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DESCRIPCION

Un ensayo para determinar una evaluacion del riesgo molecular de una muestra polimicrobiana compleja
sospechosa de contener un EHEC

Desde los comienzos de la década de 1980, Escherichia coli productoras de toxina Shiga (STEC) han emergido
como una causa grave de infecciones transmitidas por los alimentos (Karmali et al. 1983, Riley et al. 1983). Las
STEC pueden causar diarrea en humanos y algunas cepas de STEC pueden causar enfermedades con riesgo para
la vida tales como Colitis Hemorragica (HC) y Sindrome Urémico Hemolitico (HUS). Estas Ultimas cepas también se
han denominado como E. coli enterohemorragicas (EHEC) de acurdo con su patogenicidad en seres humanos
(Levine 1987, Nataro y Kaper 1998). Se han atribuido numerosos casos de HC y HUS a cepas de EHEC de serotipo
0157:H7, pero ahora se ha reconocido que otros serotipos de STEC pertenecen al grupo de las EHEC. Se ha
desarrollado una clasificacion de seropatotipos de STEC (de A a E) basada en la asociacion del serotipo con la
epidemiologia humana, HUS y diarrea, como una ayuda para evaluar los riesgos clinicos y de salud publica
asociados a cepas de EHEC y STEC no-O157 (Karmali et al. 2003). Datos recientes de Enter-Net, un consorcio de
vigilancia global de 35 paises que rastrea las enfermedades entéricas infecciosas, mostraron que el nimero de
enfermedades humanas causadas por STEC y EHEC no-O157 aumento globalmente un 60.5% entre los afios 2000
y 2005, mientras que al mismo tiempo el nimero de casos ligados a EHEC O157 aumenté Unicamente un 13%
(Anonimo 2005). Entre los cinco serotipos EHEC no-O157 mas frecuentemente implicados en enfermedades
hemorragicas en 2005, el 80% pertenecen al seropatotipo B y el 20% pertenecen a seropatotipo C (Andnimo 2005).
Ninguno pertenece a los seropatotipos menos virulentos D y E de STEC, lo que sugiere que actualmente tiene lugar
una seleccién de cepas altamente virulentas.

La produccién de la toxina Shiga por parte de EHEC es el primer rasgo de virulencia responsable del HUS, pero
muchas cepas de E. coli no-O157:H7 que producen toxina Shiga no causan HUS. La identificacion de STEC
virulentas para humanos mediante deteccion Unica de genes stx puede ser engafiosa ya que no todas las cepas de
STEC son significativas clinicamente para los humanos (EFSA 2007). Ademas, para producir uno o ambos tipos de
toxina Shiga, las cepas EHEC tipicas albergan una isla genémica, llamada el “locus de borrado del enterocito” (LEE).
Este locus se identificd por primera vez en E. coli enteropatogénicas (EPEC), causa predominante de diarrea infantil
en paises en desarrollo. El LEE lleva genes que codifican funciones para la colonizacion bacteriana del intestino y
para la destruccion de la mucosa intestinal, por consiguiente que contribuyen al proceso de enfermedad (Nataro y
Kaper 1998). La intimina, producto codificado por el gen eae de LEE, esta directamente involucrada en el proceso de
adherencia y borrado (A/E) y sirve como indicador de la funcidon A/E en las bacterias (Zhang et al. 2002). Se ha
identificado una heterogeneidad considerable entre las secuencias de ADN de los genes eae, especialmente en sus
regiones 3’ terminales, lo cual ha llevado a la clasificaciéon de al menos 21 subtipos de intimina. Entre ellos, el
subtipo eae-y se ha encontrado comunmente en EHEC 0157:H7 y O145:H28, mientras que los subtipos eae-B, eae-¢
y eae-0 se han detectado comunmente en EHEC 026:H11, O103:H2, y O111:H8 respectivamente (Oswald et al.
2000; Tarr y Whittam 2002).

El LEE incluye elementos regulatorios, un sistema de secrecion de tipo lll (TTSS), proteinas efectoras secretadas, y
su chaperona relacionada (Elliott et al. 1998, Perna et al. 1998). Ademas de la intimina, la mayoria de las cepas
tipicas de EHEC albergan la enterohemolisina (ehxA) codificada en un plasmido, la cual se considera un factor
asociado a la virulencia (Nataro y Kaper 1998). Sin embargo, el LEE y la enterohemolisina no se encuentran en
todas las STEC que causan HC y HUS y las cepas correspondientes se denominaron como EHEC atipicas (Nataro y
Kaper 1998). Las EHEC atipicas estan involucradas en enfermedades hemorragicas con menos frecuencia que las
EHEC tipicas, pero son una causa frecuente de diarrea, lo cual indica que determinantes de virulencia adicionales
tienen un papel en la patogenicidad (Brooks et al. 2005; Eklund et al. 2001).

La adquisicion de elementos genéticos moviles tales como las islas genémicas modula la virulencia de los
patégenos bacterianos (Lawrence 2005). Una clase de islas gendmicas, llamadas islas de patogenicidad (PAls),
constituyen un conjunto flexible de genes que contribuyen a la evolucién de los patdégenos y al potencial de
virulencia y se pueden utilizar como una firma genética de patdgenos nuevos y emergentes. En EHEC y en cepas de
E. coli enteropatogénicas (EPEC) se han descrito un gran numero de efectores de tipo Ill codificados en PAI fuera
del LEE.

Existen técnicas para determinar la presencia de una contaminacién de STEC en una muestra, por ejemplo, detectar
la presencia de los genes stx1/stx2 y del gen eae (Loukiadis et al. 2006). Pero como se explica anteriormente la
base genética de la patogenicidad de STEC es mucho mas compleja que la presencia o la ausencia de uno o ambos
de estos genes. En una muestra compleja, la cual puede comprender una mezcla de cepas, la presencia de los
genes stx1/2 y del LEE tampoco indica siempre la presencia de una EHEC en esa muestra.

Por lo tanto, actualmente no existen analisis fiables para cribar la presencia de EHEC en una muestra polimicrobiana
compleja (p. ej. muestras alimentarias, fecales, ambientales). Dado que algunas cepas de EHEC pueden causar
problemas de salud muy graves en humanos, los trabajadores que utilizan los métodos existentes deben descartar
una muestra cada vez que en la misma se detecta una cepa STEC; a pesar de que es probable que esta STEC no
plantee una amenaza para la salud humana. Por tanto, los métodos existentes resultan en una gran cantidad de
desperdicio debido a la falta de discriminacion entre cepas no patogénicas de STEC y cepas de EHEC.
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Ademas, debido a la naturaleza de las muestras que se analizan, éstas pueden comprender varias cepas
bacterianas diferentes cada una de las cuales comprende de un complemento diferente de genes y por consiguiente
cada una de las cuales presenta un nivel diferente de posible patogenicidad.

Por lo tanto, se requiere un analisis mas complejo y matizado para permitir una evaluacién mas completa del riesgo
molecular para llevarse a cabo sobre una muestra sospechosa de comprender una STEC, este nuevo ensayo
deberia ser capaz de determinar el riesgo planteado / la patogenicidad de una cepa contaminante particular de
STEC. Este ensayo también deberia permitir, a causa de su mayor complejidad, la identificacion de cepas virulentas
conocidas de EHEC que en la actualidad no pueden identificarse rutinariamente en una muestra.

La invencion se define en las reivindicaciones adjuntas.

De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencion, se proporciona un proceso para llevar a cabo una
evaluacion del riesgo molecular (MRA) sobre una muestra sospechosa de contener una Escherichia coli que codifica
la toxina Shiga (STEC), que comprende las etapas:

Poner en contacto dicha muestra o el ADN aislado de la misma con un par de cebadores derivados de los siguientes
genes diana:

- StxT;
- stx2; y los siguientes genes diana: espK o espK y eae;

en donde dicho proceso se caracteriza por que también comprende poner en contacto dicha muestra o el ADN
aislado de la misma con un par de cebadores derivados de los siguientes genes diana:

- nleB;

- nleH1-2;

- nleE;

- ent/espL2;

y detectar la presencia o la ausencia de un producto de amplificacién de cada uno de dichos genes diana.

Este proceso permite una evaluacién del riesgo molecular detallada para realizarse sobre una muestra sospechosa
de contener una STEC contaminante y en esta evaluacion del riesgo un trabajador puede identificar qué gen del
panel de genes diana seleccionado comprende la cepa contaminante y a partir de esto determinar si esta cepa
contaminante plantea una amenaza para la salud humana o no. En particular este proceso puede utilizarse para
determinar si una cepa de STEC es una cepa de EHEC o no. Los inventores han demostrado que la presencia de
todos estos genes diana en una cepa se correlaciona con que la cepa sea una cepa de EHEC.

Los genes stx1 y stx2 codifican las toxinas shiga y su presencia es por lo tanto esencial para la patogenicidad. El
gen eae (intimina) se codifica en la isla gendmica LEE y por lo tanto es un marcador util de esta isla genémica, la
cual se sabe que esta asociada con las cepas de EHEC tipicas y con las cepas de EPEC. Los inventores también
han establecido que algunos genes nle o alelos de estos genes y el gen espK (Z1829) estan ligados a cepas de
EHEC y por lo tanto pueden utilizarse en lugar o ademas de eae.

Algunas cepas de EHEC y de EPEC también comparten otras islas genémicas ademas de LEE que codifican varias
proteinas efectoras. Grandes paneles de genes nle que estan mas o menos asociados con la virulencia de E. coli
codifican estas proteinas efectoras no codificadas en LEE.

Consecuentemente, la presencia de uUnicamente uno de los genes stx1, stx2, eae, espK y de un gen nle
seleccionado, tal como nleB, no proporciona informacion suficiente para predecir de manera definitiva la presencia
de una EHEC en una muestra polimicrobiana compleja (p. ej. muestras alimentarias o fecales). Como una serie de
alimentos que no estan contaminados por EHEC comprenden bacterias con al menos uno de estos genes, éstos no
pueden utilizarse por si mismos como un marcador de EHEC. Sin embargo, cuando el complemento minimo de
acuerdo con este primer aspecto de la presente invencién esta presente en la misma muestra, éste puede utilizarse
como un predictor fiable de virulencia tal como se demuestra a continuacion.

Dado el hecho de que no es realista conseguir un marcador Unico de cepas de EHEC como se ha logrado para otras
bacterias patdgenas tales como Salmonella spp., los inventores han desarrollado y refinado un proceso basado en la
deteccidon de dianas seleccionadas para cribar muestras polimicrobianas (p. ej. muestras alimentarias, fecales y
ambientales). Este proceso se basa en una estrategia multiparamétrica basada en la deteccion de stx1/2 y eae (y/o
espK) junto con al menos los genes siguientes: ent/esplL2, nleB, nleE y nleH1-2.

Los genes nle pueden derivar de diferentes elementos genéticos moéviles, incluyendo islas gendmicas. Los
inventores focalizaron sus esfuerzos en la deteccion de los genes de dos islas gendmicas: los genes de OI#122
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ent/espL2 (Z4326), nleB (Z4328), nleE (Z4329) y los genes de OI#71: nleF (26020), nleH1-2 (26021), nleA (Z6024).
Encontraron que los genes de OI#122 ent/esplL2 (Z4326), nleB (Z4328), nleE (Z4329) y el gen de OI#71 nleH1-2
(Z26021) (los nombres entre paréntesis son identificadores unicos de Genbank), estaban estrechamente asociados
con cepas de EHEC tipicas y con algunas cepas de EPEC.

Por lo tanto este proceso en primer lugar permite a un trabajador determinar de manera rutinaria si una muestra
contiene una STEC contaminante o no y en segundo lugar permite a un trabajador determinar si es probable que
esta cepa de STEC sea una cepa de EHEC o no.

Todas las etapas de este proceso pueden llevarse a cabo a la vez utilizando por ejemplo una serie de reacciones de
amplificaciéon o una reaccion de amplificacidon multiple. A modo de ejemplo, los inventores han utilizado una reaccion
de amplificaciéon multiple basada en el sistema GeneDisc®. El sistema GeneDisc® es una innovacién reciente en el
campo de la amplificacion de ADN que utiliza tecnologia de PCR GeneSystems® (Beutin et al. 2009) que permite la
deteccién simultanea de multiples dianas en microcamaras de reaccion precargadas con los reactivos necesarios
para detectar y cuantificar los dianas requeridas (Beutin et al. 2009; Yaradou et al. 2007).

Alternativamente, las etapas pueden llevarse a cabo en diferentes momentos. Por ejemplo, una muestra puede
analizarse inicialmente para la presencia de los genes sitx1, stx2 y eae y/o espK. Si los resultados de esta reaccion
son positivos la muestra puede analizarse entonces para la presencia de los restantes determinantes de virulencia
nleB, nleH1-2, nleE y ent/espL2 y utilizando ambos sets de resultados se hace una MRA.

