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A la iaia Paquita



“La vida es torna una festa

quan saps disfrutar de les coses normals”

(Phil Bosmans)



Una persona molt especial per mi i que estimo molt, em va ensenyar a viure d'una manera que es
podria resumir en la segiient frase: "Quan donis fes-ho sense mesura, quan rebis sigues agrait”. Ella
era la iaia Paquita, i m'agradaria que sabés que cada dia provo de semblar-me més a ella. Seguint
doncs la manera de viure que ens va inculcar amb el seu fer dia a dia, toca en aquest moment agrair un

munt de coses a un munt de persones amb les que he compartit aquests darrers anys.

En primer lloc agrair al Dr. Joan Jofre I'excel-lent direccié d'aquest treball i el fet que confiés en
mi per dur a terme aquest treball, tot i que en aquell moment ja comptava per dues. Gracies Joan per

la paciéncia, per la constdncia, pel munt de coses que he apres de tu i per tenir sempre “un minut".

En aquesta linia agrair al Dr. Francisco Lucena el munt de consells i d'anims que m'ha donat durant
aquests anys. De nou li dono les gracies per confiar en mi i per permetre'm treballar amb ell, un plaer,
sens dubte. Sense oblidar al Dr. Anicet Blanch, el “culpable” de la meva incorporacié al Departament,

sempre recordaré els nervis d'aquells primers moments i aquells "Hola Laura, com va tot?".

Agrair també a la resta de professors titulars del Departament el suport i els moments compartits.

I a l'equip d'administratius haver-me facilitat les tasques de paperassa.

Abans de passar a recordar aquells moments que de segur em faran saltar alguna llagrimeta, agrair
el poder haver disposat de les mostres necessdries per a la realitzacié del treball a les empreses

EMSSA, AGBAR i ATLL.

M'agradaria tirar enrera en el temps, per agrair molt especialment a la Marta la paciéncia que va
tenir amb mi i tot el femps dedicat a que pogués aprendre a “caminar” pel laboratori. Vaig passar-
m'ho molt bé treballant amb Vibrio, en un ambient de laboratori sempre amable al que tornaria
després del pas per la Leonera per retrobar-me amb la Yolanda, I'Albert, el Xavi Vilanova i la Melanie.
Grdcies Yolanda pels bons moments viscuts i per les hores de prdctiques que se'ns dubte van ésser
més amenes al teu costat. Records al Jorge. Del pas per la Leonera i el laboratori 13 (amb el primer
trasllat viscut) me'n recordo de la Idoia, el Xavi, el Jordi, la Nuri i la gent de la Rosina (la Sonig, la

Silvia, la Pili i la Meritxell). Van ésser pocs mesos, perd molt intensos, ho?

Amb la tesi ja comengada, va venir el segon trasllat que va servir per separar i unir personatges.
Recordaré sempre molt especialment haver conegut a I'Ana Emilia, amb qui vam compartir tants bons
moments com a companyes de laboratori. Li vull agrair la comprensid, I'amabilitat i el coratge que va
mostrar en ot moment. Van marxar a I'edifici nou molta gent que ara tornarem a trobar i d'altres que
ja han volat. Gracies a tots vosaltres, el Toni i el Jordi Urmeneta, el Quim, el Jordi Sabaté, el Marc i
la Zaira, la Marta, la Marga. I'Oscar, el Cristian, el Pere i la Ndria Prim, la Sonia P., la Sonia R., la Rosa,
la Nuria, la Cristina i el Nacho (gracias por unas prdcticas geniales y por las risas). Un record especial
per la gent de I'Albert Bosch, la Cristing, la Susana, la Gloria, el Santi i com no, el Xavi Abad. Amb ells

compartim un “amor especial” pels virus. Espero que I'ambient segueixi amb els joves Lluis, Néstor i



Mari (ei peque, dnims i molta sort, grdacies pel teu bon humor). De segur m'oblido algl, peré a tots,

gracies.

A ledifici "vell" hem compartit experiéncies de tota mena amb els que vam quedar. Provant de
recorrer el passadis, a la Siberia trobem la Cristina Garcia i I'Eli, anims, sort i gracies per la
comprensié i saber escoltar, i el Xavi Bonjoch amb qui compartim un vincle astrolégic. Xavi, grdcies
per ser com ets, no canviis. I els veins, I'Anna, sempre rient, un consell: calma i dnims i moltes grdcies
per escoltar i comprendre, |'Andrei, "mucha suerte y gracias por los masajes y las risas” i el Michel,
un dels artistes que apareixeran més en davant. Al laboratori 38 no voldria oblidar a I'Eli Gomez (crec
que tots en tindrem un record especial d'ella), la Sara i la Ndria, gracies pels dinars i les sobretaules
dels darrers temps. I a I'hora de dinar, un record especial per la Susana Merino, gracies per la teva
senzillesa, pels cops de ma i el bon humor. A l'ala cest, la gent del Dr. Joan Tomas, els nous rostres de
la Silvia, la Sandra, la Rocio i la Natalia, i els records entranyables que me'n duc del Lluis, la Marig, la
Ina i la Ceci, grdcies per fer-los possible. Seguint pel passadis, apareixen els nois i noies de la Rosina,
carregats de bon humor i una capacitat increible per arrencar un somriure. Realment un laboratori
carregat de bon rotllo, gracies Pili, Silvia, Néstor, Carles i Ayalke. Una mica més lluny, a les
muntanyes de Prades, un record per I'Olga. Molta sort a fu i al Sergio amb els projectes de futur i

grdcies per mostrar-me que ho val defallir.

I on ens trobem actualment, de retorn a la Leonera, realment renovada, amb la Maite, la Cristina, la
Ruth, i el fitxatge més recent, la Carolina. Amb elles compartim encara laboratori i ens esperen noves
vivencies, sens dubte. Maite, grdcies per l'ajuda que he rebut de tu en tot moment. Cristina i Ruth,
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I molt especialment, gracies a la “family”. Sense vosaltres aquest treball no s'hauria acabat. Gracies
mama pel gran suport en tot moment, i per les hores de cangur que han permes dedicar-me a la tesi.
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Jaume. Grdcies per aguantar estoicament les meves “neures” informatiques. I un record especial a la

iaia Dora, a la tieta Pili i a les "cosinetes" i parelles respectives.
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estimar, a veure que tot pot ésser diferent i a superar els problemes i les preocupacions. Moltes
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Introduccié general

1. AMBIENT AQUATIC. QUALITAT | GESTIO

La utilitzacid dels recursos d'aigua no
convencionals en el mén actual és
cada vegada més necessaria, tant en
el moén desenvolupat com en els paisos
en vies de desenvolupament, sobretot
contemplant la societat en el marc
d'una economia sostenible. L'Us segur
d'aquesta aigua implica conéixer des
de totes les vessants la seva qualitat. A
més, cal aprofundir en I'estudi dels
possibles efectes sobre el medi i la salut
dels diferents elements, tant quimics
com microbiologics, susceptibles de
frobar-se en aigles regenerades. Quan
aqguestes aiglies es destinen a
aplicacions que impliquen I'exposicid
humana, una gran part dels riscs aguts
per la salut estan associats amb
I'exposicid als agents bioldgics (bacteris
patdogens, helmints, protozous i virus
enterics). Des del punt de vista de salut
pUblica i del control sanitari en el mén
desenvolupat, els virus entérics sén un
dels grups microbiologics critics, degut
a la possibilitat d'infeccid per exposicid
a dosis baixes i per la problemadtica
relativa a la identificacié i quantificacid

per al seu control.

Les rutes d'exposicidé als agents
microbiologics  infecciosos  sén el
contacte directe amb superficies
contaminades (el sol, per exemple), la
ingesti® d'agigua contaminada, el
consum de vegetals que hagin estat

regats amb aigua residual, I'exposicié

als aerosols, etc. Pel que fa als
productes quimics, cal considerar com
més importants els metalls pesants, els
pesticides i les substdncies clorades,
sub-productes de la cloracié de I'aigua
residual. Molts d'aquests productes
guimics sén potencialment mutagens o
carcindgens i aquest fet requereix una
consideracié especial quan I'aigua
residual s'utilitza per a regar cultius o
per a la recarrega d'aquifers (WHO,
1989; Shuval, 1991).

Els fractaments convencionals
d'aigles residuals eliminen una part
dels microorganismes presents, donat
que aquests solen estar associats a la
matéria orgdnica particulada (solids en
suspensid) perd, no tenen com a
objectiu  prioritari  I'eliminacié  de
microorganismes. En general, la qualitat
de les aqigues regenerades ve
determinada pel seu fractament el
qual, estd supeditat al desti final de la
mateixa (rec, recdrrega d'aquifers,
etc.). Aquesta qualitat ve determinada
per pardmetres tan senzills com la
salinitat, l'acidesa i la composicid
mineralogica, a més d'altres més
complexos, com la presencia de
contaminants  toxics o organismes
patdogens. Amb la depuracid es genera
una aigua residual tractada amb un
nombre de microorganismes patdgens
inferior al de I'aigua residual bruta perd

variable. Pel que fa als virus, aquest
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nombre depéen de l'estacié de I'any,
dels virus que circulen a la poblacié en
un moment determinat, i del grau de
fractament que duu a ['eliminacio
d'aquests de I'aigua residual. Coneixer i
determinar la qualitat dels recursos no
convencionals d'acord amb els usos
d'aquests és, actualment,
imprescindible i, més especialment
quan I'Us d’'aquesta aigua pot afectar

la salut publica.

Quan els efluents de depuradores o
I'aigua residual bruta s'aboquen a rius
o mars, els virus humans poden llavors
estar presents en aquests tipus d’'aigua.
El coneixement disponible sobre el
paper de l'aigua en l|'ecologia i la
fransmissid dels microorganismes
patdogens enterics a I'ambient varia; i la
part que juguen els virus enterics i els
protozous es coneix menys que la de
molts bacteris, principalment per les
dificultats associades amb la deteccid
d’aquests microorganismes a I'ambient

aguadtic.

Val a dir que les mesures de salut

pUblica per al tractament de I'aigua

residual i la potabilitzacié de I'aigua de
beguda han permés reduir i fins i tot
eliminar moltes de les malalties de
transmissio hidrica als PAisos
desenvolupats, tot i que aquestes
malalties sén encara presents en altres
paisos en vies de desenvolupament. La
majoria  dels brots de malalfies
produides per virus de transmissid
hidrica als Estats Units i Europa han estat
causats per contaminacié evident per
aigua residual d’'abastaments d’aigua
privats i semipuUblics que posteriorment
no s'han ftfractat o s'han tractat de
manera no adient (Anderson i Bohan,
2001; Craun et al, 2003; Jofre et dal,
2003). Els brots de malalties viriques en
abastaments  d’aigua comunitaris
normalment han estat causats per
contaminacid a través dels sistemes de

distribucid (Levy et al, 1998).

La faula 1.1 mostra el nombre i fipus
de microorganismes patdgens més
freqlents en wuna aigua residual
urbana. | a més d'aquests, els que
manqguen identificar en una matriu

fortament complexa.
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Taula 1.1. Microorganismes patogens que poden trobar-se en I'ambient aquatic.

Concentracid
Microorganisme Malaltia mitjana en aigua  Dosi infecciosa
residual
Virus Enterovirus Pardilisi, meningitis, febre, 102-108 L \
poliomielitis, miocarditis,
erupcié cutdnia, infeccid
respiratoria, diarrea.
Hepatovirus Hepatitis infecciosa 102!
Reovirus No establerta
Rotavirus Gastroenteritis
Norovirus Gastroenteritis
. o 1-10 UI
Sapovirus Gastroenteritis 102-105 L1
Astrovirus Gastroenteritis
Coronavirus Enterocolitis, 106-108 L
gastroenteritis (genomes)
Mastadenovirus Infeccid respiratoria,
conjunfivitis i
gastroenteritis
Parvovirus Gastroenteritis 102-103 L
Torovirus Gastroenteritis j
Hepevirus Hepatitis
Bacteris Vibrio cholerae Colera 108-10'" ufc
Salmonella typhi Febre tifoidea 108-107 ufc
Salmonella altres Salmonelosi 102-108 ufc L 108-107 ufc
Aeromonas
Plesiomonas
E. coli patdogena Gastroenteritis 102-10°7 ufc
Campylobacter jejuni Gastroenteritis 104-105 ufc L-1 106 ufc
Shigella dysenteriae Disenteria 102 ufc
Yersinia enterocolitica Yersiniosi 109 ufc
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Taula 1.1. Microorganismes patogens que poden trobar-se en I'ambient aquatic.

(Continuacid)

Concentracié

Microorganisme Malaltia mitjana en aigua  Dosi infecciosa
residual

Protozous  Giardia intestinalis Giardiasi 102-103 quists L 10-100 quists
Cryptosporidium parvum Criptosporidiosi 0-104 ooquists -L™! 10-100 ooquists
Entamoeba histolytica Amibiasi 10-100
Toxoplasma gondiii Toxoplasmosi
Cyclospora Ciclosporiasi

Helmints  Ascaris lumbricoides Ascaridiasi 0-30 L 1-10 ous
Ancylostoma sp Anquilostomiasi 1-10 ous
Trichuris frichiura Tricocefalosi 0-3 1! 6-60 ous
Strongyloides stercoralis Anguilolosi 1-10 ous

Les eines administratives de les que es
disposa per combatre la contaminacié
del medi aqudtic sén diverses. D'una
banda, a Catalunya, es segueix el Pla
de Sanejament de juny de 1996, el qual
marca les directrius per al sanejament

d'aigUes residuals orientades a:

- Preveure la contaminacié d'aigUes
superficials, subterrdnies i marines
posant especial émfasi a la

prevencid en origen.

- Restituir el cardacter potable i natural
de les «aigles subterranies i

superficials.

L'objectiu principal és aconseguir un
nivell de qualitat de I'aigua que
asseguri els usos definits al Pla, abans
del 31 de desembre de 2005.

El Pla de Sanejament defineix els
objectius de qualitat als rius de
Catalunya i la seva classificacié com a
zones menys sensibles, normals i
sensibles (segons I'exigéncia de qualitat
creixent). Per assolir aquests objectius el
Pla de Sanejament incloia el
desenvolupament de cinc programes:
el Pla de sanejament d’'aigues residuals
urbanes (PSARU 1), el Programa de
fractament dels fangs de les
depuradores d'aigles residuals
urbanes, el Programa de sanejament
d'aigUes residuals industrials (PSARI) i el
Programa de sanejament d’'aigues
residuals d’origen ramader i el d'origen
agricola i de contaminacié d'origen
difds. Tots cinc  determinen les
actuacions dutes a terme per assolir

complementdariament els nivells de
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qualitat  establerts en el Pla de
sanejament. EI PSARU | fenia per
objecte, bdsicament, la realitzacié dels
sistemes de sanejament als nuclis de
més de 2000 habitants equivalents, aixi
com aquells que tenien una afeccid en

el medi notoria.

El Pla de Sanejament d'Aigles
Residuals Urbanes (PSARU) 2002 té com
a objecte global la millora de I'estat
ecologic dels cursos d'aigua en el
nostre pais, mitjancant la definicié de
solucions de tractament de les aigles
residuals a les aglomeracions de

Catalunya de menys de 2000 habitants.

El desenvolupament integral del
PSARU 2002 comportard passar d'unes
300 estacions depuradores d’aigles
residuals a més d'un miler. Aquest
programa estd implantat des del 2002 i
fins al 2015 i estableix que al 2005 els
nuclis amb 200 habitants també tindran
resolt el seu sanejament. Al 2015 estard
sanejat el 100% del territori de

Catalunya.

A meés, la revisid del PSARU | inclosa en
el PSARU 2002 comportard, en alguns
casos, la incorporacié de tractaments
addicionals en les  depuradores

existents.

El PSARU 2002 t¢ com a objecte la
definici6 de totes les actuacions
destinades a la reduccié de la
contaminacié a I'aigua originada per
I'0s domestic. Analitza com esta el
medi receptor i com es vol que estigui

des del punt de vista qualitatiu; per

tant, fixa I'estat ecologic desitjat per als
rius de Catalunya. A partir d’aquest
objectiu, s’ha redactat el Programa per
al conjunt de les conques i s'han definit

les solucions adequades.

Aquests plans s'inclouen en el marc
legal de les Directives europees. La
Directiva 2000/60/CE de 23 d’octubre
estableix un marc comunitari
d'actuacid en I'dmbit de la politica
d'aigles a tots els paisos de la Unid
Europeaq, va adrecada a la proteccid
de les aigUes i persegueix com un dels
seus objectius que, com a maxim I'any
2015 s’aconsegueixi un bon estat de les
masses d'aigua superficials mitjancant
el desenvolupament de mesures de
proteccié, milora i regeneracié. La
Directiva 91/271/CEE sobre el
fractament d’aigUes residuals urbanes
té per objecte la recollida i abocament
de les aigUes residuals urbanes, qixi
com el fractament i abocament de les
aigles  residuals  procedents de
determinades activitats industrials i
disposa que per a la seva aplicacié els
Estats membres adoptaran el programa
corresponent. Aquesta Directiva
defineix els nivells de tfractament de les
aigUes residuals urbanes, i calendaris
per a la seva implantacié, per a les
aglomeracions de més de 2000
habitants equivalents [Habitant
equivalent: pardmetre que permet
quantificar la carrega contaminant reall
per habitant] i, en canvi, no imposa un
determinat nivell de tractament per a

les de menys de 2000 habitants
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equivalents, recomanant solament que
sigui adequat, és a dir que permeti
assolir els nivells de qualitat establerts
pel medi receptor i fixa la data limit de
la seva installacié el 31 de desembre
de 2005.

Altres Directives disponibles per al
control del medi sén la Directiva per
AigUes de Bany (1976), la Directiva per
Aigua de Beguda (2003) i la Directiva
per Cultiu de Marisc (1991), les quals
sén instruments de la Unid Europea per
garantir que I'aigua és segura per al
seu proposit. La Directiva per a Aigua
de Beguda es recull a la Legislacié
Espanyola al Real Decreto 140/2003 el
qual és la transposicié de la Directriu de
la Unid Europea (98/83/CE) i substitueix
al Real Decreto 1138/1990 vigent fins al

moment. El  compliment amb els
pardmetres de les Directives implica
que a l'aigua s'ha d'aplicar un
seguiment regular i que els organismes
indicadors s’han de trobar per sota dels

[imits marcats.

Val a dir que des del punt de vista
microbioldgic, totes les directives o
normatives estan fonamentades en la
deteccid i control de bacteris. Nomeés
dues d'aqguestes eines inclouen els virus
com a pardmetre de qualitat «
considerar, malgrat l'interés d'aquests
microorganismes.  Aquestes sén, la
Directiva per a AigUes de bany (1976) i
els estandards per a I'eliminacié i la
reutilitzacié de fangs de depuradores
dels Estats Units (EPA, 1993; EPA, 1994).

2.  QUALITAT VIROLOGICA DE L'AIGUA

2.a. Preséncia de virus

Molts grups de virus poden habitar el
tracte intestinal dels humans i replicar a
les céellules epitelials d'aquest. Els virus
animals no formen part, perd, de la
flora normal del tracte intestinal
d'individus sans; només n'excreten els
individus infectats, principalment nens i
joves. Les taxes d'infeccid wvarien
considerablement en diferents drees
geografiques depenent  de les
condicions sanitaries i

socioecondmiques.  Només  alguns

causen suficient mal per tal que es
produeixi  gastroenteritis o alfres
malalties. El terme "virus entérics” inclou
tots aquells grups de virus que poden
frobar-se presents al fracte
gastrointestinal i que poden causar
malaltia o presentar una infeccié
asimptomatica. Aquests  virus  sén
fransmesos de persona A persona
majoritariament per la via fecal oral. Al
sortir del cos amb les femtes poden
frobar-se presents a I'aigua residual
domestica, la qual, com s’ha comentat
anteriorment, després de diferents

graus de tractament, o de tractament
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nul en alguns casos, s'aboca a les
aigUes superficials o al sol. Pel fet de ser
pardsits intracel ulars obligats, els virus
no poden replicar a I'ambient, perod si
mantenir-se infecciosos durant periodes
meés o menys llargs de temps. Els virus
entérics (Taula 2.1), els quals s'excreten
en nombres relativament alfs, poden
dividir-se en dos grups atenent al seu
creixement en cultiu cellular. La
majoria dels enterovirus, els quals
formen un grup taxonomic diferenciat
(incloent-hi poliovirus, coxsackievirus i
echovirus) creixen bé en els cultius
celdulars disponibles originats a partir
de ceélifules de primats i humanes i
estan ben caracteritzats. Altres grups
poden créixer en cultiu, com alguns
serotips d'adenovirus i els reovirus. Els
darrers no causen malalties

reconegudes.

Els virus enterics que manquen formen
un grup heterogeni que inclou rotavirus,
astrovirus, adenovirus 40/41, norovirus i
sapovirus (virus Norwalk-like i Sapporo-
like) i virus de I'hepatitis A i E entre
d'altres. Aguests no poden créixer
facilment en cultiv. La seva importdncia
recau en gque causen diferents malalties

gastrointestinals agudes o hepatitis. Els

virus tipus Norwalk no poden cultivar-se
en cap linia cellular, tot i que s'han
desenvolupat metodes d’assaig
immunoquimics i genétics per detectar-
los. Els rotavirus humans i HAV poden
cultivar-se en cultiu celilular, perd les
técniques sén dificils i requereixen |'Us
addicional d'immunoassaigs, com la
immunofluorescencia, per detectar el
creixement dels virus o la utilitzacié de
sondes d'acid nucleic (Sobsey et al,
1984; Sato et al, 1981; Hejkal et al, 1984;
Jiang et al, 1987). A més, aquests i
alguns entferovirus si creixen en cultiu
celdular, poden fer-ho sense produir
efectes citopdtics visibles sobre les

célilules (Grabow et al, 1999).

Amb la possible excepcidé de I'HAYV,
cada grup o subgrup conté un nombre
determinat de serotips fet pel qual, es
reconeixen més de 100 virus entérics
humans diferents (Melnick, 1984; Knipe i
Howley, 2001). D'altfra banda, sén
abundants en aigles ambientals virus
de fonts no humanes, entre d’'altres
alguns reovirus, que poden infectar els
humans. La significacié d'aquests i
altres virus de fonts no humanes esta

encara per determinar.
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Taula 2.1. Principals virus entérics que poden trobar-se al medi aquadtic.

Diametre
Familia Génere Virus Serotips del viri6 Embolcall Genoma
(nm)
ARN dc
segmentat (11
Rotavirus Rotavirus 6 70-75 No
segments)
31 kb
Reoviridae
ARN dc
] ) segmentat (10
Orthoreovirus Reovirus 3 70-75 No
segments)
46 kb
Enterovirus Poliovirus 3
Coxsackie A 23
Coxsackie B 6 ARN mc (+)
22-30 No
Echovirus 28 7.7 kb
Picornaviridae
Enterovirus 68 a 71 4
Hepatovirus Virus de I'hepatitis A 1
ARN mc (+)
Norovirus Virus de Norwalk 1 27-32 No
7.5 kb
Caliciviridae
Sapovirus Virus de Sapporo 1
ARN mc (+) 7,2-
Astroviridae Astrovirus Astrovirus humans 7 28-30 No 5
; ARN mc (+)
Coronavirus Coronavirus humans 2 80-150 Lipidic 0
Coronaviridae
ARN mc (+)
Torovirus Torovirus 2 120-140 Lipidic
20 kb
ADN dc
Adenoviridae = Mastadenovirus Adenovirus 49 80-110 No il
. . - ARN mc (+)
Hepeviridae Hepevirus Virus de I'hepatitis E 1 27-34 No o300

mc: monocatenari; dc: doble cadena; (+): polaritat positiva
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Els nombres de virus infecciosos
detectats per litre d'aigua residual van
des de menys de 100 unitats infeccioses
a més de 100.000 unitats infeccioses en
funci® de diferents parametres. Les
informacions existents sobre
prevalences i distribucié temporal dels
diferents virus poden semblar, en
ocasions, confradictories. Aquest fet,
possiblement degut a condicions
geografiques i climdtiques, pot
provocar que la informacié que es
presenti sigui esbicixada ja que gran
part dels estudis es concenfren en
drees geografiques determinades. En
climes temperats, els nombres de virus
en aqigua residual  generalment
incrementen durant els mesos cdlids i
disminueixen en els mesos freds,
reflexant patrons d'infeccid i excrecid
en la comunitat. Perd es troben
importants excepcions a aquest fet.
Sén els casos de HAV, norovirus i
rotavirus. La incidéncia de les malalties
causades per aquests virus incrementa

en els mesos freds.

2.b. Cicle de contaminacid virica

L'origen de la contaminacié virica d'un
medi aqudtic es troba en I'home o
animals infectats per virus enterics, els
quals excreten quantitats importants de
particules virals. El periode i la durada
de I'excrecid viral, aixi com la quantitat

de virus excretats, varien

considerablement en funcié del tipus
de virus. Per als enterovirus, la durada
mitjana d’'excrecid viral és d'un mes,
perd sovint persisteix durant més temps
(Melnick, 1996).

L'aigua residual constitueix el primer
pas d'un cicle de I'aigua al cenfre del
qual es troba I'home en tant que és el
contaminador i el receptor dels agents
patdgens transmesos per I'aigua. Com

s'ha comentat anteriorment, fora de les

céllules vives, el virus és inert perd
manté la infecciositat. D'aquesta
manera, virus excretats a [|'aigua
residual per persones infectades,
sotmesos a fractaments de depuracio,
descarregats als rius, pantans i llacs,
molt sovint sobreviuen fins arribar a
recursos d'aigua i drees recreacionals
de comunitats situades lluny en el curs
de I'aigua. Durant els Ultims anys s’han
documentat casos d’'aquest fipus de
contaminacid repetida fins i tot en
absencia aparent d'indicadors
bacterians (Schvoerer et al, 2001). Com
passa amb la resta de patdgens de
transmissi®  hidrica, a més de la
utilitzacié directa d'aigua
contaminada, la poblacid pot quedar
exposada als virus enterics a fravés
d'altres vies: marisc que creix en aigua
de mar i d’estuari contaminada, cultius
gue creixen en sols regats amb aigua
residual o adobats i condicionats amb
fangs de depuradora, aigUes
recreacionals, i fins i tot, cigua de

beguda contaminada amb virus.
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Tot i que poden donar-se brots de
malalties virals de transmissié hidrica
quan es  produeix contaminacié
massiva d'un abastament d’aigua a
partir d'aigua residual, la transmissid
hidrica d'una infeccié viral i el
desenvolupament de la malaltia que
produeix I'agent infeccids transmes,
depen de si la quantitat de virus que
arriba a I'hoste és suficient per produir
la infeccié. S’ha demostrat que pot
produir-se infeccid experimentalment
amb nombres molt baixos d’'unitats
viriques (Ward et al, 1986), amb el ben
entés que el risc d'infeccid incrementa
amb I'increment de les dosis ingerides
(Akin, 1981). No s’ha determinat el risc
gue un individu en una comunitat amb
un abastament d'aigua que contingui
molt poques unitats viriques, pugui
contraure una infeccié causada pel
consum d'aigua perd s'han realitzat
algunes estimacions (Regli et al, 1991).
L'andlisi de risc suggereix que hi ha un
risc significatiu d'infeccio resultat de la
presencia de nombres baixos de virus
altres

entérics o microorganismes

patogens en abastaments d’'aigua,
segurament pel fet que l'adigua de
beguda es consumeix en gran
quantitat i per tant poden produir-se
infeccions fins i tot si aquesta conté
nombres

(Melnick,

petits de microorganismes
1996).

banda, el percentatge d'individus que

patdogens D'altra

desenvolupen les malalties amb

simptomes clinics a partir de la infeccid

pot ser molt variable; baix,

d'aproximadament I'1% per poliovirus i
alt, del 97% per hepatitis A.

Pel que fa a la deteccié de virus
entérics en mostres ambientals, seria
raonable suposar que els nombres de
virus que es detecten actualment en
aigles sén probablement, un o més
ordres de magnitud inferiors a les
quantitats d'aquests realment presents
en elles si es consideren els seglents

punts:

- les baixes eficiencies de recuperacid

dels meétodes disponibles per

concentrar-los,

- que els sistemes de cultiv cellular

emprats habitualment en la
deteccid son sensibles a menys de la
meitat dels fipus virals excretats pels

humans,

- gque el procediment d'infeccid en
medi solid utilitzat habitualment per
detectar i quantificar els virus és
relativament poc eficient per ell

mateix i

- que, molt possiblement, hi ha virus a
I'aigua residual que no han estat

encara detectats ni identificats.

