV3489
iha-R 20 SEC. ID. NO. 155 |66 iha(TAl) | AF126104 R Este estudio FV3489
tha-I 19 SEC. ID. NO. 156 |58 iha(LPA | AJ278144 F 41 IFV4044
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lha-l 21 |SEC.ID.NO. 157 |62 iha(LPA) | AJ278144 41 FV4044
hiyA1 22 |SEC.ID.NO. 158 |64 hiyA X79839 Schmidt 1995  [Fv3489
hiyA4 22 {SEC.ID.NO. 159 |64 hiyA X79839 Schmidt 1995  [Fv34s9
fyuA-F 20 EC.ID.NO. 160 |64 fyuA 738064 41 Fv4028
fyuA-R 21 [SEC.ID.NO. 161 |64 fyuA Z38064 4 Fvaozs
H7-F 20 |SEC.ID.NO. 162 |62 fic-H7 {1 U47614 42 FV3489
H7-R1 22 |SEC.ID.NO. 163 |62 fic-H7 | U47614 42 Fv3489
D1 19 |SEC.ID.NO. 164 |60 etpD Y09824 M FV3489
D13-R 21 ISEC.ID.NO. 165 |64 etpD Y09824 41 . FV3489
EspP-A 20 [SEC.ID.NO. 166 |60 espP AF074613 41 Fv3489
EspP-B 20 [SEC.ID.NO. 167 |60 espP AF074613 41 Fv3489
espl-| 19 |SEC.ID.NO. 168 |58 espl AJ278144 41 FV4044
espl-ll 20 |[SEC.ID.NO. 169 |58 espl AJ278144 41 FV4044
E643-F 21 [SEC.ID.NO. 170 |60 efa-1 AF453441 41

E1598-R 20 |SEC.ID.NO.171 |58 efa-1 AF453441 41

btuB-H 21 |SEC.ID.NO. 172 |62 btuB AJ278144 41 FV4044
btuB-i 20 [SEC.ID.NO. 173 |62 btuB AJ278144 41 Fv4044

stx2e-B2 19 |SEC.ID.NO. 174 |48 e | M36727
stx2d-B2 19 [ISEC.ID.NO. 175 |60 stx2d AF043627

Este estudio FV3492
Este estudio FV3491

T WMV (BV MDDV |TD|D|VBN(DONTV(O|T(OD/|N|D/{O|DTD(THI

stxic-R 16 [SEC.ID.NO. 176 |42 stx1c Z36901 Este estudio Fv3482

stx1c-RAP 16 |[SEC.ID.NO. 177 |42 stxTc 236901 Este estudio Fv3482

stx2g-R 18 |SEC.ID.NO. 178 |52 stx2g AY286000 Este estudio Fv4128

stx1d-R 21 |SEC.ID.NO. 179 |60 stxid AY170851 Este estudio

bfpA-F 21 [SEC.ID.NO. 180 |60 bipA AB024946 Este estudio 2348l

bfpA-a 21 |SEC.ID.NO. 181 |64 bipA AB024946 Este estudio 348Ill

bfpA-b 21 [SEC.ID.NO. 182 |64 bipA AF304486 Este estudio

SsubA-1 22 [SEC.ID.NO. 183 |58 subA AF399919.3 Este estudio Fv4068

SUbA-2 21 SEC. ID. NO. 184 |58 SubA AF399919.3 Este estudio IFv4068
isubB-1 21 [SEC.ID.NO. 185 |60 subB IAF399919.3 Este estudio FV4068
isubB-2 21 [SEC.ID.NO. 186 |58 subB IAF399919.3 R Este estudio FV4068

Tm= 2AT+4GC. Or., orientacion hacia delante(F) o

inversa (R)

TABLA 2

Cebadores para PCR y condiciones de amplificacion especifica de los genes de virulencia de E. coli
verotoxigénicas y enteropatogénicas

Genes Cebador Oligonucleétid T: i ™ Coordinadas No. Ref.
5-3) fragment incand i del acceso
(bp) cebador
st VTI-A SEC. ID. NO. 187 | 302 55°C 113-134 M17358 14
VT1-B SEC. ID. NO. 188 394-414
SIx; VT2-A SEC. ID. NO. 189 | 516 55°C 50-69 M59432 14
VI2-B SEC. ID. NO. 190 343-565
bfpA EPI SEC. ID. NO. 191 | 326 60°C 60-80 768186 26
EP2 SEC. ID. NO. 192 363-383
eae’ EAE-1 SEC. ID. NO. 193 | 775 55°C 1441-1460 AF022236 |2
EAE-2 SEC. ID. NO. 194 2193-2215
eae-al | EAEFB SEC. ID.NO. 195 | 820 60°C 1909-1928 AF022236 |2
EAE-A SEC. ID. NO. 196 27092728
eae-02 [H2498aF SEC. ID. NO. 197 | 517 60°C 20992122 AF530555 |2
[H2458aR SEC. ID. NO. 198 2597-2615
eae-p1 BIF SEC. ID. NO. 199 | 241 55°C 2499-2517 AF453441 | Este estudio
BIR SEC. ID. NO. 200 2720-2739
eqe-p2 B2F SEC. ID. NO. 201 | 564 62°C 2054-2073 AF530556 | Este estudio
B2R SEC. ID. NO. 202 2596-2617 AJ715407
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eae-yl EAE-FB SEC. ID. NO. 203 804 60°C 1909-1928 AF071034 2
EAE-C1 SEC. ID. NO. 204 2691-2712