En la presente invencion cualquier set de cebadores apropiados puede utilizarse para amplificar un gen diana con el
objetivo de producir un producto de amplificacion detectable. Mas normalmente este sera un par de cebadores
separados mutuamente por varios pares de bases en el gen diana. Sin embargo, un unico cebador puede utilizarse
si éste da lugar a un producto de amplificacion detectable o alternativamente mas de dos cebadores pueden
utilizarse para amplificar uno o mas de los genes diana. La presente invencion incluye todas tales variaciones.

En particular la presente invencién proporciona un proceso para llevar a cabo una MRA sobre una muestra
sospechosa de contener una EHEC, que comprende las etapas:

poner en contacto dicha muestra o el ADN aislado de la misma con un par de cebadores derivados de los siguientes
genes diana:

- stx1, utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2, o un fragmento de los mismos de
al menos quince nucleotidos;

- stx2 utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 5, o un fragmento de los mismos de
al menos quince nucledtidos; y al menos uno de los siguientes genes diana:

- eae utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 8, o un fragmento de los mismos de
al menos quince nucleotidos;

- espK utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 82 o SEQ ID NO: 83, o un fragmento de los mismos
de al menos quince nucleotidos;

en donde dicho proceso se caracteriza por que también comprende poner en contacto dicha muestra o el ADN
aislado de la misma con un par de cebadores derivados de los siguientes genes diana:

- nleB utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 79 o SEQ ID NO:
80 o un fragmento de los mismos de al menos quince nucleétidos;

- nleH1-2 utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 25 o SEQ ID NO: 26, o un fragmento de los
mismos de al menos quince nucleétidos;

- nleE utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 19 o SEQ ID NO: 20, o un fragmento de los mismos
de al menos quince nucleotidos;

- ent/espL2 utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 13 o SEQ ID NO: 14, o un fragmento de los
mismos de al menos quince nucledtidos;

y detectar la presencia o la ausencia de un producto de amplificacién para cada uno de dichos genes diana.

Los inventores han encontrado que este proceso puede utilizarse para identificar un amplio rango de cepas de
EHEC 0157 asi como otras cepas patégenas de EHEC de serotipos diferentes, por ejemplo 0103, O111, 026,
0145, 05, 055, 045, 0118, 0121, 0123, 0165, 0172, O15. Todas las cepas de STEC eae-negativas también
fueron negativas para el set de genes nle investigados en este estudio. Por el contrario, los genes nle estaban
presentes en EHEC tipicas, incluidos los nuevos serotipos emergentes. EHEC atipicas p. ej. 091:H21 y O113:H21,
conocidas por raramente causar brotes y por ser de baja incidencia (EFSA 2007), dieron negativo en los analisis
para los genes nle.



10

15

20

25

30

35

40

45

ES2614811 T3

Por lo tanto, los inventores han demostrado que la detecciéon simultanea de las toxinas Shiga (six7 y stx2), la
intimina (eae), junto con algunos genes efectores no-LEE que pertenecen a la isla gendmica O OI#71 y al modulo 2
de la OI#122 proporcionan una estrategia exhaustiva para la evaluacion del riesgo molecular de la virulencia de
STEC.

En particular el proceso también comprende poner en contacto dicha muestra o el ADN aislado de la misma con un
par de cebadores derivados de al menos uno de los siguientes genes diana:

- ehxA utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 10 o SEQ ID NO: 11, o un fragmento de los mismos
de al menos quince nucleotidos;

- nleF utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 23, o un fragmento de los mismos
de al menos quince nucleotidos;

- nleA utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 28 o SEQ ID NO: 29, o un fragmento de los mismos
de al menos quince nucledtidos.

El gen ehxA se presenta en el plasmido pO157 frecuentemente encontrado en cepas de EHEC. Los genes nleF
(26020) y nleA (Z6024) extraidos de la PAl isla O 71 estaban desigualmente distribuidos en los aislados EHEC y su
prevalencia fue respectivamente del 72,76% y del 79%), que es mucho menor que la prevalencia de nleH1-2 (Z6021),
el cual Unicamente se encontré ausente en una cepa 026:H11 de entre las varias cepas analizadas por los
inventores.

De acuerdo con la presente invencion los productos de amplificacion pueden generarse utilizando cualquier técnica
de amplificaciéon de ADN adecuada, tales como PCR en forma simple o multiple, utilizando cualquiera de las
enzimas naturales o sintéticas disponibles para este propédsito. También podrian utilizarse para generar los
productos de amplificacion métodos alternativos tales como amplificaciones basadas en secuencias de acidos
nucleicos (NASBA), ADN ramificado, amplificacion por desplazamiento de cadena y método de amplificacion
isoterma mediada por bucle (LAMP) (Compton 1991; Chang 1991; Walker et al. 1992; Notomi et al. 2000).

En particular los productos de amplificacion, cuando se presentan, se detectan utilizando una sonda degenerada
definida para cada gen diana mediante la siguiente secuencia:

- stx1, SEQ ID NO: 3, o un fragmento de la misma de al menos quince nucledtidos;

- stx2, SEQ ID NO: 6, o un fragmento de la misma de al menos quince nucledtidos;

- eae, SEQ ID NO: 9, o un fragmento de la misma de al menos quince nucleétidos;

- espK, SEQ ID NO: 84, o un fragmento de la misma de al menos quince nucleétidos;

- ehxA, SEQ ID NO: 12, o un fragmento de la misma de al menos quince nucleétidos;

- nleF, SEQ ID NO: 24, o un fragmento de la misma de al menos quince nucleétidos;

- nleB, SEQ ID NO: 18 o SEQ ID NO: 81, o un fragmento de las mismas de al menos quince nucleétidos;
- nleH1-2, SEQ ID NO: 27, o un fragmento de la misma de al menos quince nucleétidos;

- nleE, SEQ ID NO: 21, o un fragmento de la misma de al menos quince nucleétidos;

- nleA, SEQ ID NO: 30, o un fragmento de la misma de al menos quince nucledtidos;

- ent/espL2, SEQ ID NO: 15, o un fragmento de la misma de al menos quince nucledétidos.

En particular el proceso comprende ademas llevar a cabo un control de amplificacion negativa y/o un control de
inhibicion; y detectar la presencia o la ausencia de un producto de amplificacion de dichas reacciones.

En los procesos que conciernen aspectos de salud humana, es deseable en la medida de lo posible garantizar que
los resultados del ensayo sean tan precisos y fiables como sea posible. Para ello, el ensayo puede comprender
varios controles internos y externos para garantizar que los resultados del ensayo son representativos de los
verdaderos contenidos de la muestra. Por lo tanto, el presente proceso puede comprender un control de
amplificacion negativo para garantizar que cualquiera de los productos detectados son verdaderos positivos y el
proceso también puede comprender un control de inhibicién para garantizar que el ADN de la muestra puede
amplificarse y por consiguiente, que no se generan falsos negativos.

Ademas de estos tipos de controles experimentales internos, el proceso también puede llevarse a cabo varias veces
y juntar los resultados para conseguir un resultado mas representativo.

En particular las sondas estan marcadas con al menos una etiqueta fluorescente.
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Ejemplos no limitantes de etiquetas fluorescentes apropiadas incluyen 6-carboxilfluoresceina (FAM), tetracloro-6-
carboxifluoresceina (TET), 6-carboxi-X-rodamina (ROX). Ejemplos no limitantes de inhibidores de la fluorescencia
apropiados para marcar sondas doblemente marcadas incluyen 6-carboxi-tetrametil-rodamina (TAMRA), DABCYL,
Inhibidores de fluorescencia No Fluorescentes tales como inhibidores de fluorescencia de la familia de Inhibidores de
fluorescencia Agujero Negro (BHQ), o que incluyen un grupo de unién al surco menor (MGB).

En particular en donde los productos de amplificacién se generan utilizando una reaccién de amplificacién multiple.

Alternativamente los productos de amplificacion se generan utilizando una serie de reacciones de amplificacion
simples/independientes.

En particular en donde las reacciones de amplificacion se llevan a cabo en una macromatriz.

De acuerdo con la presente Solicitud de Patente una macromatriz se utiliza para describir una estructura realizada
como un sustrato sobre el cual se han situado en puntos varios cebadores de ADN, siendo estos cebadores aquellos
descritos de acuerdo con los diferentes aspectos de la presente invencién. Por lo tanto, tal macromatriz permite la
realizacion rutinaria de uno o mas de los ensayos de deteccion descritos en la presente memoria.

La manera de llevar a cabo el proceso preferida por los inventores es una matriz GeneDisc que permite el analisis
simultaneo de los genes que codifican las toxinas Shiga 1y 2 (stx7 y stx2), la intimina (eae), la enterohemolisina
(ehxA) y seis genes nle diferentes derivados de las islas gendmicas Ol#71 y Ol#122 (mddulo 2).

Los determinantes de virulencia asociados a EHEC se detectaron de manera fiable con el ensayo de GeneDisc,
presentandolo como una herramienta de deteccion apropiada para diagndsticos rutinarios. A diferencia de muchas
otras pruebas de diagnéstico, los resultados se obtienen sin necesidad de equipamiento de laboratorio especial ni de
personal preparado especificamente y el ensayo se lleva a cabo en un tiempo muy corto. Por consiguiente, tal
macromatriz de baja densidad representaria una herramienta de evaluaciéon del riesgo molecular innovadora y
eficiente para la monitorizacion rutinaria de aislados de STEC y para la identificacién de cepas de EHEC clasicas y
de nuevas cepas de EHEC emergentes.

En particular en donde la reaccion de amplificacion es una reaccién de PCR en tiempo real.

La PCR en tiempo real, también llamada reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (QPCR) o
reaccion en cadena de la polimerasa cinética, se utiliza para simultaneamente amplificar y cuantificar una molécula
diana de ADN. Permite ambas, deteccion y cuantificacién (como numero absoluto de copias o cantidad relativa
cuando se normaliza con el ADN de entrada o con genes adicionales de normalizacion) de una secuencia especifica
en una muestra de ADN. El proceso sigue el principio general de la reaccién en cadena de la polimerasa; la
caracteristica clave es que el ADN amplificado se cuantifica a medida que se acumula en la reaccién en tiempo real
después de cada ciclo de amplificacion (Mackay 2007). Dos métodos comunes de cuantificacion son el uso de
marcadores fluorescentes que se intercalan con el ADN de doble cadena, y sondas de ADN de oligonucleétidos
modificados que emiten fluorescencia cuando se hibridan con un ADN complementario (Mackay 2007).

Un método de RT-PCR preferido utiliza el sistema GeneDisc como se describe a continuacion.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencidén se proporciona un proceso para llevar a cabo una
evaluacion del riesgo molecular sobre una cepa de STEC, en donde dicho proceso se caracteriza por que también
comprende poner en contacto dicha muestra o el ADN aislado de la misma con un par de cebadores derivados de al
menos uno de los siguientes genes diana:

- nleB, utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 79 o SEQ ID NO:
80 o un fragmento de los mismos de al menos quince nucleétidos;

- nleH1-2, utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 25 o SEQ ID NO: 26, o un fragmento de los
mismos de al menos quince nucleétidos;

- nleE, utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 19 o SEQ ID NO: 20, o un fragmento de los mismos
de al menos quince nucledtidos;

- ent/espL 2, utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 13 o SEQ ID NO: 14, o un fragmento de los
mismos de al menos quince nucledtidos;

y detectar la presencia o la ausencia de un producto de amplificacién para cada uno de dichos genes diana.

Ademas de los cebadores especificados, también pueden utilizarse otros cebadores para los genes diana
especificados y se incluyen en este aspecto de la presente invencion.

Por lo tanto la presente invencion también proporciona un proceso para llevar a cabo una evaluacion del riesgo
molecular sobre una muestra que se sabe que comprende una cepa de STEC. En donde la presencia de los genes
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diana enumerados indica que es probable que la cepa de STEC sea una cepa de EHEC y por consiguiente peligrosa
para la salud humana.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencion se proporciona un método para predecir el serotipo de
una cepa de STEC basado en el patron de genes nle presentes en una muestra. Este método comprende las etapas
de:

Poner en contacto dicha muestra o el ADN aislado de la misma con un par de cebadores derivados de los siguientes
genes diana:

- nleB utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 79 o SEQ ID NO:
80 o un fragmento de los mismos de al menos quince nucledtidos;

- nleH1-2 utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 25 o SEQ ID NO: 26, o un fragmento de los
mismos de al menos quince nucleodtidos;

- nleE utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 19 o SEQ ID NO: 20, o un fragmento de los mismos
de al menos quince nucledtidos;

- ent/espL2 utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 13 o SEQ ID NO: 14, o un fragmento de los
mismos de al menos quince nucledtidos;

- nleF utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 23, o un fragmento de los mismos
de al menos quince nucleotidos;

- nleA utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 28 o SEQ ID NO: 29, o un fragmento de los mismos
de al menos quince nucleotidos;

y detectar la presencia o la ausencia de un producto de amplificaciéon para cada uno de dichos genes diana.