2.c. El control de la
contaminacio virica del medi

aquatic

Els esforcos per obtenir més

informacid dels virus que es troben a



Introduccié general

I'ambient aqudtic és una necessitat per
tal d'incrementar el coneixement que
contribueixi a una milora de la salut
puUblica. Més coneixement sobre el
comportament

d'aquests agents a

I'aigua facilitara la provisio
d'informacié a les autoritats publiques i
responsables pel que fa a I'Us i al

fractament de I'aigua.

Els avencos tecnologics permeten

actualment la deteccid directa

d’'alguns patdogens enterics.
L'acumulacié d'informacié permet a
més, millors estratégies de mostreig i
I'obtencié de dades més reals. Aixo, al
seu torn, permet valoracions de risc més
acurades i el desenvolupament de
models per predir els riscos associats
amb la utilitzacié dels diferents tipus

d'aigua.

Actualment a Europa no s'obliga a la
realitzacié d'andlisi rutindries per a la
deteccié d'enterovirus en mostres

d'aigua amb I'excepcié comentada

de les Aigles de Bany (Directiva
76/160/CEE). Tot i Qixo, en
circumstancies especials com una

necessitat d'aigua residual tfractada,
brots de malalties o estudis de recerca
especials, seria aconsellable realitzar
tests per a la deteccidé de la preséncia
de virus. Els organismes oficials
involucrats en els temes de deteccié de
virus a I'ambient incideixen en que les
andlisi han de ser realitzades només per
entrenats

virolegs especialment i

competents que disposin de les

instal {acions adients (EPA, 1984; APHA,
1998).

Els laboratoris que es plantegin
concentrar virus a partir de mostres
d'agigua han d'entendre que Ila
metodologia disponible té limitacions
importants. Fins i tot els métodes més
usuals per concentrar virus a partfir
d'aigua encara es froben en periode

de desenvolupament i sén analitzats,

modificats i millorats continuament.
L'eficiencia d'un meétode de
concentracié de virus pot variar

ampliament depenent de la qualitat de
I'cigua analitzada. A més, cap dels
metodes de deteccié de virus
disponibles ha estat provat de manera
adient amb els representants de tofs els
grups de virus amb importdncia en salut
publica. La majoria dels metodes de
concentracié de virus permeten
recuperacions virals acceptables en
mostres d'aigua o aigua residual
préviament contaminades experimen-
talment amb quantitats conegudes
d'alguns pocs virus entérics especifics.
Tot i que I'efectivitat del métode en el
dificil

meétodes de concentracid virals s’han

camp és d'avaluar, alguns
emprat amb éxit en recuperacions de
virus entérics naturalment presents en
aigua. Sovint pero, els metodes descrits
per a la deteccié de virus en aigua
necessiten grans equipaments per
processar les mostres i, d'altra banda,
els assaigs virals i els procediments
d'identificacié de virus requereixen, en
culfius  cellulars i

molfs Casos,
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instal {acions propies de laboratoris de

virologia.

Els procediments per detectar virus en

mostres d'aigua a través de la
recuperacié de virus infecciosos han

d’'incloure generalment, tres passos:

i) recolleccid d'una mostra

representativa

i) concentracié dels virus presents a

la mostra i,

i) estimaci® de la quantitat i

identificacid dels virus concentrafs.

Els problemes particulars associats
amb la deteccidé en I'ambient aquatic

de virus d'interés en salut publica sén:

i) la petita mida de les particules
viriques (20 a 100 nm de diametre

aproximadament),

i) les baixes concentracions de virus

a l'aigua i la variabilitat en la

3. ELS ENTEROVIRUS

quantitat i el tipus que es poden

frobar presents en ella,

i) la inherent inestabilitat dels virus

com a entitats bioldgiques,

iv) els diversos materials dissolts i en
suspensié presents en aigua i aigua
residual que interfereixen amb els
procediments de deteccid de virus
i,

v) les limitacions propies dels métodes

actuals d'estimacio i identificacid

de virus.
El present treball es centra en
metodes per a la determinacié

d’enterovirus en mostres ambientals.

Els enterovirus sén un grup de virus
que pertany a la familia Picornaviridae i
reben el seu nom pel fet que la
replicacié d'aqguests es produeix, entre
d'altres zones, com es descriu més en
I'hoste

davant, al tracte entéric de

afectat per la infeccid.

La familia Picornaviridae

Els components d'aquesta familia sén
els virus animals coneguts amb menor
contingut d'acid ribonucleic. Aquest
grup de virus formen una de les families
més grans i més important de patdgens
d'humans i d'animals, agquests amb una
important incidencia en ramaderia. La

familia Picornaviridae consta de nou
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géneres, algun dels quals afecten
exclusivament a animals i d'altres,
comprenen importants patogens
humans. Els  enferovirus, objecte

d'estudi, es descriuven més en davant

amb major detfall. Un altre grup

important de picornavirus, els rhinovirus

humans, sén I'agent etiologic més
important  causant de  refredats
comuns. Per la seva importdncia

economica i sanitdria no sorprén que
hagin estat virus molt involucrats en el
desenvolupament de la virologia

moderna. La faula 3.1 mostra la
classificacid de la familia Picornaviridae

(Knipe i Howley, 2001; ICTV, 2001).

Dins el grup dels enterovirus, els
poliovirus s'identificaren per primera
vegada I'any 1909 per inoculacio

d’'aquests virus en simis. Els virus es feren
créixer per primera vegada en cultius
celdlulars 40 anys més tard, fet que va
esdevenir la base per a les vacunes. El
1948 s'identificd un nou grup d'agents
virals, els coxsackievirus, per inoculacid
en ratolins nou nats amb extractes virals
obtinguts a partir de dos nens amb
pardalisi. La diferenciacid entre
coxsackievirus A i B s'establi pels canvis
histopatologics produits en els ratolins i
la seva capacitat per créixer en cultius
celdulars. Els echovirus s'identificaren
més tard com agents que produien
efecte citopdtic en cultiv cellular i no
presentaven patogenicitat en ratolins ni
en primats. Més recentment es van

identificar els enterovirus humans que

reberen la numeracid seqUencial del 68
al 73.

Els enterovirus humans comparteixen
un gran nombre de caracteristiques
cliniques, epidemioldgiques i
ecologiques i certes propietats fisiques i
diferencien pel

quimiques. Es seu

comportament  diferent en cultiy,
I'antigenicitat i el cicle replicatiu, tot i
gue en tots els casos I'hdbitat comu i el
lloc de replicacid és el tracte intestinal.
antivirics i

Sén resistents als

guimioterdpics coneguts i a la
inactivacid (desinfeccid) per solvents
lipidics. Presenten una tendéncia
natural a I'agregacié espontdnia que
els defensa de l'efecte dels agents
externs. S'inactiven rapidament a més
de 50°C, per llum ultravioleta i en
condicions de baixa humitat relativa. Els
cardiovirus i el HAV son
(3 o

caracteristica que els diferencia dels

enterovirus,

estables a pH acid inferior),
rhinovirus i els aphtovirus els quals sén
labils a pHs inferiors a 6. Aqguesta
diferéncia en lI'estabilitat a pH dcids
probablement representa una
adaptacié al tipus d'habitat. Mentre
que els enterovirus han de travessar
condicions dcides a I'estdmac per tal
d'accedir al seu habitat natiu, el tracte
intestinal, els rhinovirus o aphtovirus es
localitzen a les regions naso i
orofaringees on no sembla necessaria
I'estabilitat a pHs adacids. Tot i aixo,
I'estructura del virid que no ddéna

estabilitat a pH dcid en el cas

d'aphtovirus deu conferir una mena
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d'avantatge d'infeccié ja que aquests contagiosos.

son uns dels virus coneguts més

Taula 3.1. La Familia Picornaviridae (adaptat de Knipe i Howley, 2001 i ICTV, 2001)

Génere Membres Nombre de serotips
Enterovirus Poliovirus humans 1-3 3
Coxsackievirus humans A1-A22, 24 23
Coxsackievirus huma B1-6 6
Echovirus humans 1-7, 9, 11-21, 24-27, 29-33 32
Enterovirus humans 68-73 4
Vilyuisk virus 1
Enterovirus de simis 1-18 18
Enterovirus bovins 12 2
Enterovirus porcins 1-13 13
Parechovirus Parechovirus humans 2
Virus Ljungan 2 (2)
Hepatovirus Virus de I'hepatitis A* 1
Rhinovirus Rhinovirus humans 99
Rhinovirus bovins 1-3 3
Aphtovirus Virus de la malaltia peu-boca (FMDV) 7
Virus de la rinifis equina A 1
Cardiovirus Virus d'encefalomiocarditis 1
Theilovirus 2
Erbovirus Virus de la rinifis equina B 2
Kobuvirus Virus Aichi 1
Teschovirus Teschovirus porci 10
No designats >18
Total >251

*Anys endarrera apareixien com a enterovirus 72 dins el génere Enterovirus.
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3.a. Classificacid

Pel que fa a la classificacid dels
enterovirus humans, aquesta ha patit
variacions respecte a la que es
presenta a la taula 3.1 a partir de les
d’'acid

actualment

andlisi de les seqgUéncies

nucleic, quedant
establerta com segueix. Els 65 serotfips
d’enterovirus humans es classifiquen en

5 grups, enumerats de I'1 al 5:
1. poliovirus tipus 1-3

2. enterovirus humans A (HEV-A): 11

coxsackievirus A i enterovirus 71

3. enterovirus humans B (HEV-B): fots
els coxsackievirus B, coxsackievirus
A9, totfs els echovirus i enterovirus
69173.

4. enterovirus humans C (HEV-C): 11

coxsackievirus A

5. enterovirus humans D (HEV-D):

enterovirus 68 i enterovirus 70

Aquesta classificacié fou establerta
per Mayo i Pringle (1998) i Pringle (1999)
i coincideix amb I'andlisi filogenétic de
les regions que codifiquen per protfeines
de la cdpside o la regid que codifica
per
Hyypi& et al (1997) i Poyry et al (1996).
La seqUenciacid de la regié codificant
VP1

la polimerasa 3D readlitzat per

confirma la clossificacid dels

entferovirus en els 5 grups anteriorment
definits (Caro et al, 2001). Aquesta és la
classificacié acceptada actualment
pel Comité Internacional de Taxonomia
Virica (ICTV) per als enterovirus humans
(ICTV, 2001).

3.b. Genoma

El genoma dels picornavirus esta
format per una Unica molécula d'ARN
de cadena simple i polaritat positiva
Les

poliadenilada a Il'exirem 3.

comparacions de seqUéncies
assenyalen variacions de mida en els
ARN dels picornavirus amb rangs entre

7.209 i 8.450 bases.

La molecula d'ARN es divideix en
regions que codifiqguen proteines les
quals es froben flanquejades per dues
regions no traduides (5' i 3' NTR) no
codificants, reguladores (Figura 3.1) les
segléncies de les quals son altament
conservades i en les que
presumiblement es troben senyals per a
la unid de la replicasa que inicia la
sintesi de I'ARN a partir dels extrems 3’
de les cadenes positives i negatives .
Tots els ARN actuen com a ARN
missatger i codifiguen per una gran
poliproteina (2.178 a 2.332 aminodcids).
La longitud del fragment poliadenilat

també varia de mida.
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Figura 3.1. Estructura de I’ARN genomic dels picornavirus i organitzacié de la seva poliproteina.

La regid L (leader protein) només es
localitza als genomes de Cardiovirus i
Aphthovirus. La proteina pefita VPg
(viion protein, genome) estd unida a
I'extrem 5 de I'ARN. La longitud
d'aquesta proteina varia molt poc
entre els diferents virus. La regié 5'NTR
és extremadament llarga (624 a 1.200
bases) en comparacié amb les regions
homologues dels mARN cellulars. La
regid 3'NTR és relativament curta (47 a
126 bases). A partir de la regid
codificant es sintetitza una poliproteina
gue pateix una cascada de proteolisi
per tres proteinases codificades pel
virus, finals

generant 11  productes

(sense comptar la proteina L). Les
regions VP codifiguen per proteines
estructurals de la cdpside. Aguestes
quatre proteines estructurals, VP1, VP2,
VP3 i VP4 es sintetitzen com una Unica
poliproteina  que pateix protedlisi
posterior durant el cicle de replicacié
viral. La regié 2 conté gens involucrats
en la sintesi de I' ARN gendmic i codifica
per la proteina 2A involucrada en el
fenomen de ‘“shut off" de sintesi
proteica de la cellula hoste. La regié 3
codifica entre d'alires,

per una

proteasa.

Els enterovirus presenten una elevada
heterogeneitat de seqlUéncies intratipus
a les regions hipervariables, generada a
partir d’errors durant la replicacid del
genoma viral, tant si aquesta es
produeix in vivo com in vitro (Holland et
al, 1982; Kinnunen et al, 1990; Nottay et
al, 1981; Ward i Flanegan, 1992). La
variacidé en la seqglencia en un Unic
serotip, per moltes regions del genoma,
sovint és més alta que |'observada
(Drebot et al, 1994;

Kopecka et al, 1995; Péyry et al, 1992;

enfre seroftips
Zoll et al, 1994). Quan es comparen les
seqUencies de la regid codificant VP1
considerada

(regid hipervariable)

d'aillaments epidemioldgicament no
relacionats d'un Unic serotip, s'observa
al voltant d'un 25% de divergéncia a
nivell nucleotidic que correspon a un
17% de
seqUencia d'aminodcids. La variacid
de

s'observa a les regions no traduides

de divergéncia a nivell

seqléncies infratipica també
(NTR) i als gens no estructurals pero

amb menor extensio.

Un altre fenomen a considerar que
indueix variabilitat en els genomes dels
virus ARN, a més de la mutacié, és la
relativament

recombinacié, fenomen

freqUent en I'evolucid dels genomes
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dels enterovirus (Santti et al, 1999). En el

cas de poliovirus, la recombinacié
natural és freqUent i es confirma, per
exemple, I'existéncia de soques de
poliovirus recombinants derivades de
serotips vacunals i salvatges (Dahourou
et al, 2002). Alhora es suggereix que la
entre

recombinacié es  possible

diferents serotips d'echovirus quan
multiples soques epidémiques es troben
circulant simultaniament a la poblacié
(Oprisan et al, 2002). Quan diferents
genotips tenen I'oportunitat d'infectar
el mateix individu, s'excreta una gran
proporcié de virus amb genomes

recombinants.

3.c. Morfologia

Els enterovirus presenten una cdpside
de simetria icosaédrica formada per 60
cOpies de cadascuna de les quatre
proteines anomenades VP1, VP2, VP3 i
VP4, Sén virus nus, sense embolcall, de
mida petita (20-30 nm). Dins de cada
grup existeixen un nombre de serofips
determinat, definits pels epitops de la
deven «

capside, els quals es

modificacions  estructurals de la

superficie  del virid. Les proteines

estructurals, especialment els llocs
antigénics, mostren variacié intertipica.
Aquest fet es demostra per andlisi de
sequUencies (Kinnunen et al, 1990) i per
d’'aillaments

reactivitat diferencial

utilitzant jocs d'anticossos neutralitzants

monoclonals 1983;
Kinnunen et al, 1990; Peigue-Lafeuille et
al, 1990; Prabhakar et al, 1982; Webb et

al, 1986).

(Crainic et al,

Els epitops antigénics que defineixen
cada serotip, estimulen la produccid
d'anticossos especifics que es
comporten com a neutralitzants de la
infeccid. L'evolucié dels serotips segueix
un procés de deriva antigenica, en el
qgue durant el procés de copia del
genoma es

produeixen errors que

infrodueixen mutacions puntuals.
Aguestes mutacions sén acumulatives i
modifiquen progressivament les

proteines de la capside.

3.d. Replicacié

La replicacid dels enterovirus, i dels
picornavirus en general, es produeix al
citoplasma de la célula hoste. El cicle
replicativ dels enterovirus és litic i
s'esdevé completament en 5-10 hores
(tipicament 8 hores). L'esquema de la
figura 3.2 mostra el cicle replicatiu dels
enterovirus. En la primera fase de
reconeixement virus-celfula intervé un
receptor cellular el qual és, per a la
majoria dels picornavirus, una molécula
qgue pertany a la superfamilia de les
immunoglobulines que es troba present
en diferents organs diana, com el cor,
el sistema nervidés central, el fetge o
I'intesti. Després de la unid al receptor
fenomen de

es pot donar un
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desadsorcid pero si aguest es produeix,
la particula virica que ha patit canvis
conformacionals que duen a la pérdua
de la proteina VP4, perd la capacitat
d'infeccid. Aguests canvis corresponen
al primer estat de pérdua de cdapside.
La unid del virid als receptors celulars
provoca la pérdua de la proteina VP4
generant particules no infeccioses i
I'aliberament de I'ARN viral dins el
citoplasma celular a través de canals
de membrana (1). L'ARN gendmic es
fradueix directament mitjancant la

formacié de polisomes amb els
ribosomes de la céldula hoste (2). Al
cap de 30 minuts aproximadament, la
decau

sintesi de proteina celular

marcadament, gairebé fins a ésser
nulla, efecte conegut com a “shut off”,
la primera causa d'efecte citopadtic.
Aqguest efecte es desenvolupa pel
frencament d'una proteina (CBC- Cap
Binding Complex) localitzada a I'extrem
5" dels ARNm de la ceéldula hoste. El
genoma dels picornavirus codifica a la
regi® 5'-NTR per una proteina (IRES-
Internal  Ribosome Entry Site) que
substitueix a la proteina CBC per tal
que es pugui procedir amb la traduccid
de I' ARN viral després de la degradacié
de CBC. El producte de la traduccid de

I'ARN viral és una poliproteina que

pateix falls successius mitjancats per
I'accié d'una proteasa viral. Tots els talls
son  altament  especifics.  Un  dels
productes generats a partir d'aquests
trencaments de la poliproteina és una
ARN polimerasa-ARN depenent la qual
copia la cadena positiva corresponent
a I"ARN viral produint una cadena
negativa d'ARN, la qual serveix de
motlle per a la sintesi de noves cadenes
positives d’ARN que donaran lloc als
nous genomes virals (3) o que es
traduiran per a la formacidé de les
proteines virals. S'han proposat diversos
models per explicar el procediment de
replicacié del genoma viral. Un cop
sintetitzat I' ARN genomic i les proteines
estructurals del virid, es creu que es
produeix I'encapsidacié de la molecula
VPg-ARN per part de cdpsides
preformades tot i que el mecanisme
d'interaccié entre I'ARN i les proteines
no estd clar. Les capsides buides son un
producte que s'obté en totes les
infeccions per picornavirus. Un cop es
disposa del pro-virid (ARN i cdpside)
aguest pateix una maduracié per
frencament de la proteina VPO produint
les proteines estructurals VP2 i VP4 (4).
Finalment els virus surten de la céllula

hoste per lisi d'agquesta (5).
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Figura 3.2. Esquema del cicle de replicacid dels picornavirus.

3.e. Caracierisﬁques dels patogenicitat en ratolins
?nteroylrus que apareixen en immunosuprimits. Es divideixen en dos
I'estudi _
grups depenent de les lesions
provocades en aquest model animal:
Poliovirus

= Coxsackievirus A - produeixen

Els fres serofips de poliovirus no miositis difusa amb inflamacié aguda

presenten antigen comu per a tots ells |, i necrosi de les fiores de la

tot i que tenen propietats fisiques musculatura voluntdria.

idéntiques, només presenten d'un 36 @ .
) o i = Coxsackievirus B — produeixen drees
un 52% d'homologia nucleotidica. Sén

o focals de degeneracié al cervell,
els agents causants de la poliomielitis,

, necrosi dels musculs esqueletics i
entre d'altres.

inflamacié de les plagues grasses

dorsals, el pancreas i de vegades, el

Coxsackievirus miocardi.
Els coxsackievirus es diferencien Existeixen antigens especifics per a
d'altres enterovirus per la seva cadascun dels serotips corresponents
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als dos grups, pero tots els tipus del grup
B i cox A9 formen un grup antigénic. A
meés, hi ha reactivitat creuada entre
molts virus del grup A perd no es troben

antigens comuns.

Echovirus

Els primers echovirus foren trobats
accidentalment en femtes humanes
sense cap associacié amb una malaltia
concreta, durant la realitzacié d'estudis
epidemioldgics de poliovirus. Aquests
reberen el nom d’echovirus com
acronim de “Enteric Cytopathogenic
Human Orphan viruses”. Aquests virus
produien efecte citopdtic en cultiu
induien  lesions

celfular perd no

patoldogiques detectables en ratolins
grups
perd  es

immunosuprimits.  No hi  ha
antigenics  d’echovirus
produeixen reaccions creuades entre

algunes parelles.

3.f. Patogenia dels enterovirus

Els enterovirus penetren dins
I'organisme per via oral o nasofaringea
i s'estableix un periode d'incubacid
30-40 dies.

Multipliguen localment al teixit limfoide

que oscilla entre 2 i

de la faringe i les plagues de Peyer de
I'intesti i després es disseminen per via
sanguinia a altres teixits diana com la
pel, el miocardi, les meninges, el
pdncreas, el fetge, etc. on repliquen.

Els simptomes poden ser el resultat
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directe de la destruccid de celilules

diana als teixits (és el cas de la

poliomielitis) o poden deure’'s a la
resposta immune contra els virus (model
muri de miocarditis per coxsackie B)

(Knipe i Howley, 2001).

La majoria de les infeccions sén
abortives per I'existéncia d'anticossos
neufralitzants. Els anficossos 1gG, IgM i
IgA apareixen rdpidament durant el
curs de la infeccié. La immunitat és
predominantment humoral, especifica
de serofip i de llarga durada (els
anticossos persisteixen durant tota la
vida). Les persones doncs, amb un
deficit  d'immunitat  humoral, tenen
maijor risc de desenvolupar la malaltia
paralitica quan s'utilitza la vacuna oral
(Sabin,

OPV), essent recomanable en aquests

anfipolio amb virus atenuats

casos la utilitzacid de la vacuna

parenteral de virus inactivats (Salk, IPV).

Es coneixen més de 70 tipus
d’'enterovirus que causen infeccions,
sovint asimptomatiques o clinicament
inaparents, perd que, en un petit
percentatge de  casos
del

com meningitis

originen

malalties greus sistema  nervids

central, aseptica,

encefalomielitis, ataxia cerebelar,

sindrome de Guillain-Barré, mielitis

transversa i entre altres
(Taula 3.2).

enterovirus

poliomielitis,
Tot i qQque determinats
s'associen frequentment
amb brots epidémics donant lloc a un
sindrome especific, els mateixos serotips
ocasions, ésser

poden, en dalires
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responsables  d'infeccions  espord-
digues, amb diferents manifestacions
cliniues. | a I'hora, diferents virus
poden produir el mateix sindrome, fet
pel qual, les manifestacions cliniques no
son una bona base per al diagnostic

(Knipe i Howley, 2001).

Els poliovirus sén els agents causants,
enfre d'alfres, de la poliomielifis.
Aqguesta malaltia es caracteritza per
una infecci® aguda que afecta de
manera greu al sistema nervids central,
amb destruccié de les neurones

motores de Ila medulda espinal,
produint pardlisi fldccida. El periode
d'incubacié en el cas de la infeccié
per poliovirus és normalment de 7 a 14
dies. Després de la ingestié, el virus
multiplica a les mucoses orofaringea i
intestinal.  Finalment envaeixen el
sistema limfatic provocant viremia. Les
manifestacions cliniques de la infeccid
poden ser de fres tipus: en un 90-95%
dels casos hi ha infeccid subclinica
asimptomatica. En un 4-8% dels casos hi
ha infeccié abortiva amb simptomes
de la malaltia lleus que poden anar
acompanyats de meningitis aseptica.
En un 1-2% dels casos es desenvolupa
la malaltia. Normalment apareixen
simptomes de meningitis aséptica que
deriven en pardilisi fldccida. Quan hi ha
infecci® de la medulia pot produir-se

pardlisi respiratoria i mort.

La identificacié de poliovirus es pot
realitzar a partir de mostres de femtes,

frotis de la faringe i frotis rectals.

Rarament s'ailla de fluid cerebro-
espinal. Es pot cultivar i identificar la
presencia en cultiu celdular i calen,
entre d'adltres, técniques moleculars per
diferenciar entfre tipus salvatges i
vacunals. Pel que fa a la prevencid, no
hi ha cap terdpia antiviral disponible
per tant, la malaltia ha de prevenir-se a
ha dues

fravés de la vacunacid. Hi

vacunes disponibles:

i. La vacuna de poliovirus inactivats
o vacuna Salk (IPV) (Salk i Salk,
1977) consisteix en virus inactivats
per tractament amb formalina

corresponents als fres serotips que

s’administren per via inframuscular.

No indueix immunitat local ni

prevencid de la infeccié al tracte

Preveu

intestinal. la poliomielitis

paralitica ja que la viremia és
essencial per a la patogenicitat de

la malaltia.

i. La vacuna de poliovirus atenuats o
(OPV) (Sabin i

Boulger, 1973) consisteix en virus

vacuna Sabin

atenuats corresponents als  tres
serofips. Aquesta produeix
immunitat local a través de la

induccié d'una resposta amb IgA i

produeix a I'hora immunitat

sistemica. Al voltant d'una de
cada 3 milions de dosis causa
poliomielitis paralitica. Molts paisos
utilitzen aqguesta vacuna pel fet
que indueix immunitat local i és
més barata de produir que la IPV.

La taxa de resposta normal a la
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vacunacio amb OPV és del 100%.
Aquesta és la vacuna utilitzada per
la OMS en les campanyes de
vacunacioé per a 'eradicacié de la

poliomielitis.

Els virus coxsackie del gup A
produeixen una varietat de malalties
que inclouen la meningitis aseptica,
herpangina, mialgia epidémica
(pleurodinia o malaltia de Bornholm),
sindrome de ma-peu-boca, miocarditis,
pericarditis, neumonia, exantema
cutani i refredat comu. S’han relacionat
també amb malformacions congenites
i alguns ftipus de diabetis

Howley, 2001).

(Knipe i

D'altra banda, per als coxsackievirus
del grup B, a més de les malalties
enumerades per als del grup A, es
presenten evidéncies que les infeccions
per aquests fipus de virus juguen un
paper important en I'etiologia de la
diabetis mellitus dependent d'insulina
(DM-I). Alguns estudis post-mortem de
pacients amb cetoacidosi diabética
han relacionat  determinats  virus
d’aquest grup amb aquesta patologia,
particularment el virus coxsackie B4. Tot
i que la seva implicacié en el
desenvolupament de la DM-I sembla
possible, queda per determinar si els
virus inicien els processos que donaran
lloc a la diabetis o be precipiten la
malaltia en aquells pacients amb la

funci® endocrina ja malmesa. Pel que
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fa a aquesta malaltia perd, cada cop
hi ha més evidéncies que diferents
enferovirus jugarien un

la DM,

paper en
I'etiologia de no només
coxsackievirus B (Haverkos et al, 2003).
També s’han relacionat els  virus
coxsackie B4, BS i el grup A amb la

pancreatitis als adulfs.

La  meningitis  aseptica, certes
malalties febrils amb o sense exantema
cutani i el refredat comU també es
relacionen amb els echovirus (Knipe i
Howley, 2001). A més, en teixit del
sistema nervids central de pacients

amb esclerosi lateral amiotrofica es

detecten  seqUéncies gendmiques
d'echovirus 6 i echovirus 7 (Knipe i

Howley, 2001).

Hi ha una gran miscelldnia de
qguadres clinics en els que es troben
implicats els enterovirus. El sindrome de
fatiga cronica, caracteritzat per una
debilitat  del

acompanyada de midlgies, cefalees,

muUscul  esquelétic,
dificultat de concentracidé, parestésies,
etc. s'ha associat amb multiples agents
efiologics virics, essent els enterovirus un

d’ells (Lane et al, 2003).

Les técniques emprades per al
diagnostic de les infeccions enterovirals
son diverses i inclouen, técniques de
cultiu celular, de deteccid d'antigens,
de deteccid d'acid nucleic, serologia i
técniques de test de susceptibilitat a

anfivirics.
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Taula 3.2. Malalties causades pels diferents grups d'enterovirus.

Grup d’Enterovirus

Manifestacid clinica

Poliovirus

Poliomielitis paralitica*

Meningitis aséptica

Sindrome felboril

Coxsackievirus A

Meningitis aséptica

Herpangina

Sindrome felboril

Conjuntivitis

Sindrome ma-peu-boca

Coxsackievirus B

Meningitis aséptica

Sindrome neonatal greu

Miopericarditis

Encefalitis

Pleurodinia epidémica o malaltia de Bornholm

Sindrome febril

Echovirus

Meningitis aséptica

Conjuntivitis

Exantema cutani

Sindrome neonatal greu

Sindrome febril

Enterovirus 68-71

Meningitis aseptica

Sindrome de pseudo-polio

Sindrome ma-peu-boca (Ent 71)

Conjuntivitis epidémica (Ent 70)

*El simptoma clinic de poliomielitis paralitica emprat per al seguiment de I'eradicacié d'aquesta malaltia és

la paralisi fldccida aguda.