eae-y2/9 EAE-C2F SEC. ID. NO. 205 |414 58°C 2303-2322 AF025311 Este estudio
EAE-C2R SEC. ID. NO. 206 2697-2716

eae-d/x EAE-FB SEC. ID. NO. 207 | 833 60°C 1909-1928 U66102 2
EAE-D SEC. ID. NO. 208 27212741

eae-€ EAE-FB SEC. ID. NO. 209 722 66°C 1909-1928 AF116899 2
LP5 SEC. ID. NO. 210 2605-2630

eae-C Z1 SEC. ID. NO. 211 206 62°C 2062-2079 AF449417 2
22 SEC. ID. NO. 212 2250-2267

eae-| EAE-FB SEC. ID. NO. 213 | 702 60°C 1899-1918 AJ308550 Este estudio
ETA-B SEC. ID. NO. 214 2582-2600

eae-1 EAE-FB SEC. ID. NO. 215 651 55°C 1909-1928 AJ308551 Este estudio
IOTA-B SEC. ID. NO. 216 25382559

eae-\ 68.4F SEC. ID. NO. 217 | 466 64°C 2061-2079 AJ715409 2
68.4R SEC. ID. NO. 218 2506-2526

eae-| EAE-FB SEC. ID. NO. 219 | 665 60°C 1909-1928 AJ705049 Este estudio
FV373R SEC. ID. NO. 220 2541-2563

eae-v IH1229aF SEC. ID. NO. 221 | 311 60°C 269-289 AJ705050 [ 2
HI229aR SEC. ID. NO. 222 559-579

eae-§ EAE-FB SEC. ID. NO. 223 | 468 66°C 1909-1928 AF116899 2
B49R SEC. ID. NO. 224 363-384 AJ705051

eae-o H2997{F SEC.ID.NO. 225 |271 60°C 130-153 AJ584840 Este estudio
[H2997fR SEC. ID. NO. 226 381-400 AJ58484]

tir? TIR-A SEC. ID. NO. 227 | 533 60°C 1-20 AF022236 Este estudio
TIR-B SEC. ID. NO. 228 514-533

tir-ol TIR-IF SEC. ID. NO. 229 | 506 64°C 86-102 AF022236 | Este estudio
TIR-R SEC. ID. NO. 230 573-591

tir-p1 TIR-IIF SEC. ID. NO. 231 | 380 64°C 240-261 AF453441 | Este estudio
TIR-IR SEC. ID. NO. 232 598-619

tir-'yl TIR-IIF SEC. ID. NO. 233 | 416 64°C 163-185 AF071034 Este estudio
TIR-IR SEC. ID. NO. 234 561-579

tir-yZ TIR-IVF SEC. ID. NO. 235 | 201 55°C 391-409 AF025311 Este estudio
TIR-IVR SEC. ID. NO. 236 573-591

espAa EspA-1 SEC. ID. NO. 237 {237 60°C 40-56 AF022236 Este estudio
EspA-2 SEC. ID. NO. 238 253276

espA-al EspA-IF SEC. ID. NO. 239 247 55°C 84-102 AF022236 Este estudio
EspA-IR SEC. ID. NO. 240 313-330

espA-pl EspA-IIF SEC. ID. NO. 241 304 60°C 83-103 AF453441 Este estudio
EspA-IR SEC. ID. NO. 242 365-386

espA-B2 EspA-III SEC. ID. NO. 243 172 55°C 168-185 AJ225017 Este estudio
EspA-INR SEC. ID. NO. 244 320-339

espA-yl EspA-1 SEC. ID. NO. 245 333 60°C 40-56 AF071034 Este estudio
EspA-IVR SEC. ID. NO. 246 354-372

espB® EspB-F SEC.ID.NO. 247 | 726 60°C 241.257 AF022236 Este estudio
EspB-R SEC. ID. NO. 248 947-966

espB-ol EspB-F SEC. iD. NO. 249 456 65°C 241-257 AF022236 Este estudio
EspB-IR SEC. ID. NO. 250 677-696

espB-pl1 EspB-IIF SEC. ID. NO. 251 349 62°C 300-319 AF45344] Este estudio
EspB-IR SEC. ID. NO. 252 630-648

espB-y1 EspB-IIIF SEC. ID. NO. 253 | 231 62°C 418-437 AF071034 Este estudio
EspB-TIR SEC. ID. NO. 254 630-648

espDf EspD-F SEC. ID. NO. 255 670 66°C 95-115 AF022236 Este estudio
EspD-R SEC. ID. NO. 256 746-764

espD-al EspD-I-II-F SEC. ID. NO. 257 | 541 62°C 144-164 AF022236 Este estudio
EspD-1R SEC. ID. NO. 258 667-684

espD-B1 EspD-I-I.F SEC. ID. NO. 259 | 575 55°C 144-164 AF453441 Este estudio
EspD-2R SEC. ID. NO. 260 701-718

espD-y1 EspD-3-F SEC. ID. NO. 261 145 60°C 144-164 AF071034 Este estudio
EspD-R SEC. ID. NO. 262 266-288