Los inventores han encontrado que el patron de genes nle presente en una cepa difiere entre diferentes cepas y por
consiguiente puede utilizarse para distinguir entre cepas de EHEC diferentes.

Se encontré un patrén nle caracteristico [ent/espL2, nleB, nleE, nleF, nleH1-2, nleA] asociado con las cepas de
EHEC 0O157:[H7], O111:[H8], 026:[H11], O103:[H25], O118:[H16], O121:[H19], O5:[Hnm], O55:[H7], O123:[H11],
0172:[H25], y O165:[H25]. Curiosamente, las cepas stx2 fermentadoras de sorbitol (SF) O157:[Hnwm], vy las cepas O-
rough:[H7] (stx2, eae-gamma), que fueron identificadas previamente como positivas para el gen rfbEoss7 mostraron
el mismo perfil de virulencia tipico.

Esta estrategia también se puede utilizar para identificar varias de las nuevas cepas de EHEC emergentes que
recientemente se declararon como patégenos humanos graves. Una de ellas es la cepa de EHEC tipo O103:H25,
responsable de un brote de HUS de transmision alimentaria en Noruega en 2006 (Schimmer et al. 2008), la cual tuvo
el mismo perfil de nle que EHEC O157:[H7], que es [ent/espL2, nleB, nleE, nleF, nleH1-2, nleA].

Otra cepa emergente de EHEC tipo O5:Hnwu aislada de carne de res, productos lacticos y pacientes humanos con
HC (McLean et al. 2005) muestra el mismo patrén nle [ent/esplL2, nleB, nleE, nleF, nleH1-2, nleA]. Curiosamente, la
EHEC 0118:H16/Hnm que actualmente emerge como un tipo altamente virulento de STEC en Europa (Maidhof et al.
2002) muestra este mismo patron nle [ent/espL2, nleB, nleE, nleF, nleH1-2, nleA] que es caracteristico de EHEC
0157:H7 y de la mayoria de las cepas analizadas de EHEC tipicas.

En base a los analisis de PCR descritos de acuerdo con la invencion, los inventores han encontrado que no todas
las EHEC poseen un patrén nle completo (todos los seis genes diana nle enumerados anteriormente). Mediante el
uso de los cebadores y sondas descritos en la invencion, las cepas de EHEC de los serotipos O103:H2, O145:H28
mostraron un segundo patréon nle caracteristico con sefiales positivas para Unicamente [ent/esplL2, nleB, nleE,
nleH1-2]. Utilizar otros cebadores o sondas para detectar los mismos genes puede resultar en un patrén totalmente
diferente. Por consiguiente, Creuzburg y Schmidt (2007) utilizando cebadores diferentes declaran la deteccion de
nleA en algunas cepas O103:H2. También declaran la existencia en cepas de E. coli de 11 variantes diferentes de
nleA, mostrando que, como los otros genes nle, el nleA es probablemente genéticamente variable.

Mediante el uso de cebadores y sondas de la invencidn, se encontré que otras EHEC recientemente emergentes
015:H2 y 045:H2, las cuales son clones altamente virulentos involucrados en HUS, poseen el mismo patrén nle
[ent/espL2, nleB, nleE, nleH1-2] que las cepas de EHEC O103:H2 y O145:H28.

Los resultados globales indican que las EHEC constituyen un grupo heterogéneo que comparte un ndcleo comun de
determinantes de virulencia nle pero que también albergan muchos genes nle variables que son especificos de la
cepa y/o el serotipo, probablemente reflejando la adaptacion de estas cepas a diferentes hospedadores o nichos
ambientales. Es digno de atencion que la presencia en la misma cepa de un nucleo de determinantes de virulencia
[eae, ent/esplL2, nleB, nleE y nleH1-2] es una firma fuerte de una EHEC patégena que puede causar enfermedades
y mortalidad en humanos. Los inventores han demostrado que estos factores de virulencia se encuentran en todas
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las EHEC tipicas y también en nuevos tipos de EHEC emergentes en Europa y Norte América p. ej. O5:Hnm
(McLean et al. 2005), O15:H2 (Starr et al. 1998), O118:H16 (Maidhof et al. 2002), O121:H19 (Brooks et al. 2005).

Por lo tanto, en particular en donde el patrén nle es: [ent/espL2, nleB, nleE, nleF, nleH1-2, nleA], es probable que la
cepa de EHEC pertenezca al grupo que comprende: O157:[H7], O111:[H8], 026:[H11], O118:[H16], O121:[H19],
O5:[HNM], O55:[H7], O123:[H11], O172:[H25], O165:[H25], O157:[ Hnwm], O103:[H25], O5:[Hnm], O118:[H16/Hnm]; ©
[ent/espL2, nleB, nleE, nleH1-2], es probable que la cepa EHEC pertenezca al grupo que comprende EHEC
0103:[H2], O145:[H28], O15:[H2] y O45:[H2].

Ademas varias cepas de E. coli stx - negativas, eae - positivas pertenecen a serotipos asociados a EHEC que se
parecen a cepas EHEC de acuerdo con sus genotipos eae y sus patrones de genes nle. Parece probable que estas
cepas representen remanentes de cepas de EHEC que han perdido sus genes stx. Por consiguiente, el ensayo de
genotipado de nle podria ser Util para detectar remanentes de EHEC en pacientes de HUS que se declar6 que
excretan frecuentemente EHEC que han perdido sus genes stx con sus heces (Bielaswezska et al. 2007). Los genes
nle, en diferentes distribuciones, también se detectaron en algunas cepas de EPEC (O113:H6, O127:H6, 0128:H2,
0156:H8, 055:H6, O55:H7, O84:H2 y 086:H40). A diferencia de los resultados declarados por Creuzburg y Schmidt
(2007), en nuestro estudio la cepa de EPEC E2348/69 (0O127:H6) dio positivo en el andlisis para nleA (Z6024). El
hecho de que estas cepas de EPEC lleven multiples tipos de genes nle es un indicador claro del papel que estos
efectores podrian jugar en la diarrea en nifios inducida por EPEC. Estos genes nle estaban ausentes en especies de
Enterobacteriaceae aisladas frecuentemente de heces humanas y en E. coli fecal que representa la flora de los
excrementos de nifios sanos. Esto es otra evidencia de que la caracterizacion de la virulencia de nle es apropiada
para una caracterizacion rapida de cepas altamente virulentas de E. coli Stx — positivas.

De acuerdo con otro aspecto adicional de la presente invencién se proporciona un kit para la deteccion de
organismos productores de toxina shiga, que comprende al menos un set de cebadores para los genes diana:

- Stx1; stx2; espK o espKy eae;

- nleB;

- nleH1-2;

- nleE;

- ent/espL2;

y opcionalmente un set de sondas para detectar los productos de amplificaciéon para cada gen diana.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente descripcion se proporciona una molécula de acido nucleico
aislada que consiste en el producto de amplificacion que resulta de un proceso de acuerdo con la presente
invencion.

De acuerdo con un segundo aspecto de la presente invencién se proporciona un proceso para llevar a cabo una
evaluacion del riesgo molecular (MRA) sobre una muestra sospechosa de contener una Escherichia coli codificadora
de toxina Shiga (STEC), que comprende las etapas:

a) Poner en contacto dicha muestra o el ADN aislado de la misma con un par de cebadores derivados de los
siguientes genes diana:

- StxT;

- Stx2; y los siguientes genes diana:

- espK o espKy eae;

y con un par de cebadores derivados de al menos uno de los siguientes genes diana:
- nleB;

- nleH1-2;

- nleE;

- ent/espL2;

Y detectar la presencia o la ausencia de un producto de amplificaciéon para cada uno de dichos genes diana; y si se
detectan los productos de amplificacion entonces:

b) poner en contacto dicha muestra o el ADN aislado de la misma con uno 0 mas pares de cebadores derivados del
gen diana eae y determinar el subtipo eae.
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De acuerdo con un aspecto preferido de la presente descripcion en la etapa a) se determina la presencia de los
genes six1, stx2, eae o espK'y o nleB o ent/esplL2.

De acuerdo con un aspecto preferido adicional de la presente invencion en este ensayo se detecta la presencia del
alelo especifico nleB2 del gen nleB utilizando al menos un cebador seleccionado del grupo SEQ ID NO: 79 o SEQ ID
NO: 80 o un fragmento de los mismos de al menos quince nucleétidos. El producto de tal reaccion de amplificacion
se detecta utilizando una sonda que consiste en la SEQ ID NO: 81 o un fragmento de la misma de al menos 15
nucledtidos. En particular, los inventores han establecido una conexién entre la presencia del alelo nleB2 y que la
cepa hospedadora sea una EHEC mas que una EPEC.

El gen eae codifica varios subtipos diferentes de los cuales se conocen actualmente 21 y un nimero menor se
encuentra en muestras rutinariamente. Estos genotipos eae se pueden distinguir rutinariamente en base a sus
secuencias utilizando una reaccién de PCR (Nielsen y Andersen 2003), ademas de mediante otros medios tales
como secuenciacion, hibridacion de tipo southern y otros tipos de reacciones de ampilificacion.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencion en la etapa b), se detectan los subtipos de eae eae v,
eae 3, eae 0, y eae ¢.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencion se determina el subtipo eae mediante un método que
comprende las etapas de:

Poner en contacto dicha muestra o el ADN aislado de la misma con un par de cebadores derivados de los siguientes
genes diana:

- eae y utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 52 o SEQ ID NO: 53, o un fragmento de los mismos
de al menos quince nucledtidos;

- eae B utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 49 o SEQ ID NO: 50, o un fragmento de los mismos
de al menos quince nucledtidos;

- eae 6 utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 64 o SEQ ID NO: 65, o un fragmento de los mismos
de al menos quince nucleotidos;

- eae ¢ utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 58 o SEQ ID NO: 59, o un fragmento de los mismos
de al menos quince nucleotidos;

y detectar la presencia o la ausencia de un producto de amplificacion para cada uno de dichos genes diana.

En particular estas reacciones podrian ser reacciones de PCR en tiempo real, en cuyo caso se podrian detectar
sondas para los productos de amplificacion de cada uno de ellos, eae y, eae B, eae 6 y eae ¢, utilizando sondas
definidas por SEQ ID NO: 54 para eae y, SEQ ID NO: 51 para eae 8, SEQ ID NO: 66 para eae 6 y SEQ ID NO: 60
para eae €.

Ademas, la presente invencion también incluye la deteccidon de otros subtipos eae tales como eae a y eae (,
utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 46 o SEQ ID NO: 47, o un fragmento de los mismos de al
menos quince nucleétidos para eae a y/o utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 61 o SEQ ID NO:
62, o un fragmento de los mismos de al menos quince nucleétidos para eae C.

De nuevo, tales reacciones de deteccidn son preferiblemente reacciones de PCR en tiempo real, en cuyo caso se
podrian utilizar respectivamente las sondas definidas por SEQ ID NO: 48 para eae a 'y SEQ ID NO: 63 para eae C.

Los inventores han encontrado que en cepas de EHEC hay una correlacion entre el subtipo del gen eae y ciertos
seropatotipos (o serogrupos). Por lo tanto la presencia de los genes stx1/2 y eae y de gen(es) nle seleccionados (p.
ej. nleB) junto con un cierto subtipo de eae y serotipo es fuertemente indicativo de que la muestra analizada
comprende una cepa de EHEC.

De acuerdo con la presente invencion un serogrupo o un seropatogrupo es un grupo de bacterias que contienen un
antigeno comun.

Aunque una STEC puede pertenecer a uno de varios serogrupos, aquellos mas firmemente asociados con
enfermedades humanas graves, tales como cepas de EHEC, generalmente pertenecen a los serogrupos O157:[H7],
O111:[H8], 026:[H11], EHEC O103:[H2], O145:[H28] (EFSA, 2007). Los genes que se corresponden con estos
serogrupos son rfbE (0157), wbd1 (O111), wzx (026), ihp1 (0145) y wzx (0103).

Es posible analizar la presencia de uno o mas de los antigenos que definen estos serogrupos en una cepa y por lo
tanto, de acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencion, el proceso de acuerdo con este segundo
aspecto de la presente invencién ademas comprende poner en contacto dicha muestra o el ADN aislado de la
misma con un par de cebadores derivados de los siguientes genes diana:
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- rfbE (0157);

- wbd1 (0111);
- wzx (026);

- ihp1 (0145);
- wzx (0103).