3.9. Epidemiologia

L'home és I'Unic reservori conegut per

als enterovirus que l'afecten. La

fransmissio d’aquests enterovirus

humans és, fonamentalment, per via
La via més

fecal-oral i respiratoria.

freqlent és la directa persona a

persona, trobant-se un gran nombre de
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portadors sans. A més, es donen casos
de tfransmissid per fomites (superficies
inanimades) i la preséncia d'aquests
virus a I'aigua, pot fer que aquest medi
esdevingui un vehicle de transmissid

d’aqguests microorganismes.

Els enferovirus poden frobar-se en

forma endemica o presentar-se en
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brots epidémics que es descriuen més

freqUents a l'estiv i la tardor, en

societats que presenten un nivell
socioeconomic baix i en la fraccié de
poblacié corresponent a lactants i

nens.

La poliomielitis es produia arreu del
moén abans de la infroduccid dels

programes de vacunacié. Aguesta

malaltia i poliovirus es  troben
actualment en procés d'eradicacid a
nivell mundial. L'objectiv 5 de
I'estrategia de “Salut per a tots I'any
2000" de la OMS

I'eradicacié de poliovirus per a finals de

plantejava

I'any 2000; actualment s'espera per al
2005.

reduccié a zero permanent a nivell

S'entén per eradicacié la

mundial de la incidéncia d'una
infecci6 causada per un agent
especific. Aquesta reduccié és el

resultat d'esforcos deliberats i per al seu

manteniment no calen  mesures
d'intervencié durant periodes llargs de

femps (Hinman, 1999).

Per a I'eradicacié de la poliomielitis,
la OMS ha elaborat un “Pla
d'actuacions I'obtencid del

Certificat

per a

d'Eradicacié de la
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Poliomielitis” en el que Espanya
participa dins del grup europeu. Les
actuacions que aquest grup considera
necessaries per a la consecucié del

certificat son:

i) implantar un sistema de vigildncia

eficac de la pardlisi flaccida
aguda,
i) aconseguir i mantenir alfes

cobertures de vacunacio,

iii) organitzar un sistema de vigildncia

ambiental i,
iv) realitzar un estudi sero-
epidemiologic que valori I'estat

immunitari de la poblacié front el

virus de la poliomielifis.

Aquestes quatre actuacions s'estan
duent a terme a Espanya des de 1997.
El tercer dels punts, es pot considerar
una rad més que determina la
importancia de la correcta determi-
nacidé de presencia d'enterovirus en

mostres ambientals.

Segons informes de la OMS, poliovirus
ha estat eradicat de moltes regions del
del

subcontinent indi i regions de I'Africa

mén  amb  les  excepcions

sud-sahariana.
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4. PERSPECTIVES EN VIROLOGIA AMBIENTAL

Durant els darrers 50 anys s'ha

desenvolupat a la comunitat cientifica,

pel
de transmissid

una preocupacio creixent

problema dels virus

hidrica, tant en els aspectes
metodologics com epidemiologics. Als
inicis de la virologia ambiental els
primers esforcos per als temes que
incloien la salut publica i la recerca
epidemiologica, es centraren en la
deteccié de poliovirus i la seva
distribucid en I'ambient. Les preguntes
sobre la implicacié que tenia a nivell de
salut publica la preséncia dels virus
enterics a I'aigua, van sorgir en aquest
moment, quan es va posar de manifest
la presencia de poliovirus a nivell del
fracte enteric i van plantejar-se dues
qUestions: si poliovirus és un patogen de
fracte entéeric, és un patdogen de
fransmissid  hidrica? Pot transmetre's
directa o) indirectament per
contaminacié a partir dels virus presents
en aigua residual?2 Cal considerar els
estudis realitzats per Melnick els anys
50s, els quals van determinar que, guan
els casos de pardlisi sén prevalents a la
comunitat, poliovirus es froba present
en aigua residual en grans nombres i es
mantenen infecciosos en ella durant
diverses setmanes. Estimant la quantitat
de virus excretats didriament per un
portador tipic, Melnick va determinar
infeccions

que la relacid entre les
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asimptomadtiques i els casos que
desenvolupaven pardlisi  havia de
frobar-se sobre 100:1 (Metcalf et dal,

1995). Des de llavors, I'interés s'ha estées

a altres virus.

Tot i que es troben nombres elevats
d’'enterovirus en aigua residual i que
aqguests poden daillar-se regularment a
partir d’aigies contaminades, els brots
afribuits a Il'aigua contaminada per
enterovirus sdn pocs, i les evidéncies
que connecten la presencia
d'enterovirus en I'aigua residual amb
un possible paper d'aquesta en la
sén

fransmissi® de malalties virals

pobres. En canvi, hi ha evidéncia de
transmissi6 de la malaltia per aigua
contfaminada per a diferents virus; HAV,
calicivirus humans, virus de Norwalk,
virus tipus Norwalk, HEV, rotavirus i

astrovirus.

L'interés per la presencia de virus
enterics patdogens al medi aqudtic es
segui desenvolupant des dels inicis de
la virologia ambiental i, el 1979, la OMS
publicava un informe del “Grup
cientific de la OMS especialitzat en virus
humans en aigua, aigua residual i sol"
(WHO,

participacié de la USEPA (United States

1979) en el qual s'incloia la

Environmental Protection Agency). En
aqguest informe es recolliren una série

de conclusions i recomanacions
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algunes de les quals es resumeixen a

confinuacio.

- La contaminacié de I'aigua i el sol
amb aigua residual i femtes humanes
que continguin virus pot suposar

problemes reals de salut publica, un

fet aplicable també, a drees del mén
en que la majoria de les malalties
bacterianes de fransmissid hidrica

estan sota conftrol.

— La constant exposicié de grans grups
de poblacidé a nombres relativament
petits de virus entérics en grans

volums d'aigua poden conduir a un

estat endémic de disseminacid de
virus a la comunitat, el qual pot i ha

de prevenir-se.

— Els métodes per a la concentracié i el
recompte de virus en grans volums
d'aigua no estan estandarditzats i

caldria fer-ho.

— Haurien d'andlitzar-se I'aigua de

beguda, les fonts d'abastament, els

efluents de depuradora destinats a la
reutilitzacié per al consum domeéstic i
haurien d'establir-se recomanacions
addicionals  per als limits de
concentracié viral per a I'aigua per a
Usos recreacionals i cultiv de marisc i
els efluents i fangs de depuradora

ufilitzats en agricultura.

— Cal recerca sobre els riscs de salut
associats amb la preséncia de virus a
han

I'aigua i al sol. Els estudis

d'incloure el desenvolupament i
I'avaluacié de métodes de deteccid
de virus i indicadors alternatius de
contaminacié viral (bacteriofags) i
I'establiment de metodes per a la

inactivacié i I'eliminacié d'aquests.

Val a dir que, les conclusions del grup
especialitzat de la OMS podrien ésser
encara vigents avui dia en molts dels
casos i que, les recomanacions, tof i
tractar-se del 1979, en molts punts estan

encara per resoldre’s.

5. METODES DE DETECCIO DE VIRUS A L’AMBIENT AQUATIC

5.a. Antecedents

Des dels inicis de Ila virologia

ambiental, els metodes s'han
desenvolupat en dos fronts, la deteccid
i la concentracid de virus. Pel que fa als
meétodes de deteccid, aquests han

seguit una evolucié des dels inicials que

26

implicaven el desenvolupament d'una
infecci® detectable en animals de
laboratori 0 ous embrionats, la deteccid
d'efecte citopdtic en célules en cultiu,
d'altres basafs en metodes
immunologics i finalment, els métodes
gue detecten I'dcid nucleic o genoma
La reacci® en cadena de la

(PCR) i la

viral.

polimerasa franscripcié



Introduccié general

reversa seguida de PCR (RT-PCR) sén

técniques rapides, sensibles,
especifiques i quantitatives. Aqguestes
técniques sén les Uniques disponibles
per a la deteccid en aqigua de
determinats virus (HAV, HEV, norovirus,
rotavirus i astrovirus) que no es cultiven
sobre ceéllules o ho fan amb molta
dificultat. Els inconvenients principals
sén la inhibicid per substancies presents
en mostres ambientals i la incapacitat
de diferenciar entre virus infecciosos i
no infecciosos a partir dels resultafs
obtinguts. A més, es reconeixen altres
inconvenients de la técnica com
I'anomenat “efecte maquina” i el fet
conegut com PCR bias (Urban et al,
2003). Les gUestions que es plantegen
al voltant de la utilitzacié de les andlisi
basades en tecniques de PCR per als
estudis relacionats amb temes de saluft,
es cenfren en saber quina és la
significacié per a la salut publica d'un
resultat positiu i si les andlisi directes per
a determinats virus podrien substituir els
programes de seguiment ambiental
amb la salut

relacionats publica

actuals.

D'altra banda, s’han desenvolupat
técnigues de concentracid de virus a
partir de diferents mostres ambientals.
Aquestes técniques inclouen, adsorcid-
elucidé a filtres, adsorcid-elucié a pols de
vidre, adsorcid-floculacié amb
polielectrolits, adsorcio-floculacié amb
hidroxid d'alumini, floculacié orgdnica,
amb

precipitacié protamina,

ultrafiltracid, hidroextraccié i, separacié
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en dues fases. Alguns d'aquests

metodes sén  poc  eficients en

determinades circumstdancies i cap
d'ells t¢ una aplicacié universal en
I'actualitat. Hi ha molts canvis en la
qualitat quimica dels residus i les aigles
residuals i els efectes imprevisibles
d'aquests canvis en les eficiencies dels
meétodes per concentrar
qguantitativament virus a partir de les
aigUes és un problema amb el que ens
trobem constantment. Aixi, els métodes
sempre necessiten una seleccié i una
flexibilitat per a cadascuna de les

situacions.

Malgrat doncs, els esforcos realitzats,
els métodes per a la recuperacié de
féra

virus no han

desitjable. El

avancat com
nombre de meéetodes
estandarditzats és minim. Només la
American Public Health Association
(APHA), Works

Association (AWWA) i la Water Pollution

la American Water

Control Federation, a través de la seva
publicacié "Standard Methods for the
Examination of Water and
Wastewater”, la American Society for
(ASTM) i la U. S

Protection Agency

Testing Materials
Environmental

(USEPA) recomanen metodes per a la
recuperacid de virus a partir de

I'ambient aqudtic. A Europa, la
Comissi® Europea de Normalitzacid
(CEN)

d'acceptacié d'un meétode per la

estd en la fase final
determinacié d’enterovirus en aigua.
L'estat actual de la situacid requereix

fer les segUents consideracions:
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- Canvis en la qualitat de I'aigua a

analitzar poden afectar
marcadament |'eficiencia de cada
meétode descrit. En aquest sentit, val a
dir que es disposa de pocs estudis
I'eficiencia  de

que comparin

diferents meétodes en les mateixes

condicions, amb les mafteixes

qualitats de mostra.

- Cap dels metodes descrits ha estat
estudiat amb més d'uns pocs virus.
S'han realitzat molts estudis a nivell de
laboratori perd gairebé no hi ha

estudis de camp.

- Cap dels metodes és igualment
eficient per a la recuperacié de tofts
frobats  més

els ftipus de virus

freqlentment en maftrius aquoses

ambientals.

- Algunes de les tecniques descrites son

costoses de feina i d'altres

requereixen equipament car.

5.b. Concentracié de virus

Com s’ha assenyalat anteriorment, els
virus sovint es troben a I'ambient en
concentracions massa baixes que no
permeten la deteccié directa. En
aqguests casos la mostra ha d'ésser
processada per tal concentrar els virus
en ella en volums

presents petits,

normalment menys de 50 mL, que
puguin
metodes de

avaluar-se directament. Els
concentracio son

necessaris amb la possible excepcid de
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les mostres corresponents a aigua

residual bruta en certes drees o

periodes de Il'any. S'han proposat
nombrosos meétodes de concentracié
de virus entérics els quals han estat
assajats sota condicions de laboratori
amb mostres contaminades
experimentalment i en alguns casos,
detectar virus en

emprats  per

condicions de camp.

Per tal que un métode sigui Optim per
a la practica de la concentracié de

virus, hauria de seguir els seglents

criteris:
- ésser tecnicament facil
- poder redlitzar-se en poc temps

- tenir altes taxes de recuperacié de

virus
- concentrar un ampli rang de virus
- produir un volum petit de concentrat
- ésser econdmic

- ésser capac de processar grans

volums d'aigua

- ésser repetible (dins el laboratori) i

reproduible (a diferents laboratoris)

- ésser aplicable a aigles de diferent
qualitat
No hi

acompleixi amb tots els requeriments. Hi

ha un metode Unic que

ha quatre aproximacions principals

atenent a les propietats de les

particules  viriques, les quals s'han

desenvolupat i aplicat durant els Ultims

50 anys i cada técnica conté
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nombroses variacions (Taula  5.1).
D'aguesta manera es comptabilitzen
més d'un centenar de metodes

diferents de concentracié de virus.

La majoria dels procediments s’han
utilitzat per concentrar virus a partir de
100 litres, i

(principalment els basats en

volums de mostra d'l a
alguns
cartutxos) sén adients per volums de
1000 L 0 més. Perd els métodes de
concentracié de virus sovint només sén
capacos de processar volums limitats
d'aigua d'una determinada qualitat.
metode de

Per seleccionar un

concentraci® cal considerar la
probable densitat viral a la mostra, les
limitacions de volum del metode per al
tipus d'aigua a andlitzar i, la preséncia
de constituents que puguin interferir en
el procés de concentracid de virus. Aixi
doncs, habitualment, els volums de
concentracié recomanats depenen del
fipus de mostra. Tradicionalment, les
guies que es podrien prendre serien les
segUents. L'aigua subterrdnia i de
beguda conté molt pocs virus i cal
processar volums de mostra de 100 L o
mes, mentre que les  aigles
recreacionals i de riu poden contenir
més virus i llavors és suficient processar
volums de 10 L. Els efluents de

depuradora que provenen de
fractaments secundaris contenen alts
nivells de virus i és suficient I'andlisi de
volums d'l L de mostra. Els virus en
aigua residual bruta poden detectar-se

directament (en pocs mililitfres) o, com
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a molt, cal processar volums de 100 mL

de mostra.

Els procediments de concentracid de
virus a partir de mostres aquoses poden
classificar-se en sistemes de
concentracié primaris i secundaris (o
reconcentracid). S'entén com «a
metode de concentracié primari aquell
que permet passar de grans volums de
mostra (varis lifres) a 1 litre i, com a
metode de concentracié secundari
aquell que permet recuperar els virus
presents en aquest litre en pocs
mil lilifres. Dins els procediments emprafts
per a la concentracid primaria es troba
el metode de filtracié-elucid a través
de filtres microporus. Val a dir que de
vegades la classificacié en metode de
concentracié primari o secundari no

pot definir-se clarament.

La descripcid del metode de
determinacié de virus adsorbits sobre
membrana d'ésters de

(VIRus
ENumeration) Viraden
2000),

com d nou

filtres de
cellulosa ADsorption
(Papageorgiou
et al

permet I'aplicacid

d'aquest sistema  de
concentraci® de virus a partir de
mostres ambientals. El métode Viraden,
com es veurd durant el decurs del
treball, pot aplicar-se com a métode
de concentracié primari (aplicat fins al
moment per a volums de mostra de fins
a 10

concentracidé secundari.

litres) i com a metode de

Els metodes que es recullen a manera

de resum a la taula 5.1 presenten
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actualment multitud de modificacions
eficients i
dels

per tal de ferlos més

adaptar-los a les condicions

diferents tipus d'aigua a concentrar.

La majoric  de meétodes de
concentracié de virus es basen en
procediments d'adsorcié-elucid.  Els
virus poden concentrar-se adsorbint-los
de manera reversible a  filtres
microporus i després eluir-los d'aquests
filtres en volums petits de liquid. Les
mostres sén filtrades, generalment a
pressid, i els virus queden adsorbits
sobre els suports, presumiblement per
interaccions electrostatiques i
hidrofobiques. Hi ha dos tipus de filtres
filires

adsorbents  disponibles:  els

electronegatius (amb superficie

carregada negativament) i els filtres

electropositius (amb superficie
carregada  positivament).  Els  filtres
elecfronegatius generalment  estan

compostos d'ésters de cellulosa o de
fibres de vidre amb resines orgdniques.
Aquests  adsorbeixen virus molt
eficientment en preséncia de cations
polivalents com AR* i Mg?* i/o a pH
pH 3,5

la mostra es fa

acid, normalment Quan
s'afegeixen ions a
necessari un pas de rentat del filire
amb NaOH 0,14 M abans de I'elucio
dels virus. Els filtres electropositius estan
compostos de fibra de vidre o cel Julosa
orgdniques

i resines polimériques

carregades  positivament.  Aqguests
adsorbeixen els virus eficientment dins
un ampli rang de pH sense necessitat

d'afegir ions polivalents. Si la mostra és
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neutre o dcida, pot processar-se amb

aguest  tipus de filtres sense

condicionament quimic. Quan
s'utilitzen filtres electropositius només cal
assegurar que el pH de la mostra no
sigui superior a 8 ja que en aquest cas
eficiencia molt

el fitre perd

rapidament. Els tipus de filtres més
ufilitzats i recomanats es descriven a

continuacid.
Filtres electronegatius:

1. filtres de membrana de nitrat de
cellulosa de 293 mm de didmetre i
8 i 1,2 um de diametre de porus

(Millipore Corp.) o equivalent.

2. filtres de cartutx de fibra de vidre
epoxy de 17,8 cm de longitud i 8
um de didmetre de porus (Balston,

Inc.) o equivalent.

3. filires de cartutx de fibra de vidre i
resina acrilica plegada de 25,4 cm
de longitud i 0,25 o 0,45 um de
didmetre de porus (Filterite Corp.) o

equivalent.
Filtres electropositius:

1. filtres de membrana de celulosa
amb superficie modificada i filtres
Virosorb TMDS de 293 mm de
didmetre (CUNO).

2. filtres de cartutx de cellulosa
modificada amb doble cdarrega de
medi filtrant plegat de 25 cm de
longitud i 0,2 um de didmetre de
porus Virosorb TMDS (CUNO) o

equivalent.
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3. filtres de cartutx de celulosa i fibra
de vidre combinats amb una resina
de melamina Zeta Plus MK (CUNO)

0 equivalent.

Un estudi entre diferents laboratoris va
permetre coneixer les recuperacions
obtingudes  utilitzant el  metode
d'adsorcié-elucid trobant-se aguestes
enfre un 2 i un 63% quan es realitzaven
els experiments amb nombre de virus
baix afegits a I'aigua de beguda i entre
un 3 i un 46% quan es redlitzaven amb
un nombre de virus alt afegits (Melnick

et al, 1984).

Els  virus  adsorbits  normalment
s'elueixen de les superficies dels filtres
microporus generalment per filfracié a
pressid d'un petit volum d'eluent a
fravés dels filtres in situ. L'eluent pot ser
una solucié proteinica (extracte de

carn) lleugerament alcalina o un
tampd més alcali com el tampd glicina-
NaOH a pH 10,5 - 11,5. Si s'utilitza el
tampd glicina-NaOH com a eluent, es
recomana utilitzar pH 10,5 per la gran
probabilitat d'inactivacid d'alguns virus
a pH elevat. S'"han assajat multitud de
compostos per tal d'ésser utilitzats com

a eluents (Farrah i Bitton, 1978).

Per tal de definir els filires microporus
que oferien millors recuperacions i més
avantatges es van realitzar estudis amb
diferents filtres i combinacions de filtres
millorant la sensibilitat dels sistemes
(William et al, 1976; Rose et al, 1984;
Shields et al, 1985). Els diferents metodes

mostren una gran variabilitat pel que fa

a I'eficiencia d'aquests, proporcionant
recuperacions del 24% amb filtres de
membrana electropositius TMDS i del
34%
(Melnick et al, 1984; Sobsey i Jones,
1979; Sobsey i Glass, 1980) . Els métodes

d'adsorcié-elucid es consideren molt

amb filterite  electronegatiu

bons quan s'aconsegueixen
percentatges de recuperacié al voltant
del 50%.

electronegatius per addicié de polimers

Modificacions dels filtres

cationics ofereixen recuperacions
mitjanes d’enterovirus que van del 75%
al 111% (Preston et al, 1988). Dins els
detfecten

filtres  electropositius  es

diferencies quan a la recuperacid
d’'enterovirus utilitzant fipus de filires
diferents, obtenint-se recuperacions
superiors amb els filires TMDS respecte
als MK (Ma et al, 1994b). Aquests han
estat utilitzats en estudis de camp, i
s'han avaluat amb diferents tipus de
virus i d'aigUes obtenint-se
recuperacions variables (Chang et al,
1981). La conservacié dels filires abans
del seu processat ha estat també tema
d'investigacié, observant-se que hi ha
perdua considerable dels virus adsorbits
en 2 dies quan es conserven a 4°C,
mentre que la conservacid a -70°C
ofereix recuperacions estables durant 4

dies (Dahling i Wright, 1984).

Dins els métodes de concentracio
primadria basats en adsorcié-elucié, a
més dels suports de filtres descrits fins
ara, cap la possibilitat d'aplicar alires
suports com pols o llana de vidre.

Aquests metodes ofereixen I'avantatge
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de poder usar-se per grans volums de
mostra (100-500 litres) quan aquesta
presenta valors de terbolesa elevats ja
que el sistema no es colmata pels solids
en suspensid presents a la mostra pel fet
d’ésser un sistema de filfracid dinamica
(Schwartzbrod i Lucena, 1978; Vilagines
et al, 1979).

Els metodes de  concentracio
secundaria recomanats, quan aguesta
es redlitza a partir de solucions
proteiques emprades com a eluents
sén, la  floculacid  orgdnica, el
procediment

amb hidroxid
hidroextraccié-didlisi amb PEG (APHA,

1998). Existeixen perd, alfres metodes

d'adsorcié-precipitacid

d’alumini i la

de reconcentracié com la liofilitzacié
(Villena, 2003). La floculacié orgdnica,
ampliament  utilitzada, implica la
precipitacié dels virus per acidificacid
dels eluats a pH 3,5, la recuperacié del
precipitat per centrifugacid i la
ressuspensid en un volum petit de
tampd alcali. Aquesta o la floculacid
amb extracte de carn i sulfat d’amoni
(Katzenelson et al, 1976; Shields i Farrah,
1986; Bosch et al, 1988)

recuperacions que van del 40 al 75% i

permeten

son optims per a volums d'un litre. El
procediment de floculacié orgdnica
s’ha vist modificat amb I'addicié de
silicats per incrementar I'eficiencia de
recuperacid de virus a partir de mostres
d’aigua (Dahling i Wright, 1986b) o per
I'addicid de clorur ferric 25 mM en
aqguelles solucions que no permeten la

floculacid a pH 3,5 (Payment et al,
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1984).

detecten diferéncies entre diferents lots

En aquest mateix freball es

d'extractes de carn i es recomana que
cada lot s'assagi abans de la seva
utilitzacié pel que fa a la recuperacié
de virus. L'elucié amb extracte de carn
al 3% a pH 9.0 i la floculacid orgdnica
posterior permet recuperacions que
van del 68 al 100% amb una mitjana del
85% per a aigua residual tractada,
mostrant-se més eficient la floculacié
orgdnica que la inorgdnica (Landry et

al, 1978).
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Taula 5.1. Tecniques de concentracié de virus entérics en aigua.

Volum Contingut Necessita
. . Qualitat ) ; Cost .
Tecnica Metode inicial devirus  Recuperacié6 concentracioé . Observacions Referéncia
de I'aigua . economic
(litres) relativ secundaria
Aigua
B B residual Baixa a o
Adsorcio-Elucio Gases Gran Alt . No Cap No quantitatiu
bruta o mitjana
tractada
Grans volums
Membranes Baix a 50-60% amb i o )
) Totes 1-1000 R o Si Mitja requereix bombes APHA, 1998
electronegatives mitja practica .
dosificadores
] No cal Sobsey i Jones,
Membranes Baix a 50-60% amb i o o
- Totes 1-1000 R o Si Mitja condicionament 1979
electropositives mitja practica .
previ APHA, 1998
Qualsevol Variable: més Pot colmatar-se
Cartutx . Baix a i . L
i amb baixa  1-50 R alt amb Si Baix mes rapidament APHA, 1998
electronegatius mitja )
terbolesa aigues netes que les membranes
Cartutx Baix a ) .
- Totes 1-1000 . Variable Si Mitja Ampli rang de virus APHA, 1998
electropositius mitja
No cal
Baix a . Vilagines et al,
Llana de vidre Totes 1-1000 . Variable Si Baix condicionament
mifja 1993

previ

33
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Taula 5.1. Tecniques de concentracié de virus enterics en aigua. (Continuacia).

Volum Contingut Necessita
. . Qualitat 3 3 Cost ..
Tecnica Metode inicial de virus Recuperacido concentracio . Observacions Referencia
de I'aigua . economic
(litres) relativ secundaria
; ; Si el volum és o ) Schwartzbrod i
Adsorcié-Elucio Pols de vidre Totes <100  Qualsevol 20-60% i Mitja Aparell especial
més de 100 L Lucena, 1978
Molt lent. Es
Membranes Només colmata
Atrapament ] Baix Alt Bona No Baix o ]
d'alginat netes rapidament si la
mostra és terbola
» Membranes i . o
Ultrafiltracio Netes Baix Qualsevol Variable No Mitja Lent
simples
o Efluents i
Flux tangencial i Cal prefiltrar per
i i fractats o Alt Baix Variable De vegades Alt L
fiores buides . aigUes terboles
millor
Efluents
Filtracio per flux Manca
) fractats o Alt Baix No es coneix  No es coneix Alt Paul et al, 1991
vortejat . desenvolupament
millor
Gran pérdua de
] Variable o . .
Hidroextraccid PEG o sacarosa Netes Baix Alt (toxicitat) No Negligible Virus per a aigua APHA, 1998
oxicita

residual bruta
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Taula 5.1. Tecniques de concentracid de virus enterics en aigua. (Continuacia).

Volum Contingut Necessita
. . Qualitat ; 3 Cost .
Tecnica Metode inicial devirus  Recuperacié concentracié . Observacions Referencia
de I'aigua . economic
(litres) relativ secundaria
Amplirang, perd
Ultracentrifugacié Netes Baix Alt Mitjana No Alt normalment no
practic
Floculacié o ] Katzenelson et
- Qualsevol 1 Qualsevol 40-75% No Mitja Amplirang
organica al, 1976
. Quan no flocula bé
o Floculacié amb . Payment et al,
Alfres tecniques R Qualsevol <10 Qualsevol Bona No Baix amb extracte de
clorur férric 1984
carnapH 3,5
Adsorcié-
. ) Adsorbent no Farrah et al,
precipitacio amb  Qualsevol <10 Qualsevol 70% No Baix .
o N especific 1977
hidroxid d'alumini
Modificacié de la
Terra de L Farrah et al,
. Qualsevol <10 Qualsevol 80% No precipitacié amb
diatomees 1991
Al(OH)3
o ) ) Toxic per les
Particid bifasica Qualsevol <7 Qualsevol Variable No Baix .
celfules
Oxid de ferro ) o o
. Netes <50  Qualsevol 60-80% No Baix Facil i economic Rao et al, 1981
magnetic
i ImLa ) » Papageorgiou
Viraden Qualsevol Qualsevol Alta No Baix No cal elucio
10L et al, 2000
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El procediment de concentracidé per

adsorcid-precipitacié  amb  hidroxid

d’'alumini  (Farrah et al, 1977) implica
probablement, interaccions electrosta-
entre la virus

tiques superficie del

carregada negativament i les
superficies carregades positivament de
I"hidroxid d'alumini i la coordinacié de
la superficie viral amb els complexes
hidroxi-aluminics. Els virus s'adsorbeixen
a un precipitat d'hidroxid d’alumini que
s'afegeix a la mostra o que es forma en
ella a partir de sal soluble d'alumini i
una base com el carbonat de sodi o
I'nidroxid de sodi. Un cop s’ha permeés
I'adsorcié dels virus al precipitat,
aquests es recullen per filtracié o per
centrifugacié. El precipitat pot ser
inoculat directament en hostes de
laboratori per a I'assaig de virus o bé,
poden eluir-se els virus del precipitat

amb un tampd alcali o una solucié

proteinica abans d'assajar-se.
L'adsorci® viral pot incrementar-se
utilitzant  grans quantitats  d’hidroxid

d'alumini, perd en aquest cas els virus
adsorbits esdevenen més dificils d’eluir.
Es per aqixd que per aconseguir la
maxima recuperacié de virus s'utilitzen
d’hidroxid

d'alumini. A més, I'hidroxid d’alumini és

quantitats intermedies
un adsorbent no especific que pot
concentrar altres substancies a més
dels virus. La presencia d'aguestes

impureses pot fer que la mostra
concentrada esdevingui toxica per als
cultius cellulars emprats habitualment

en els assaigs virals.