Universal | TIR-UP SEC. ID. NO. 263 11441 55°C -796 - -773% AF022236 Este estudio
EspB-DOWN SEC. ID. NO. 264 +94 - +72°

eae-d/x EAE-FN SEC. ID. NO. 265 | 669 50°C 1891-1913 66102 Este estudio
EAE-DB SEC. ID. NO. 266 2542-2559

eae-8/x EAE-FN SEC. ID. NO. 267 669 50°C 1891-1913 U66102 Este estudio
EAE-DB SEC. ID. NO. 268 25422559
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eae-f3 42584F SEC. ID. NO. 269 | 950 52°C 1712-1731 AJ876653 | Este estudio
EAE-RB2 SEC. ID. NO. 270 2641-2661 AJ876654

eae-€1 EAE-FN SEC. ID. NO. 271 [ 929 54°C 1891-1913 AF116899 | Este estudio
EAE-EB SEC. ID. NO. 272 2802-2819

eae- EAE-E2F SEC. ID. NO. 273 [378 58°C 2230-2248 AF530554 | Este estudio

vR/e2! | EAE-E2R SEC. ID. NO. 274 2590-2607

eae-c3 EAE-FN SEC. ID. NO. 275 | 782 60°C 1892-1913 AJ876649 | Este estudio
31923R SEC. ID. NO. 276 2655-2673 AJB76650

eae-c4 37159F SEC. ID. NO. 277 | 951 50°C 1720-1737 AJ876651 | Este estudio
EAE-RB3 SEC. ID. NO. 278 2650-2670

eaenl/m2 | ETA-53F SEC.ID. NO. 279 | 628 64°C 1881-1899 AJ308550 | Este estudio

b ETA-53R SEC. ID. NO. 280 2380-2508 AJ879898

eaenl® | ETA-FN SEC.ID. NO. 281 | 410 62°C 1074-1095 AJ308550 | Este estudio
ETA-RN SEC. ID. NO. 282 1467-1483

eae-n2® | ETA-53199F SEC. ID. NO. 283 | 502 54°C 2346-2365 AJ879898 | Este estudio
ETA-53199R SEC. ID. NO. 284 2829-2847 AJ879899

eae- Tota2-F SEC. ID. NO. 285 |[936 58°C 1850-1870 AF530553 | Este estudio

pRA2C | Tota2R SEC. ID. NO. 286 2763-2785

eae-uB* [ EAE-FN SEC. ID. NO. 287 | 710 52°C 1891-1913 AJ705049 | Este estudio
MICRA2 SEC. ID. NO. 288 2581-2600

eae-EB® | EAE-FN SEC. ID. NO. 289 | 701 1891-1913 AJ705051 | Este estudio
B49R SEC. ID. NO. 290 2571-2591

eae-EB® | EAE-FN SEC. ID. NO. 291 | 739 64°C 1891-1913 AJ705051 | Este estudio
B49RN SEC. ID. NO. 292 2604-2629

eae-m 1015F SEC. ID. NO. 293 | 479 55°C 93-111 AJ705052 | Este estudio
1015R SEC. ID. NO. 294 554-571

ede-p 4794F SEC.1D. NO. 295 | 300 66°C 2141-2163 AJ748082 | Este estudio
4794R SEC. ID. NO. 296 2421-2440 AJ748083

eae-c Sigma-F SEC. ID. NO. 297 | 649 52°C 2125-2144 AJ781125 | Este estudio
Sigma-R SEC. ID. NO. 298 2756-2773

tir-ol TIR-ALFAF1 | SEC. ID. NO. 299 64°C AF022236 | Este estudio
TIR-R SEC. ID. NO. 300

tir-p1 TIR-IIF SEC. ID. NO. 301 64°C AFA53441 | Este estudio
TIR-BI-R SEC. ID. NO. 302

1ir-B3 TIRB3F SEC. ID. NO. 303 50°C Este estudio
TIRB3R SEC. ID. NO. 304

1ir-B3 TIRB3F SEC. ID. NO. 305 50°C Este estudio
TIRB3RB SEC. ID. NO. 306

tiryt TIR-IIIF SEC. ID. NO. 307 64°C AF071034 | Este estudio
TIRO157-R SEC. ID. NO. 308

tiry2 TIR-O111-F SEC. ID. NO. 309 64°C AF025311 | Este estudio
TIR-IVR SEC. ID. NO. 310

tir-o TIROMICROMF | SEC. ID. NO. 311 64°C Este estudio
TIROS- SEC. ID. NO. 312
OMICROM-R

tir -p TIR-RHO-F SEC. ID. NO. 313 50-52°C Este estudio
TIR-RHO-R SEC. ID. NO. 314

tir -vB TIROS-F SEC. ID. NO. 315 55°C Este estudio
TIROS- SEC. ID. NO. 316
OMICROM-R

esp4-Bl | EspA-IIF SEC. ID. NO. 317 60°C AF453441 | Este estudio
ESPA-BL-RI SEC. ID. NO. 318

espA2 | EspA-Ill SEC. ID. NO. 319 54°C AJ225017 | Este estudio
ESPA-B2-R2 SEC. ID. NO. 320

espA-B3 | EspA-IIF SEC. ID. NO. 321 58°C Este estudio
ESPA-B3-R SEC. ID. NO. 322

espAyt | ESPA-CI-F SEC. ID. NO. 323 60°C AF071034 | Este estudio
ESPA-CI-R SEC. ID. NO. 324