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencion el serotipo se determina mediante un método que
comprende las etapas de:

Poner en contacto dicha muestra o el ADN aislado de la misma con un par de cebadores derivados de los siguientes
genes diana:

- rfbE (O157) utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 31 o SEQ ID NO: 32, o un fragmento de los
mismos de al menos quince nucledtidos;

- wbd1 (O111) utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 34 o SEQ ID NO: 35, o un fragmento de los
mismos de al menos quince nucledtidos;

- wzw (026) utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 37 o SEQ ID NO: 38, o un fragmento de los
mismos de al menos quince nucledtidos;

- Ihp1 (O145) utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 40 o SEQ ID NO: 41, o un fragmento de los
mismos de al menos quince nucledtidos;

- wzx (O103) utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 43 o SEQ ID NO: 44, o un fragmento de los
mismos de al menos quince nucledtidos;

y detectar la presencia o la ausencia de un producto de amplificaciéon para cada uno de dichos genes diana.

En particular estas reacciones podrian ser reacciones de PCR en tiempo real, en cuyo caso se podrian detectar
sondas para los productos de amplificacién de cada uno, rfbE (0157), wbd1 (O111), wzw (026), ihp1 (0145) y wzx
(0103) utilizando las sondas definidas por SEQ ID NO: 33 para rfbE (0157), SEQ ID NO: 36 para wbd1 (O111),
SEQ ID NO: 39 para wzw (026), SEQ ID NO: 42 para /hp1 (0145) y SEQ ID NO: 45 para wzx (0103).

También es posible detectar otros serotipos tales como O118:[H16], O121:[H19], O5:[HNM], O55:[H7], O123:[H11],
0172:[H25], 0165:[H25], O157:[Hnm], O103:[H25], O5:[Hnwm], O118:[H16/Hnm], O15:[H2] y O45:[H2] y la deteccion de
uno o mas de estos serotipos también se incluye en la presente Solicitud de Patente.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencion el serotipo se determina mediante un método que
comprende las etapas de:

Poner en contacto dicha muestra o el ADN aislado de la misma con un par de cebadores derivados de los siguientes
genes diana:

- wzx (0121), utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 67 o SEQ ID NO: 68, o un fragmento de los
mismos de al menos quince nucleétidos;

- wzy (0118), utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 70 o SEQ ID NO: 71, o un fragmento de los
mismos de al menos quince nucleétidos;

- wzx (O45), utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 73 o SEQ ID NO: 74, o un fragmento de los
mismos de al menos quince nucledtidos;

- wbgN (0O55), utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 76 o SEQ ID NO: 77, o un fragmento de los
mismos de al menos quince nucledtidos;

y detectar la presencia o la ausencia de un producto de amplificacion para cada uno de dichos genes diana.

En particular estas reacciones podrian ser reacciones de PCR en tiempo real, en cuyo caso se podrian detectar
sondas para los productos de amplificacion de cada uno de ellos, wzx (0121); wzy (0118); wzx (045); wbgN (0O55),
utilizando sondas definidas por SEQ ID NO: 69 para wzx (0121), SEQ ID NO: 72 para wzx (0118), SEQ ID NO: 75
para wzx (045), SEQ ID NO: 78 para wbgN (055).

Por lo tanto, de acuerdo con una realizacidén preferida de este segundo aspecto de la presente invencion se
proporciona un ensayo que comprende las etapas:
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a) Poner en contacto dicha muestra o el ADN aislado de la misma con un par de cebadores derivados de los
siguientes genes diana:

- StxT;

- stx2;

- eae;

- espK;

- nleB o entlespL2;
- rfbE (0157);

y detectar la presencia o la ausencia de un producto de amplificaciéon para cada uno de dichos genes diana; y si los
productos de amplificacion se detectan entonces:

b) Poner en contacto dicha muestra o el ADN aislado de la misma con uno o mas pares de cebadores derivados de
los siguientes genes diana y/o subtipo de eae:

-eaey;

- eae f3;

-eae 6;

- eaeg;

- wbd1 (0111);
- wzx (026);

- ihp1 (0145);
- wzx (0103).

Ahora se describira, a modo de ejemplo, un modo especifico contemplado por los inventores. En la siguiente
descripcion se exponen numerosos detalles especificos para proporcionar una comprension completa. Sin embargo,
para un experto en la técnica sera evidente que la presente invencidn puede practicarse sin limitacion a estos
detalles especificos. En otros ejemplos, no se han descrito métodos y estructuras bien conocidos para no
obscurecer innecesariamente la descripcion.

Ejemplos
Ejemplo 1 materiales y métodos
Principio de la matriz GeneDisc

El principio de la matriz GeneDisc (GeneSystems, Bruz, Francia) se ha declarado previamente (Beutin et al. 2009).
Se basa en aplicaciones de PCR en tiempo real de multiples dianas en una bandeja de reaccién de plastico grabada
con microcamaras de reaccion precargadas con cebadores de PCR desecados y sondas TagMan® marcadas o con
la etiqueta fluorescente reportera 6-FAM (490 — 520 nm) o ROX (580 — 620 nm).

Propiedades de la matriz GeneDisc desarrolladas en este estudio

El “virulotipado por GeneDisc” se ha planificado para el analisis simultaneo de seis muestras diferentes, cada una se
analiza para diez genes diana especificos de EHEC, y junto con controles negativos y de inhibicién. Tiene las
siguientes configuraciones: micropocillo 1) control negativo de PCR (etiqueta 6-FAM) y control de inhibicion de PCR
(etiqueta ROX), micropocillo 2) stx2 (FAM) y stx1 (ROX), micropocillo 3) ent/espL2 (FAM) y nleF (ROX), micropocillo
4) nleB (FAM) y nleH1-2 (ROX), micropocillo 5) nleE (FAM) y nleA (ROX), y micropocillo 6) ehxA (FAM) y eae (ROX).

Para experimentos adicionales sobre la deteccién del subtipo de eae y la deteccion del serotipo se utilizaron las
siguientes configuraciones en el experimento 1: micropocillo 1) 0157 (FAM) y stx1 + stx2 (ROX); micropocillo 2) nleB
(FAM) y eae (ROX); micropocillo 3) control negativo (FAM) y control de inhibicién (ROX). En el experimento 2:
micropocillo 1) eaey (FAM) y 0113 (ROX); micropocillo 2) 026 (FAM) y 0111 (ROX); micropocillo 3) 0145 (FAM) y
eaef (ROX); micropocillo 4) eaeB (FAM) y eaee (ROX); micropocillo 5) control negativo (FAM) y control de inhibicién
(ROX).
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Los cebadores de oligonucledtidos y las sondas de genes utilizadas en el GeneDisc se describen en la tabla 1. Los
cebadores y las sondas utilizadas para detectar stx71, stx2, eae y ehxA se describieron previamente (Nielsen y
Andersen 2003, Perelle et al: 2004) y se evaluaron en un estudio reciente en el “Cribado de VTEC” en GeneDisc
(Beutin et al. 2009). Todos los oligonucleotidos se compraron de Sigma — Aldrich (St. Quentin Fallavier, Francia).
GeneSystems (Bruz, Francia) llevé a cabo la realizacion de los puntos sonda y la fabricacion del GeneDisc.

En la tabla 1 la secuencia de oligonucleétidos Y es (C, T), Ses (C, G), Wes (A, T), Res (A, G), Mes (A, C). Kes (G,
T);, Hes (A, T, C); y D es (G, A, T); FAM = 6- carboxilfluoresceina; ROX = carboxi-X-rodamina; sonda = o FAM o
ROX; BHQ = Inhibidor de fluorescencia Agujero Negro. * cadena complementaria; a: gen que codifica la toxina Shiga
1; b: gen que codifica la toxina Shiga 2; c: gen que codifica la intimina; d: gen que codifica la enterohemolisina; e:
gen que codifica el “efector ent/espL2 no-LEE putativo”; f: gen que codifica el “efector B no-LEE putativo”; g: gen que
codifica el “efector E no-LEE putativo”; h: gen que codifica el “efector F no-LEE putativo”; I: gen que codifica el
“efector H1-2 no-LEE putativo”; gen que codifica el “efector A no-LEE putativo”.

Cepas bacterianas investigadas con la matriz GeneDisc

Las cepas de E. coli y otras Enterobacteriaceae que se investigaron por su contenido en genes de virulencia con el
“virulotipado por GeneDisc” pertenecian a la coleccién del Laboratorio Nacional de Referencia para E. coli en el
Instituto Federal de Evaluaciéon del Riesgo (BfR) en Berlin, Alemania; y de la Agencia Francesa de Seguridad
Alimentaria (AFSSA) en Maisons-Alfort, Francia. Para la evaluacion utilizamos cepas de referencia de STEC y “E.
coli de Adherencia y Borrado” (AEEC) eae - positivas que previamente se caracterizaron para sus genotipos stx y
eae (Beutin et al. 2007, Kozub — Witkowski et al. 2008). Para cepas de referencia de EHEC con grupos O 026,
0103, 0111, 0145 y O157 utilizamos cepas previamente identificadas mediante serotipado de sus antigenos O y H
y mediante genotipado de fliC (Beutin et al. 2004). Las caracteristicas y el origen de las cepas de referencia EHEC
H19 (026:H11), PMK5 (O0103:H2), CL37 (O111:[H8]), CB7874 (0O145:[H28]) y EDL933 (O157:H7) que sirvieron
como referencia se habian descrito en otras publicaciones (Beutin et al. 2004, Oswald et al. 2000, Tarr y Whittam
2002). La cepa de referencia de STEC EDL933 (O157:H7) y la cepa de EPEC E2348/69 (O127:H6) se utilizaron
como controles positivos para analizar el set completo de genes nle p. ej. ent/esplL2 (Z4326), nleB (Z4328), nleE
(Z24329), nleF (26020), nleH1-2 (Z6021) y nleA (Z6024). La cepa C600 (E. coli K-12) se tomd como control negativo
para todos los genes investigados en este trabajo (Beutin et al. 2007). Ademas, 68 cepas de enterobacteriaceae (C.
sakasaki, Yersinia, Escherichia, Salmonella, Shigella, Citrobacter, Hafnia, Kebsiella, Proteus), caracterizadas
mediante métodos estandar (Ewing 1986), se utilizaron para la evaluacion de la matriz GeneDisc. Todos los otros
aislados de Enterobacteriaceae excepto S. dysenteriae tipo 1 (stx1), la cepa CB7888 de S. sonnei (stx1) (Beutin et
al. 2007) y la cepa 10835 de Citrobacter rodentium (eae), fueron negativos para los genes stx y eae. Para el
examen, las bacterias se cultivaron en colonias individuales en placas de cultivo de caldo Lauria y crecieron a 37°C
durante la noche. Se extrajo el ADN de una pequefia alicuota de la colonia que corresponde a aproximadamente
2x10° bacterias utilizando la matriz InstaGene (Bio-Rad Laboratories, Marnes La Coquette, Francia) o directamente
se disolviéo en 200 pl de agua estéril y se agité en vortice concienzudamente. Se analizaron mediante la matriz
GeneDisc 36 pl de las bacterias resuspendidas o de los extractos de ADN.

Ejemplo 2. Resultados
Asociacion de tipos de eae, gen ehxA y genes nle con cepas de EHEC tipicas y atipicas:

Se investigaron con la matriz de virulotipado GeneDisc 250 cepas de EHEC incluyendo EHEC tipicas (n = 178),
EHEC atipicas (n = 26), y nuevas cepas EHEC emergentes (n = 46) asi como cepas stx — negativas que pertenecen
al mismo serotipo que cepas de EHEC (n = 65) (Tablas 2, 3 y 4). Todas las cepas de EHEC dieron positivo en el
analisis para los genes o stx7 y/o stx2 en total concordancia con los datos previamente publicados (Beutin et al.
2004, Beutin et al. 2007, Fach et al. 2001, Perelle et al. 2004). Los genes eae se detectaron en las cepas que
pertenecen a los grupos de EHEC clasicos 026, 0103, O111, O145 y O157 asi como en cepas emergentes de
EHEC tipo 05, 015, 045, 055, 0118, 0121, 0123, 0165, y 0172. Unicamente una cepa de EHEC 0O103:H2 dio
negativo en el andlisis con los genes eae (Tabla 2).

Los genes eae estaban ausentes en todas las otras STEC investigadas, incluidas las EHEC atipicas 091:H21 y
0113:H21, estas ultimas se aislan frecuentemente de alimentos y de pacientes humanos (Werber et al. 2008).
Notablemente, todas las STEC eae — negativas asi como las cepas de EHEC atipicas también fueron negativas para
el set de genes nle investigados en este estudio (Tabla 4).

En la tabla 4, se utilizan las siguientes abreviaciones: EHEC es E. coli enterohemorragica; STEC es E. coli
productora de toxina Shiga; ETEC es E. coli enterotoxigénica; FEC es E. coli aislada de heces de nifios sanos, EC
es E. coli.