36

Aquest procediment permet
recuperacions mitjanes del 70% (Farrah
et al, 1978b) i, modificacions d'aquest
utilitzant terra de diatomees, permeten
recuperacions del 80% i superiors en
aigua de beguda per als enterovirus

analitzats (Farrah et al, 1991).

La hidroextracci® amb PEG és un
procés d'ultrdfiltracié en que la mostra
es situa dins una bossa de didlisi de
cellulosa i s'exposa al PEG, un material
higroscopic. L'aigua i els microsoluts
abandonen la mostra passant a través
de la membrana de didlisi
semipermeable mentre que els virus i
altres macrosoluts no poden fravessar-
la. D'agquesta manera el volum de
mostra dins la bossa de didlisi es redueix
per pérdua d’'aigua, concentrant aqixi
els wvirus i els macrosoluts. Les
investigacions inicials d'aquest metode
comuniguen recuperacions de virus a

partir d'aigua residual molt variables.

Quan els eluents son solucions no
proteiques (tampd glicina + NaOH) els
metodes més adients sén I'adsorcid-
elucié en filtres microporus de didmetre
petit. Els filtres utilitzats en aquest pas de
reconcentracié poden ser de nou, filtres
electronegatius de fibra de vidre i
resina acrilica o filires electropositius
Virosorb 1TMDS, ambdds de 47 mm de
didmetre. En aquest cas també cal
tenir present la necessitat de
condicionament previ de la mostra en
el cas de la utilitzacid dels filtres

electronegatius (APHA, 1998).
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Els procediments basats en I'adsorcio-
elucid i la reconcentracié posterior
emprant diferents metodes han estat
ampliament utilitzats (Berg et al, 1978;
Simmonds et al, 1982; Bosch et al,
1986b; Scheuerman et al, 1987; Bosch
et al, 1988; Asano et al, 1992), perd
s'obtenen eficiencies de recuperacid
del 5 al 10%
s'apliguen als efluents de depuradora

(Bosch et al, 1988).

molt baixes, quan

En els casos de I'elucid amb eluents
no proteics, pot aplicar-se el métode
meétode de

Viraden com a

reconcentracio. Aqguest podria
incloure’s en els metodes de filtracié a
través de filtres electronegatius d'ésters
de celiulosa de 47 mm de didmetre,
perd amb la caracteristica propia del
metode del fet que no cal un segon
procediment d'elucié, sind que es

segueix amb la determinacié
directament sobre el cultiu cel fular dels

enterovirus adsorbits.

Els diferents métodes de concentracid
presenten avantatges i limitacions per a
cadascun d’ells. D'una banda, els
meéetodes d'adsorcié-elucid sén els que
mostren més aplicabilitat per a la
concentracié de virus a partir de grans
volums d'aigua i poden utilitzar-se per a
I'estudi d'un ampli rang de mostres
amb grans variacions de qualitat i

volum. Aixi, s’han estat utilitzant per

concentrar virus a partir de grans
volums d'aigua de l'aixeta, aigua
residual, aqigua de mar i «qigua
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superficial (Gerba et al, 1978b; Melnick

et al, 1984). Aguests metodes pero,

presenten diverses limitacions. Enfre

d'altres, i destacant com a més

importants;

i. el material suspés en la mostra
tendeix a colmatar els filtres
adsorbents, limitant d'aquesta
manera el volum que pot ser

analitzat i interferint possiblement en

el procés d'elucidé (Sobsey i

Cromeans, 1985).

i. La matéria orgdnica dissolta i

colloidal present en algun fipus
d’'aigua pot interferir amb I'adsorcid
dels virus als filfres (Wallis i Melnick,
1967; 1976),

presumiblement per competéncia

Farrah et al,

amb els virus pels llocs d'adsorcid i a
més, pot interferir de nou en I'elucid
dels virus (Guttman-Bass i Catalano-
Sherman, 1986; Simmonds et al, 1982;
Guttman-Bass i Nasser, 1984). Tot i
aixd, l'efecte de reduccid de
I'adsorcid de virus varia amb el tipus
de virus i les condicions d'adsorcié.
Per als filires electropositius la
interferéncia de la materia orgdnica
és igual per diferents tipus de virus
(poliovirus, echovirus, reovirus i
adenovirus) mentre que per als filtres
electronegatius hi ha més
interferéncia per als enterovirus que
per a reovirus i adenovirus, tot i que
aquest fet pot disminuir-se amb
I'addicié de MgClz (Sobsey i Glass,

1984).
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ii. D'altfra banda, els virus que es

tfroben adsorbits als solids en
suspensid poden ésser eliminats si
s'aplica a la mostra algun
procediment de clarificacié previ a
I'adsorcié. Aquests virus associats a
solids es perden de les mostres de no
ser que es facin esforcos especials
per recuperar els solids i processar-los

per a I'andlisi de virus.

La presencia de diferents sals
influencia I'adsorcid dels virus a filtres
efectes

microporus. Els d'aquestes

poden  considerar-se  directes o
indirectes (canvis de pH i formacié de
precipitats insolubles que adsorbeixen
els virus eliminant-los amb la filtracid). La
presencia de sals pot incrementar,
disminuir o no tenir cap efecte en la
recuperacid de virus i aguest fet depén
del fipus de filtre, del virus i de la sal
(Lukasik et al, 2000). A més, essent un fet
que els virus s'adsorbeixen fortament als
filtres de membrana en condicions
favorables, el problema esdevé doncs,
en gue la desadsorcid dels virus de les
membranes sol ser dificultosa,
especialment quan els virus queden
les cavitats dels filtres.
del

I'equipament que es requereix per dur

adsorbits dins

L'elevat cost material i
a terme les valoracions son un alire

desavantatge d'aquest tipus de
metodes. Tot i les limitacions pero, la
concentracidé de virus per adsorcid i
elucid amb filtres microporus és una
técnica prometedora per a la deteccid

de virus.
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Els métodes de concentracié
secunddria presenten en general el
desavantatge que només poden
utilitzar-se per a la concentracié de
volums petits de mostra i per tant, calen
meétodes de concentracié primdria que
presenten eficiencies molt variables. Els
metodes d’'hidroextraccio-didlisi només
poden utilitzar-se en el cas de mostres
on practicament no hi hagi terbolesa ja
qgue la sola presencia de solids en
suspensid6  pot  interferir  en el
procediment per colmatacié dels porus
de la bossa de didlisi. A més, I'elucid
dels virus a partir de les parets de la
bossa de didlisi pot ser incompleta i,
altres macrosoluts de la mostra, poden
concentrar-se juntament amb els virus
intferferint en els assaigs virals produint

citotoxicitat.

En el cas del metode d'adsorcio-
precipitacié amb hidroxid d’'alumini la
matéria orgdnica soluble competeix i
interfereix de nou amb I'adsorcié dels
virus i a més, aquests queden fortament
adsorbits al precipitat i la recuperacid

sol serincompleta.

El métode Viraden emprat com a
metode de concentracié presenta
limitacions propies dels metodes de
concentracié primaris i secundaris com
la interferéncia del material en
suspensid i la matéria orgdnica i la
limitacié del volum de mostra que pot
ésser concentrat. Perdo compta amb
importants avantatges com la facilitat

d'aplicacié, les bones eficiencies de



Intfroduccié General

recuperaciod, la no necessitat d’elucid i
el potencial per quantificar i identificar
virus en solucions que confinguin un

baix nombre d'aquests.

5.c. El cas de I'aigua residual

L'elevada concentracié d'enterovirus

en aigua residual fa que puguin
detectar-se particules infeccioses per
inoculacid de la mostra (préviament
descontaminada) en cultiv celular

directament, sense necessitat de
concentrar. Els métodes utilitzats per a
I'enumeracid d'enterovirus en aqigua
residual bruta i tractada tenen moltes
limitacions que sovint venen donades
principalment per les caracteristiques

de la mostra a analitzar.

Es considera que pel fet de no tenir
meétodes eficacos per a I'enumeracid
d’enterovirus en aigua residual, les
dades sobre eficiencies de tractament
pel que fa a l'eliminacié de virus en
estacions depuradores s'haurien de
revisar ja que, els valors d'entferovirus
s'obtenen bé, emprant métodes
diferents per a I'enumeracié en aigua
bruta i residual

residual en aqigua

tfractada o bé, utilitzant el mateix
metode, I'eficiencia del qual pot ser
molt diferent per als dos tipus de mostra

(Rose et al, 1984; Gerba, 1987).

A continuacié es comenten

breument alguns dels métodes descrits
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especificament per a la deteccié de

virus en aigua residual.

5.c.1. METODE BURAS

Aquest meétode s'aplica per a
I'aillament i enumeracid d'enterovirus
cultivables a partir de mostres d’aigua
residual. La mostra es descontamina i
detoxifica i els virus s'enumeren pel
meétode de monocapa emprant la linia

celular BGM (Buras, 1974; Buras, 1976).

Breument, es transfereixen 40 mL
d'aigua residual bruta a un fub de
centrifuga i s'afegeix cloroform a la
mostra  mantenint  una  proporcidé
d'aproximadament un 10% (v:v). El tub
s'agita vigorosament durant 15 minuts i
la mostra es centrifuga a 5000 xg
durant 20 minuts. El sobrenedant es
transfereix a un contenidor esteril i
seguidament la mostra s'aireja amb
aire esterilitzat per filtracié durant 10-15

minuts per tal d'evaporar el cloroform

residual. La suspensid obtinguda
s'inocula directament utilitzant
fraccions de volum d'l mL sobre

monocapes de cellules BGM per tal
d'obtenir el recompte d'enterovirus

cultivables.

A més dels métodes dedicats a
I'aigua, també es descriven metodes
per a la recuperacié de virus a partir de
solids en suspensié a I'aigua i a I'aigua
residual, pel fet que els virus en els

ambients aqudtics sovint es troben
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associats  a  solids en  suspensid,
sediments o matéria particulada. Els
virus poden frobar-se associats a la
superficie o inclosos dins els solids
(Gerba et al, 1978a). El métode Hurst
per a aigua residual i altres métodes
descrits a continuacié, inclouen la
deteccid especifica dels virus adsorbits

als solids en suspensid.

5.c.2. METODE HURST PER A L'AIGUA
RESIDUAL

Aquest métode va ser descrit per
Hurst et al (1988) per a la deteccidé de
virus en volums de mostra de 8 lifres
d’aigua residual bruta. Es un métode
molt complex que implica la deteccié

de virus adsorbits als solids en suspensid.

El metode consisteix en afegir MgCla
a la mostra a una concentracié final de
0.05 M i mantenir-la durant tota la nit
solids

del

1°C  per permefre que els

sedimentin. La meitat superior

sobrenedant s'elimina i la resta de

mostra es centrifuga en diferents
fraccions a 9500 xg durant 20 minuts
per tal de recollir-ne els solids. Es
reuneixen de nou fofs els sediments i es
recuperen en 120 mL aproximadament
de PBS pH 7.2 amb 2% de serum fetal
bovi. Aquests solids es tracten amb un
volum equivalent de Fred (1,1,2-tricloro-
1,2,2-trifluoroetd) i es centrifuguen a
9500 xg durant 20 minuts per tal que es
separin dues fases. La fase superior
aquosa es reserva i a la resta s'afegeix

I'extracte de carn necessari per obtenir
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una concentracié final del 3%. S'ajusta
el pH a 3,5 i es procedeix amb la
floculacid orgdnica tal com descriuen
Katzenelson et al (1976). Finalment, el
10 mL de

precipitat es dissol en

Na2HPO4 0,15 M.

A la fase superior que prové de
I'extraccié amb fred queda una petita
quantitat de solids. Aguesta fase es
centrifuga de nou a 9500 xg durant 20
minuts i el sediment resultant es
recupera en 5 mL de tampd amb 10%
d'extracte de carn (100g d'extracte de
camn, 13,4 g de Na2HPO47H20 i 1,2 g
d'acid citric, per litre) procedint a
I'elucié dels virus d'aquests solids. La
solucié es centrifuga de nou per

eliminar les restes de solids i el
sobrenedant es filfra a través de 0,22
um de didmetre de porus. Aquest filtrat
s'uneix als 10 mL d’eluit que resulten de
la floculacié orgdnica obtenint-se 14
mL aproximadament d'una solucid,
havent-se concentrat la mostra 6000

vegades.

5.c.3. ALTRES METODES DE DETECCIO DE
VIRUS EN AIGUA RESIDUAL

El meétode descrit a continuacio
s'utilitza per a volums mitjans de mostra
d'aigua i aigua residual, on els virus
solids es

associats a recuperen

especificament.

El procediment a aplicar és el
segUent: volums de 250 a 1000 mL de

mostra es fransfereixen a fubs de
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centrifuga estérils i es centrifuguen a
1250 xg durant 20

sobrenedant es decanta a contenidors

minuts.  El

esteérils i es processa per a I'andlisi de
virus. A partir del sediment, s'elueixen
els virus afegint 40 mL d'eluent (10 g
camn, 1,34 g de
Na2HPO47H20 i 0,12 g d'dcid citric per

d'extracte de

cada 100 mL de tampd, pH 7) per al

sediment que prové de 250 mL de

mostra  inicial, es fraspassa  a
contenidors estérils i s'agita
vigorosament amb un  agitador
magnétic  durant 30 minuts.  Es

centrifuga de nou a 1250 xg durant 15
minufs i es recull el sobrenedant el qual
pot andlitzar-se directament o bé

reconcentrar-se per floculacio

orgdnica.

5.d. Alires tipus de mostra

Els meétodes per a la deteccid

d’enterovirus s'han desenvolupat

també per a matrius diferents de

I'aigua residual per a les que es
requereixen, en tots els casos, métodes
de concentracié, donat el baix nombre
de virus presents en aquests altres tipus

d’'aigua.

Per a les determinacions de virus en
aigua de riu els principals métodes
utilitzats s'inclouen dins els métodes
d'adsorcidé-elucid, centrantse en la
utilitzacié de filtres electronegatius o

electropositius i la concentracid amb
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pols de vidre (Schwartzbrod i Lucena,
1978).

Per a les determinacions de virus en

aigua de mar  s’han emprat
procediments adaptats dels métodes
per a l'aillament d’'enterovirus a partir
de grans volums de mostra, com aigua
de beguda, efluents de depuradorag,
etc. Els filtres textils i de fibra de vidre
epoxy van ser emprats per Fields i
Metcalf (1975) per a la concentracio
d'adenovirus a partir d'aigua de mar
contaminada artificialment. Ajustaven
el pH de I'aigua de mar a 3,51 a més,
facilitaven I'adsorciéd al filtre per
addicié de MgCl2 a concentracié final
de 005 M. Es

recuperaven a partir del filire per elucid

adenovirus  es

amb una solucié amb 3% d’extracte de
carn a pH 9. Es procedia amb la
reconcentracié per floculacié
orgdnica. El residu solid es ressuspenia
en PBS i

es feia la infecci® sobre

céellules Hela.

Farrah et al (1976a) descriven la
concentracié de poliovirus 1 a partir de
grans volums (400 litres) d'aigua

d’estuari amb eficiencies de

recuperacié de fins el 70%.

Un alire meétode de concentraciod
d’enterovirus a partir de grans volums
d'aigua d'estuari amb terbolesa
elevada el descriu Sobsey et al (1977).
Els virus en aigua de mar acidificada
(pH 3,5) amb la presencia de clorur

d’alumini (0,5 mM) s’adsorbien ufilitzant
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fibora de vidre amb una eficiencia

mitjana del 41%.

Al Regne Unit, s’analitza la presencia
d’enterovirus en aqigua de mar pel
metode d'adsorcid elucid, emprant
com a adsorbents filtfres de nitrat de
cellulosa de 293 mm (Andnim, 1995b).
L'aigua de mar acidificada s'aplica a
pressid i es filtra amb un cabdal de 1
litre per minut. Després de la filtracié de
la mostra, s'afegeixen directament al
filtre 200 mL d'una solucié esteril al 3%

d'extracte de carn a pH 9,5 o0 200 mL
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d'una solucié al 0,1% de llet desnatada
i es deixen en contacte un minim de 10
minuts. La solucid proteica que passa a
través del filtre per gravetat es recull en
un tub de centrifuga de 500 mL de
capacitat esteril. Després del temps de
contacte s'aplica la pressid i es recull
tot I'eluit. Aplicant floculacié orgdnica
es recupera finalment el precipitat en
10 mL de Na2HPO4 0,15 M. La suspensid
resultant es pot analitzar directament
damunt de cultiv celdular amb la linia
BGM.
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OBJECTIUS GENERALS

Desenvolupar metodologies adients per a la recuperacié i determinacié de virus a

partir de diferents tipus de mostres ambientals.

Aplicar les metodologies desenvolupades per a I'avaluacié de la contaminacid viral
en algunes matrius del medi aqudtic del nostre entorn i en experiencies d'inactivacié

viral.
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CAPITOL 1. OPTIMITZACIO DEL
METODE VIRADEN



Capitol 1. Optimitzacié del métode Viraden

1.1 INTRODUCCIO

1.1.1 EL METODE VIRADEN (Papageorgiou et al, 2000)

El métode Viraden és un metode de concentracid i enumeracid de virus que permet
I'obtencié de clapes de lisi sobre una monocapa de cellules a partir dels virus
adsorbits a un fillre de membrana. Els virus estan adsorbits als filfres de membrana
d'ésters de cellulosailes céllules en suspensid que intenten aferrar-se a la membrana i
proliferar damunt d'ella entren en contacte amb els virus i sén infectades. Per
aconseguir-ho, damunt la monocapa celiular formada en una placa de cultiy,
s'afegeix una suspensid de cellules i damunt d'aguesta es diposita el filtre de
membrana on han estat adsorbits els virus cap per avall, atrapant les céllules en
suspensié entre la monocapa i el filtre. El filtre de membrana es fixa afegint medi
overlay amb 1% d'agar. El métode es pot utilitzar donada la capacitat de les celdules
BGM d'unir-se i multiplicar damunt les superficies electronegatives. Aixi, les cellules en
ancorar-se i créixer damunt la membrana de cellulosa electronegativa, cobreixen la
superficie rugosa del filtre gracies a la flexibilitat de la membrana celular, penetrant
fins i tot, a tfravés dels porus del filtre (Figura 1.1.1.1; Papageorgiou et al, 2000). Resultat
d'aquest fet, les cellules entren en contacte amb els virus, fins i tot si aquests no estan
exactament a la zona més externa del filire. Quan els virus entren en contacte amb les
céliules, s'inicia el cicle de replicacid viral, i posteriorment la infeccié s'estén a les
céllules adjacents arribant a la monocapa. Les clapes es formen doncs tant a la
superficie del filtre com a la monocapa on sén faciiment detectables després de retirar
I'agar i el filire, i fixar i tenyir la monocapa de céldules amb una solucid de cristall

violeta-formaldehid.

Aquest métode presenta avantatges davant els métodes estéindards tradicionals. Es
simple i facil d'aplicar, no necessita equipament o material cars, ofereix millors
recuperacions i s'obtenen resultats més rapidament. Pot utilitzar-se per adsorbir virus i
per tant concentrar-los a partir de diferents tipus d'aigua o solucions aquoses. Per
contra, té el desavantatge que la seva aplicacié estd limitada a determinats volums
de mostra i que el seu rendiment es veu afectat per la qualitat de la solucié a
concentrar. Tot i aixo, I'aplicacid desenvolupada en el present estudi augmentant la
mida dels filtres de membrana i les plaques de cultiuv permet també augmentar el

volum de mostra, ampliant aixi, I'aplicabilitat del metode.
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Figura 1.1.1.1. (A) Filtre de membrana d'esters barrejats de cel{ulosa de 3 um de diametre de
porus (500x). (B) Céllules BGM en creixement damunt filtres de membrana d’'ésters barrejats de
celulosa (500x). (C) Detall de céllules BGM en creixement que mostra la capacitat de

penetracid dins els porus del filtre (x15000).(Adaptat de Papageorgiou et al, 2000).

1.1.2 ADSORCIO DELS VIRUS A LES MEMBRANES

Els virus s’adsorbeixen als filires de membrana electronegatius com els d'esters de
cellulosa, propietat que ha estat explotada pels métodes de concentracid de virus a
partir d’'aigua (Wallis et al, 1972; Gerba, 1987). Els virus poden adsorbir-se a aquests
filtres de membrana a pH dcids o amb presencia d'ions polivalents. En el primer cas, la

carrega neta de la superficie viral es controla per variacions en el pH, succeint que a
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pH inferior a 4,5 els enterovirus resten carregats positivament i a pH superior a 4,5 resten
carregats negativament. A pH dcids, doncs, I'adsorcié dels virus als filtres és alta, ja que
la carrega negativa del filtre es redueix mentre que els virus retenen carrega neta
positiva (Mix, 1974; Wallis et al, 1972).

En el segon cas, cal considerar que els virus sén com particules coloidals a les quals
poden adsorbir-se cations i anions modificant aixi la carrega neta d'aquests. El pont de
sals generat a la superficie dels virus proporciona un mecanisme d'adsorcié d'agquests
als filires electronegatius a pH neutre. Aixi doncs, la presencia de sals afavoreix

I'adsorcié dels virus als filtres (Walllis et al, 1972).

1.1.3 FACTORS QUE AFECTEN EL RENDIMENT DEL METODE VIRADEN

Diversos factors com el cabdal, el condicionament de la mostra, el volum de mosira
filtrat, les caracteristiques de la mostra i altres factors, poden afectar el rendiment del
metode Viraden. L'efecte de tots aquests factors es produeix ja que influeixen

directament en I'adsorcidé dels virus als filtres de membrana.

1.1.3.1 Cabdal de filtracio

El cabdal és un factor important a considerar durant la filtracid de la mostra ja que
I'adsorcié dels virus depen d'aquest factor. Ha de regularse de manera que
s'aconsegueixi la maxima adsorcié dels virus als filtres. L'adsorcid dels virus disminueix
quan augmenta el cabdal a través del filtre (Mix, 1974). Aguest cabdal es regula a
través de la bomba d’aigua i I'obertura de pas de la rampa de filtracidé i mai ha de ser
superior a 0,2 L'min-'. El cabdal optim descrit per a I'aplicacié del métode Viraden és
de 0,03 L'min-' quan s'utilitzen filtres de 47 mm de didmetre i de 0,1 L'min' quan

s'utilitzen filtres de 90 mm de didmetre.

1.1.3.2 Condicionament de la mostra

Pel fet que s'utilitzen filtres electronegatius cal condicionar la mostra per tal que els
virus s'hi adsorbeixin. Com s'ha vist, acidificar la mostra o afegir-hi cations sén processos
qgue afavoreixen aguesta adsorcid. El metode Viraden pot aplicar-se acidificant les
mostres a pH 3,5 o afegint MgClz a una concentracié final de 0,05M sense que es
detectin diferencies estadisticament significatives en les recuperacions de virus

obtingudes en un o alire cas (Papageorgiou et al, 2000).
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1.1.3.3 Les caracteristiques de I'aigua

Diferents solucions aquoses tenen diferents caracteristiques fisico-quimiques que
poden afectar en I'aplicacié del métode Viraden interferint tant en la adsorcié dels
virus als filtres com en la unié de les celdules a aquests. Alguns d'aquests factors sén la
terbolesa de la mostra, la salinitat, la preséncia de matéria orgdnica, etc. Aquests
factors varien conjuntament depenent del fipus de mostra a andlitzar (cigua de
beguda, aigua de mar, aigua de riv, aigua residual bruta, aigua residual tractada,

tampons d'elucid, etc.).

1.1.3.3.1 Materials en suspensio

La terbolesa varia en els diferents tipus de mostra i pot afectar tant I'adsorcié dels
virus als filtres com la unid i el creixement de les céldules. La matéeria particulada
orgdnica i inorgdnica en una mostra térbola pot colmatar els porus del filtre i
quedar-se retinguda sobre aquest. Aquest fet resta llocs d'adsorcié per als virus i
d'unid per a les céllules, fent que I'adsorcid sigui menor i la unid i proliferacid
celdular, pobre. A més, aquesta matéria particulada pot generar toxicitat que
afectard, a més, a la monocapa ja crescuda on han de detectar-se les clapes

dificultant la visualitzacié d'aquestes.
1.1.3.3.2 Salinitat

Quan I'aigua confingui sals (aigua de mar) cal tenir en compte la quantitat i el

fipus d'aquestes per tal de definir el condicionament de la mostra.
1.1.3.3.3 Contingut de mateéria orgdnica

Les substancies orgdniques competeixen amb els llocs d'adsorcié dels virus a les
membranes (Wallis i Melnick, 1967; Mix, 1974; Farrah et al, 1976b).

1.1.3.4 El volum de mostra

El volum de mostra que es pot filtrar utilitzant el métode Viraden sense que I'eficiéncia
d'aquest disminueixi depén de les caracteristiques de la mostra i de la mida del filtre

emprat (47 mm o 90 mm de didmetre).
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1.1.4 OPTIMITZACIO DEL METODE VIRADEN.

A més dels intents per a la millora dels métodes de concentracid de virus a partir de
mostres ambientals, també es dediquen esforcos per tal de millorar les eficiencies de

deteccid dels métodes de quantificacid de virus.

D'una banda, cal considerar els ions polivalents presents en solucid, la presencia dels
quals pot tenir efectes directes i indirectes sobre la deteccié de virus. Els efectes
directes afecten a la interaccid entre superficies i a I'agregacid viral (Floyd i Sharp,
1978) i, els efectes indirectes estan relacionats amb canvis en el pH de les solucions i
amb la formacié de precipitats insolubles que poden adsorbir els virus. Val a dir que, a
més dels efectes que es manifesten en els procediments de concentracid comentats
anteriorment, la presencia d'ions polivalents afecta en la recuperacid i I'eficiencia de

quantificacié viral.

D'altra banda, fradicionalment s’han avaluat diferents compostos emprats com a
additius en els medis de cultiu per al creixement de les céllules que han de servir per a
la deteccié de virus, per tal d'incrementar la seva susceptibilitat natural. Aquests
additius inclouen, perd no es troben pas limitats, als que s'"anomenen a continuacié;
tripsina (Jolik, 1972; Spendlove i Schaffer, 1965), DEAE dextrd (Florino i Hannon, 1966),
extractes d'eritrocits (Simon i DOMOok, 1966), 5-iode-2'-deoxiuridina (Benton i Ward, 1982;
Green i Baron, 1975; Hamper et al, 1974; Jerkofsky i Rapp, 1975; Selmaier i Wigand, 1983;
St. JeoriRapp, 1973) i clorur de magnesi (Williams, 1970).

Un dels méetodes de quantificacié de virus per recompte de clapes que permeten
una major recuperacié de virus és I'anomenat “assaig de clapes amb céldules en
suspensid”  descrit al Capitol 4 d'aguesta memoria. En el raonament dels motius que
podrien influir en la major recuperacié de virus es pensa en el fet que es manté una
major quantitat de tripsina en contacte amb la mostra i les céllules de la que quedaria

emprant els métodes de monocapa o el métode Viraden.

La pirimidina halogenada 5-iode-2'-deoxiuridina (IDU) s'ha utilifzat de manera
habitual i funciona molt bé per al propodsit que es busca, sobretot en el cas dels
adenovirus. L'IDU a més d’incrementar la susceptibilitat de les celules i I'espectre de
virus, disminueix el temps necessari per al desenvolupament dels efectes citopdtics
(Benton i Ward, 1982). L'IDU és una molécula que pot administrar-se al cultiu cellular a
les 24 hores d'haver subcultivat les céllules, mentre la monocapa cellular és encara
incompleta, a concentracions finals de 50 pugmL' (Benton i Ward, 1982). L'IDU
s'afegeix en aquest punt al cultiv per afavorir la incorporacié del compost a I'ADN

cellular (Selmaier i Wigand, 1983). S'observa un augment en el titol de virus entérics
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que es poden detectar damunt diferents linies celdulars quan s'afegeix IDU al cultiu
cellular en creixement (Benton i Hurst, 1986) desconeixent-se pero, els motius que duen
a aqguest increment en els recomptes i al fet que les clapes es desenvolupin més

rapidament.