espA- uB | ESPA-B2-F SEC. ID. NO. 325 58°C Este estudio
ESPA-MICRA-R | SEC. ID. NO. 326

espA-el | EspA-IIF SEC. ID. NO. 327 60°C Este estudio
ESPA-EI-R SEC. ID. NO. 328

espA-o | ESPA-ORHO-F | SEC. ID. NO. 329 56°C Este estudio
ESPA-OR SEC. ID. NO. 330

espA-p ESPA-ORHO-F | SEC. ID. NO. 331 64°C Este estudio
ESPA-RHO-R | SEC. ID. NO. 332

espA- ESPA-O55F SEC. ID. NO. 333 52°C Este estudio
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v2/8 ESPA-O55R SEC. ID. NO. 334
espB-ol | ESPB-AF SEC. ID. NO. 335 AF022236 | Este estudio
ESPB-AO84R SEC. ID. NO. 336
ESPB-AO84111- | SEC. ID. NO. 337 60°C Este estudio
espBy2 | F SEC. ID. NO. 338
ESPB-B10111-
R
espBo | ESPB-OF SEC. ID. NO. 339 62°C Este estudio
ESPB-OR SEC. ID. NO. 340
espD-p2 | ESPD-BIMF SEC. ID. NO. 341 58-60°C Este estudio
ESPD-B2R SEC. ID. NO. 342
espD- ESPD-ABC2F | SEC. ID. NO. 343 64°C Este estudio
¥2/8 ESPD-CR2 SEC. ID. NO. 344
espD- uB | ESPD-B2MF SEC. ID. NO. 345
ESPD-MR SEC. ID. NO. 346 58-60°C Este estudio
espD-o | ESPD-O8OF SEC. ID. NO. 347 52°C Este estudio
ESPD-OR SEC. ID. NO. 348
espD-p | ESPD-O8OF SEC. ID. NO. 349 52°C Este estudio
ESPD-O8R SEC. ID. NO. 350

#Cebadores universales usados para detectar todos los tipos de eae, espA, espB, and espD genes.

TABLA 3

Serotipos y genes de virulencia de las estirpes caracterizadas por los métodos de la presente invencion. (Resultados
de las amplificaciones por PCR con oligonucleétidos especificos para el genotipado de estirpes de E. coli

60

65

diarreagénicos)
Cepa Resultados PCR obtenidos en este estudio Grupo Ref.
Control | Serotipo | Origen | eae | fir espA | espB | espD | stx bfpA | Patogénico
tipo | tipo | tipo | tipo | tipo | tipo | gen | E. coli
EPEC-8 0O55:H6 Humano | g1 al al ol ol - + Tipico Este
(Aberdee EPEC estudio
n-1064)
EPEC- 0127:H6 Humano | gt al al al ol - + Tipico 27
2348111 EPEC
TH3979A | O132:H34 Humano o2 1 ol ol ol - - EPEC Este
atipico estudio
124984 | OI25H6 | Humano | o2 | 71 ol lat ol |- - EPEC 2
atipico
EPEC4 | O26:H- Humano | Bi Bl | Bp1 | Pl B1 |- - EPEC Este
(F41) atipico estudio
FV4805 | OI77HI1 | Bovino | p1 Bl | Bl |BL |Bl |- - EPEC Este
atipico estudio
EPEC- 0119:H6 Humano B2 al B2 al NT - + Tipico 2
359 EPEC
(FV359)
1H2664B | O113:H6 | Humano | B2 | ol | P2 |oal |NT |- - EPEC Este
atipico estudio
0157- 0157:H7 Humano | y1 71 71 11 71 stx] | - STEC Este
156 stx2 estudio
EDL933 | OIS7H7 | Humano | y] 1 71 71 1 stxl | - STEC 27
stx2
VIB-351 | OIllH- Bovino [12/60 [ y2/86 [ NT [ NT [NT [stx1 |- STEC Este
estudio
TW0792 | Ol11:H8 Humano [ v2/0 [y2/8 | NT | NT |[NT |sxI |- STEC 8
6
stx2

17




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2323911 Al

EPEC-9 086:H34 Humano | §/x ol B2 NT NT - + Tipico Este

(BP1266 EPEC estudio

5)

6044-95 O118:H5 Humano | §/x¢ al B2 NT | NT - - EPEC 27
atipico

VTB286 | O103:H2 Bovino € B1 NT B1 B1 stxl | - STEC 2

IH3726A | O157:H16 Human e B1 NT B1 B1 - - EPEC Este
atipico estudio

VTO-50 | O156:H- Ovino 4 ol NT al NT stxl | - STEC 2

IH3614A | O156:H- Humano | ¢ al NT al NT - - EPEC Este
atipico estudio

CF11201 | Ol125:H- Humano | q ol NT ol ol - + Tipico 27

(FV3671) EPEC

7476/96 0145:H4 Humano | al al al al - - EPEC 27

(FV3676) atipico

68-4 034:H- Humano | ) vl 11 71 11 - - EPEC 2
atipico

FV380 O55:H- Humano | ol NT ol NT - + Tipico Este
EPEC estudio

IH1229a ( OI10:H- Humano | vy NT v1 1 vl - - EPEC 2
atipico

B49a 080:H- Bovino 3 B1 p1 B1 B1 stxl | - STEC 2

IH2997f | O129:H- Humano 0 NT NT NT NT - - EPEC Este
atipico estudio

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Ejemplo de dos microarrays conteniendo sondas especificas de 16 variantes del gen eae, 4 del gen tir, 4
de espA, 3 de espB y 3 de espD. Resultados obtenidos tras la hibridacién con los fragmentos amplificados por PCR de
las estirpes tipo de las variantes eae-A y eae-u.