Los genes nle codificados en las islas Ol#71 y Ol#122 se presentaron en cepas de EHEC tipicas incluidos los
nuevos serotipos emergentes. Se encontré un patrén caracteristico de los genes nle (ent/espL2, nleB, nleE, nleF,
nleH1-2 y nleA) en cepas de EHEC que pertenecen a los serotipos O157:[H7], O111:[H8], 026:[H11], O103:[H25],
0118:[H16], O121:[H19], O5:HNM, 055:H7, O123:H11, O172:H25, y O165:H25 (Tabla 2). Entre las 76 cepas de
EHEC O157:[H7], seis eran cepas stx2 fermentadoras de sorbitol (SF) O157:Hnwv, éstas mostraron el mismo patrén
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nle que las cepas no — SF O157:[H7]. Dos cepas O-rough:[H7] (stx2, eae-gamma), previamente identificadas como
positivas para el gen rfbEo1s7 tuvieron el mismo patron nle que las cepas clasificables seroldogicamente O157:[H7].

Se encontrd otro tipo de patréon nle en las cepas de EHEC que pertenecen a las cepas de serotipos O103:H2,
0145:[H28], 045:H2, y O15:H2. Estas fueron positivas para todos los genes nle investigados excepto para los genes
nleA y nleF codificados en Ol#71 (Tabla 2). Nuestros resultados indican que las cepas de EHEC tipicas estan
altamente conservadas para la distribucién de genes nle y apuntan hacia una asociacion del genotipo eae, el patron
nle y el serotipo. Raramente se observaron excepciones, tales como la ausencia del gen nleH7-2 en una de las 34
cepas de EHEC 026:H11 examinadas (Tabla 2). La mayoria (93,25%) de las cepas de EHEC tipicas fueron
positivas para el gen ehxA que codifica enterohemolisina localizado en un plasmido, este marcador también se
present6 en el 87% de las nuevas EHEC emergentes, en el 73% de las EHEC atipicas y en el 42,66% de otras
cepas STEC investigadas en este estudio.

Identificacion y caracterizacion del serotipo y otras propiedades de cepas stx - negativas que se parecen a EHEC:

Previamente se declar6 que las cepas EHEC pueden perder espontaneamente su gen stx durante la infeccién y tras
el subcultivo (Friedrich et al. 2007). Nos interesamos en investigar la similitud entre cepas de E. coli stx — negativas,
eae — positivas que pertenecen a serotipos asociados a EHEC y cepas EHEC con respecto a sus genotipos eae y
sus genes nle. Los resultados obtenidos con 65 cepas se presentan en la tabla 3. Los inventores pudieron identificar
tres cepas O157:[H7] stx — negativas, diez cepas 026:[H11], una cepa O103:[H2], tres cepas O121:[H19], una cepa
0121:[H-], cuatro cepas O55:H7 y una cepa O15:H2 que mostraron genotipos eae y patrones nle similares a EHEC
productoras stx que pertenecen a los mismos serotipos (Tabla 3).

Parece probable que estas cepas representen remanentes de cepas de EHEC pertenecientes a estos serotipos que
han perdido sus genes stx. Por el contrario, un grupo de catorce cepas 0157 con flagelos no-H7 (Hnt, H16, H2, H26,
H27, H39, H45) se diferenciéo de EHEC O157:H7 no unicamente por sus tipos H sino que también por sus genotipos
eae y la ausencia de la mayoria de genes nle investigados, excepto nleH1-2 y nleA.

Las cepas de EHEC O111:[H8] habitualmente fueron positivas para eae-theta y para todos los genes nle codificados
en OI#71 y OI#122. Unicamente una de 24 cepas fue negativa para nleF (Tabla 2). Dos cepas individuales
0O111:H11 stx — negativas (eae-beta) mostraron el mismo perfil nle que EHEC O111:[H8] lo que indica que la
transferencia de islas de patogenicidad pudo ocurrir entre diferentes patogrupos de E. coli. Curiosamente, se
encontré que las cepas de EPEC O111:H2 que causan gastroenteritis en nifios eran diferentes de EHEC O111:[H8],
por su tipo H, y por la ausencia de genes nleA y nleF codificados en OI#71 (Tabla 3). Una cepa de EPEC O111:H19
(eae-eta) estaba aun mas distante de EHEC O111:[H8] ya que no llevaba ninguno de los genes nle.

Las cepas de EHEC O154:[H28] se caracterizan por la posesion del set completo de genes nle codificados en el
modulo 2 de OI#122 ent, nleB y nleE (Tabla 2). Curiosamente, estos genes estaban ausentes en dos cepas
0145:[H28] stx — negativas que se parecian a EHEC O145:[H28] en todos los otros rasgos que se investigaron
(Tabla 3). Es posible que estas cepas sean remanentes de EHEC 0145:[H28] que han perdido sus genes stx y la
PAI OI#122. Todas las cepas de EPEC 0145 (0145:H34, O145:H4 y O145:Hr) diferian significativamente de EHEC
0145:[H28] ya que no poseian ningun gen nle y codificaban otros genotipos eae.

En el grupo de cepas O103:H2, la cepa de EPEC de conejo E22 era similar a todas las cepas EHEC O103:H2 para
el set de genes nle pero diferia en el subtipo eae-beta, ya que EHEC O103:H2 codifica eae-epsilon. Por el contrario,
se encontré que la cepa EHEC 0103:H25, que causé un brote de HUS en Noruega en 2006 (Schimmer et al. 2008),
diferia del clon clasico de EHEC O103:H2 por su tipo H, su tipo eae y por su set de genes nle.

Adicionalmente investigamos representantes de grupos de EPEC clésicas. La cepa EPEC O55:H7 era similar a las
cepas EHEC O157:[H7] en su genotipo eae y genes nle. Todos los genes nle investigados también se presentaron
en EPEC 0127:H6, cepa E2348/69. EPEC 084:H2 albergaba todos los genes nle excepto nleE. EPEC O156:H8 fue
negativa Unicamente para los genes nleF y nleA de Ol#71. EPEC O128:H2 y O113:H6 fueron positivas Uunicamente
para nleH y carecian de los genes nle asociados al mdédulo 2 de Ol#122. EPEC O55:H6 también carecia de los
genes nle asociados al médulo 2 de OI#122 pero llevaba nleH y nleF. Por el contrario EPEC O86:H40 llevaba los
genes nle codificados en el mdédulo 2 de OI#122 pero ninguno de aquellos localizados en OI#71 (Tabla 3). Algunas
otras cepas de EPEC (0125:H6, O126:H6, 051, y O76:H51) no poseian ningun gen nle y habitualmente codificaban
el genotipo eae-alpha. Estos descubrimientos apuntaban a diferencias significativas entre cepas de EPEC y EHEC,
no unicamente para sus serotipos, sino también para sus efectores asociados y no asociados a LEE.

Identificacion y caracterizacion de cepas eae - y nle — negativas

Se aislan numerosos tipos de STEC de animales y alimentos pero unicamente el 5% de ellas son positivas para un
gen eae o pertenecen a los serogrupos de EHEC tipicos 026, 0103, O111, 0145 y O157 (Beutin et al. 2007). Se
conoce que algunas de las cepas de STEC eae — negativas causan diarrea en humanos pero raramente se
involucran en enfermedades hemorragicas tales como HC y HUS (Beutin et al. 2004, Friedrich et al. 2007, Werber et
al. 2008). Nos interesamos en investigar cepas representativas de tipos de STEC eae — negativas que se aislan
frecuentemente de alimentos (08, 091, 0100, O113, O146, 0128 y O174). Se investigaron con el virulotipado
GeneDisc un total de 150 cepas de STEC que se aislaron de alimentos, animales y humanos asi como 29 aislados
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de E. coli fecal de nifios sanos (FEC). Los resultados se resumen en la tabla 4. Ninguna de las cepas de STEC eae -
negativas o de las FEC de nifios sanos fue positiva para ninguno de los genes nle, lo que apunta a una asociacion
estrecha entre la presencia de los genes nle codificados en LEE y Ol#122 y Ol#71.

Para examinar la posible expansion de los genes nle codificados en Ol#122 y Ol#71 hacia otras Enterobacteriaceae
investigamos 68 cepas de bacteria que comprenden especies de Escherichia, Cronobacter, Yersinia, Salmonella,
Shigella, Citrobacter, Hafnia, Kebsiella y Proteus. Excepto por las dos cepas de S. dysenteriae tipo 1 (stx1), la cepa
S. sonnei CB7888 (stx1) y la cepa de Citrobacter rodentium CB10835 (eae, nleE, nleA) (datos no mostrados), todos
los otros aislados de Enterobacteriaceae se confirmaron como negativos para los genes stx1 y/o stx2, eae, ehxA'y
para los genes nle (Tabla 4). En resumen, estos resultados muestran que la matriz de virulotipado que combina la
deteccién de los genes nle en asociacion con los genotipos de stx y eae es una herramienta apropiada para una
identificacion rapida de cepas de EHEC humanas virulentas, que pertenecen a serotipos conocidos y nuevos
emergentes, en muestras que pueden contener otras STEC, EPEC, otras Enterobacteriaceae y E. coli de la flora
fecal humana.

Una estrategia de evaluacion del riesgo molecular para cribar EHEC en matrices complejas basada en un analisis
polifacético del subtipo de eae y del serotipo:

Como se explica anteriormente, las EHEC son un grupo importante, existente y emergente, de patdgenos
transmitidos por los alimentos que representan una seria amenaza para la seguridad alimentaria. No se conoce
ningun marcador genético individual cuya deteccion indique la presencia de EHEC en una muestra polimicrobiana
compleja (p. ej. muestras alimentarias o fecales) de una manera similar a ensayos para otros contaminantes
microbianos comunes de alimentos tales como Salmonella spp. Consecuentemente, la deteccion rapida vy
simultanea de varios marcadores genéticos en un ensayo multiparamétrico es la estrategia mas apropiada para el
cribado rapido de muestras, como una manera de llevar a cabo una evaluacion del riesgo molecular, que a su vez
permite los recursos necesarios para estudios adicionales de la cepa sospechosa, por ejemplo mediante el cultivo
enriquecido del serotipo especifico.

Los inventores han desarrollado un primer ensayo, expuesto anteriormente, basado en la deteccién de un minimo
complemento de genes, que es indicativo de que una cepa de STEC también puede ser una cepa de EHEC.

Este ensayo se puede elaborar adicionalmente determinando también el subtipo del gen eae presente en la muestra.

Los inventores han establecido que cuando se detectan los genes stx1/2, eae y al menos uno de los genes nle
(ent/espL2, nleB, nleE, nleH1-2) y cuando en una segunda etapa se detectan también uno de los subtipos eae
especificos, eae-y, eae-B, eae-¢ y eae-0; esto también puede utilizarse para predecir el serotipo de la cepa de EHEC
(esto por supuesto se puede verificar adicionalmente detectando la presencia del gen subyacente al serotipo).

Estas correlaciones entre el subtipo eae y el serotipo son las siguientes:

- Se sospechan EHEC 0157:H7 y O145:H28 en particular, cuando se detectan eae-y, ent/espL2, nleB, nleE, y
nleH1-2.

- Se sospecha EHEC O103:H2 en particular, cuando se detectan eae-¢, ent/espL2, nleB, nleE, y nleH1-2.
- Se sospecha EHEC 026:H11 en particular, cuando se detectan eae-f38, ent/espL2, nleB, nleE, y nleH1-2.
- Se sospecha EHEC O111 es H11 en particular, cuando se detectan eae-6, ent/espL2, nleB, nleE, y nleH1-2.

En una muestra compleja, la sola presencia de genes nle no es siempre indicativa de la presencia de una EHEC en
esta muestra. Podria resultar, por ejemplo, de la presencia de EPEC o de Citrobacter rodentium que también tienen
genes nle. En comparacion, la deteccién simultanea de los genes stx (stx1, stx2), eae (en particular los subtipos vy, B,
€y 0) junto con al menos uno de los genes nle (ent/espL2, nleB, nleE, nleH1-2) es una firma mucho mas clara de
virulencia y una sefial fuerte de contaminacion por EHEC.

Los inventores también han desarrollado un proceso adicional de dos etapas para determinar el riesgo que presenta
cualquier E. coli spp. presente en una muestra y en particular para determinar si la muestra comprende una cepa
EHEC.

En una primera etapa, se determina la presencia de los genes stx1/2 y eae asi como al menos de uno de los
ent/espL2, NleB, NIeE y NleH1-2. Esta primera etapa puede llevarse a cabo utilizando los oligonucledtidos descritos
a continuacion en la Tabla 1.