1.1.5 APLICACIONS DEL METODE VIRADEN PER A LA IDENTIFICACIO DE
CLAPES VIiRIQUES SOBRE FILTRES DE MEMBRANA

Els métodes de deteccid i identificacié in situ d'enterovirus cultivables inclouen la
utilitzacié d’anticossos i de sondes especifiques d’ADN. El métode cldssic per tfipar i
subtipar virus és el serotipatge. Molt abans que els métodes moleculars estiguessin
disponibles, les diferencies entre virus s'identificaven utilitzant anticossos que podien
definir diferencies antigeniques. En aquest sentit, val a dir que hi ha grups de virus que
no poden dividir-se en ftipus o subtipus pel fet que no presenten diferéncies
antigéniques suficients. Els métodes serologics s'han utilitzat per definir grups de virus
(serotips) i només en alguns casos s'han pogut redlitzar distincions a nivells inferiors amb
la utilitzacid d'anticossos monoclonals. En general, el serotipatge ha estat i és Util per a
la identificacié d'enterovirus a grans trets pero no te la capacitat de diferenciar
agillaments individuals ja que els epitops que defineixen els diferents serotips

d'enterovirus sdén molt conservats.

Els metodes de deteccid i identificacid in situ d'enterovirus cultivables podrien
adaptar-se a la deteccid de clapes viriques produides sobre filires de membrana
d'ésters de celiulosa en I'aplicacidé del métode Viraden. Les dues aproximacions
possibles serien la hibridacid ARN-ADN emprant sondes especifiques (oligonucleotids) i

la immunodeteccié amb anticossos monoclonals per a enterovirus.

La hibridaci®é molecular d'ARN de poliovirus en clapes formades sobre filtres de
membrana d’'ésters de celfulosa ha estat provada amb anterioritat (Papageorgiou et
al, 2000). Utilitzant sondes marcades radioactivament es detectaven clapes de
poliovirus 1 (Sabin) formades sobre filtres aplicant el metode Viraden. En el present
estudi es presenta I'adaptacié del procediment d'hibridacié descrit per Papageorgiou
et al (2000) a un sistema de deteccid no radioactiu, comptant que es descriuen
correlacions del 100% entre el sistema radioactiu i el marcatge amb digoxigenina per a

la deteccid de poliovirus en mostres d'aigua (Moore i Margolin, 1993).
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Els objectius que es plantejaren en el present capitol foren els que es detallen a

confinuacio.

e Modificar el métode Viraden per tal de comprovar si es podia millorar la

deteccid d’enterovirus.

¢ Intentar la identificacié directa dels virus que formen clapes sobre els filtres de
membrana d'ésters de cellulosa per hibridacid amb sondes especifiques o

immunodeteccié amb anticossos comercials especifics.
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1.2 MATERIAL | METODES

1.2.1 EL METODE VIRADEN

El métode Viraden s'aplicd com es descriu a continuacié seguint el protocol descrit

per Papageorgiou et al (2000).

- La mostra es condiciond per addicié de MgCls fins obtenir una concentracié final de
0.05 M.

- La filtracié es pot realitzar a partir de volums variables; depenent del tipus de mostra
els volums poden anar des d'1 mL fins a 1 litre. A més del volum de mostra a filtrar ha
de considerar-se el tipus de mostra a analitzar (principalment pel que fa referencia al
contingut en matéria orgdnica) per tal de combinar-se la utilitzacié de filtres de
membrana d’'esters de cellulosa de diferent mida, de 47 o de 90 mm de didmetre.

- El cabdal de filtracié ha de regular-se amb molta cura i no pot excedir els cabdals
indicats en la taula 1.2.1.1 depenent del filire emprat.

- En plagues de cultiu celdular en les que préviament es sembraren céllules per tal
que formessin una monocapa confluent i, un cop aquesta formada, es descartd el
medi de creixement.

- Es diposita la suspensié cellular necessaria depenent de la mida de la placa i del
filtre emprats (taula 1.2.1.1).

- Seguidament es dipositd el filtre amb la cara superior (on majoritdriament s’havien
adsorbit els virus) sobre la suspensid celdular i es mantingueren en contacte durant 5
minuts a temperatura ambient.

- Passat aquest periode s'afegi el medi overlay (MEM + antibidtics extra + agar)
preparat com es detalla a I'Annex |, temperat a 45°C aprox. i es mantingueren les
plaques a temperatura ambient sobre una superficie recta per permetre que I'agar
solidifiqués.

- Les plaques s'incubaren en posicid invertida a (36 + 2)°C en un incubador amb 5%
CO2 i més del 80% d'humitat relativa. El periode d'incubacié necessari per a
I'aparicidé de les clapes depen del tipus de virus o del tipus de mostra.

- Passat el periode d'incubacié es procedi a retirar I'agar i el filtre de les plaques i es
fixad i es tenyi la monocapa amb una solucié de cristall violeta i formaldehid (Annex
ll). Es mantingué la solucié en contacte amb les céldules durant 5 minuts com a
minim, seguidament es recuperd aquesta solucid per tal de reutilitzar-la i finalment es
rentd I'excés de colorant de la placa amb aigua de l'aixeta. Un cop netes les

plagues es procedi amb el recompte de les clapes.
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Taula 1.2.1.1. Cabdal, suspensio celdular i volum de medi overlay recomanats per a I'aplicacio

del métode Viraden en funcid del filtre utilitzat.

Filtire de 47 mm & Filtre de 90 mm &

Cabdal (L min-) 0,03 0,1

Suspensioé cel {ular (ulL)
100 260

(1,5-2,0-107 cél fules mL-1)

Medi overlay (mL) 5 15

[ 1

MOSTRA

0,05M MgCl

ITmL-1L ll

Filtracié a través de

filtres de membrana

d'ésters de cellulosa
de 47 0 90 mm de diametre 100 o 260 UL de suspensié cel lular
i 3um de didmetre de porus (entre 1,5:10712,0-107 céls/mL)

m ﬂ Fixacié i tincié de la monocapa

amb cristall violeta-formaldehid
Medi “overlay” —

MEM + agar Retirar
I'agariel

Incubar a 37°C amb 5% CO2 i
80% HR de 48 a 96 hores

Figura 1.2.1.1. Esquema del metode Viraden
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1.2.2 MODIFICACIO DEL MEDI OVERLAY

En el seguit d'experiments que es detallen a continuacié d'addicié de diferents
components al medi overlay per tal d'incrementar els recomptes quan s'ufilitza el
metode Viraden, es procedi preparant els tubs de medi overlay de la mateixa manerag;
descomptant del volum de MEM 2x necessari (2,5 mL per placa de 50 mm de
didmetre) el volum que calia afegir d'additiv o additius en cada cas i preparant un tub
independent per cada placa de cultiu celdular. En primer lloc es preparava el MEM 2x

amb els additius corresponents i finalment s’afegia I'agar 2%.

1.2.2.1 Addicié d'ions polivalents al medi overlay

Per tal de provar si les sals utilitzades en els procediments de concentracié de virus
també presentaven algun efecte quan a la recuperacidé de virus per cultiv cellular
s'afegi MgClz a una concentracié final de 0,05 M i AICIs a una concentracié final de
0.02 M al medi overlay. El tercer i provat, el calci, s'afegi també al medi overlay en
forma de CaClz obtenint-se una concentracié final de 8 mM, que és la concentracid

emprada per afavorir I'adsorcié de bacteriofags a bacteris hoste.

Descomptant de cadascuna d'aguestes concentracions la concentracid d'ions que
ja conté el medi MEM, es suplementd amb el restant per aconseguir les concentracions
finals indicades anteriorment. Aixi, es prova I'addicié d'alumini, magnesi i calci al medi
overlay per tal de valorar I'efecte en el recompte de la soca vacunal de poliovirus 1
(Sabin) Lsc-2ab mitjancant Viraden. D'ara en davant ens referirem a aquesta soca
com a poliovirus 1 (Sabin). Els ions s’afegiren per separat o en combinacions de dos i

de tres per tal de valorar-ne totes les possibilitats.

Les diferents solucions es prepararen 100 vegades concentfrades de manera que
només calia afegir 50 ulL de cadascuna d'elles al volum final de 5 mL de medi overlay
guan correspongués. Per a cadascuna de les sals utilitzades es prepard la solucié que

s'esterilitza a 121°C durant 15 minuts. Seguidament;

- S'aplicd el métode Viraden ftitulant suspensions de poliovirus 1 (Sabin) amb fitol

conegut.

- S'afegiren en paralilel el medi overlay control (sense additius) i els medis overlay

amb les diferents composicions en ions.
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- S'incubaren les plagues i passades 48 hores es procedi a la lectura d’aquestes i al
recompte de les ufp. Amb els valors dels recomptes es realitza I'andlisi estadistic
(ANOVA) i el cdlcul del percentatge de recuperacié. Es prengué com a control el

valor d'ufp de les plagques que es prepararen amb el medi overlay sense additius.

1.2.2.2 Addicié de tripsina al medi overlay

Com s’ha esmentat anteriorment, la quantitat de tripsina que roman a la suspensid
cellular quan es prepara aquesta per aplicar el metode d'assaig de clapes amb
céllules en suspensid (Annex 1) és superior a la quantitat que roman a la suspensid
cellular quan s'aplica el metode Viraden. Per aquest motiu es decidi suplementar el
medi overlay del metode Viraden amb la quantitat de tripsina equivalent al de les
céllules en suspensid i valorar I'efecte d'aquesta addicid en els recomptes de
poliovirus 1 (Sabin). Quan s'ufilitza el métode d’assaig de clapes amb céllules en
suspensid per a I'enumeracié d'enterovirus hi ha 133 ul més de solucid de tripsina-EDTA

al medi overlay per placa, que quan s'utilitza el métode Viraden.

Es realitzaren dos tipus de valoracions, la de I'efecte de I'addicié al medi overlay
Unicament de ftripsina i la de I'efecte de I'addicid de tripsina i EDTA. Per al primer tipus
d'assaig es procedi amb I'addicié al medi overlay d'una solucié de tripsina 0,25% en
PBS estéril (Annex Il) i per al segon tipus d'assaig, amb I'addicié de la solucid que conté
0,25% ftripsina i 0,02% EDTA (Annex ll) utilitzada per al subcultiu de les monocapes

celulars.
Les concentracions finals de fripsina i EDTA al medi overlay foren:

e 0,006% tripsina i 0,014 mM EDTA (133 uL de solucié de tripsina o tripsina-EDTA

en 5 mL de medi overlay)

e 0,012% tripsina i 0,028 mM EDTA (266 uL de solucié de tripsina o tripsina-EDTA

en 5 mL de medi overlay) i

e 0,018% ftripsina i 0,042 mM EDTA (399 uL de solucid de tripsina o tripsina-EDTA

en 5 mL de medi overlay).

D'aquesta manera es pogué valorar si I'efecte de I'increment en els recomptes era
degut només a la tripsina o si I'EDTA utilitzat en la preparacié de la solucié utilitzada per

a la disgregacidé celular hi tenia també algun efecte.
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Per a la redlitzacié dels assaigs, es procedi de la mateixa manera que en la
modificacié del medi per addicié d'ions perd afegint, en aquest cas, al medi overlay la

solucid de tripsina o tripsina-EDTA corresponent.

1.2.2.3 Combinacié d’ions polivalents i tripsina al medi overlay

Es prova una tercera aproximacid per tal de valorar si podia haver un possible efecte
acumulatiu (sinergic) per a lI'increment en la recuperacié de poliovirus 1 (Sabin) quan
s'afegissin a I'hora tripsina-EDTA i els ions polivalents. S'utilitzaren les mateixes
concentracions d'ions utilitzades en els experiments descrits anteriorment i la solucid de
tripsina-EDTA que permetia I'obtencid de la concentracioé final de tripsina de 0,006% i
0,014 mM EDTA.

1.2.3 EFECTE DE L'ADDICIO D’IDU AL CULTIU CEL LULAR EN CREIXEMENT

La solucié mare d'IDU es prepard dissolent la quantitat corresponent d'IDU en Hank's
Balanced Salt Solution (HBSS) esteril i s'emmagatzemd congelada (Annex l). L'IDU
s'afegi al cultiv de cellules a les 24 hores de creixement obtenint una concentracid
final al medi de 50 pg-mL'. Els cultius cellulars emprats com a control en els
experiments realitzats amb IDU es suplementaren a I'hnora amb el mateix volum de HBSS
sense IDU. Les céliules s'incubaren 48 hores més o fins que es formés la monocapa
celular confluent i, abans de procedir amb la infeccid, es retird el medi de creixement

i es feren dos rentats amb PBS 1x estéril per tal d’eliminar qualsevol resta d'IDU.

Es realitzaren experiments de valoracié de I'efecte de I'addicié d'IDU al cultiv amb
soques virals purificades de laboratori i amb mostres d'aigua residual bruta, valorant-ne
els enterovirus cultivables naturalment presents en les mostres (resultats que es mostren

al Capitol 4 d'aquesta memoria).

Primerament, es valord I'efecte de I'addicid d'IDU al cultiv de cellules BGM pel que
feia a l'increment en el recompte de poliovirus 1 (Sabin) emprant els metodes
monocapa i Viraden. Posteriorment, es valord I'efecte de I'addicié d'IDU al cultiv de
céllules BGM pel que feia al recompte de poliovirusl (Sabin), coxsackievirus B4 i

coxsackievirus B5 a I'aplicar el metode Viraden.
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1.2.4 ADAPTACIO DEL METODE VIRADEN A FILTRES DE 90 mm DE DIAMETRE

Per tal de poder incrementar el volum de mostra concentrat pel metode Viraden, es
provd d'adaptar el metode dissenyat per a filtres de membrana de 47 mm de

diametre, a filtres de membrana de 90 mm de didmetre.

Va caldre recalcular la quantitat de suspensié cel{ular que calia afegir per mantenir
la concentracid de céllules necessdria i desenvolupar un sistema de filtracid per buit
que disposés d'un portdfilires per a les membranes de 90 mm. Aquest sistema es
desenvolupd adaptant un portdfiltres de 90 mm de didmetre aplicable a filtracié per
pressid (YY30 090 00, Millipore), modificant-ne lleugerament I'estructura per tal de
poder aplicar filtracié per buit i, construint un embut d'un litre de capacitat adaptat a
aquest portafilires modificat. Les figures 1.2.4.1 i 1.2.4.2 mostren un esquema i una

fotografia del muntatge.

La superficie de filtracié s'incrementd en 2,7 vegades aproximadament al passar de
les membranes de 47 mm a les de 90 mm de didmetre. El volum de suspensid cellular
que calia afegir es modificd passant dels 100 ulL als 260 pl. S'ajustd a 260ul per tal que
a partir d'un flascé de 175 cm? es pogués obtenir suspensid celfular per a 4 plaques de

90 mm de diadmetre. El cabdal també es modifica, dels 0,03 L‘-min-' als 0,1 L min-T.

Es realitzaren proves amb suspensions virals controlades de cultius purs de virus per tal
de comprovar que la recuperacio es mantenia quan es realitzava la filtracié amb filtres
de 90 mm de didmetre respecte a quan es feia amb filires de 47 mm de didmetre. Es
realitzaren titulacions en parallel emprant suspensions virals de titol baix de poliovirus 1
(Sabin), coxsackievirus B4 i coxsackievirus B5 afegint 1 mL de cadascuna de les
suspensions virals a volums de 100 mL o d'1 litre de solucié de MgCl2 0,05M estéril per a
la filtracié a través de filtres de 47 mm i 90 mm de didmetre respectivament. Els
experiments es readlitzaren per tal de disposar de 10 fitulacions en parallel de

cadascun dels virus.

D’altra banda, es realitzaren controls negatius corresponents a la filtfracié de volums
d'1 litre de MgCl. 0,05M esteril emprant el sistema amb el portdfilires de 90 mm
aplicant el cabdal adient, per tal de comprovar que no hi havia contaminacié externa
del sistema. Aquests conftrols foren imprescindibles per assegurar els resultats quan es
freballd amb mostres en les que s'esperava un valor baix pel que fa al contingut de
virus (aigua de riu i aigua de mar) i en les que la deteccidé d'una ufp influia fortament

en els resultats.
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Embut 1 litre de capacitat

Filtre de membrana d'ésters de cel fulosa de 3 um

© de diametre de porus i 90 mm de diametre
© Portafiltres metal lic
@ Junta de goma

Suport amb presa de buit

Figura 1.2.4.1. Esquema del portdfiltres per a I'aplicacié del métode Viraden emprant filtres de

membrana d’ésters de cel lulosa de 90 mm de diametre.
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Figura 1.2.4.2. Portdfiltres i embut de 90 mm de diametre per a I'aplicacié del metode Viraden.

1.2.5 APLICACIO DEL METODE VIRADEN AMB LA LiNIA CEL1ULAR
PLC/PRF/5

Amb la linia celdular PLC/PRF/5 (ATCC CRL 8024) es procedi a comparar la
recuperacié de poliovirus 1 (Sabin) amb aquesta linia respecte a la utilitzacié de la linia
BGM tilitzada fins llavors. Es compararen els recomptes de poliovirus 1 (Sabin)
obtinguts amb les dues linies cel{ulars mitjancant el métode Viraden i, d'altra banda,
es compard aguest metode amb I'enumeracié de clapes per monocapa utilitzant la

linia PLC/PRF/5.
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1.2.6 COMBINACIO DE DIFERENTS LINIES CEL1ULARS EN EL METODE
VIRADEN

El métode Viraden permet la combinacié de diferents célfules durant el procediment
de determinacidé de virus. Es pot emprar una linia cellular per a la preparacié de la
monocapa i una segona diferent per a la preparacid de la suspensié cellular que
guedard en contacte amb el filtre de membrana. Aixi doncs, s'assajd una modificacié
del métode Viraden combinant diferents linies cellulars. Els Material i Métodes detallats

i els resultats d'aquestes proves s'integren al Capitol 4 d'aquesta memoria.

1.2.7 EFECTE DEL VOLUM DE MOSTRA FILTRAT EN EL RENDIMENT DEL
METODE VIRADEN

Per a la valoracié de I'efecte del volum concentrat pel metode Viraden sobre la
recuperacid de virus, es procedi amb I'enumeracié de virus cultivables presents en dos
tipus de mostres ambientals amb elevat contingut en matéria orgdnica i solids en
suspensié. Les mostres d'aigua residual bruta i tractada es recolliren en una estacio de
depuracid d'aigles residuals (EDAR) bioldgica. Es realitzaren dos tipus de valoracions,
una amb els virus naturalment presents a ambdds tipus de mostra i una segona, sobre
la recuperacio, en funcié del volum de mostra concentrat per Viraden, de poliovirus 1

(Sabin) afegit experimentalment a mostres d'efluent secundari.

1.2.7.1. Efecte del volum de mostra filirat en el rendiment del metode
Viraden per a la recuperacié de virus cultivables presents en aigua

residual

El procediment que es segui es detalla a continuacié:

- es descontaminaren les mostres d'aigua residual bruta i tractada per filtracié a
través de filtres de 0,22 um de didmetre de porus de baixa adsorcié proteica (veure
Capitol 2),

- es condicionaren per addicié de MgCl. a una concentracié final de 0,05 M,
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- es concentraren i enumeraren per Viraden assajant diferents volums de mostra en
paraliel. Volums de 1, 5, 10i 20 mL per a I'aigua residual bruta i volums de 20i 100

mL per a I'aigua residual fractada.

1.2.7.2 Efecte del volum de mostra d’efluent secundairi filtrat per Viraden

en la recuperacié de poliovirus 1 (Sabin)

- S'afegi una quantitat coneguda d'ufp de poliovirus 1 (Sabin) a 4 litres de mostra de

diferents efluents secundaris d'EDAR biologica.
- S’homogeneitzd la mostra per agitacié durant 10 minuts.

- Esredlitzd un recompte de poliovirus 1 per duplicat pel métode Viraden per tenir el

control del nombre de virus abans del fractament.
- La mostra segui dos tractaments (veure Capitol 2):

- filtracié a través de filires de membrana de 0,65 um de didmetre de porus i 47

mm de didmetre de PVDF o,

- tfractament amb 10 mgL' de fenol durant 30 minuts i filtracid a través de 0,65
um PVDF.

- Es condiciond el filtrat amb MgClz i es procedi a I'enumeracid de virus pel métode
Viraden, filirant per un sol filtre volums de 100, 300 o 500 mL. Les enumeracions de cada

volum es realitzaren per quadruplicat en cada experiment independent.

1.2.8 IDENTIFICACIO DE CLAPES VIRIQUES SOBRE FILTRES DE MEMBRANA
OBTINGUDES EN L’APLICACIO DEL METODE VIRADEN

1.2.8.1 Hibridacié molecular d’enterovirus

En estudis previs s'havia desenvolupat una metodologia d'hibridacié molecular
emprant sondes marcades amb radioactivitat per a la deteccid de clapes de
poliovirus 1 (Sabin) sobre suports de membrana (Papageorgiou et al, 2000). En el treball
de tesi doctoral que es presenta, es provd d'adaptar la metodologia a la hibridacié
amb sondes marcades amb digoxigenina per estalviar la manipulacié de material

radioactiu.
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Per a la hibridaci®é amb sonda marcada amb digoxigenina s'utilitza un oligonucledtid
complementari a una regid¢ del genoma de poliovirus 1 anomenat E2, la seqUéncia del
qual és 5'-ATT GTC ACC ATA AGC AGC CA-3' (Pina et al, 1998). El nucleotid marcat
amb digoxigenina s'obtingué de manera comercial (TIB MOLBIOL Syntheselabor).
Aquest oligonucledtid fou el mateix que s'emprd anteriorment amb marcatge

radioactiu (Papageorgiou et al, 2000).

Com a control negatiu s'utilitzd un oligonucledtid complementari al genoma de
bacteriofags F-especifics d'ARN (Schaper i Jofre, 2001) la seqUéncia del qual és 5'-
CGA ACC ATC AAT GCT GCC AA-3'.

Emprant el métode de deteccid quimioluminiscent de la molécula de digoxigenina
ufilitzant el substrat CSPD (Annex |) s'assajaren les modificacions del procediment
d'hibridacid necessaries per a I'establiment del protocol idoni per a la deteccié

d’'enterovirus cultivables.

1.2.8.1.1 Hibridacié de clapes localitzades sobre suports solids.

i Obtencié de clapes de poliovirus 1 (Sabin) pel métode Viraden emprant la linia
cellular BGM.

a. Es realitza la titulacié d'1 mL de diferents suspensions virals de titol baix

(maxim 20 ufp ‘mL') pel métode Viraden.
b. S'incubaren les plagues durant 48 a 72 hores.

c. Es retira I'agar i es reserva el filtre dipositant-lo damunt de paper 3MM
Chr (3030 917, Whatman) humitejat amb PBS estéril de manera que

quedés la part de les clapes cap a munt.

Un cop s'obtingué el filtre de membrana d'ésters de cellulosa es procedi

de dues maneres diferents:

- ldentificacié per hibridacié de clapes directament sobre els filtres

de membrana d’'ésters de cel {ulosa

- Transferéncia (Figura 1.2.8.1.1.1) de particules viriques i/o dcid
nucleic a membranes de nild Hybond-N+ (RPN82B, Amersham
Pharmacia Biotech). Per a la transferéncia es procedi com es

detalla a continuacio:

a. Esretalld la membrana de nild fins obtenir la mida del filtre

(47 mm de didmetre).
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b. Es dipositd la membrana damunt el filtre de membrana
d'ésters de cellulosa i es mantingueren en contacte

durant 5 minuts.

@ =

Placa que prové
de fitulacié viral  Paper 3 MM humitejat amb PBS estéril

per Viraden
@4 Membrana de nild
Hybond N+

Figura 1.2.8.1.1.1. Transferencia d'ARN viral a filtres de membrana de nild Hybond N+.

ii. Desnaturalitzacid

Es dipositd la membrana (d'ésters de cellulosa o de nild) damunt paper 3MM
Chr humitejat amb NaOH 0,1 M i es mantingué aixi, amb la zona de les clapes

cap amunt, durant 1 minut.

ii. Neutralitzacié

Es traspassa la membrana (d'esters de cellulosa o de nild) a paper 3MM Chr

humitejat amb acetat sodic 0,1 M pH 6 i es mantingué aixi durant 5 minuts.

iv. Assecat

Es deixd assecar la membrana (d'ésters de cellulosa o de nild) a I'aire

damunt de paper 3MM Chr sec, al costat de la flama del bec bunsen.
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v. Fixacid

Un cop seca, es fixaren les membranes (d'esters de cellulosa o de nild)

exposant-les a la llum uliravioleta dos minuts per cada costat.

Per a les membranes de cellulosa, el métode recomanat de fixacié d'dcid
nucleic és el de fixacié per calor a 80°C durant 30 a 120 minuts perd, el fet
d'escalfar els filtres fa que aquests quedin massa ressecs i que es trenquin en el
moment de manipular-los quan es procedeix amb la hibridacid, invalidant aixi
el protocol. Es prova de fixar I'ARN viral un cop desnaturalitzat i neutralitzat
exposant la membrana a la llum ultravioleta durant 2 minuts per cada costat de
la mateixa manera que per a les membranes de nild. Fent-ho aixi el filtre
quedava intacte i no hi havia problemes posteriors per seguir el protocol.

Aquest fou doncs, el procediment de fixacié escollit i aplicat en tots els casos.

vi. Conservacié de les membranes

En aquest punt es plantejaren dues possibilitats; procedir immediatament amb
la  hibridacié o reservar la membrana embolcallada amb pldstic i

completament plana a (5 £ 3) °C un maxim de 15 dies.

vii. Hibridacié
La hibridacié de clapes de poliovirus 1 (Sabin) amb sonda marcada amb
digoxigenina es desenvolupd hibridant I'ARN transferit i fixat a les membranes

de nild Hybond-N+ tal com es feia pel metode de deteccid radioactiu i

hibridant directament I' ARN fixat damunt les membranes de cel {ulosa.

En ambdds casos es segui inicialment el protocol establert per a la hibridacid

amb sondes marcades radioactivament el qual consisti en:
- Prehibridacié durant 1 hora minim a 55°C.
- Hibridacié de 18 a 24 hores a 55°C.

- 2 rentats de la sonda amb tampd de rentat (6x SSC + 0,6% SDS) a

temperatura ambient durant 15 minuts.

- 2rentats de la sonda amb tampd de rentat (6x SSC + 0,6% SDS) a 55°C

durant 15 minuts.
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1.2.8.1.2 Modificacions del procediment de deteccié per hibridacié molecular per

evitar el background i millorar el senyal.

Partint del protocol d'hibridacid establert préviament amb la sonda marcada amb
radioactivitat, sovint es presentaven problemes de manca de senyal o de background
(senyals interferents, senyals de fons) quan s'ufilitzava la sonda marcada amb
digoxigenina. Aixi doncs, es provd de modificar el protocol establert afegint passos
previs a la hibridacié i modificant-ne d'altres per tal de millorar la deteccid de les
clapes virals hibridades. Es provaren diferents aproximacions les quals es detallen a

confinuacio.

i. Variacié de la concentracidé d'agar al medi overlay.

L'agar del medi overlay que resta damunt els filires de membrana de cel{ulosa quan
aqguests es retiren de les plaques de cultiu sovint interferia en la deteccid de les clapes
de virus quedant tagques negres corresponents a les zones de I'agar (les quals podien
ser bastant grans) quan es redlitzava la hibridacié, dificultant la visid dels senyals

corresponents ales clapes.

La concentracié d'agar al medi overlay influeix en la mida de les clapes i si aquesta
concentracid és molt elevada pot fins i tot, deixar de produir-se la infeccid o la

formacioé de les clapes.

Per a I'estudi s'assajaren concentracions creixents d'agar al medi overlay. Es
preparava agar a concentracions de 2%, 3% i 4% per tal que a I'aplicar el metode
Viraden quedessin concentracions finals d’agar al medi overlay de 1%, 1,5% i 2%
respectivament i es comprova si a major concentracié d'agar disminuia el fenomen de
la interferéncia. Per tal de saber si la concentracié d'agar podria modificar-se sense
variacions en la recuperacid de virus es compararen els resultats obtinguts en 14
fitulacions de poliovirus 1 (Sabin) fetes amb cadascuna de les concentracions d'agar

assajades.

i. Descens de latemperatura d'hibridacio.