Figura 2. Microarray hibridado con los productos de una PCR multiple (multiplex PCR) para los cinco genes de la
isla LEE de la estirpe tipo para eae-n (FV3671).

Figura 3. Microarray hibridado con el producto de una PCR de largo alcance (LR-PCR) que comprende los 5 genes
de la isla LEE de la estirpe FV3671.

Figura 4. Microarray hibridado con el ADN cromosémico total de la estirpe tipo de eae-t (FV3676).

Figura 5. Microarray hibridado con el ADN genémico amplificado a partir de 10 pg del ADN de la cepa tipo para
eae-L.

Ejemplos de realizacion de la invencion
Desarrollo de un biochip para la deteccion e identificacion de variantes de intiminas de ECVT

Se disefid y se construy6 un biochip con una o mas sondas para cada una de las variantes de los genes de intiminas
conocidas hasta el momento. El biochip contenia sondas especificas para las variantes eae-a1, a2, f1, 52, y1, y2,
0,8 ¢, 1,4, A, 1, v, & asi como sondas universales para el gen eae y otras universales y especificas para los genes
espA, espB, espD y tir (tabla 2). Las sondas son oligonucledtidos sintéticos con una amina alifdtica (6 C) en 5’
seguida de un oligo-dT (10T) y de la secuencia especifica (entre 15 y 30 nucleétidos). Las sondas se imprimieron en
una concentracién de 60 microM en portas de vidrio activados con grupos epoxy utilizando robots de impresién de
microarrays (micromatrices) comerciales. Se imprimieron al menos dos micromatrices por porta para poder realizar al
menos dos ensayos por porta. Se procedié como sigue:

Se extrajo el ADN cromosdmico de cada una de las estirpes tipo de ECVT recibidas de la coleccién del Centro Na-
cional de Referencia de E. coli.: FV3480; FV3481; FV3482; FV3489; FV3490; FV3491; FV3492; FV3493; FV3514b;
FV3515; EPECS; IH2498a; EPEC4; FV359; 0157-156; VTB351; EPEC9; VTB286; VTO-50; FV3671; FV3676; 68-
4; FV380; IH1229a; B49a; IH1301a; IH2997f.
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Se partié de un cultivo de 5 ml en medio LB donde inoculé la noche anterior la cepa correspondiente a partir del
medio de transporte en el que se recibid. El cultivo crecié a 37°C 12 h y con agitacion de 200 rpm. Utilizacién del kit
de extracciéon de DNA, GNOME de Q-BIOgene, nimero de catdlogo 2010-400.

Ejemplo 1

Amplificacion y marcaje por PCR de los genes de la isla LEE. Hibridacion en un microarray de oligonucledtidos

a.

Se amplificé por PCR un fragmento de cada gen utilizando un oligonucleétido universal y otro especifico
de cada estirpe. Cada fragmento se marcé fluorescentemente mediante la incorporacién de Cy3- o Cy5-
dUTP en la misma reaccién de amplificacidn. Dicha amplificacidon se llevé a cabo como sigue: 1 ug de ADN
molde, 3 mM de MgCl,, 100 uM de dATP, dCTP, y dGTP, 50 uM de dTTP, 50 uM de Cy5-dUTP (Amersham
Biosciences), 200 M de cada par de primer iniciador (EAE-1 como directo, y EAE-A, EAE-A2R, FAE-
D3R, EAE-ep2R, FAE-C1, EAE-C2, EAE-et2R, LP-7, FAE-L2R, FV373-R, EAE-N2R, [H2997f-R, EAE-
RB, FAE-Z2R como reverse para eae-al, a2, 9, y1, €, ¥2, n, ¢, A, u, v, 0, £ y { respectivamente; cebador
directo EAE-F y reversos EAE-B8R y EAE-BSR para eae-(1, y 82 respectivamente; pares de cebadores
TIR-11 F/TIR-11 R, TIR-111 F/TIR-111 R, TIR-1111 F/TIR-1I11 R, y TIR-IV 1 F/TIR-IV 1R para tir-a1, 81, y1,
y y2 respectivamente; ESPA-1 como directo y ESPA-I1R, ESPA-II1R, ESPA-III1R, y ESPA-IVIR como
reversos para espA-al, B1, B2, y y1 respectivamente; ESPB-F como directo y ESPB-11 R, ESPB-II1 R, y
ESPB-III1R como reversos para espB-a1, 81,y y1 respectivamente; y ESPD-4F como directo y ESPD-I 1R,
ESPD-II1 R, y ESPD-III 1R como reversos para espD-al, 81, y y1 respectivamente), y 1 unidad de ADN
polimerasa Taq Platinum en su tampdn de reaccién (Invitrogen). El programa utilizado en el termociclador
es el siguiente para todos los casos excepto para eae betal y eae beta2: 95°C-5 min; (95°C-20 s; 60°C-30 s;
68°C-1 min 30 s)10X; (95°C-20 s; 58°C-30 s; 68°C-1 min 30 s +5 s/ciclo) 30X; 68°C-10 min; Mantenido a
4°C. Para eae betal el programa utilizado es el siguiente: 95°C-5 min; (95°C-20 s; 55°C-30 s; 68°C-1 min
30 s)10X; (95°C-20 s; 53°C-30 s; 68°C-1 min 30 s +5 s/ciclo) 25X; 68°C -10 min; Mantenido a 4°C. Para
eae beta2 el programa utilizado es el siguiente: 95°C-5 min; (95°C-30 s; 55°C-30 s; 72°C-1 min 30 s)35X;
72°C-10 min; Mantenido a 4°C.