Esta primera etapa permite a un trabajador determinar si la muestra comprende al menos los genes esenciales para
una cepa de EHEC. Si uno o més de estos genes no estan presentes se puede considerar que la muestra presenta
un riesgo bajo y por lo tanto no necesita estudiarse mas.
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Si todos los genes estan presentes, la muestra presenta un riesgo y entonces se lleva a cabo una segunda etapa en
la cual también se determina al menos el subtipo de eae (tales como eae-y, eae-f3, eae-¢ y eae-€) y la presencia de
uno o mas genes de serotipo (tales como serotipos 0157, 0103, 026, O111, O145).

Con este set de datos combinados, un trabajador puede determinar si la muestra comprende potencialmente una
cepa de EHEC y por lo tanto necesita apartarse de la cadena de suministro (en el caso de una muestra alimentaria)
y/o retenerse para estudios adicionales.

En base a la invencion, las siguientes estrategias multiparamétricas permiten el cribado fiable de EHEC en muestras
complejas.

Las correlaciones que los inventores han encontrado se resumen a continuacion en las tablas 2 y 5.

Los inventores también han analizado varios otros serotipos de cepas de EHEC emergentes (46 cepas en total), que
se observan con menos frecuencia, y han encontrado correlaciones adicionales entre el subtipo eae y los
complementos de gen nle con estos otros serotipos, ver tablas 2 y 6.

De acuerdo con este aspecto de la invencion los inventores proporcionan un proceso de dos etapas como sigue:

a) poner en contacto la muestra o el ADN aislado de la misma con un par de cebadores derivados de los siguientes
genes diana:

- stx1;

- stx2;

- eae;

- nleB o ent/espL2;
- rfbE (0157);

y detectar la presencia o la ausencia de un producto de amplificacion para cada uno de los genes diana; y si se
detectan los productos de amplificacion entonces:

b) poner en contacto la muestra o el ADN aislado de la misma con uno o mas pares de cebadores derivados de los
siguientes genes diana y/o subtipo eae:

-eaey;
- eae f3;

- eae 6;

-eaec¢;

-wbd1 (0111);

- wzx (026);

- ihp1 (0145);

- wzx (0103);

y detectar la presencia o la ausencia de un producto de amplificacion de cada uno de los genes diana.

Los datos de este ensayo pueden compararse con las correlaciones entre el subtipo eae y el serotipo, en una cepa
que también comprende los genes esenciales de virulencia (p. ej. stx1/2, eae y nleB o ent/espL2) y puede tomarse
una decision informada y reproducible sobre el riesgo que plantea la muestra.

La presencia de marcadores genéticos asociados a EHEC y EPEC en cepas de E. coli y la asociacién con alelos de
nleB

Un set de cepas de E. coli, todas caracterizadas como stx - negativas y eae — positivas, se analizaron
adicionalmente para la presencia de los genes espK 'y nleB 'y se compararon con un numero de cepas de EHEC que
eran stx — positivas y eae - positivas.

Se encontré que el gen nleB era diverso y que existen diferentes alelos. Por lo tanto, los inventores seleccionaron
dos sets de cebadores y sondas, que identifican dos alelos diferentes de nleB que se encontraron desigualmente
distribuidos en las cepas de EPEC y EHEC (Tabla 7).
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Notablemente, todas las cepas de EHEC dieron positivo para ambos genotipos nleB y nleB2 asi como para espK.
Unicamente muy pocas cepas de EPEC, que difieren claramente en sus serogrupos de las cepas de EHEC tipicas,
albergan el set completo de marcadores genéticos [nleB, nleB2 y espK].

Las otras cepas de EPEC, que se dividen en varios grupos basados en su genotipo nleB y la presencia del gen
espK, nunca fueron positivas para el set completo [nleB, nleB2 y espK].

Curiosamente, algunas cepas de EPEC carecen de la secuencia del gen nleB2 o tenian una secuencia nleB2
significativamente diferente, de modo que no se detectaron con el analisis de PCR especifico para nleB2. También,
algunas cepas de EPEC dieron una sefial muy débil con el analisis de PCR de nleB2, lo que indica la presencia en
estas cepas de una variante en la secuencia del gen nleB2. (En relacion con el alto valor Ct generado con el analisis
de PCR descrito en la invencion con algunas cepas de EPEC, tales cepas se reflejaron como nleB2 — negativas en
la tabla 7).

De acuerdo con la presente invencion el Ct (umbral de ciclo) se define como el nimero de ciclos que se requieren
para que la sefal fluorescente atraviese el umbral (p. ej. exceda el nivel de fondo). Los niveles Ct son inversamente
proporcionales a la cantidad de acido nucleico diana en la muestra (p. ej. cuanto menor sea el nivel Ct, mayor es la
cantidad de acido nucleico diana en la muestra y/o a la inversa, el alto valor Ct generado con el analisis de PCR
descrito en la invencion con algunas cepas EPEC indica o una baja cantidad de ADN diana o una fase de replicacion
ineficiente en la reaccién de PCR).

Como una consecuencia de lo anterior, la detecciéon de la secuencia del gen nleB2 fue restringida principalmente a
EHEC 0157, 0145, 0103, 0111, 026 y O121. Por lo tanto, la deteccion de esta secuencia especifica en una cepa o
en una muestra polimicrobiana se correlaciona con la presencia de EHEC del top 5 y con un numero limitado de
cepas de EPEC (ver tabla 7).

La deteccion de las secuencias de los genes nleB2 y espK en la misma cepa de E. coli o en la misma muestra
refuerza el valor predictivo de EHEC (ver Tabla 7). La restriccion de estas dos secuencias a EHEC y a un namero
muy limitado de cepas no-EHEC es de un gran valor como parte de una evaluacion del riesgo molecular de cepas de
EHEC.

Cuando se detectan por si mismos los genes six1, stx2, eae, nleB y espK no son suficiente para predecir la
presencia de EHEC en una muestra polimicrobiana compleja (p. ej. muestras alimentarias o fecales). En muestras
alimentarias (tales como productos lacticos y carne de res) la deteccion de uno de estos genes tomada
individualmente no es suficiente para sospechar que una muestra esta contaminada por una cepa de EHEC. Esto es
porque un numero de alimentos, que no estan contaminados por EHEC, llevan una o mas E. coli spp. que
comprenden al menos uno de estos genes, por lo tanto no pueden utilizarse por si mismos como un marcador
selectivo par la deteccion de una EHEC. Sin embargo, cuando todos estos genes se detectan o se asocian en la
misma muestra, pueden utilizarse como una firma de virulencia como se demuestra mediante los datos presentados
en la presente memoria.

También en base a los datos presentados en la Tabla 7, para mejorar adicionalmente los métodos de evaluacion del
riesgo molecular, la deteccion del gen eae puede reemplazarse o suplementarse ventajosamente con la deteccion
del gen espK. Ademas, la deteccion del gen nleB podria detectarse ventajosamente en base a la secuencia nleB2.
De acuerdo con la presente invencion, estas ambas elaboraciones de la evaluacién del riesgo molecular aumentan
el nivel de informacién proporcionado mediante la evaluacion y por lo tanto permiten una evaluacién mas robusta del
riesgo asociado a una muestra.
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Tabla 4 Cepas que dieron negativo para los genes eae y nle.

Serotipo Numero analizado E. coli / otros ehxA
091:H21 11 EHEC atipica ehxA
091:H21 4 EHEC atipica -
0113:H21 8 EHEC atipica ehxA
0113:H21 3 EHEC atipica -
O100:NM 5 STEC -
0105:H18 2 STEC ehxA
0109:H- 1 STEC ehxA
0110 2 STEC -
0111:H10 1 STEC -
0113:H4 10 STEC ehxA
0113:H4 2 STEC -
0115:H18 1 STEC ehxA
0116:H28 1 STEC ehxA
o117 2 STEC -
0118:H12 3 STEC -
0125 1 STEC ehxA
0126:H8 1 STEC -
0128:H2 1 STEC ehxA
0136 3 STEC -
0138 1 STEC -
0139:H1 1 STEC -
0139:ND 1 STEC -
0141:[H4] 1 STEC -
0141:H2 1 STEC -
O141ac 1 STEC -
0145 1 STEC -
0146:H28 1 STEC ehxA
0146:H28 4 STEC -
0146:H8 1 STEC -
0147 1 STEC -
0149:[H19] 1 STEC ehxA
O15:H16 1 STEC -
0168:H8 1 STEC -
0171:H2 1 STEC -
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0174:H- 1 STEC -
0174:H2 5 STEC ehxA
0174:H21 9 STEC -
0174:H8 1 STEC -
0174:H8 1 STEC ehxA
0178:H19 2 STEC ehxA
02:H27 1 STEC ehxA
021:NM 2 STEC ehxA
021:H21 4 STEC ehxA
022:H16 2 STEC -
022:H16 2 STEC ehxA
022:H8 2 STEC -
022:H8 2 STEC ehxA
022:Hr 1 STEC ehxA
023:H15 1 STEC ehxA
03 2 STEC ehxA
030:H12 1 STEC -
039:H48 1 STEC ehxA
040:H21 1 STEC ehxA
041:H7 1 STEC -
046:H38 2 STEC ehxA
048 2 STEC ehxA
05 1 STEC ehxA
053 2 STEC -
055:H19 1 STEC -
06 8 STEC -
06:H10 1 STEC ehxA
06:H4 1 STEC -
060 1 STEC -
074:H42 1 STEC ehxA
O75:H8 1 STEC ehxA
076 1 STEC ehxA
076:H19 1 STEC ehxA
076:H19 1 STEC -
or7 2 STEC ehxA
079 1 STEC ehxA
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079:H48 1 STEC ehxA
08:H8 2 STEC -
08:H19 4 STEC -
08:H19 1 STEC ehxA
088:H25 1 STEC -
088 1 STEC ehxA
091 1 STEC ehxA
091 5 STEC -
091:H9 1 STEC ehxA
091:H10 3 STEC -
096:H19 1 STEC ehxA
Or:H12 1 STEC -
Or 2 STEC -
Ox7:H16 1 STEC -
Or:H16 1 STEC ehxA
Or:H4 1 STEC -
026:H32 1 ETEC -
01:K1:NM 1 FEC -
011:NM 1 FEC -
0121:H10 2 FEC -
0125:H30 1 FEC -
0127 1 FEC -
015:H1 1 FEC -
016:K1:NM 1 FEC -
017:H18 1 FEC -
018:K1:H7 1 FEC -
0O2:H1 1 FEC -
02:H6 1 FEC -
02:K1:H7 1 FEC -
O2:NM 1 FEC -
021:H21 1 FEC -
025:K5 1 FEC -
04:H5 4 FEC -
045:K1:H1 1 FEC -
046:K1:H31 1 FEC -
06:K+:NM 1 FEC -

27



ES2614811 T3

O7:K1:NM 1 FEC
075:K5:NM 1 FEC
0O78:NM 1 FEC
083:K1:H33 1 FEC
086 1 FEC
Or:NM 1 FEC
0103:H8 1 EC
O111:H8 1 EC
0O111:H10 1 EC
O111:H12 1 EC
0111:H21 1 EC
0113:NM 1 EC
0121:[H45] 1 EC
0132:H18 1 EC
0142 2 EC
0145 2 EC
0145:H2 1 EC
0153:H12 1 EC
0157, O157:[H7 neg] 12 EC
0157:H10 1 EC
0157:H12 1 EC
0157:H15 1 EC
0157:H16 1 EC
0157:H19 1 EC
0157:H25 1 EC
0157:H42 1 EC
0157:H43 1 EC
0O2:H1 1 EC
026:H21 1 EC
055:H19 1 EC
06:H4 1 EC
062:H30 2 EC
Ont:H7 1 EC
Onr 1 EC
N/A 7 Salmonella sp.
N/A 1 Yersinia
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N/A 3 Klebsiella -
N/A 4 Proteus -
N/A 1 Citrobacter -
N/A 3 Hafnia -
N/A 2 Shigella -
N/A 1 C. sakasaki -

Tabla 5. Porcentaje de cepas EHEC con complemento especificado del gen nle y subtipo eae para serotipos de
EHEC comunes.

Serotipo (N° de | % de cepas | eae ent/esp2 nleB nleE nleF nleH1-2 nleA
cepas analizadas
analizadas)
O157:H7 (76) 89% Y ent/esp2 nleB nleE nleF nleH1-2 nleA
8% % ent/esp2 nleB nleE nleH1-2 nleA
3% % ent/esp2 nleB nleE nleH1-2
0103:H2 (25) 92% € ent/esp2 nleB nleE nleH1-2
8% € ent/esp2 nleB nleE nleH1-2
0111:H8/H- 92% 5] ent/esp2 nleB nleE nleF nleH1-2 nleA
(24)
4% 0 ent/esp2 nleB nleE nleF nleH1-2 nleA
4% 0 ent/esp2 nleB nleE nleH1-2 nleA
026:H11 (34) 62% B ent/esp2 nleB nleE nleF nleH1-2 nleA
20% B ent/esp2 nleB nleE nleF nleH1-2 nleA
12% B ent/esp2 nleB nleE nleH1-2 nleA
3% B ent/esp2 nleB nleE nleH1-2
3% B ent/esp2 nleB nleE nleA
0145:H28 (18) | 94% % ent/esp2 nleB nleE nleH1-2
6% Y ent/esp2 nleB nleE nleH1-2 nleA

Tabla 6. Complemento del gen nle y subtipo de eae para serotipos de EHEC no comunes.