La temperatura d’hibridacié fixada inicialment a 55°C es redui a 50°C per tal de
valorar si s'obtenia millor senyal en el procediment d'hibridacié molecular de clapes
d’enterovirus. D'aquesta manera es redui I'astringéncia i s'esperd un augment del

senyal d'hibridacid.
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ii.  Augment de I'astringéncia dels rentats.

a. Concentracié de sals. Inicialment (sonda radioactiva) tofs els rentats es
realitzaren amb un tampd de rentat que contenia é6xSSC i 0,6% SDS.
S'assajda reduir la concentracid de sals passant de éx SSC a 2x SSC amb

0,6% SDS i, a I'hora, combinacions dels dos tfampons de rentat.

b. Temperatura. Els rentats es realitzaren primer a temperatura ambient i
seguidament a temperatura d'hibridacié. Aquest ordre s'inverti
realitzant primer els rentats a temperatura d'hibridacié amb el tampd
menys astringent (6x SSC + 0,6% SDS) i seguidament a temperatura

ambient amb el tampd més astringent (2x SSC + 0,6% SDS).

c. Temps. Es canviaren els rentats originals de dues vegades durant 15
minuts per tres rentats de 10 minuts renovant cada vegada les solucions

de rentat.

iv. Avancament del temps de lectura de les plagues per evitar la degradacié de
I"’ARN.

La lectura de les plagues es feu a les 48 hores en comptes de a les 72 hores per tal de

veure si qixi s'evitava la degradacié de I' ARN viral.

v. Refredament del filtre abans de transferir.

Per als casos en que s'havia de procedir amb la transferéncia de les clapes a
membranes de nild, es provd de refredar el filtres abans de la transferencia per tal
d'evitar que I'agar quedés adherit a la superficie de la membrana de nild sobre la que

es redlitzava la hibridacié posterior.

Es retird I'agar i el filtre de les plaques després del periode d'incubacié. Es separd el
filtre de I'agar i es passa a paper 3 MM Chr humitejat amib PBS estéril dins una safata. Es
tanca la safata i es mantingué a (5 + 3) °C durant 1 hora. Passat aquest temps, es
procedi immediatament a la transferéncia a membranes de nild per contacte com es

descriu anteriorment.

vi. Rentat de les restes cel lulars.

Part del background I'originen les restes cellulars que queden damunt el filtre de
cellulosa. Aixi, es prova de rentar les restes cellulars un cop fixat I'dcid nucleic

submergint les membranes en 3x SSC + 0,1% SDS i incubant-les a 68°C durant 1 hora. La
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membrana es situd seguidament entre dos fragments de paper 3MM Chr i s'aplica una
lleugera pressid per tal d'acabar d'eliminar les restes. Seguidament es procedi

immediatament amb la prehibridacio.

vii.  Addicié d'un pas previ d'extraccid d'dcids nucleics amb tampd de lisi gue conté

isotiocianat de guaniding.

Es prova el fractament dels filtres de cel ulosa abans de la transferéncia amb tampd
de lisi utilitzat en procediments d’extraccié d’dcids nucleics (Boom et al, 1990) per
valorar si es produia un augment en la quantitat d’ARN lliure a les clapes i aquest fet
feia augmentar el senyal d'hibridacid. El tampd de lisi es prepard com es descriu a

I"Annex Il.

Es procedi com es detalla a continuacio:

El filtre extret de les plaques es situd sobre paper 3SMM humitejat amb tampd de
lisi amb la zona de les clapes de lisi cap amunt i es mantingué aixi durant 10

minuts a temperatura ambient.

- Enels casos en que calgué, es realitzda la transferéncia a membranes de nild en

aquest punt.

- Es procedi amb la desnaturalitzacid, neutralitzacio i fixacid dels dcids nucleics

com s'ha descrit anteriorment.

- Un cop fixat I'ARN, es rentaren les restes d'isotiocianat de guanidina submergint
els filtres en plagues que contenien una solucid de Tris-HCI 0,1 M pH 6,4 i es

mantingueren en agitacié orbital durant 10 minuts a temperatura ambient.

- Seguidament es procedi amb el protocol de prehibridacio i hibridacid establert.

Considerats els resultats que s'obtingueren i tenint en compte els canvis en la
deteccid de I'ARN viral observats per a cadascuna de les diferents modificacions del
procés, el procediment d'hibridaci® molecular per a la deteccid d'enterovirus sobre

suports de membrana escollit fou el que es detalla a continuacidé;
- Concentracié final d'agar al medi overlay de I'1%.
- Refredament de les membranes durant 1 h abans de transferir.

- Transferéncia a membranes de nild Hybond N+ per contacte durant 5 minuts,

opcional.

- Desnaturalitzacio; NaOH 0,1 M durant 1 minut.
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- Neutralitzacié; acetat sodic 0,1 M pH é durant 5 minuts

- Fixacio per exposicid a llum U. V. durant 2 minuts per cada costat.
- Prehibridacio durant 1 hora a 50°C.

- Hibridacié de 18 a 24 hores a 50°C.

- Readlitzacid de 2 rentats amb 6x SSC + 0,6% SDS durant 10 minuts a 50°C

renovant la solucié de rentat cada vegada.

- Redlitzacié d'1 rentat amb 2x SSC + 0,6% SDS durant 10 minuts a temperatura

ambient canviant el recipient on es realitza el rentat per un de nou.

- Deteccid de la digoxigenina. El temps d'exposicid necessari per a la

visualitzacid dels senyals d'hibridacié és de dues hores aproximadament.

1.2.8.2 Immunodeteccié de particules viriques sobre suports de

membrana d’ésters de cel {ulosa

1.2.8.2.1 Procediment d’immunodeteccié de particules viriques sobre suports de

membrana

Per a I'obtencié de les clapes sobre filires de membrana d'esters de cellulosa

s'aplica el metode Viraden procedint com es descriu a continuacid.

»  Esredlitzd la titulacié d'1 mL de diferents suspensions virals de titol baix (mdaxim

20 ufp 'mL) pel meétode Viraden.
= S’incubaren les plaques durant 48 hores.

= Es retird I'agar i es reserva el filtre dipositant-lo damunt de paper 3MM Chr
(3030 9217, Whatman) humitejat amb PBS de manera que quedés la zona de les

clapes cap a munt.

Es realitzaren diferents proves d'immunodeteccidé emprant diferents anticossos
primaris i diferents concenfracions d'aquests. Els anticossos primaris utilitzats es

descriuen a continuacio.
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1. NCL-ENTERO, mouse monoclonal antibody IgG2a (Novocastra Laboratories
Ltd.) — NCL-ENTERO reacciona amb un epitop del péptid VP1 altament
conservat dins el grup dels enterovirus. Reacciona amb la majoria de
soques dillades per cultiu celdular d’echovirus, poliovirus i coxsackievirus,
perd no reacciona amb algunes soques d'echovirus 22, echovirus 23 o
HAV. No hi ha reaccié creuada amb aillaments per cultiu celular de virus
respiratori sincitial, virus d'influenca A i B, parainfluenca tipus 1, 2, 3 i 4b,
adenovirus, HSV1 i 2, VZV, citomegalovirus, virus de les paperes i del
xarampié o amb cultius celdulars no infectats. L'antigen emprat per a la

immunitzacié és coxsackievirus B5.
La concentracié de la solucié mare es prepard a 1 mg-mL-'.

Les concentracions finals d'anticds assajades foren:

= 2ugml!
= 3pugmL!
= 4pugmL!
= 5ugml!
2. Enterovirus Screening Set (3365, Chemicon International, Inc.) — Les

solucions d'anticossos vénen ja preparades per a la seva utilitzacié en
procediments d'immunofluorescéncia. Les diferents solucions es descriuen

a confinuacioé:
o Pan Enterovirus blend
o Enterovirus blend (Entero 70, 71)
o Poliovirus blend (Polio 1, 21i 3)
o Echovirus blend (Echo 4, 6,9 11,30 34)

o Coxsackievirus B blend (Cox B1, B2, B3, B4, B5i Bé)

Les dilucions de freball dels anticossos es prepararen immediatament abans de la
seva utilitzacié. La temperatura de conservacid dels anticossos liofilitzats i dissolts fou de
(5 + 3)°C. Un cop dissolt I'anticos, la solucid mare d'1 mgmL! és estable durant 2

mesos. No es recomana congelar i descongelar.

Els assaigs per tal d'establir el protocol es van realitzar emprant I'anticds NCL-ENTERO

a concentracions de 5 ug ‘mL' i es readlitzaren provant de detectar poliovirus 1 (Sabin).
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A més de la immunodeteccié de particules virals procedents de clapes, s'afegiren

controls per tal d'evitar les possibles interferéncies de les céllules presents sobre els

filtres de membrana d’'ésters de celulosa. Aquests controls es realitzaren a partir de

particules viriques adsorbides directament als filtres, treballant amb diferents

concentracions de virus. L'obtencié dels filtres de membrana per ambdds casos es

descriu a continuacio.

— Obtencid de filtres de membrana amb virus adsorbits a partir de volums de 5 pl

de suspensiod viral de titol alt

Es disposaren tants filtfres de membrana com anticossos es volguessin

testar damunt de paper 3MM Chr sec.

S'afegiren 5 puL de suspensid viral de titol alt (108 ufpmL!' aprox.) de

cadascun dels virus a detectar sobre els filtres.

Es deixaren assecar durant 5 a 10 minuts a femperatura ambient (20-

25°C) i es procedi amb el protocol d'immunodeteccio (Annex ).

— Obtencid de filtres de membrana amb virus adsorbits a partir de volums de 500

uL de suspensid viral de titol alt

Utilitzacié del Minifold | (447 930, Schleicher & Schuell) segons indicacions

del fabricant.

S'assecaren els filtres a I'aire i es procedi amb el protocol

d'immunodeteccié (Annex).

El protocol bdsic d'immunodeteccid que es descriu a I'Annex |, fou modificat per tal

de provar diferents condicions. Les modificacions assajades s'aplicaren afegint un

pretractament de les membranes i modificacions en la fase de bloqueig.

1.2.8.2.2 Pretractament dels filtres d’ésters de cel iulosa per eliminar les restes cel {ulars

De nou, les restes celdulars interferien en la deteccid dels senyals corresponents a les

clapes aixi que s'assajd la introduccid d'un pretractament de les membranes abans de

la fase de bloqueig. Els prefractaments assajats foren els que es descriven a

confinuacio:
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- pretractament amb SDS 10%

* es mantingueren els filtres sobre paper Whatman 3 MM Chr humitejat amb SDS

10% durant 5 minuts a temperatura ambient.

= esrentaren en 10-20 mL de TBS-Tween 1x durant 15 o 30 minuts a temperatura

ambient.
- pretractament amb tripsina-EDTA

= es mantingueren els filtres sobre paper Whatman 3 MM Chr humitejat amb

fripsina-EDTA durant 4 minuts a temperatura ambient.

= es rentaren en 10-20 mL de TBS-Tween 1x durant 30 minuts a temperatura

ambient.

1.2.8.2.3 Modificacié de la solucié de bloqueig

El tampd de blogueig compost per TBS- Tween 1x + 3% BSA es substitui per un tampd
a base de TBS-Tween 1x + 1% “blocking reagent™ (1 096 176, Roche) per tal de valorar si
el canvi en el component bloquejant produia un menor background. El bloqueig en

aquest segon cas es realitzd de la mateixa manera, només substituint el tampo.

1.2.8.2.4 Conservacié de les membranes abans de la immunodeteccié.

Els filtres un cop retirada la capa d'agar, es segellaren dins una bossa de pldstic i es
conservaren a (5 + 3)°Cia (-20 + 5) °C. Es mantingueren en aquestes condicions durant
5 dies per tal de saber si es podien conservar els filtres i en quines condicions fer-ho, cas

gue no es pogués procedirimmediatament amb la immunodeteccid.
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1.3 RESULTATS | DISCUSSIO

1.3.1 MODIFICACIO DEL MEDI OVERLAY

1.3.1.1 Addicié d’ions polivalents al medi overlay

Els resultats obtinguts mostren que la major recuperacié s'obté amb la combinacid
d’alumini i magnesi afegits al medi overlay (Figura 1.3.1.1.1) tot i que en cap dels casos
es detecten diferencies estadisticament significatives (ANOVA, P>0,05) respecte a la
utilitzacié del medi sense modificar. Tot i qixd, I'addici®é de magnesi és el que permet
obtenir valors de recuperacié de virus més homogenis i en tots els casos superiors al
100% en els diferents tests realitzats. Aixi, s'escolli el magnesi per tal de testar
concentracions creixents del catié al medi. En aguest cas perd tampoc es detectaren
diferéncies significatives en I'increment del titol viral amb les concentracions creixents
de magnesi. Els resultats corresponen a 5 experiments independents obtenint-se els

recomptes a partir de 4 repliques en tots els casos.

% recuperacioé

Al Mg Ca Al-Mg AlI-Ca Mg-Ca Al-Mg-
Ca

lons

Figura 1.3.1.1.1. Efecte dels ions polivalents afegits al medi overlay en la recuperacié de poliovirus
I (Sabin) sobre la linia cel lular BGM emprant el métode Viraden. Les concentracions finals
al medi overlay dels diferents ions sén 0,05 M MgClz, 0,02 M AICl3i 8 mM CaClz. El valor de
100% de recuperacio correspon a l'enumeracid del control en el medi overlay base sense

modificar descrit per al métode Viraden.
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1.3.1.2 Addicié de tripsina al medi overlay

Quan s'afegeix la solucid de tripsina-EDTA al medi overlay sempre s'obtenen valors
de recuperacié de poliovirus 1 (Sabin) superiors al 100% i sempre superiors als
percentatges de recuperacié que s'obtenen en els casos en que només s'afegeix la
solucid de tripsina (Figura 1.3.1.2.1). Aixi doncs, s'observa un efecte de la solucié de
tripsina-EDTA  creixent amb I'augment de la concentracié d'aquesta, sobre el
recompte de poliovirus 1 (Sabin) per cultiu cellular emprant la liniac BGM i el metode

Viraden.

Tot i les recuperacions superiors afegint la solucié de tripsina al medi overlay no hi ha
diferéncies estadisticament significatives (ANOVA, P>0,05) pel que fa als recomptes de
virus emprant el medi overlay sense modificar. Només hi ha diferéncies estadisticament
significatives (ANOVA, P<0,05) pel que fa a l'increment en el recompte de poliovirus 1
(Sabin) quan el que s'afegeix al medi overlay es la maxima concentracié de la solucié
de tripsina-EDTA. Els resultats corresponen a 5 experiments independents obtenint-se els

recomptes a partir de 4 repliques en tots els casos.

Tot i les diferéncies estadisticament significatives amb les concentracions mdaximes de
tripsina i EDTA, no s'optd per aquesta modificacié del medi overlay pel fet que de
vegades (en un 5% de les plaques aproximadament) la visid de les clapes es feia més
dificultosa per alteracions de la monocapa. Si a aquest fet s'"hagués d'afegir el treball
amb mostres ambientals que, de vegades contenen ja per elles mateixes substancies
que proporcionen citotoxicitat, no creiem recomanable la utilitzacié del medi overlay

modificat per addicié de tripsina.
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Figura 1.3.1.2.1. Efecte de la tripsina amb i sense EDTA afegida al medi overlay en la recuperacio
de poliovirus 1 (Sabin) sobre la linia cel lular BGM emprant el métode Viraden. Les
concentracions finals d’EDTA al medi overlay sén 0,014 mM, 0,028 mM i 0,042 mM

respectivament. El valor del 100% de recuperacié correspon a l'enumeracié control

emprant medi overlay base sense modificar descrit per al métode Viraden.

1.3.1.3 Combinacié d’ions polivalents i tripsina al medi overlay

Quan es modifica el medi overlay afegint tripsina 0,006% i EDTA 0,014 mM i a I'hora els
diferents ions, els resultats no mostren cap increment significatiu (ANOVA, P>0,05)
respecte als resultats anteriors en que només hi ha addicié de tripsina-EDTA (Figura
1.3.1.3.1). Si es comparen amb els resultats quan només s'afegeixen ions, hi ha fins i tof,
en alguns casos, menor recuperacid a |'afegir-hi tripsina sense detectar-se perd, com
ja s'ha dit, diferéncies estadisticament significatives. El control és de nou, com en els
casos anteriors, el valor del recompte de poliovirus 1 (Sabin) en el medi overlay sense
modificar. Els resultats corresponen a 5 experiments independents obtenint-se els

recomptes a partir de 4 repliques en tots els casos.
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Figura 1.3.1.3.1. Efecte de la tripsina-EDTA (0,006% tripsina i 0,014 mM EDTA) i dels ions afegits a
I'hora al medi overlay en el recompte de poliovirus 1 (Sabin) sobre la linia cel lular BGM emprant
el metode Viraden. Les concentracions finals dels ions al medi overlay sén 0,05 M MgClz, 0,02 M
AlCI3i 8 mM CaCly. El valor del 100% de recuperacid correspon a l'enumeracid control emprant

medi overlay base sense modificar descrit per al metode Viraden.

1.3.2 EFECTE DE L'ADDICIO D’IDU AL CULTIU CEL LULAR EN CREIXEMENT.

En aquest cas I'expressid dels resultats es realitza amb el cdlcul dels coeficients entre
el nombre de clapes (Taula 1.3.2.1) i no amb percentatges de recuperacié, donat el
major efecte en I'increment de la recuperacié de virus afegint IDU al medi de cultiu

respecte als casos anteriors de modificacid del medi overlay.

El cdlcul dels coeficients que s'obtenen en I'enumeracid d'enterovirus utilitzant
cellules de la linia cel lular BGM que creixen amb i sense IDU al cultiu es realitza dividint
el recompte de clapes a les plagues de les céllules que han crescut amb presencia
d'IDU entre el recompte de clapes a les plaques de les cellules que han crescut sense
IDU. D'aguesta manera els resultats mostren que quan es valora l'increment en els
recomptes de poliovirus 1 (Sabin), coxsackievirus B4 i coxsackievirus B5 pel metode
Viraden, en tots els casos es detecten diferencies estadisticament significatives
(Sfudent’s T test, P<0,05)observant-se un increment en els recomptes de tofs els virus

assajats amb I'addicié d'IDU al cultiv (Taula 1.3.2.1).
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Taula 1.3.2.1. Efecte de I'addicié d’IDU al cultiu en I'enumeracid d’enterovirus emprant els
meétodes monocapa i Viraden. Els valors representen I'increment en el recompte de virus
experimentat amb I'addicié d'IDU a concentracid final de 50 ug mL' a un cultiu de céllules

BGM en creixement.

Polio 1 (Sabin) Ppolio 1 (Sabin) Coxsackie B4 Coxsackie B5

Nombre de répliques 7 17 10 10

Increment de
recuperacio 1,52 1,67 1.54 3,07

(mitjana de coeficients)

Desv. Est. 0,29 0,45 0,59 1,42

% de coeficients
superiors a la unitat en 100 95 80 100

presencia d'IDU

En la bibliografia revisada, Benton i Hurst (1986) obtenen increments mitjans per a
poliovirus 1 amb I'addicié d'IDU al cultiu emprant el metode de titulacid per
monocapa de 1,9 (£1,3). Els resultats obtinguts en el nostre cas coincideixen doncs

amb els d’aquests autors.

1.3.3 ADAPTACIO DEL METODE VIRADEN A FILTRES DE 90 mm DE DIAMETRE

Els resultats a les figures 1.3.3.1, 1.3.3.21i 1.3.3.3 mostren la comparacié dels recomptes
virals obtinguts emprant filires de 47 mm i de 90 mm de didmetre aplicant el metode

Viraden.

Els recomptes obtinguts emprant suspensions de poliovirus 1 (Sabin), coxsackievirus B4
i coxsackievirus B5 no mostren diferéncies significatives (Student’s T test, P>0,05)
emprant un o altre filtre i en tots els casos es troben dins els limits d'accié (limit superior i
limit inferior d'accié assenyalats com a LS i LI als grafics) de les cartes de control
utilitzades per a les suspensions virals corresponents a cadascun dels tres virus assajats.
S'escolli aguest tipus d'expressid dels resultats pel fet que les cartes de control
permeten una valoracié optima d'aquests quan les variacions sén petites, ja que el
cdlcul i utilitzacié de les cartes de control pren en consideracio la variabilitat (precisid)

dels metodes de quantificacid. Aixi, es prepararen les diferents cartes de control per als
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tres virus assajats aplicant el métode Viraden amb filtres de 47 mm de didmetre, descrit
origindriament, filtrant volums de 100 mL i seguidament, s'inclogueren els resultats dels
recomptes obtinguts amb I'aplicacié del metode Viraden amb filires de 90 mm de

didmetre i filfracions de volums d'un litre per a cada determinacio.
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Figura 1.3.3.1. Carta control del recompte (ufp per placa) de clapes de poliovirus 1 (Sabin)
aplicant el métode Viraden emprant filtres de membrana de 47 mm (®) o de 90 mm () de
diametre. LS: limit superior d'accié de la carta de control; Li: limit inferior d'accid de la carta de

control.

50
45 fr LS
40 o .
35 R
30 |

Oe

20 @ o
—————————————————————————————————————————————————————— Li

Figura 1.3.3.2. Carta confrol del recompte (ufp per placa) de clapes de coxsackievirus B4
aplicant el metode Viraden emprant filtres de membrana de 47 mm (@) o de 90 mm () de
diametre. LS: limit superior d'accid de la carta de control; LI: limit inferior d'accid de la carta de

control.
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Figura 1.3.3.3. Carta confrol del recompte (ufp per placa) de clapes de coxsackievirus BS
aplicant el métode Viraden emprant filtres de membrana de 47 mm (@) o de 90 mm (O) de
diametre. LS: limit superior d'accié de la carta de control; LI: limit inferior d'accié de la carta de

control.

1.3.4 APLICACIO DEL METODE VIRADEN AMB LA LINIA CEL1ULAR
PLC/PRF/5.

Els resultats no mostraren recuperacions de virus superiors en el cas de la linia celular
PLC/PRF/5 quan es compararen amb les recuperacions de poliovirus 1 (Sabin) que
s'obtingueren amb la linia cel{ular BGM (Taula 1.3.4.1). Fins i tot s'observd un descens
en la recuperacié de virus amb la linia PLC/PRF/5, tot i que les diferéncies no foren
estadisticament significatives (Student’s T test, P>0,05). A aquest fet, s'hi afegi a més,
una major dificultat en el cultiv de la linia PLC/PRF/5 que provocava una menor
homogeneitat de les monocapes i consequentment una major dificultat en la

identificacié i el recompte de les clapes.

Quan es compararen els métodes de quantificacié de virus de monocapa respecte
Viraden emprant la linia PLC/PRF/5, s'obtingué una recuperacié significativament
major (Student's T test, P<0,05) quan s'aplicd el métode Viraden. La recuperacié
superior fou del mateix ordre que la que s'obté en la comparacié dels métodes de
monocapa i Viraden per a la quantificacié de poliovirus 1 (Sabin) utilitzant la linia BGM

(Papageorgiou et al, 2000).
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Taula 1.3.4.1. Relacid entre els valors de poliovirus 1 (Sabin) obtinguts aplicant els diferents
meétodes de quantificacié (monocapa i Viraden) emprant la linia celdular PLC/PRF/S5.
Comparacié de I'enumeracié de virus pel métode Viraden pel que fa a linia celular (BGM o

PLC/PRF/5) i comparacié del metode de quantificacié utilitzant la linia PLC/PRF/5.

Viraden (PLC/PRF/5) Viraden (PLC/PRF/5) versus

versus Viraden (BGM) monocapa (PLC/PRF/5)

0.74 1,25
0.84 1,88
0.89 2,07
0,57 0.90
0,92 3,04
0,44 -
Mitjana 0,73 1,83
Desv. Est. 0.2 0.8

1.3.5 COMBINACIO DE DIFERENTS LINIES CEL1ULARS EN EL METODE
VIRADEN

Quan s'utilitzen dues linies cellulars diferents en I'aplicacié del métode Viraden, una
per a la monocapa i una altra per a la suspensid de céldules, s'obtenen resultats que
depenen del tipus de mostra (suspensid viral assajada) i del tipus de linia cellular
emprada en la capa superior. Els resultats i discussid detallats es recullen al Capitol 4

d'aquesta memoria.
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1.3.6 EFECTE DEL VOLUM DE MOSTRA CONCENTRAT EN EL RENDIMENT DEL
METODE VIRADEN

1.3.6.1 Efecte del volum de mostra concenirat en el rendiment del
meétode Viraden per a la recuperacié de virus cultivables presents en

aigua residual.

Les taules 1.3.6.1.1 i 1.3.6.1.2 mostren els resultats dels experiments en que es valora
I'efecte del volum de mostra concentrat per filfracidé emprant el métode Viraden sobre
el rendiment d'aquest metode per a I'aigua residual bruta (Taula 1.3.6.1.1) i tfractada
(Taula 1.3.6.1.2). En ambdds casos, tot i aplicar descontaminacié per filtracié a través
de filtres esterilitzants (0,22 um), s'observa una clara pérdua pel que fa a la recuperacié

de virus a mida que augmenta el volum de mostra concentrat.

Per a I'aigua residual bruta (Taula 1.3.6.1.1) la major pérdua de recuperacid de virus
cultivables es produeix quan es passa de volums d’'1 a 10 mL. Tot i que donada la poca
homogeneitat del tipus de matriv anadlitzada, les diferéncies només sén
estadisticament significatives (ANOVA, P<0,05) quan el volum de mostra que es

concentra per Viraden sén 50 10 mL.

Taula 1.3.6.1.1. Enumeracid d’enterovirus cultivables en aigua residual bruta emprant el métode
Viraden. Coeficients entre els valors de virus cultivables (ufp L) obtinguts en funcié del volum
filtrat

Volum filtrat
Tol10mL 5010mL 10 0 20 mL
Nombre de mostres 29 24 17
Mitjana dels coeficients 3.7 1.7 1,6
Desv. Est. 3.5 1.1 1.2
Valor maxim 12,8 3.5 4,8
Valor minim 1 0.3 0.4
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Pel que fa a I'aigua residual fractada (Taula 1.3.6.1.2), de nou, I'augment del volum
filtrat produeix una pérdua en la recuperacid d'enterovirus. Es detecten diferencies
significatives (Student’s T test, P<0,05) quan es compara la recuperacié d’enterovirus
en mostres d'efluent secundari utilitzant el métode Viraden en funcié del volum de
mostra concentrat, essent significativament més alta quan es filtren 20 mL en

comparacié a quan es filiren 100 mL.

Taula 1.3.6.1.2. Enumeracié d’enterovirus cultivables en aigua residual tractada emprant el

metode Viraden. Coeficients entre els valors de virus cultivables ( ufp L-1) obtinguts en funcié del

volum filtrat.
Volum filtrat
20 0 100 mL
Nombre de mostres 15
Mitjana dels coeficients 3.9
Desv. Est. 2,6
Valor maxim 8.1

Valor minim 1

El fet de la pérdua de rendiment dels metodes de concentracié per filtracié-elucio
quan a la mostra hi ha molt material en suspensid i materia orgdnica és un fet conegut
i un dels principals inconvenients dels métodes de concentracidé que es basen en
aquest tipus de procediments. A la bibliografia es troben diferents referéncies a aquest
fet, per exemple, en mostres d’aigua residual sense concentrar (3 mL) es frobaven
valors de 4885 ufp-l! de mitjana (min. 400 i mdx. 14000) mentre que quan es
concentraven 20 litres de mostra els valors d'ufp L1 es reduien a 267 ufp L' (Bosch et al,
1986a).

En el cas del métode Viraden aplicat a mostres d'aigua residual bruta i tractada,
matrius amb una gran quantitat de matéria orgdnica i solids en suspensid, cal tenir en
compte que aguesta pérdua de rendiment pot produir-se tot i que les mostres es
concentrin després del procés de descontaminacié per filtracié a través de filtres de
baixa adsorcié proteica de 0,22 um de didmetre de porus, tot i que aquests filtres ja

eliminen gran part del material en suspensid.
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1.3.6.2 Efecte del volum de mostra d’efluent secundari concentrat per

Viraden en la recuperacioé de poliovirus 1 (Sabin)

La figura 1.3.6.2.1 mostra els valors de virus afegits a mostres d'efluent secundari que
es recuperaren en funcid del volum filtrat aplicant el métode Viraden utilitzant un Unic

filtre de membrana d'ésters de cellulosa de 47 mm de didmetre.

16

12 4

10 ~

ufp per placa

—

100 mL 300 mL 500 mL

Volum concentrat per Viraden

Figura 1.3.6.2.1. Valors de poliovirus 1 (Sabin) (ufp per placa) depenent del volum filtrat pel
métode Viraden (100, 300 o 500 mL per un filtre de membrana). Les mostres es clarifiquen-
descontaminen per filtracié a través de 0,65 um PVDF (] ) o per tractament amb 10 mg L' de
fenol durant 30 minuts i filtracié a través de 0,65 um PVDF (01 ). n=12 per a 100 i 300 mL i n=4 per
a 500 mL.