El fragmento de ADN amplificado se separd del nucledtido no incorporado mediante una purificacién en
columna comercial. La cantidad y calidad del marcaje se examiné por métodos espectrométricos.

Se mezclé en un tampdn de hibridacion, se desnaturalizé por calentamiento a 95°C durante 5 min y se
incubé con los biochips previamente lavados tal y como indica el proveedor (TeleChem international). Se
incubd durante 12 h a 55°C bajo un cubre y dentro de una cdmara de hibridacién herméticamente cerrada a
su vez sumergida en un bafio de agua a la temperatura indicada.

Se lavé en 2X SSC + SDS 0.1% durante 5 minutos, se secO por centrifugacion y se escaneé en un esciner
comercial equipado con dos ldser para excitar el fluorocromo utilizado en cada ensayo. La imagen se analiz6
y la intensidad de los puntos fluorescentes se cuantificé con software comercial.

El resultado obtenido con las cepas tipo de las variedades eae-mu (FV380) y lambda (68-4) se muestra en la
figura 1. Los fragmentos amplificados y marcados de cada estirpe tipo sélo dan una sefial fluorescente con las sondas
disenadas para ellas.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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Ejemplo 2

Amplificacion y marcaje de los genes eae, tir, espA, espB y espD de la estirpe FV3671 mediante multiplex PCR.
Hibridacion con un microarray de oligonucledtiodos

Varios pares de oligonucleétidos fueron empleados para amplificar y marcar simultdneamente 2 o més genes de la
isla LEE (fig 2). Se realizaron PCRs multiplex con los genes eae, tir; espA, espB'y espD. Para ello se utilizaron las
cepas FV3671y

10

ADN (cepa) |gen oligoF TmF |oligoR TmR [T*PCR [Tamaiio

15

FV3671 eae-eta EAEF S8 |EAEet-2R |63 60/58 676 bp

FV3671 tir-alphal (TIR A 58 |TIRB 60 60/58 630 bp

20 FV3671  lespd-betal |espAl 52 lespAII-IR |56  [55/53  [687 bp
FV3671 espB-alphal |espB-F 52  |espBI-IR |62 55 687 bp
25 FV3671 espD-alphal |espD-4F |60 |espDI-1R |60 60/58 633 bp
FV3676  |eae-iota  |[EAEF |58 |LP7 60  {60/58 243 bp
30 FV3676  |tir-alphal [TIRA |58 |TIRB 60  60/58 243 bp

FV3676 espA-alfal |espAl 52  jespAI-1R |56 60/58 647 bp

35 FV3676  |espB-alphal |espB-F (52 lespBI-IR |62  |60/58  |414 bp

FV3676 lespD-alphal lespD-4F |60 |espDI-IR |60  |60/58  [650 bp

40 FV3676 y los oligonucledtidos correspondientes que se detallan a continuacién.

45

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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En la reaccién se incorporaron nucleétidos marcados con fluorocromo segtin la mezcla que se detalla a continua-
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cién:
Reactivos Cantidad Concentracion final
10x buffer 5l 1x
MgClI2 (50mM) 3u 3 mM
dACGP’s (10mM) 0,5ul dACGP’s (10 pM)
dTTP (ImM) 2,5ul dTTP (50 uM)
Cy5-dUTP 2,5ul
oligoF gen eae (10mM) 1,0 pl 200 uM
oligoR gen eae (10mM) 1,0 ul 200 uM
oligoF gen tir (10mM) 1,0 ul 200 uM
oligoR gen tir (10mM) 1,0 ul 200 uM
oligoF gen esp4 (10mM) 1,0 wl 200 uM
oligoR gen esp4 (10mM) |1,0 ul 200 pM
oligoF gen espB (10mM) 1,0 Wl 200 uM
oligoR gen espB (10mM) 1,0 ul 200 uM
oligoF gen espD (10mM) (1,0 ul 200 uM
oligoR gen eae (10mM) 1,0 ul 200 uM
Taq Platinum 0,20 ul 0,02 U/ul
ADN 1 ul
Agua 253 ul

e.  Elprograma utilizado en el termociclador es el siguiente para todos los casos excepto para eae betal y eae

beta2: 95°C - 5 min; (95°C - 20 s; 50°C - 30 s; 68°C - 1 min)IOX; (95°C - 20 s; 48°C - 30 s; 68°C - 1 min +5
s/ciclo) 25X; 68°C - 10 min; Mantenido a 4°C.