Serotipo eae ent/esp2 nleB nleE nleF nleH1-2 nleA
O5:H- B ent/esp2 nleB nleE nleF nleH1-2 nleA
O55:H7 Y ent/esp2 nleB nleE nleH1-2 nleA
045:H2 € ent/esp2 nleB nleE nleH1-2

0118:H16 B ent/esp2 nleB nleE nleF nleH1-2 nleA
0118:H16 B ent/esp2 nleB nleE nleF nleH1-2 nleA
0121:H19 € ent/esp2 nleB nleE nleF nleH1-2 nleA
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0123:H11 B ent/esp2 nleB nleE nleF nleH1-2 nleA
0165:H25 € ent/esp2 nleB nleE nleF nleH1-2 nleA
0172:H25 € ent/esp2 nleB nleE nleF nleH1-2 nleA
015:H2 B ent/esp2 nleB nleE nleH1-2

0103:H25 0 ent/esp2 nleB nleE nleF nleH1-2 nleA

Tabla 7 Presencia de marcadores genéticos asociados a EHEC y EPEC en cepas de E. coli y asociacion con alelos
de nleB

stx eae espK nleB nleB2*
EHEC Tipicas 0103:H2/ H- (n = 14) + + + + +
0145:H28 / H- (n =12) + + + + +
O111:H8 / H- (n = 14) + + + + +
0157:H7 / H- (n = 50) + + + + +
026:H11/H- (n = 30) + + + + +
0121:H19/H- (n =6) + + + + +
EPEC O100:H-(n=1) - + + I T
O111:H11 (n=2) - + + + +
O117:H25 (n=1) - + + + +
O119:H8 (n = 2) - + + + +
O119:H25 / H- (n = 2) - + + + +
0227:H7 (n=1) - + + + +
O76:H41 (n=1) - + + + +
O76:H7 (n=4) - + + + +
080:H- (n=3) - + + + +
084:H-(n=1) - + + + +
Ont:H2 (n =2) - + + + +
EPEC tipicas O103:H2 (n=1) - + + + -
O114:H2 (n = 10) - + + + .
O119:H2 (n=1) - + + + .
0128:H-(n=1) - + + + .
Ont:H2 (n=1) - + + + -
EPEC O111:H19 (n=3) - + + - -
O111:H9 (n = 3) - + + - -

30




ES2614811 T3

O115:H38 (n=1) -
O119:H9 (n =1) -
0145:H1 (n=1) -
0145:H19 (n = 1) -
0145:H28 (n = 2) -
O157:H26 (n=1) -
028:H28 (n = 3) -
049:H35/H10 (n = 1) -
Ont:H26 (n = 1) -
Ont:NM (n = 1) -

EPEC O100:H25 (n=1) -
01097:H25 (n=1) -
O111:H25 (n = 1) -
O117:H40b (n = 3) -
0118:H8a (n = 3) -
O119:H25 (n=1) -
0127 (n=4) -
0127:H40 (n = 3) -
O127:H8 (n=1) -
0128:H2 (n=1) -
0128:H8 (n=1) -
0O15:H11 (n=1) -
015:H2 (n = 2) -
0153:H14 (n=1) -
0156:H8 (n = 1) -
0O2:H40b (n = 1) -
O2:H8 (n=1) -
O2:H- (n =2) -
021:H25 (n = 1) -
026:H11/H- (n=5) -
O3:H40b (n=1) -
O3:H5(n=1) -
0O3:H8a (n =3) -
O45:H7 (n=1) -
055 (n=2) -
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O55:H7 (n = 15) -
066:H8a (n= 1) -
O70:H11 (n=5) -
O71:H40b (n = 1) -
O76:H7 (n=1) -
086:H11 (n = 2) -
ONT:H21 (n = 4) -
Orough/H40b (n = 2) -
Orough:H8a (n = 1) -
OX177:H11 (n = 2) -

EPEC tipicas 0111:H2 (n=17) -
O111:H25 (n = 1) -
O119:H2 (n=2) -
0126:H27 (n=1) -
O127:H6 (n=1) -
0128:H2 (n=1) -
0O55:H6 (n = 5) -
0119s:H2 (n =1) -
0O142:H6 (n = 3) -
Orough:H7 -

EPEC 0102:H19 (n=1) -
0103:H2 (n=1) -
0O108:H9 (n = 6) -
O111:H2 (n=1) -
O113:H6 (n = 1) -
0114:H49 (n = 5) -
0115:H38 (n = 2) -
0O118:H5 (n=1) -
O119:H6 (n = 4) -
O119:NT (n=1) -
0123/04:H45 (n = 2) -
0123:H25 (n=1) -
0O125ac:H6 (n = 6) -
0126:H27 (n = 1) -
0127:H19 (n=1) -
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0127:H21 (n=1) -
0128:H2 (n = 10) -
0142:H34 (n = 1) -
0145:H34 (n = 5) -
O150:H8 (n = 1) -
0157 (n = 2) -
0157:H16 (n = 4) -
0157:H45 (n = 1) -
0168:H-/? (n=1) -
O177:H26 (n=1) -
026:H11 (n=1) -
028:H28 -
O4:H16 (n=1) -
045:H9 (n =1) -
049:H10/ H- (n = 2) -
O5:H-(n=1) -
O5:H11 (n=1) -
051:H49 (n = 3) -
055 (n=1) -
O55:H37 (n=1) -
O55:H7 (n =1) -
0O62:H9 (n=1) -
063:H-/H6 (n = 2) -
065:H-/H25 (n = 1) -
0O69:H2 (n=1) -
0O69:H16 (n = 2) -
070/086:H2 (n=1) -
086 (n=2) -
086:H34 (n = 2) -
086:H8 (n = 4) -
O86:NT (n=1) -
088:H8a (n=1) -
09/025:H10 (n=1) -
OK8:H10 (n=1) -
Ont:H11 (n=1) -
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Ont:H14 (n=1) - + -
Ont:H2 (n = 3) - + -
Ont:H24 (n=1) - + -
Ont:H40b (n = 1) - + -
Ont:H6 (n = 1) - + -
Ont:H7 (n=1) - + -
Ont:Hrough (n = 1) - + -
Ont:H-(n=1) - + -
Orough:H10 (n = 1) - + -
Orough:H6 (n = 1) - + -
Orough:H9 (n = 1) - + -
OX177:H6 (n=1) - + -

*: “~“ significa PCR negativa o valores altos de Ct obtenidos con el set de cebadores de nleB2.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> AGENCE NATIONALE CHARGEE DE LA SECURITE SANITAIRE DE L'ALIMENTATION, DE
L'ENVIRONNEMENT ET DU TRAVAIL FACH, Patrick BUGAREL, Marie BEUTIN, Lothar

<120> Un ensayo para determinar una evaluacion del riesgo molecular de una muestra polimicrobiana compleja
sospechosa de contener un EHEC.

<130> F1159-6ex
<160> 84
<170> Patentln versiéon 3.5

<210> 1
<211>29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> stx1 para cebador

<400> 1
tttgtyactg tsacagcwga agcyttacg 29

<210> 2
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> stx1 cebador reverso

<400> 2
ccccagttca rwgtragrtc macrtc 26

<210>3
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> stx1 sonda

<400> 3
ctggatgatc tcagtgggcg ttcttatgta a 31

<210> 4
<211>29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> stx2 para cebador

<400> 4
tttgtyactg tsacagcwga agcyttacg 29

<210>5
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> stx2 cebador inverso
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<400> 5
ccccagttca rwgtragrtc macrtc

<210>6
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> stx2 sonda

<400> 6
tcgtcaggca ctgtctgaaa ctgctcc

<210>7
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> eae para cebador

<400> 7
cattgatcag gatttttctg gtgata

<210>8
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> eae cebador reverso

<400> 8

ctcatgcgga aatagcecgtt a 21

<210>9
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> eae sonda

<400> 9
atagtctcgce cagtattcgc caccaatac

<210>10
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ehxA para cebador

<400> 10
gtgtcagtag ggaagcgaac a

<210> 11
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ehxA cebador reverso
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<400> 11
atcatgtttt ccgccaatg 19

<210> 12
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ehxA sonda

<400> 12
cgtgattttg aattcagaac cggtgg 26

<210>13
<211>24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ent/espL2 para cebador

<400> 13
tcetggatta ttttctgeat ttca 24

<210> 14
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ent/espL2 cebador reverso

<400> 14
actattgcca agtacgccac aa 22

<210> 15
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ent/espL2 sonda

<400> 15
aatggtcatg cagacgcaat aaaggcata 29

<210> 16
<211>23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> nleB para cebador

<400> 16
catgttgaag gctggaastt tgt 23

<210> 17
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> nleB cebador reverso
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<400> 17
ccgctacagg gcgatatgtt 20

<210> 18
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> nleB sonda

<400> 18
acagagacgg gaaaaactgg atgcca

<210>19
<211>23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> nleE para cebador

<400> 19
agaagcgttt gaacctattt cca

<210> 20
<211>19
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> nle cebador reverso

<400> 20
ttgggcagttt tccggatat 19

<210> 21
<211>25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> nleE sonda

<400> 21
agccagtaca ccggaaggaa gctgg

<210> 22
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> nleF para cebador

<400> 22
tgaggtgaga aatgaaaata ctgatg

<210> 23
<211>25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> nleF cebador reverso
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<400> 23
ctatccctgt cctctategt cattc 25

<210> 24
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> nleF sonda

<400> 24
tgtcggagcg ctgagggeg 19

<210> 25
<211>23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> nleH1-2 para cebador

<400> 25
acaagagaaa gtcatagtgg ttg 23

<210> 26
<211>23
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> nleH1-2 cebador reverso

<400> 26
aatctcyccc ttaggccatc cca 23

<210> 27
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda nleH1-2 rev reverso

<400> 27
tttactaatc tgttgcacag g 21

<210> 28
<211>25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> nleA para cebador

<400> 28
agataacyct aatactaaat atgcc 25

<210> 29
<211>25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> nleA cebador reverso
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<400> 29
gcccaaccat tgecrccgata tgagg

<210> 30
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> nleA sonda

<400> 30
ttcttaccaa tgctgccgcea aatgege

<210> 31
<211>25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> rfbE (0157) f

<400> 31
tttcacacrr arrggatggt ctcaa

<210> 32
<211>24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> rfbE (0157) r

<400> 32
cgatgagttt atctgcaagg tgat

<210> 33
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> rfbE (0157) sonda

<400> 33
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25

27

25

24

aggaccgcag aggaaagaga ggaattaagg 30

<210> 34
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> wbd1 (0111) f

<400> 34
cgaggcaaca cattatatag tgcttt

<210> 35
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> wbdl (0111) r

26
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<400> 35
tttttgaata gttatgaaca tcttgtttag c

<210> 36
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> wbdl (0111) sonda

<400> 36
ttgaatctcc cagatgatca acatcgtgaa

<210> 37
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> wzw (026) f

<400> 37 19
cgcgacggca gcgaaaatt 19

<210> 38
<211> 26
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> wzw (026) r

<400> 38
agcaggcttt tatattctcc aacttt 26

<210> 39
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> wzw (026) sonda

<400> 39
ccccgttaaa tcaatactat ttcacgaggt tga

<210> 40
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> |lhp1 (0145) f

<400> 40
cgataatatt taccccacca gtacag

<210> 41
<211>15
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> lhp1 (0145) r

31

26

30
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<400> 41
gccgcecgcaa tgctt 15

<210> 42
<211>27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> lhp1 (0145) sonda

<400> 42

ccgccattca gaatgcacac aatatcg

<210>43
<211>24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> wzx (0103) f

<400> 43
caaggtgatt acgaaaatgc atgt

<210> 44
<211>23
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> wzx (0103) r

<400> 44
gaaaaaagca cccccgtact tat

<210> 45
<211>18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> wzx (0103) sonda

<400> 45
catagcctgt tgttttat 18

<210> 46
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> eae alpha f

<400> 46
gatacgaatg gctatgccaa ag

<210> 47
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223>eaealphar

ES2614811 T3
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<400> 47
catcgctaac acgggcacta

<210> 48
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> eae alpha sonda

<400> 48

ES2614811 T3

aacatcgaca actccaggaa aatcactcgt 30

<210>49
<211>25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> eae beta f

<400> 49

ggtgataatc agagtgcgac ataca

<210> 50
<211> 26
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> eae betar