Com en els dos casos anteriors la quantitat de poliovirus 1 (Sabin) recuperats per
Viraden depén del volum de mostra filtrat. Amb I'augment de tres i cinc vegades del
volum de mostra filtrat, s’'esperaria que també augmentessin tres i cinc vegades els
recomptes de poliovirus 1 (Sabin) perd, en canvi, hi ha una reduccid del nombre de
clapes a mida que augmenta el volum filtrat per un Unic filtre de membrana, quan

s'aplica el metode Viraden.

Per als efluents secundaris de depuradora analitzats, independentment del métode
de descontaminacid, el volum optim de concentracié hauria d'ésser inferior a 100 mL.

Aixi, doncs, quan calgui analitzar volums grans de mostra, pensem que és preferible fer
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répliques de filtracions de volums petits (20 mL), a filtrar volums elevats de mostra per un

sol filtre.

D'altra banda, cal considerar també, a més de la péerdua de virus, que quan
augmenta el volum de mostra d’efluent secundari que es filira a través de filtres de
membrana d'esters de cellulosa de 3 um de didmetre de porus en I'aplicacié del
metode Viraden, augmenta també la toxicitat sobre el cultiu celdular per als dos tipus
de fractament de descontaminacidé considerats en aquest cas, fenol i prefiltracid a
fravés de 0,65 um de PVDF. Tot i que seguien diferenciant-se bé les clapes, I'augment

de la citotoxicitat dificulta el recompte.

1.3.7 IDENTIFICACIO DE CLAPES VIRIQUES SOBRE FILTRES DE MEMBRANA
OBTINGUDES EN L’APLICACIO DEL METODE VIRADEN

1.3.7.1 Hibridacio molecular

1.3.7.1.1 Modificacié del procediment per evitar el background i millorar el senyal.

i. Variacié de la concentracié d'agar al medi overlay.

En primer lloc es comprova si hi havia diferéncies o no pel que fa al recompte de
poliovirus 1 (Sabin) emprant el métode Viraden utilitzant les diferents concentracions
d'agar descrites al medi overlay. No es detectaren diferéncies significatives (ANOVA,
P>0,05) en 14 experiencies de titulacid per duplicat. Quan es procedi amb la hibridacid
de les membranes resultants d’aquestes ftitulacions, cap de les concentracions
assajades de 1%, 1,5% i 2% d'agar disminui el background. Aixi doncs, es continud

aplicant el métode amb la concentracié de I'1% fixada inicialment.

ii. Disminucié de la temperatura d’hibridacid.

Quan la temperatura d'hibridacié es redui de 55°C a 50°C augmentd el senyal
obtingut en el film d'autorradiografia després de la hibridacié molecular. Cal tenir en
compte que si es volgués aplicar el metode amb diferents sondes especifiques per als
diferents enterovirus cas que aquestes es poguessin dissenyar i obtenir, caldria ajustar

de nou les temperatures d'hibridacid per a cada cas.
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iii. Augment de I'astringéncia dels rentats.

a. Concentracid de sals.

Si es fan tots els rentats amb el tampd que conté 2x SSC per comptes de éx
SSC, s'obté massa astringéncia i aquest fet repercuteix en el fet que no es
detecten senyals d'hibridacié. Provant diferents combinacions d'aquestes
dues solucions de rentat, la que disminui suficientment el background sense

péerdua en el senyal d’hibridacié fou la segient:
- 2rentats amb éx SSC + 0,6% SDS durant 10 minuts a 50°C.

- 1 rentat amb 2x SSC + 0,6% SDS durant 10 minuts a temperatura

ambient.
b. Temperatura.

Invertint I'ordre en la temperatura dels rentats s'obtingueren millors
resultats; aixi dons, es realitzaren primer els rentats a temperatura
d’hibridaci¢ i posteriorment els rentats a temperatura ambient com es

detalla en I'apartat anterior.
c. Temps

Els rentats inicials de 15 minuts quatre vegades, es passaren a fres rentats
de 10 minuts. El temps total de rentat es redueix. Es renova cada vegada la
solucid de rentat i es canvien les solucions de rentat que presenten

astringéncies diferents.

iv. Avancament del temps de lectura de les plagues per evitar la degradacid de I'ARN.

La lectura de les plagques s'avancd a les 48 hores després de la infeccid; aixi les
clapes eren més petites permetent un major nombre de clapes per placa i evitant la
degradacié de I'ARN viral. S'obtenia un senyal més intens en la hibridacié passant
d'obtenir senyal només a les vores de les clapes a obtenir-lo en prdcticament la

totalitat de la clapa de lisi.

v. Refredament el filtre abans de transferir.

Al fer la transferencia a partir del filtre fred, disminui el background observant-se

diferéncies respecte als filtres transferits a temperatura ambient.
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vi. Rentat de les restes cel {ulars.

El rentat de les restes cellulars un cop fixat I'acid nucleic no feu que el background
disminuis, si més no, en les cinc experiencies realitzades. A més, s'observd una certa

tendéncia a que disminuis el senyal d’hibridacié.

vii. Addicidé d'un pas previ d'extraccié d'dacids nhucleics amb tampd de lisi gue conté

isotiocianat de guaniding.

Aguest procediment d'extraccidé no va permetre detectar un increment de senyal
d'hibridacié. Pel fet que, a més, calia freballar amb reactius altament toxics, es

descartd afegir agquest pas al procediment.

Escollit el millor protocol per a la hibridacié d'ARN d’enterovirus amb sondes

marcades amb digoxigenina els resultats obtinguts es mostren a la Figura 1.3.7.1.1.1.

Figura 1.3.7.1.1.1. Hibridacié d'ARN de poliovirus 1 (Sabin) sobre membranes de nilé emprant

sonda marcada amb digoxigenina.

Quan la hibridacié es realitzd sobre clapes obtingudes a partir de procediments de
titulacié d'aigua residual bruta emprant el métode Viraden, s'obtingueren senyals
d’hibridacié que corresponien a les clapes de lisi identificades com a tal sobre la

monocapa cellular.

1.3.7.1.2 Possibilitat d’identificacié de clapes d’enterovirus per hibridacié d’acids

nucleics

Pel que fa doncs a la possibilitat d’identificar enterovirus que formen clapes sobre els

filtres de membrana d'esters de cel{ulosa val dir que aquesta pot realitzar-se a nivell
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de genere donades les semblances a nivell genétic entre els diferents serotips
d’enterovirus que permeten la utilitzacié de sondes ADNc genériques derivades d'un
serotip per detectar els genomes d'un ampli rang d’enterovirus (Bowles et al, 1986;
Hyypi& et al, 1984; Rotbart, 1991; Tracy, 1984). Igual que en el nostre cas, hi ha estudis
que confirmen la dificultat d'obtenir sondes especifiques per als diferents tipus

d’enterovirus quan s'utilitzen métodes d'hibridacié molecular (Bruce et al, 1989).

La identificacid d'enterovirus en mostres d'origen ambiental aplicant la tecnologia
d’hibridacid tal com s'ha descrit és possible i podria ésser Util per diferenciar els
enterovirus d'altres virus que fan clapes, com els reovirus. Pero, la impossibilitat
d'obtencié de sondes especifiques pels diferents grups d’'enterovirus fa que es plantegi
el mateix problema de manca d'identificacié que es planteja per a les mostres
cliniques (Bowles et al, 1986; Cova et al, 1988; Easton i Eglin, 1988; Rotbart, 1991). No

s'obté el grau d'informacié desitjat aplicant només aquesta tecnica.

1.3.7.2 Immunodeteccio

El metode d'immunodeteccid assajat en la deteccidé d’enterovirus emprant I'anticos
NCL-ENTERO va permetre observar senyals produides per la preséncia de particules
viriques damunt filtres que provenien de titulacions de suspensions virals emprant el
metode Viraden (Figura 1.3.7.2.1). Els senyals es comprovaren, i en tots els casos de
totes les experiéncies realitzades, corresponien a les zones de lisi celular identificades

com a clapes, localitzades a la placa de cultiv (100% eficiencial).

Figura 1.3.7.2.1. Inmunodeteccié de poliovirus 1 (Sabin) en un filtre d'ésters de cellulosa

emprant I'anticds NCL-ENTERO. Les fletxes mostren els senyals obtinguts.
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1.3.7.2.1 Pretractament

El pretractament amb SDS 10% i posteriors rentats de 15 i 30 minuts amb TBS-Tween 1x
van permetre eliminar el background i per tant, I'obtencié de millor senyal. Aquest
tfractament funcionava millor que el pretractament amb tripsina-EDTA, el qual no

millorava la deteccio.

1.3.7.2.2 Modificacié del tampé de bloqueig

La utilitzacié del tampd de blogueig TBS-Tween 1x + 1% blocking reagent va donar
resultat equivalent al que s'obtenia amb la utilitzacié del tampd de blogueig que
contenia 3% BSA en la immunodeteccié de particules viriques senceres de poliovirus 1
(Sabin).

1.3.7.2.3 Conservacié de les membranes abans de la immunodeteccié

La immunodeteccid a partir de membranes conservades a (5 + 3)°C i a (-20 £ 5)°C
produi senyals molt debils. Aixi, doncs, no es recomana la conservacid d'aquestes.
Quan s’hagi de procedir amb la immunodeteccié de particules virals sobre suport de

filtres de membrana d'ésters de celfulosa és preferible fer-ho immediatament.

1.3.7.2.4 Possibilitat d’identificacié de clapes d’enterovirus per immunodeteccio

Es va voler comprovar si amb anticossos comercials especifics per als diferents tipus
d’enterovirus, es podien diferenciar enterovirus procedents de cultius purs de laboratori
identificats o d’'aillaments ambientals identificats per andlisi de patré de fragments de
restriccid. Aquest assaig es desenvolupd amb els anticossos monoclonals del kit
comercial "screening d'enterovirus” al que es fa referencia a la seccié de Material i
Métodes. Només els anticossos anti-poliovirus foren capacos de discriminar poliovirus
d’entre els diferents enterovirus utilitzats en I'estudi (echovirus i coxsackievirus). La resta
d'anticossos no es mostraren especifics per als virus per als quals descriu el kit ja que
reaccionaren i produiren senyal quan s'afegi poliovirus 1 (Sabin) a la deteccid. A més
de la detecci¢ inespecifica de poliovirus 1 (Sabin) amb anticossos descrits per a
echovirus i coxsackievirus, es produiren reaccions creuades entre aquests dos Ultims
virus. Aixi doncs, els anticossos provats no permeten la identificacié dels diferents grups
d'enterovirus aplicant la immunodeteccié de clapes viriques formades sobre suports
de membrana aplicant el metode Viraden. De la mateixa manera que amb les sondes

d'acid nucleic, aplicant aquesta modificacié del metode Viraden no s'obté el grau
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d'informacid desitjat per tal de realitzar una identificacié rapida dels diferents

enterovirus presents en mostres ambientals.
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1.4 CONCLUSIONS

L'addicid d'ions polivalents al medi overlay no incrementa de manera significativa

els recomptes de poliovirus 1 (Sabin) emprant el metode Viraden.

L'addicid de tripsina-EDTA al medi overlay incrementa els recomptes. L'increment
només és estadisticament significativ per a la concentracié maxima assajada 0,018%
de tripsina i 0,042 mM EDTA.

L'addicié d'ions polivalents i tripsina-EDTA al medi overlay no incrementa de manera
significativa els recomptes de poliovirus 1 (Sabin) emprant el metode Viraden. No hi ha

doncs sinergia.

L'addicié d'IDU al cultiu cellular en creixement incrementa de manera significativa

la recuperacid d'enterovirus aplicant el metode Viraden.

El métode Viraden pot aplicarse sense perdre rendiment emprant filtfres de

membrana de 90 mm de didmetre, concentrant volums d'un litre.

Existeix un efecte del volum de mostra (aigua residual bruta i fractada) filirat sobre el

rendiment del métode Viraden.

La hibridacié molecular permet la identificacié de clapes viriques d'enterovirus sobre
filtres de membrana obtingudes en I'aplicacié del metode Viraden. Tot i que amb la
técnica desenvolupada i donades les caracteristiques del genoma dels enterovirus no
es pot aplicar la hibridacidé molecular amb sondes d'dcid nucleic per diferenciar tipus

en poblacions naturals d’'enterovirus.

La immunodeteccid permet la identificacid de clapes viriques d'enterovirus sobre
filfres de membrana obtingudes en I'aplicacié del metode Viraden. Pero, els anticossos
monoclonats comercials provats no permeten la correcta identificacié dels diferents

fipus d'enterovirus.
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Capitol 2. Clarificacid i descontaminacié de mostres

2.1 INTRODUCCIO

Les mostres ambientals o concentrats virals de mostres ambientals contenen bacteris i
fongs que poden créixer en els medis de cultiu i interferir amb la deteccié de virus
presents en aquest tipus de mostra. Es per aixd que han de descontaminar-se abans de
la determinacié de virus. Per a moltes mostres, especialment les que provenen de
concentrats d'aigua de beguda, la contaminacid es controla de manera adient amb
I'addicié d'antibidtics com penicil lina-estreptomicina o gentamicina-kanamicina que
s'afegeixen a la mostra immediatament després de finalitzar el procés de
concentracié. Per obtenir proteccidé addicional contra la contaminacid per fongs
poden afegir-se antifUngics com la amfotericina B o la nistatina a concentracions de
2,51 50 ug'mL! respectivament. Si els antibiotics citats fins ara sén inadequats, poden
utilitzar-se un o més antibidtics com aureomicina, neomicina o polimixina B. Per
incrementar I'efecte dels antibiotics les mostres s'incuben d'1 a 3 hores de 25 a 37°C
després d'afegir-los-hi. A més, la destruccié bacteriana és major quan les mostres es
congelen a -70°C després de la incubacié amb els antibiodtics. Per saber si el
fractament amb antibidtic és efectiu cal sembrar plagues amb medi de cultiu ric amb
una fraccid de la mostra i incubar-les per tal de determinar el creixement de bacteris

i/o fongs.

Si les mostres estan molt contaminades i aquesta contaminacid persisteix després del
fractament amb antibidtics, cal aplicar cloroform. El tractament recomanat per
I'Stantdard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 1998)
consisteix en afegir cloroform a la mostra en proporcié 1:10 (v:v) i agitar vigorosament
durant 30 minuts a temperatura ambient o homogeneitzar durant 1 o 2 minutfs a 4°C.
Per separar les fases, es centrifuga a 1000 xg o es manté la mostra tota la nit
refrigerada. Es separa la mostra (fase superior) del cloroform (fase inferior) aspirant amb
una pipeta i en un contenidor net i estéril s’aireja la mostra durant 15 minuts amb aire
esterilitzat per filtracié dins una cabina de flux que mantingui una atmosfera
esterilitzada. No es permet descontaminar les mostres amb éter pel perill d'explosid o

d’incendi. Un altre metode de descontaminacié amb cloroform el descriu Buras (1974).

Un métode alternatiu al cloroform adient per a la descontaminacid de volums petits
de mostra directa o per als concentrats virals és la filtracid (EPA, 1996) tot i que,
I'Standard Methods (APHA, 1998) no recomana aquest tipus de descontaminacio pel
fet que poden produirse pérdues. L'assaig directe de les mostres aplicant els
procediments de descontaminacid per filtracié, proporciona bones recuperacions

perd, presenta l'inconvenient que només és aplicable a petits volums de mostra. El
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metode Buras (Buras, 1974) permet la descontaminacié d'efluents secundaris de
depuradora pero, la quantitat de cloroform necessdria, fa que no sigui aplicable quan
s'han d'anadlitzar volums de mostra superiors als 100 mL. Els metodes per a la
descontaminacié de mostres ambientals emprats fins 'actualitat no resolen

satisfactoriament la descontaminacié de volums de mostra superiors als 100 mL.

Com s'ha dit anteriorment, el métode Viraden presenta una alternativa valida com a
meéetode de concentracié i enumeracid d'enterovirus cultivables pels seglents motius:
és més econdmic que els altres metodes tant en materials com en temps i, ofereix la
possibilitat d'utilitzar el mateix métode per a I'aigua residual bruta i per a la fractada
de manera gque es puguin tenir valors d'enterovirus equivalents per avaluar la reduccid
d'aguests pardmetres en plantes de tractament. Tot i acixd, I'aplicacidé del metode
Viraden a [I'aigua residual (fortament contaminada) requereix processos de
descontaminacié i clarificacié de la mostra previs a la concentracié-enumeracioé.
Aquests procediments hauran de servir per evitar la colmatacié del filtre i la destruccid
de la monocapa cellular per fongs i bacteris contaminants. Pel que fa a aquest
procediment de clarificacié-descontaminacié previ de la mostra, I'aplicacié del
metode Viraden permet una aproximacié diferent a la de resta de métodes; la mostra
pot descontaminar-se abans de la concentracié aplicant solucions desinfectants.
Aquest procediment és valid ja que els virus que es troben en suspensions aquoses que
contenen desinfectants que no s'uneixen a les membranes, poden adsorbir-se als filtres
de membrana d’'ésters de cellulosa i enumerar-se aplicant el métode Viraden sense
efectes perjudicials dels desinfectants a les monocapes celdulars (Papageorgiou,
2000). Aixi doncs, els desinfectants que no afecten els virus poden utilitzar-se per

descontaminar mostres abans de concentrar i enumerar els virus per Viraden.

De manera addicional poden aplicar-se prefilires que clarifiquin les mostres abans de
procedir a la concentracidé pel metode Viraden. Aguests procediments de prefiltracid
son ben coneguts per a moltes técniques de concentracid de virus descrites ja que
permeten, en determinats casos, augmentar I'eficiéncia dels métodes de
concentracié. A més, faciliten el procediment de descontaminacié posterior quan
aquest sigui necessari. Els prefiltres emprats son de diferent naturalesa, com paper

Whatman i fiora de vidre, entre d’altres.
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2.1.1 CANDIDATS PER ALS PROCEDIMENTS DE DESCONTAMINACIO
QUIMICA DE MOSTRES AMBIENTALS

Estudis previs al laboratori en que es prova de valorar la capacitat desinfectant de
diferents compostos sobre poliovirus 1 (Sabin), mostraren resisteéncia d'aquests virus front
determinades substdncies. L'avaluacid d'aquests resultats preliminars i I'observacidé que
aqguests productes no presentaven efecte citotoxic sobre les céllules BGM emprades
en la deteccid dels virus, va fer pensar en la possibilitat d'establir procediments de
descontaminacié quimica de mostres ambientals amb compostos com el digluconat
de clorhexidina i el fenol, compostos amb manca d’activitat virucida sobre virus no
embolcallats i sense efecte citotdxic quan s'aplica el métode Viraden com es descriu

més en davant.

2.1.1.1 Digluconat de clorhexidina

El digluconat de clorhexidina (DGC) té¢ com a molecula activa la clorhexidina. La
clorhexidina és una polibiguanida catidnica amb propietats bactericides. En un medi a
pH neutre les sals de clorhexidina es dissocien alliberant un component carregat
positivament. L'activitat bactericida de la clorhexidina és el resultat de la unid
d'aquesta molécula catidnica amb les superficies carregades negativament de les
cobertes bacterianes. A concentracions baixes, es produeix una alteracid de I'equilibri
osmotic bacterid amb fuga de potassi i fosfor, amb un efecte bacteriostatic final. A
concentracions més altes, es produeix tfrencament de les cobertes; precipitacid dels
continguts citoplasmatics i mort celular. La clorhexidina t& un ampli espectre d'accié.
Es més activa contra microorganismes gram-positius que contra gram-negatius.
L'accié contra els fongs és lleu. Ha mostrat activitat in vitro contra virus embolcallats

com VIH, herpes, citomegalovirus i influenca.

2.1.1.2 Fenol

El fenol i derivats s'utilitzen dmpliament com a desinfectants generals i com a
preservatius per a diversos productes manufacturats. La principal limitacié és que no
poden utilitzar-se quan la seva aplicacié pugui contaminar aliments. L'activitat

bioldgica del fenol resideix a la molécula no dissociada i és efectiu contra formes
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vegetatives de bacteris gram negatius i gram positius, perd és poc eficient contra

espores.

2.1.2. PROCEDIMENTS DE CLARIFICACIO

La clarificacié entesa com a procediment que permet la separacié de les particules
suspeses per filtracid o centrifugacié en una solucié determinada, pot aplicar-se com a
pas previ als métodes de concentracié de virus (Sobsey i Glass, 1984). Si les mostres
presenten un elevat grau de contaminacié microbiologica aquests procediments han
de seguir-se amb procediments de descontaminacié que assegurin I'eliminacié dels
microorganismes interferents en la determinacié de virus. Perd hi ha mostres en les que
donat el grau de contaminacié, un procediment de clarificacid pot ser suficient per tal
que pugui aplicar-se el métode de concentracid-enumeracié Viraden. Serien els casos

de I'aigua de riu i I'aigua de mar.

Per a la clarificacié cal que s'emprin prefiltres que no retinguin els virus. Per al treball

s'escolliren paper Whatman i/o filtres de membrana de baixa adsorcid proteica.

2.1.3 PROCEDIMENTS DE FILTRACIO PER A LA DESCONTAMINACIO DE
MOSTRES AMBIENTALS

La filtracié s'utilitza dmpliament en els laboratoris i la indUstria per a la clarificaciod i/o
descontaminacié de solucions liquides. En virologia, els filtres de membrana separen els
virus suspesos en diverses solucions aquoses d’altres microorganismes, com els bacteris,
els protozous i els fongs. Per exemple, les suspensions virals es purifiquen per filtracié a
partir d'un cultiu cel{ular després de la replicacid viral (Goodherat, 1969; Freshey, 1987)
i a partir d'una mostra abans de I'enumeracid per cultiv celdular (Brock, 1983; EPA,
1996).

Per descontaminar suspensions de virus, la filtracié ha d'excloure la majoria de les
particules no virals. La utilitzacié de filtres de 0,22 um de didmetre de porus va ser
proposada per Freshey, 1987 i per la EPA (1996, 2000a, 2000b). Els virus passen a través
dels filtres amb aquest didmetre de porus (Brock, 1983) si bé, segons la naturalesa de
les membranes, els virus poden quedar-hi adsorbits. Aquesta adsorcié dels virus no
embolcallats a la major part dels filires de membrana utilitzats en microbiologia es

redueix saturant el filtre amb extracte de carn abans de la filtracid (Mix, 1987) o
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utilitzant filtres fabricats amb materials que no adsorbeixin proteines (Mocé-Llivina et al,
2003). Pel que fa als bacteridfags, les membranes de PVDF (polyvinylidene fluoride)
proporcionen millors recuperacions que les membranes d'esters de cel lulosa saturades

amb extracte de carn (Tartera et al, 1992).

Les membranes anomenades de baixa adsorcié proteica poden diferenciar-se pel
tipus de material emprat en la seva fabricacié, trobant-se membranes de
polyvinylidene fluoride (PVDF) i de polyethersulfone (PES). Les membranes de PVDF
hidrofiliques s'apliquen per a la filtracié esterilitzant de solucions proteiques, medis de
cultiv celdular, additius, antibiotics i alcohols. Les membranes de PES permeten la
filtracié de grans volums de medis de cultiu celdular, additius i altres solucions aquoses

sense adsorcié de proteines i sén més econodmiques que les de PVDF.

Els filtres de membrana emprats en la readlitzacié de les proves de clarificacié-
descontaminacié per filtracidé poden agrupar-se en dues categories; prefiltres, de
didmetre de porus més gran i de composicid diversa i, filtfres (esterilitzants o no) de
didmetre de porus igual o inferior a 0,45 um i en el cas que ens ocupd, sempre de

baixa adsorcié proteica.

Com a objectius d'aquest capitol es plantejd trobar diferents sistemes de clarificacié-
descontaminacié de volums de mostra petits o mitjans, utilitzant desinfectants quimics,
filtres de membrana i combinacions d’aquests, aplicables a diferents fipus de mostres
ambientals que posteriorment fossin analitzades aplicant el métode Viraden entre

d'alfres.
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2.2 MATERIAL | METODES

2.2.1 MOSTRES

Els experiments de descontaminacié es realitzaren amb mostres d'aigua residual
bruta i tractada (efluent secundari) procedents de dues estacions de depuracid
d'aigua residual (EDARs). L'EDAR Gava-Viladecans forma part del Sistema i del Pla de
Sanejament Metropolitd de I'drea de Barcelona, essent-ne la depuradora biologica
principal fins el 2003, depurant aigUes residuals domeéstiques de diverses poblacions del
Baix Llobregat, amb un cabdal de 72.000 m3 per dia i 400.000 habitants equivalents. El
fractament que s'hi porta a terme és de tipus bioldgic i suposa una reduccid de solids
en suspensio i de la materia orgdnica del 90%. Tant bon punt I'aigua residual arriba a la
planta és bombada per, a continuacid, ser sotmesa a les operacions de desbast,
desarenatge i separacié de greixos. Després d'una decantacid primdaria de tipus fisic,
I'aigua és conduida per al seu tractament biologic, mitjancant un procés d'aireacié.
Segueix una decantacié secundaria per finalitzar amb la desinfeccid de I'efluent amb
clor. Aquest efluent és abocat al mar a través d'un emissari submari que s'hi endinsa
fins a una distancia de 1400 m des de la linia de costa. En época d'estiu, la major part
de I'aigua residual depurada s'envia a la capcalera de les corredores i canals deltaics
dels municipis de Gava i Viladecans. Aixi es manté el nivell fredtic necessari per als usos
agricoles de la zona i es redueix el procés de salinitzacié dels terrenys, especialment
dels propers a la costa. L'EDAR Sant Adrid de Besos, actualment en remodelacio,
depura també aigUes residuals domestiques i compta amb una capacitat de 670.000
m?3 per dia i 3.100.000 habitants equivalents. El tfractament que s'aplica és de tipus
fisico-quimic i suposa una reduccid de solids en suspensid del 90% i del 60% de la
mateéria orgdnica. L'aigua residual que arriba pels collectors s'eleva de manera que
segueixi per gravetat tota la resta del procediment. Seguidament es realitza el desbast,
desarenatge i el tractament fisico-quimic propiament dit que consta de floculacié
(Ca(OH)2 i/o FeCls) i decantacid. L'aigua de sortida dels decantadors és ja aigua
fractada a la que es dona sortida per gravetat a través d'un emissari submari de 5,75

m de didmetre i 600 m de longitud.
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Quan s'indica que les mostres d’efluent secundari havien estat contaminades
experimentalment per poder determinar I'eficiencia dels diferents procediments de
descontaminacié, vol dir que a mostres d’efluent secundari d’EDAR biologica que no
sobrepassaven les quantitats de 10 ufp L' d'enterovirus, se'ls afegi poliovirus 1 (Sabin) a
raé de 100 + 10 ufp-L'. D'aquesta manera, es considerd igual o inferior al 10% la
influeéncia en els resultats dels virus naturalment presents a les mostres sobre els resultats

de recuperacié.

2.2.2 METODES DE DESCONTAMINACIO QUIMICA AMB CLARIFICACIO

Es provaren dos desinfectants, el digluconat de clorhexidina (DGC) i el fenol, els quals
afecten bacteris i fongs perd no afecten els virus no embolcallats. Aquests
desinfectants s'aplicaren en combinaci®é amb procediments de filtracié per clarificar
i/o descontaminar mostres d'efluent secundari. Es realitzaren diferents assaigs emprant

diferents concentracions d'ambdds desinfectants.

2.2.2.1 Descontaminacié amb DGC

2.2.2.1.1 Efecte de diferents concentracions de DGC sobre poliovirus 1 (Sabin)

Per als assaigs amb el DGC s’emprd com a solucidé mare una solucié aquosa al 20%
de DGC (Chlorhexidine 1,1"-hexamethylenebis[5-(p-chloro-phenyl)biguanide]
Digluconate, C9394, Sigma).

- Es prepararen tubs estérils amb suspensid viral de poliovirus 1 (Sabin) amb titol de
6104 ufp -mL! aproximadament. Es prepard el volum adient per tal que a I'afegir el
desinfectant quedés un volum final de 10 mL. Les suspensions es prepararen en

aigua bidestil lada esteril.

- A partir del tub prova es prepararen les dilucions decimals emprant PBS 1x esteril
(Annex 1) i es redlitzd I'enumeracié control de poliovirus 1 (Sabin) pel mateix
metode amb el que es redlitzd el recompte passat el periode d'incubacié amb el

desinfectant, el metode de monocapa.
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- S'afegi el volum de solucié desinfectant necessari per obtenir la concentracié final

de desinfectant desitjada.