Los fragmentos de ADN amplificados se separaron del nucleétido no incorporado mediante una purificacién en
columna comercial. La cantidad y calidad del marcaje se examiné por métodos espectrométricos.

f. Se mezclaron en un tampén de hibridacién, se desnaturalizaron por calentamiento a 95°C durante 5 min. y se
incubaron con los biochips previamente lavados tal y como indica el proveedor (TeleChem international).
Se incubaron durante 12 h a 55°C bajo un cubre y dentro de una cdmara de hibridacién herméticamente
cerrada a su vez sumergida en en un bafio de agua a la temperatura indicada.

g. Se lavo en 2X SSC + SDS 0.1% durante 5 min., se secé por centrifugacion y se escaned en un esciner
comercial equipado con dos ldser para excitar el fluorocromo utilizado en cada ensayo. La imagen se analiz6
y la intensidad de los puntos fluorescentes se cuantificé con software comercial. El resultado obtenido con
la cepa FV3671 (eae-n) se muestra en la figura 2. Ademds de las sondas universales, dan sefial positiva las
sondas especificas disefiadas para cada gen: eae-n, tir-a1, espA-S1, espB-a1, espD-al.
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Ejemplo 3
Amplificacion y marcaje de varios genes de la isla LEE mediante PCR de largo alcance (LR-PCR)

Aquellos genes que aparecen agrupados en el genoma (como la isla LEE) se pueden amplificar y marcar mediante
una sola reaccion de amplificacién utilizando oligonucle6tidos universales a ambos lados de la agrupacién génica
(cluster).

Se disefiaron los oligos TIR-UP y espB-DOWN para amplificar por PCR de largo alcance la isla de patogenicidad
LEE completa. La enzima utilizada para la amplificacién ha sido Expand-Long Template de la casa Roche con N° de
catdlogo 1 681 842. Segtin la siguiente mezcla:

Reactivos Cantidad Concentracion final
10x buffer 2 5ul 1x

dACGP’s (10mM) 2,5ul dACGP’s (500 uM)
dTTP (1mM) 12,5 ul dTTP (250 pM)
Cy5-dUTP 2,5ul

oligo TIR-Up (10mM) 1,5 ul 300 uM

oligo espB-Down (10mM) 1,5 ul 300 uM

Taq Expand Long Template |0,75 pl 0,075 U/ul

ADN 2ul

Agua 21,75 ul

El termociclador empleado fue un GeneAmp PCR system 2700 de Applied Biosystems. El programa utilizado fue
el siguiente: 95°C-5 min; (95°C-20 s; 55°C-30 s; 68°C-10 min)15X; (95°C-20 s; 55°C-30 s; 68°C-10 min + 20 s/ciclo)
30X; 68°C 10 min; Hold 4°C.

h. El fragmento de ADN amplificado se separ6 del nucleétido no incorporado mediante una purificacién en
columna comercial. La cantidad y calidad del marcaje se examiné por métodos espectrométricos.

1. Se mezcl6é en un tampén de hibridacién, se desnaturalizé por calentamiento a 95°C durante 5 min. y se
incubé con los biochips previamente lavados tal y como indica el proveedor (TeleChem international). Se
incubé durante 12 h a 55°C bajo un cubre y dentro de una cdmara de hibridacién herméticamente cerrada a
su vez sumergida en un bafio de agua a la temperatura indicada.

J- Se lavé en 2X SSC + SDS 0.1% durante 5 minutos, se secé por centrifugacion y se escaned en un escaner

comercial equipado con dos ldser para excitar el fluorocromo utilizado en cada ensayo. La imagen se analiz6
y la intensidad de los puntos fluorescentes se cuantific6 con software comercial.

El resultado obtenido con la cepa FV3671 (eae-n) se muestra en la figura 3. Ademas de las sondas universales, dan
sefial positiva las sondas especificas disefiadas para cada gen: eae-n, tir-a1, espA-B1, espB-al, espD-al.
Ejemplo 4
Fragmentacion y marcaje del ADN cromosémico total e hibridacion con un microarray de oligonucleétidos especificos
Un volumen de 60 ul de TE 10 mM pH 8 con 100 ng/ml de ADN de cada estirpe se fragment6 por sonicacién en

un eppendorf de 200 i1 con el sonicador MISONIX modelo X1.2010 utilizando el accesorio “cup horn” durante 10 s
a potencia 10. Asi, se consiguen fragmentos entre 850 bp y 4000 bp.
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Dicho ADN se marcé con Cy3- o Cy5-dUTP y la ADN polimerasa Klenow usando oligonucleétidos hexdmeros
de secuencia aleatoria como cebadores. La reaccién fue como sigue: En un eppendorf de 1,5 ml se afiaden:

. 20 ul de ADN sonicado (2 ug)
. 11 ul de agua
. 5 ul de buffer ECOPOL

° 5 ul de cebadores random (500 ng/ul)

Esta mezcla se lleva a 95°C durante 5 min y luego se coloca en hielo.

Se afiaden a la mezcla 5 ul de 10x ANTP’s mix manteniéndolo todo en hielo.
10x dNTP’s mix

1,2 mM de dATP, dCTP, dGTP

0,6 mM dTTP

10 mM Tris 8.0 1 mM EDTA

Se afiaden 3 ul de Cy5-dUTP (25 nmol), 1 ul de enzima klenow biolabs (50 U/ul).