<400> 50

ggcatcaaaa tacgtaactc gagtat

<210> 51
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> eae beta sonda

<400> 51

ccacagcaat tacaatacta cccggtgca

<210> 52
<211>24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> eae gamma f

<400> 52
gactgttagt gcgacagtca gtga

<210> 53
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> eae gammar

25

26

29

24
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<400> 53
ttgttgtcaa ttttcagttc atcaaa 26

<210> 54
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> eae gamma sonda

<400> 54
tgacctcagt cgctttaacc tcagcc 26

<210> 55
<211>25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> eae delta f

<400> 55
cattatccgg tgaagaagtg acttt 25

<210> 56
<211>24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223>eae deltar

<400> 56
cataaccact ctgatcggtc gtta 24

<210> 57
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> eae delta sonda

<400> 57
ctttagtttt atccaatgcc ccaaaatccg 30

<210> 58
<211>24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> eae epsilon f

<400> 58
atacccaaat tgtgaaaacg gata 24

<210> 59
<211>24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> eae epsilon r
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<400> 59

cactaacaac agcattacct gcaa

<210> 60
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> eae epsilon sonda

<400> 60

ES2614811 T3

24

ccagatgtca gttttaccgt agccctacca 30

<210> 61
<211>24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> eae zetha f

<400> 61

gatgtcaaag cacctgaagt tgaa

<210> 62
<211>23
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> eae zethar

<400> 62
ccctttgatt ccagttccta caa

<210> 63
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> eae zetha sonda

<400> 63

tcttcacccc acttgctatt gatgacgg

<210> 64
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> eae theta f

<400> 64
tgttaaagca cctgaggtta catttt

<210> 65
<211>25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> eae thetar

24

23

28

26
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<400> 65
tcaccagtaa cgttcttacc aagaa

<210> 66
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> eae theta sonda

<400> 66
tcaaccttgt tgtcaatttt cagtccatca

<210> 67
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223>wzx (0121) f

<400> 67
tggtctctta gacttagggce 20

<210> 68
<211>23
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> wzx (0121)

<400> 68
ttagcaattt tctgtagtcc age

<210> 69
<211>27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> wzx (0121) sonda

<400> 69
tccaacaatt ggtcgtgaaa cagctcg

<210>70
<211>23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223>wzy (0118) f

<400> 70
atatttgcac gatttacaga tgt

<210> 71
<211>24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> wzy (0118) r

ES2614811 T3

25

30

27

50



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 71

aaaatatgaa gcaaaataac agcc

<210>72
<211> 36
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> wzy (0118) sonda

<400> 72

24

atattattga taccagtaat acttaaaatc tcttcc

<210>73
<<211>17
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> wzx (045) f

<400> 73
tacgtctggce tgcaggg 17

<210> 74
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> wzx (045) r

<400> 74
acttgcagca aaaaatcccc

<210>75
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> wzx (045) sonda

<400> 75 23
ttcgttgcgt tgtgcatggt ggc

<210>76
<211>23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> wbgN (055) f

<400> 76 23
tgtaattcga tgcaccaatt cag

<210> 77
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> wbgN (055) r

20

23

23
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<400> 77 22
cgcttcgacg ttcgatacat aa

<210>78
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> wbgN (055) sonda

<400> 78 21
tccgtgcata tacgeccgegg a

<210>79
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223>nleB-2 f

<400> 79
tatyctctgg aacctattga tgaaaa

<210> 80
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223>nleB-2r

<400> 80
cctttttcgt atcgetctgg cc

<210> 81
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> nleB-2 taq

<400> 81

ttgcttcaaa ccactgaaaa agaatagggg

<210> 82
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> espK f

<400> 82
attgtaactg atgttatttc gtttgg

<210> 83
<211>23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> espKr

ES2614811 T3
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<400> 83
grcatcaaaa gcgaaatcac acc 23

<210> 84
<211> 39
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> espK sonda

<400> 84
cagatactca atatcacaat ctttgatata taaacgacc

ES2614811 T3
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para llevar a cabo una evaluacién del riesgo molecular (MRA) sobre una muestra sospechosa de
contener una Escherichia coli enterohemorragica (EHEC), que comprende las etapas:

a) poner en contacto dicha muestra o el ADN aislado de la misma con un par de cebadores derivados de al menos
los siguientes genes diana:

- StxT;

- stx2;

y los siguientes genes diana:

- espK o espKy eae;

y con un par de cebadores derivados de al menos uno de los siguientes genes diana:
- nleB;

- nleH1-2;

- nleE;

- ent/espL2;

y detectar la presencia o la ausencia de un producto de amplificacién para cada uno de dichos genes diana; y si se
detectan los productos de amplificacion para cada uno de dichos genes de la etapa a) entonces:

b) poner en contacto dicha muestra o el ADN aislado de la misma con uno o mas pares de cebadores derivados del
gen diana eae y determinar el subtipo de eae.

2. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde en la etapa b) los subtipos detectados de eae se
seleccionan de un grupo que comprende eae y; eae 3; eae 0; eae €.

3. El proceso de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, en donde dicho proceso también involucra:

Poner en contacto dicha muestra o el ADN aislado de la misma con uno o mas pares de cebadores derivados de los
genes diana rfbE (0157), wbd1 (O111); wzx (026); ihp1 (0145); wzx (0103);

y detectar la presencia o la ausencia de un producto de amplificacion para cada uno de dichos genes diana.
4. El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende las etapas:

a) poner en contacto la muestra o el ADN aislado de la misma con un par de cebadores derivados de los siguientes
genes diana:

- StxT;

- stx2;

- eae;

- espK;

- nleB o ent/espL2;
- rbfE (0157);

y detectar la presencia o la ausencia de un producto de amplificacion para cada uno de los genes diana; y si se
detectan los productos de amplificacién para cada uno de dichos genes diana entonces:

b) poner en contacto la muestra o el ADN aislado de la misma con uno o mas pares de cebadores derivados de los
siguientes genes diana y/o subtipo de eae:

-eaey;
- eae f3;
- eae 0;

-eae¢;
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- wbd1 (0111);

- wzx (026);

- ihp1 (0145);

- wzx (0103);

y detectar la presencia o la ausencia de un producto de amplificacién para cada uno de los genes diana.

5. Un proceso para llevar a cabo una evaluacion del riesgo molecular (MRA) en una muestra sospechosa de
contener una Escherichia coli enterohemorragica (EHEC), que comprende las etapas:

Poner en contacto dicha muestra o el ADN aislado de la misma con un par de cebadores derivados de los siguientes
genes diana:

- stx1;

- stx2;

y los siguientes genes diana:
- espK o espKy eae;

En donde dicho proceso se caracteriza por que también comprende poner en contacto dicha muestra o el ADN
aislado de la misma con un par de cebadores derivados de los siguientes genes diana:

- nleB;

- nleH1-2;

- nleE;y

- ent/espL2;

y detectar la presencia o la ausencia de un producto de amplificaciéon para cada uno de dichos genes diana.

6. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 5, que adicionalmente comprende poner en contacto dicha muestra o
el ADN aislado de la misma con un par de cebadores derivados de al menos uno de los siguientes genes diana:

- ehxA;
- nleF;
- nleA.

7. El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde dicho par de cebadores para cada
uno de dichos genes diana comprende:

- stx1, al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2, o un fragmento de los mismos de al menos
quince nucledtidos;

- stx2, al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 5, o un fragmento de los mismos de al menos
quince nucledtidos;

- eae, al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 8, o un fragmento de los mismos de al menos
quince nucledtidos;

- espK, al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 82 o SEQ ID NO: 83, o un fragmento de los mismos de al
menos quince nucledtidos;

- nleB, al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 79 o SEQ ID NO: 80 o un
fragmento de los mismos de al menos quince nucledétidos;

- nleH1-2, al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 25 o SEQ ID NO: 26, o un fragmento de los mismos de al
menos quince nucleostidos;

- nleE, al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 19 o SEQ ID NO: 20, o un fragmento de los mismos de al
menos quince nucleostidos;
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- ent/espL2, al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 13 o SEQ ID NO: 14, o un fragmento de los mismos de al
menos quince nucledtidos;

- ehxA, al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 10 o SEQ ID NO: 11, o un fragmento de los mismos de al
menos quince nucleodtidos;

- nleF, al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 23, o un fragmento de los mismos de al
menos quince nucleodtidos;

- nleA, al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 28 o SEQ ID NO: 29, o un fragmento de los mismos de al
menos quince nucledtidos;

- eae y utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 52 o SEQ ID NO: 53, o un fragmento de los mismos
de al menos quince nucleotidos;

- eae B utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 49 o SEQ ID NO: 50, o un fragmento de los mismos
de al menos quince nucledtidos;

- eae 6 utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 64 o SEQ ID NO: 65, o un fragmento de los mismos
de al menos quince nucledtidos;

- eae ¢ utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 58 o SEQ ID NO: 59, o un fragmento de los mismos
de al menos quince nucledtidos;

- rfbE (O157) utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 31 o SEQ ID NO: 32, o un fragmento de los
mismos de al menos quince nucledtidos;

- wbd1 (0111) utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 34 o SEQ ID NO: 35, o un fragmento de los
mismos de al menos quince nucledtidos;

- wzw (026) utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 37 o SEQ ID NO: 38, o un fragmento de los
mismos de al menos quince nucledtidos;

- Ihp1 (O145) utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 40 o SEQ ID NO: 41, o un fragmento de los
mismos de al menos quince nucledtidos;

- wzx (O103) utilizando al menos un cebador definido por SEQ ID NO: 43 o SEQ ID NO: 44, o un fragmento de los
mismos de al menos quince nucledtidos;

8. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 7, en donde dichos productos de amplificaciéon se detectan utilizando
una sonda degenerada definida para cada gen diana por las siguientes secuencias:

- stx1, SEQ ID NO: 3, o un fragmento de la misma de al menos quince nucleétidos;

- stx2, SEQ ID NO: 6, o un fragmento de la misma de al menos quince nucleétidos;

- eae, SEQ ID NO: 9, o un fragmento de la misma de al menos quince nucleétidos;

- espK, SEQ ID NO: 84, o un fragmento de la misma de al menos quince nucledétidos;

- ehxA SEQ ID NO: 12, o un fragmento de la misma de al menos quince nucledtidos;

- nleF SEQ ID NO: 24, o un fragmento de la misma de al menos quince nucledtidos;

- nleB, SEQ ID NO: 18 o SEQ ID NO:81, o un fragmento de las mismas de al menos quince nucledtidos;
- nleH1-2, SEQ ID NO: 27, o un fragmento de la misma de al menos quince nucleétidos;

- nleE, SEQ ID NO: 21, o un fragmento de la misma de al menos quince nucledétidos;

- nleA, SEQ ID NO: 30, o un fragmento de la misma de al menos quince nucledétidos;

- ent/espL2, SEQ ID NO: 15, o un fragmento de la misma de al menos quince nucledétidos;
- eae y, SEQ ID NO: 54, o un fragmento de la misma de al menos quince nucleétidos;

- eae 3, SEQ ID NO: 51, o un fragmento de la misma de al menos quince nucleétidos;

- eae 6, SEQ ID NO: 66, o un fragmento de la misma de al menos quince nucleétidos;

- eae ¢, SEQ ID NO: 60, o un fragmento de la misma de al menos quince nucledétidos;
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- rfbE (O157), SEQ ID NO: 33, o un fragmento de la misma de al menos quince nucledtidos;
- wbd1 (O111), SEQ ID NO: 36, o un fragmento de la misma de al menos quince nucleétidos;
- wzw (026), SEQ ID NO: 39, o un fragmento de la misma de al menos quince nucleoétidos;

- Ihp1 (0145), SEQ ID NO: 42, o un fragmento de la misma de al menos quince nucledtidos;
- wzx (0103), SEQ ID NO: 45, o un fragmento de la misma de al menos quince nucleétidos.

9. El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que adicionalmente comprende llevar a cabo
un control negativo de PCR y/o un control de inhibicién;

y detectar la presencia o la ausencia del producto de amplificacion de dichas reacciones.

10. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde dichas sondas estdan marcadas con al menos una
etiqueta fluorescente.

11. El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde dicho proceso comprende una
reaccion de amplificacion multiple.

12. El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde dicho proceso comprende una
serie de reacciones de amplificacion independientes.

13. El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde las reacciones de amplificacion
se llevan a cabo en una macromatriz.

14. El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en donde dichas reacciones de
amplificacién son reacciones de PCR en tiempo real.

15. Un kit para la deteccién de cepas de EHEC, que comprende el set de cebadores para cada uno de dichos genes
diana definidos en las reivindicaciones 1 a 7, y opcionalmente las sondas degeneradas definidas en la reivindicacion
8.
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