Se incuba a 37°C de 1 a 2 horas y después se para la reaccién con 5 ul de EDTA 0,5 M pH 8. Se purificaron de los
fragmentos marcados, se mezclaron en un tampon de hibridacién, se desnaturalizé por calentamiento a 95°C durante
5 min y se incubd con los biochips previamente lavados tal y como indica el proveedor (TeleChem international). Se
incubé durante 12 h a 55°C bajo un cubre y dentro de una cdmara de hibridacién herméticamente cerrada a su vez
sumergida en un bafio de agua a la temperatura indicada. Se lavé en 2X SSC + SDS 0.1% durante 5 minutos, se secd
por centrifugacion y se escaned en un escaner comercial equipado con dos ldser para excitar el fluorocromo utilizado
en cada ensayo. La imagen se analizé y la intensidad de los puntos fluorescentes se cuantificé con software comercial.

En la figura 4 se muestra el resultado obtenido con la estirpe FV3676 (eae-t) Se detectan sefiales especificas para
cada estirpe en los diferentes genes testados. Si bien la sefial no es tan intensa como cuando se emplea un fragmento
de PCR marcado, este método permite el andlisis de todo el genoma frente a un gran ndmero de sondas.

Ejemplo 5
Amplificacion y marcaje de muestras de ADN total e hibridacion con un microarray de oligonucledtiodos

A veces la cantidad de ADN de las muestras a analizar es muy baja y limita la realizacién de los ensayos. En estos
casos se procede a la amplificacién de todo el ADN mediante la técnica de “Desplazamiento Multiple” con enzimas
que replican en forma de circulo rodante, como la ADN polimerasa del bacteriéfago Phi29. Existen kits comerciales
como el denominado “Genomiphi” de la casa Amersham Biosciences, que permite la obtencidon de microgramos de
ADN total a partir de picogramos.

A partir de muestras de 100 pg de la estirpe FV3676 (correspondiente a la variedad eae-t), se amplificé el ADN
usando el kit Genomiphi. Hasta 2 ug de ADN total se fragmentaron por sonicaciéon (fragmentos de 500-2500 pb),
se marcaron fluorescentemente con Cy-5 y se hibridaron con un biochip en las mismas condiciones mencionadas
anteriormente. Tras el lavado y escaneado, el resultado se muestra en la figura 5.

Ejemplo 6
Deteccion de las variantes genéticas de la isla LEE mediante amplificacion por PCR con oligonucledtidos especificos
Diferentes variantes del gen eae fueron determinadas mediante amplificacién por PCR con oligonucleétidos espe-

cificos de entre los que aparecen en la tabla 1. En la tabla 3 se muestra el resultado del tipado de variantes de intiminas
mediante PCR.
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REIVINDICACIONES
1. Método para la deteccién e identificacion de diferentes estirpes de Escherichia coli diarreagénicas caracterizado
porque comprende la determinacién simultdnea de los genes de la isla de patogenicidad LEE eae, espA, espB, espD,
tir, genes stx1, stx2, bfp, elt, est, inv mediante los siguientes pasos:

a) Extraccién de ADN de una muestra

b) Amplificacién del ADN extraido en la etapa a), con los cebadores identificados con las secuencias SEQ ID NO:
187-350

¢) Hibridacién de los fragmentos de ADN amplificados en la etapa b) con las sondas identificadas con las secuen-
cias SEQ ID NO: 1-186

d) Interpretacion de los resultados.

2. Método segtin la reivindicacién 1, donde la amplificacion de la etapa b) se realiza mediante PCR.

3. Método segun la reivindicacién 1, donde las sondas identificadas con las secuencias SEQ ID NO: 1-186 estdn
modificadas en el extremo 5’amino con una cola de 10 timidinas.

4. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde las sondas estdn inmovilizadas en un soporte
s6lido en formato bidimensional, tridimensional, microesferas, nanoesferas, gel, o coloide.

5. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde después de la etapa b) de amplificacién y
previo a la etapa c) de hibridacién hay una etapa de marcaje de los fragmentos de ADN amplificados.

6. Método segun la reivindicacion 5 donde el marcaje de los fragmentos de ADN amplificados se realiza por medio
de métodos enzimadticos o quimicos.

7. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la interpretacién de los resultados se realiza
mediante métodos espectrométricos, resonancia de plasmon en superficie, o escaneado y captura de imagen.

8. Kit para la deteccion e identificacion de diferentes estirpes de Escherichia coli diarreagénicos segin el procedi-
miento de las reivindicaciones 1 a 7, que comprende:

a) Medios para el aislamiento de ADN total bacteriano
b) Al menos un tipo de ADN de alguna estirpe de E. coli diarreagénico como control.
c) Medios para la amplificacion de ADN total bacteriano

d) oligonucledtidos identificados con las secuencias SEC. ID. NO. 187-SEC. ID. NO. 350

e) Microarrays con las sondas identificadas con las secuencias SEC. ID. NO. 1-SEC. ID. NO. 186.
f) Medios para la amplificacion y marcaje simultdneos de una parte o de todo el ADN bacteriano.
g) Medios para el marcaje y purificacién de ADN

h) Medios para la hibridaciéon del ADN con los microarrays

1) Medios para la interpretacion de los resultados.
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