- S'agitd suaument i es mantingué el tub estatic a temperatura ambient (25°C

aprox.) durant els temps d'incubacié determinats.

- Passat el periode d'incubacié es retird una fraccié del tub prova (1 mL) i es procedi
a la neutralitzacid del desinfectant. Per al DGC el sistema de neutralitzacié indicat

és per dilucié o per addicié d'una solucidé de Tween i lecitina.

Per no afegir compostos que poguessin produir citotoxicitat al cultiu cellular
emprat per a la determinacié dels virus, s'escolli el procediment de dilucié. Es

procedi, doncs, diluint 1:100 en aigua bidestil lada esteril freda.

- Es prepararen les dilucions decimals necessaries per a la determinacié viral i es

procedi amb aquesta emprant el métode de monocapa.

- Passat el periode d’incubacié de les plaques, aquestes es fixaren i es tenyiren i es
procedi al recompte del niUmero de clapes i al cdlcul de les reduccions

logaritmiques (log No- log Ni).

Comprovat que el DGC no mostrava efecte damunt els enterovirus a estudi, es prova
d'afegir DGC als efluents secundaris d"EDARs bioldgica i fisico-quimica per tal de reduir
la carrega bacteriana sense afectar els virus i poder descontaminar aixi un volum més

gran de mostra en el procés de filtracié posterior.

2.2.2.1.2 Efecte del DGC sobre els microorganismes aerobis totals presents en aigies

residuals fractades d’EDARs biologica i fisico-quimica

A partir de mostres d'efluents secundaris d'EDARs bioldgica i fisico-quimica es
realitzaren les segUents determinacions per valorar ['aplicabilitat de la

descontaminacio amb DGC.

- Es redlitzd un recompte inicial (abans d'afegir el DGC) que servi de control de
contaminacié de I'efluent. Aquesta determinacid es realitza seguint el procediment
de determinaci® de microorganismes aerobis per la tecnica de filtracié en

membrana com es detalla a I’Annex |.
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S'afegi DGC a fraccions diferents de la mostra, s'agitaren suaument i es
mantingueren en estatic a temperatura ambient durant 20 minuts. Les

concentracions de DGC assajades foren: 0,5% i 0,05%.

Es neutralitzd el DGC per dilucié 1:100 en solucié de Ringer 4 freda. En aquest cas
s'utilitzd una solucié isotdnica per als bacteris per tal que aquests no es veiessin

afectats.

Es realitzd la determinacid mitjancant la técnica de filtracid en membrana com es

descriu a I’Annex |.

Es realitzd de nou el recompte de microorganismes aerobis i el cdlcul de les

reduccions logaritmiques per a les dues concentracions de DGC assajades.

2.2.2.1.3 Recuperacio de poliovirus 1 (Sabin) en mostres d’efluent secundari d’EDAR

biologica contaminades experimentalment i tractades amb DGC i prefiltracié

Per tal de saber quin era I'efecte del DGC o quina la retencié dels filtres emprats en
la descontaminacié dels diferents efluents, es contaminaren experimentalment les
mostres amb poliovirus 1 (Sabin) i s'assajaren diferents concentracions de DGC per

poder-ne avaluar la recuperacio.
El procediment que es segui es detalla a continuacié:

S'afegi una quantitat coneguda de poliovirus 1 (Sabin) a cadascuna de les
mostres. Aquest era el valor emprat com a confrol i del qual es redlitzaren

enumeracions per duplicat amb cada experiment independent.

S'afegdi el volum necessari de la solucié mare de DGC per obtenir la concentracié

final desitjada.
S'agitd i es mantingué estatic a temperatura ambient (20-25°C) durant 20 minuts.
Es filtrd a través dels diferents filtres assajats:

» Filtres de membrana de PVDF de 0,65 um de didmetre de porus

= Filtres de membrana de PVDF de 5 um de didmetre de porus

= Filtres de membrana d'ésters de cellulosa de 5 um de didmetre de porus
Es condiciona el filtrat obtingut amb MgCl2 a concentracid final de 0,05M.

S'aplica el metode Viraden filtrant volums de 100 mL.
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- Es realitza el recompte de clapes i es calcularen els percentatges de recuperacid
de virus com a (Ni/Ng) -100 on Nt és el nombre de virus després de descontaminar i

No el nombre de virus afegits a la mostra.

2.2.2.1.4 Enumeracié d’enterovirus cultivables en efluents secundaris fractats amb DGC

i prefiltracié

A partir de mostres d’efluent secundari d’EDAR biologica s'assaja I'aplicacié de
concentracions 0,05% de DGC i filires de membrana de baixa adsorcié proteica.
L'objectiu era descontaminar i/o clarificar suficientment les mostres per tal de poder

aplicar el métode Viraden per a I'enumeracié d'enterovirus.
El procediment que es segui fou el seglent:

- S'afegi el volum de solucid mare de DGC (20%) necessari al volum de mostra

determinat per aconseguir la concentracioé final de DGC del 0,05%.
- S'agitd suaument i es mantingué estatic a temperatura ambient durant 20 minuts.

- Esfiltrd la mostra a través de filtres de membrana de PVDF de 0,65 uym de didmetre

de porus.
- Es condiciond la mostra resultant amb MgClz a concentracié final de 0,05M.

- S'aplica el metode Viraden filtrant volums de 50 i/o 100 mL a través dels filtires de
membrana d'esters de cellulosa de 3 um de didmetre de porus i 47 mm de

didmetre.

- S'incubaren les plagues i es realitza el recompte de les clapes passat el periode

d'incubacio.

2.2.2.1.5 Efecte del DGC per a possible aplicacié a mostres d’efluent terciari clorat

Es procedi a la descontaminacié d'efluents terciaris que corresponien a efluents
secundaris clorats in situ a I'estacié depuradora o al laboratori, afegint DGC a
concentracié de 0,05%. Passat el temps de contacte de 20 minuts a temperatura
ambient es procedi filtrant la mostra per filires de 0,65 um PVDF i s'assajaren volums de
mostra de 200 mL aplicant el métode Viraden en filtres d'esters de cel lulosa de 47 mm

de diametre.
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2.2.2.2 Descontaminacio amb fenol

2.2.2.2.1 Efecte de diferents concentracions de fenol sobre poliovirus 1 (Sabin)

El fenol és un desinfectant amb un coeficient de solubilitat en aigua de 6,6%. La
solucié mare que es prepard per a la realitzacié dels experiments de descontaminacid

amb fenol era de concentracié 5% (Annex l).

Es segui el mateix procediment que per al fractament amb DGC. Les concentracions
de fenol assajades per tal de valorar el seu efecte sobre poliovirus 1 (Sabin) foren 50

mg-L1i 100 mg-L'.

El fenol es pot neutralitzar per dilucid o per addicié de polisorbats (Tween). En el
nostre cas, es neutralitza per dilucié 1:100 de la solucid problema en aigua bidestil lada

esteril.

Els recomptes de poliovirus 1 (Sabin) es realitzaren pels metodes de monocapa i

Viraden.

2.2.2.2.2 Reduccié de microorganismes aerobis totals per efecte del fenol i la

prefiliracié en aigies residuals tractades d’EDAR biologica

Es realitza el recompte de microorganismes aerobis totals en mostres que provenien
d'efluent secundari d'EDAR bioldgica. Les mostres es repartiren en volums iguals en

contenidors de polipropilé esterils i es procedi com es detalla a continuacio.

- S'andlitzd una mostra control sense fenol per cada replica, que es mantenia durant

el temps d'incubacié a la mateixa temperatura que les mostres problema.

- S'aplicaren concentracions de fenol de 10 mg-L!, 50 mg-L', 100 mg-L'i 500 mg L

durant 30 minuts.

- Passat el temps d'incubacié es realitzd el recompte d'aerobis a 22°C i a 37°C

(Annex).

Com a control del procediment de descontaminacid complet que inclou el
fractament amb fenol i la filtracié a través de filires de membrana de 0,65 um PVDF, es
va voler valorar 'efecte de la filtracid a través d'aquests filtres en la recuperacid

d'aerobis totals presents en aigUes residuals tractades d'EDAR biologica.
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Per tal de veure aquest efecte es mantenia una fraccid de la mostra sense fenol
durant el periode d'incubacid en que les mostres problema estaven en contacte amb
el fenol, a la mateixa temperatura que aquestes. Passat aquest tfemps es filtrava la
mostra a través de filires de membrana de PVDF de 0,65 um de didmetre de porus i 47

mm de didmetre i es realitzava de nou el recompte de microorganismes en el filtrat.

2.2.2.2.3 Recuperacié de poliovirus 1 (Sabin) en efluent secundari contaminat

experimentalment i tractat amb fenol i prefiltracié

La legislacid permet abocaments de fenol a I'aigua residual de concentracions de
fins a 10 mg L. Per tal d'ajustar-nos a la normativa es provaren concentracions de
fenol que anaven des de 500 mg-L! fins a 1 mg-L'. A l'aplicar un sistema de filtracié
que consistia en connectar la rampa de filtracié a una trompa de buit en una aixeta
d’'aigua corrent, quan s'apliqguen concentracions de fenol de 500 mg-L-1 cal garantir el
factor de dilucié 50. Es calculd el percentatge de recuperacidé de poliovirus 1 (Sabin)
en mostres d’efluent secundari contaminades experimentalment i tractades amb
diferents concentracions de fenol seguides de filtracié a través de 0,65 um PVDF com

es detalla a continuacid.

- S'afegi una quantitat coneguda d'ufp de poliovirus 1 (Sabin) a mostres d’efluent
secundari d'EDAR bioldogica. Aquest era el valor emprat com a control i del qual es

realitzaven enumeracions per duplicat amb cada experiment independent.

- S'afegi fenol (a partir de la solucid mare al 5%) per obtenir concentracions finals a
la mostrade 1 mgL', 2mg-L!, 5mgL!, 10 mgL', 20 mg-L', 50 mgL!, 100 mg-L'i
500 mg L.

- S'agitd suaument i es va mantenir a temperatura ambient durant 30 minuts.
- Esfiltra la mostra a tfravés de diferents filtfres de membrana:

= Filires de membrana de PVDF de 0,65 um de didmetre de porus per totes les

concentracions assajades.

= Filtres de membrana de PVDF de 5 um de didmetre de porus per a la

concentracié més alta de 500 mg L.
- Es condiciond la mostra amb MgClz per obtenir una concentracié final de 0,05 M.

- S'aplicd el metode Viraden filtrant volums de 100 mL de mostra i fent un minim de

dues répliques.
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- Es redlitzd el recompte de clapes de poliovirus 1 (Sabin) i el cdlcul dels

percentatges de recuperacio.

En paraliel es processaren les mateixes mostres contaminades experimentalment,
emprant el métode de concentracid per floculacid orgdnica. Aquest procediment
s'afegi com a control per a la valoracié de la recuperacié de poliovirus 1 (Sabin)
emprant un metode conegut i per al que es disposava d'experiéncia al laboratori. A
més, aquest és un dels metodes de concentracié de virus recomanats per diferents
organitzacions (APHA,1998; EPA, 1996) i un dels més utilitzats, fet que permetia disposar

d'un punt de referéncia.

Per a la concentracié per floculacid orgdnica, es parti de volums de mostra d'un litre
per a cada experiencia i es procedi com es detalla a I’Annex . L'eluit es descontamind
amb cloroform com es descriu a I'Annex |. Les enumeracions de poliovirus 1 (Sabin) en
aquest cas es readlitzaren pel méetode de monocapa tant al control, abans de
concentrar, com a la mostra final. Finalment, es compararen els percentatges de
recuperacid obtinguts en aquest cas, amb els dels metodes de descontaminacié amb

fenol i concentracié per Viraden desenvolupats.

2.2.2.2.4 Enumeracié d’enterovirus cultivables en efluents d’EDAR bioldgica tractats

amb fenol i prefiltracié

Per a la determinacié d'enterovirus en efluents d’'EDAR bioldgica descontaminats per

tfractament amb fenol i prefiltracio, es procedi com es detalla a continuacio.

- Volums de mostra de mig litre de diferents decantadors (A i B) d'una EDAR
biologica es tractaren amb fenol a concentracié final de 500 mg-L' durant 30

minufts.
- Passat el temps d'incubacio es filtraren les mostres a través de 0,65 um PVDF.
- Es condicionaren amb MgCl> a concentracié final de 0,05 M.

- Es procedi a I'enumeracié dels virus cultivables pel métode Viraden filtrant volums

de 100 mL de mostra per membrana.
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2.2.3 METODES DE CLARIFICACIO

Per redlitzar les proves s'empraren filtres de membrana de 47 mm de didmetre i
portafiltres Swinnex® de polipropile (SX00 047 00, Millipore). La mostra s’'aplicava als
portafiltres amb I'ajuda de xeringues estérils o bé amb la bomba peristdltica quan es
fractava de grans volums de mostra. Les mostres escollides per a I'avaluacié de
I'aplicabilitat dels sistemes de clarificacié al metode Viraden, foren de dos tipus.
Mostres d’efluent secundari i mostres d’aigua de riu. S'escolliren aquest fipus de mostra
pel fet que presentaven un menor grau de descontaminacié microbiologica. Les
mostres d’efluent secundari es recolliren en I'EDAR bioldgica i les mostres d'aigua de riu

procediren del curs baix del riu Liobregat.
Els prefilires emprats per clarificar les mostres d'aigua foren els seguents:
o Paper de filire Whatman 1 (1001 055, Whatman International Ltd.)

o Filires de membrana de baixa adsorcié proteica de PVDF de 0,65 um (Durapore
Membrane Filters, DVPP 047 00, Millipore) i 5 um (SVLP 047 00, Millipore) de

didmetre de porus.

El procediment que es segui amb les mostres d’'aigua residual tractada es detalla a
I'apartat seglent de métodes de descontaminacié per filtracid ja que es combinaren

diferents tipus de prefiltres i filtres.

El procediment que es segui per a les mostres d'aigua de riu es detalla a continuacié.

2.2.3.1 Recuperacié de poliovirus 1 (Sabin) a partir d’'aigua de riu

clarificada per prefiltracié i concentrada per Viraden

Per tal de redlitzar els experiments d'aplicabilitat de la clarificacié d'aigua de riv i la

concentracié d'aquesta pel metode Viraden es procedi com es descriu a continuacio.
- Es parti de dos litres d’aigua de riu i es realitzaren mesures de terbolesa i pH.

- S'afegi poliovirus 1 (Sabin) a rad de 50 + 10 ufp per 100 mL. El control es realitzd
titulant per Viraden la mateixa dilucié final equivalent a la dilucid en la mostra, per

duplicat.

- S'agitdi es prefiltrd la mostra per filtres de PVDF de 0,65 um de didmetre de porus.
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- Es condiciond la mostra filtrada amb MgClz 4,14 M per obtenir una concentracié
final de 0,05 M.

- S'aplica el métode Viraden filtrant volums de 50 i 100 mL de mostra per filtres

d'esters de cellulosa de 47 mm de diametre.

2.2.4 METODES DE DESCONTAMINACIO PER FILTRACIO

Com en el cas de la clarificacié s'empraren filtres de membrana de 47 mm de
diadmetre i portafiltres Swinnex® de polipropile (SX00 047 00, Millipore). Per als filtres de
0,22 um de didmetre de porus es disposd d'unitats de filtracié individuals esterilitzades.
La mostra s'aplicava als portafiltres o a les unitats de filtracié individuals amb I'ajuda de

xeringues esteérils.
Els filtres emprats per descontaminar les mostres d’aigua foren els segUents:

o Filires de membrana de PVDF de 0,45 um de didmetre de porus (HVLP 047 0O,
Millipore).

o Filtres de PVDF de 0,22 um de didmetre de porus (Millex-GV, SLGV 025 LS i
Sterivex™-GV amb campana, SVGV B10 10, Millipore).

o Filtres de polyethersulfone (PES) de 0,22 um de didmetre de porus (Millex-GP, SLGP
R25 CS i Sterivex™-GP SVGP B10 10, Millipore).

2.2.4.1 Descontaminaciéo per filtracié d'efluent secundari d’EDAR

biologica contaminat experimentalment amb poliovirus 1 (Sabin)

Per a la clarificacié-descontaminacid de mostres d'efluent secundari d’EDAR
bioldgica contaminades artificialment amb poliovirus 1 (Sabin) s'assajaren diferents
combinacions de prefiltres i filtres. Les combinacions assajades es detallen a

continuacio;
— Whatman 1 + 0,45 ym PVDF
— Whatman 1 + 0,22 um PVDF
— 5 um PVDF + 0,22 um PVDF
— 0,65 um PVDF + 0,22 um PVDF

— 0,65 um PVDF
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— 0,22 um PVDF

El procediment que s'aplicd fou el mateix en tots els casos. La prefiltracié es realitza

situant els prefiltres dins portafiltres Swinnex previament esterilitzats.

Un cop descontaminada la mostra es procedi a I'enumeracid pel metode Viraden,
amb el condicionament de la mostra per addicié de MgCl. a concentracié final de
0.05 M i assaig de volums de 50 mL per duplicat i una réplica de 100 mL per a

cadascun dels tractaments.

2.2.4.2 Descontaminacié per filtracié d'aigua residual bruta

Es compararen els recomptes de virus obtinguts després de filtrar mostres d’'aigua

residual bruta a través de filtres de
— 0,22um PVDFi
— 0,22 um PES

En aquest cas, la mostra descontaminada es condiciond amb MgCl. a concentracié
final de 0,05 M i es procedi directament amb I'enumeracid de virus emprant el métode
de doble capa, el qual es descriu al Capitol 4 d'aquesta memoria. L'eleccid d'un
meétode de quantificacié directa fou possible pel fet que es tractava de mostres
d'aigua residual bruta. D'aquesta manera a més, s'evitd I'efecte de la filtracid a

I'aplicar el metode Viraden i només es considerd I'efecte filtre.
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2.3 RESULTATS I DISCUSSIO

2.3.1 METODES DE DESCONTAMINACIO QUIMICA AMB CLARIFICACIO

2.3.1.1 Descontaminacio amb DGC

2.3.1.1.1 Efecte de diferents concentracions de DGC sobre poliovirus 1 (Sabin)

Els resultats dels diferents assaigs realitzats es mostren a la taula 2.3.1.1.1.1 Amb
aquests resultats es confirma que el DGC no té efecte sobre poliovirus 1 (Sabin), el qual

no perd infecciositat ni amb la concentracié de DGC maxima (2,5%) ni amb el temps
maxim assajat de 20 minuts.

Taula 2.3.1.1.1.1. Efecte del DGC damunt poliovirus 1 (Sabin). Calcul de les reduccions

logaritmiques emprant el métode de monocapa.

Temps de contacte
Concentracié DGC

5 min 10 min 15 min 20 min
0,005% -0,20 (0,14) @ -0,11 (0,15)
0.05% -0,03 (0,06)  -0,04 (0,11) 0,12 (0,29) 0,11 (0.23)
0.5% -0,07 (0,11) 0,05 (0,08)
2,5% -0,07 (0,12) 0,01 (0,12)

aValors de la mitjana (desv. estandard) de les reduccions logaritmiques (n=4).

2.3.1.1.2 Efecte del DGC sobre els microorganismes aerobis totals presents en aigies
residuals tfractades d’EDARs biologica i fisico-quimica

Els resultats de la taula 2.3.1.1.2.1 mostren les reduccions de microorganismes
heterotrofs aerobis presents en aigtes residuals tractades quan aquest fipus de mostra

es sotmet a tractament amb concentracions de DGC de 0,051 0,5%.
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Taula 2.3.1.1.2.1. Reduccions logaritmiques de microorganismes aerobis totals presents en
efluents de depuradora que creixen a 37°C (Red. Log. 37°C) i a 22°C (Red. Log 22°C) per I'accid

del DGC aplicant les concentracions indicades durant 20 minuts a temperatura ambient (20-

25°C) .
Concentracié DGC Red. Log. 37°C Red. Log. 22°C
0,05% 55 6.3

0,5% >6,2 >6,4

El DGC aplicat a les concentracions anteriorment indicades, elimina els
microorganismes heterotrofs aerobis presents en els efluents de depuradora analitzats,

practicament en la seva totalitat.

2.3.1.1.3 Recuperacio de poliovirus 1 (Sabin) en mostres d’efluent secundari d’EDAR

biologica contaminades experimentalment i tractades amb DGC i prefiltracié

Les mostres d'efluents de depuradora contaminades experimentalment amb
poliovirus 1 (Sabin) es sotmeteren a diferents fractaments de descontaminacid per
combinacid de DGC i prefiltracid i, es valord la recuperacid de poliovirus 1 (Sabin) en
funcié del metode de descontaminacid emprat. Els resultats obtinguts es recullen a la
taula 2.3.1.1.3.1, la qual mostra els percentatges de recuperacié de poliovirus 1 (Sabin)

per als diferents tractaments.

El tipus de filtre que permet una millor recuperacid de virus, independentment de la
concentracié de DGC utilitzada, és el de PVDF de 5 um de didmetre de porus front el
de 0,65 um de didmetre de porus. Es pensa que aquests resultats poden deure’s al fet
que la presencia de DGC a les mostres d'efluent secundari indueix la formacid de
floculs en alguns casos que dificultarien la recuperacid de virus amb el filtre de menor
diadmetre de porus. Aquesta formacid de floculs podria ser la responsable de la baixa i
inconstant recuperacid de poliovirus 1 (Sabin) amb aquest tipus de descontaminacié
ja que les particules viriques poden quedar adsorbides als floculs, els quals, s'eliminarien
durant el procediment de prefiltracid. D'altra banda, quan s'aplica la filtracid a través
de filtres de membrana de PVDF de 5 um de didmetre de porus de vegades es
produeix citotoxicitat en el cultiv (5% de les mostres) que tot i que no afecta a la

totalitat de la monocapa, dificulta el recompte de clapes.
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Taula 2.3.1.1.3.1. Percentatges de recuperacid de poliovirus 1 (Sabin) en efluent secundari
contaminat experimentalment. Descontaminacié durant 20 minuts amb les concentracions de

DGC indicades i clarificacid per filtracié a través dels filtres indicats. Enumeracid per Viraden.

Filtres
Concentracié
5 um ésters de
de DGC 0,65 um PVDF 5 um PVDF g
cel{ulosa

0,005% - 21,5 (6,9)° -

0,01% 12,3 (2,5) 57.7 (22,7) 3,6 (1,2)
0,025% 71 (17.3) 62,6 (49,4) 20,2 (8,4)

0,05% - 55,5 (50,2) -

a Valors corresponents a la mitjana (desviacié estandard) dels percentatges de recuperacid (n=3).

2.3.1.1.4 Enumeracié d’enterovirus cultivables en efluents secundaris fractats amb DGC

i prefilfracié

A partir dels resultats obtinguts (Taula 2.3.1.1.4.1) s'observa que el sistema de
descontaminacié per tractament amb DGC i prefiltracid a través de filires de
membrana de PVDF de 0,65 um de didmetre de porus, permet recuperacions de virus
similars als recomptes que s'obtenen per al mateix tipus de mostra descontaminada
per filtracié a través filires de membrana de PVDF de 0,22 um de didmetre de porus.
Aquestes darreres determinacions es realitzaren com a control per tal de comprovar
I'efecte del tractament amb DGC sobre els virus naturalment presents a les mostres

d'efluent secundari.
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Taula 2.3.1.1.4.1. Recuperacidé de virus cultivables presents en efluents secundaris d'EDAR

bioldgica tractats amb diferents procediments de descontaminacio.

DGC 0,05% i prefiltracié (PVDF Filtracié (PVDF de 0,22 um)

de 0,65 pm)
Nombre de mostres 9 22
Mitjana (ufp 1) 80,3 93.1
Desv. Est. 98,5 75
Valor maxim (ufp 1-1) 330 300
Valor minim (ufp 1-1) 20 20

Dels resultats es despréen que quan s'aplica el DGC com a desinfectant per a la
descontaminacié d'efluents secundaris d'EDAR bioldogica, es recuperen els virus
presents en aquest tipus de mostra, sense diferéncies significatives (Student’s T test,
P>0,05) a quan no s'aplica el desinfectant. La combinacié de DGC amb filtres de
didmetre de porus superior a 0,22 um permet obtenir major volum de mostra
descontaminada, que pot ser concentrada per Viraden per enumerar els enterovirus.
Aixi, pensem que pot aplicar-se aquest procediment quan la contaminacié virologica

de I'efluent sigui menor i calgui I'andlisi de major volum de mostra.

2.3.1.1.5 Efecte del DGC per a possible aplicacié a mostres d’efluent terciari clorat

Un dels tfractaments més aplicats a les aigUes residuals tractades en el nostre entorn
geogrdfic, per tal de fer possible la reutilitzacié d'aquestes, és la cloracid. Aixi, doncs,
molts dels efluents terciaris que es generen als quals podria aplicar-se el metode de
descontaminaci®é amb DGC, corresponen a efluents secundaris clorats. Totes les
proves redlitzades tant amb efluents secundaris clorats in situ a I'estacié depuradora,
com amb efluents secundaris clorats al laboratori, no van permetre I'obtencié de
resultats numerics valids de recuperacié de virus, ja que el tractament amb DGC en
aquest tipus de mostra indui una destruccid de la monocapa celdular emprada en
I'enumeraciod dels virus. La preséncia de clor o compostos derivats de clor, incrementd
el fenomen de formacié de floculs i la citotoxicitat. Una possible explicacié a aquest fet
és que les sals de clorhexidina a pH fisioldgic produeixen un compost carregat

positivament. El clor estd carregat negativament. Potser aquest és el fet que fa que es
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produeixi interaccié entre les dues molécules i es generin els compostos que

produeixen posteriorment la toxicitat al cultiu cellular.

2.3.1.2 Descontaminacio amb fenol

2.3.1.2.1 Efecte de diferents concentracions de fenol sobre poliovirus 1 (Sabin)

Les taules 2.3.1.2.1.1 | 2.3.1.2.1.2 mostren els resultats de reduccié de poliovirus 1
(Sabin) per I'accié de diferents concentracions de fenol realitzant I'enumeracié viral
pel métode de monocapa i pel métode Viraden respectivament. Les concentracions

de fenoli els temps de contacte es mostren a les taules.

De nou, aquestes experiencies van servir per confirmar que el tractament amb fenol
no presenta un efecte de reduccié o pérdua d'infecciositat sobre poliovirus 1 (Sabin)

en les condicions descrites.

Taula 2.3.1.2.1.1. Efecte de diferents concentracions de fenol damunt poliovirus 1 (Sabin). Calcul

de les reduccions logaritmiques emprant el métode de monocapa.

Temps de contacte

Concentracié de fenol 2 minuts 10 minuts
50 mg L 0,02 (0,15)« 0,00 (0,02)
100 mg L -0,02 (0,01) -0,05 (0,02)

aValors de la mitjana (desv. estadndard) de les reduccions logaritmiques (n=3).

Taula 2.3.1.2.1.2. Efecte de diferents concentracions de fenol damunt poliovirus 1 (Sabin). Calcul

de les reduccions logaritmiques emprant el métode Viraden.

Temps de contacte

Concentracié de fenol 2 minuts 10 minuts
50 mg L -0,08 (0,14)a -
100 mg L -0,01 (0,12) 0,07 (0,04)

aValors de la mitjana (desv. estdndard) de les reduccions logaritmiques (n=3).
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2.3.1.2.2 Efecte del fenol sobre els microorganismes aerobis totals presents en aigies

residuals fractades d’EDAR biologica

Els resultats (Figura 2.3.1.2.2.1) mostren que |'addicié de fenol a les mostres d'efluent
secundari d’'EDAR bioldgica resulta només en la reduccidé de mig logaritme de
microorganismes heterotrofics aerobis. On realment es produeix el control de la
quantitat de microorganismes aerobis que poden romandre presents a la mostra
després del tractament de descontaminacid, és durant el procés de filtracid a través
de 0,65 um PVDF. La reduccié de microorganismes aerobis totals en aquest cas es situa
entre 1,51 2 Logro, superior a la que s’observa amb els diferents tractaments amb fenol.
Les evidéncies mostraren que la carrega de contaminacié bacteriana o fungica que
roman a la mostra després del tractament de clarificacid es pot controlar amb els
antibidtics i antifingics addicionals (gentamicina, ceftazidime i nistatina) presents al

medi overlay utilitzat per al métode Viraden (Annexll).

log NO - log Nt

SETILIE]

filtre 0,65  fenol 10 fenol 50 fenol 100 fenol 500

Tractament

Figura 2.3.1.2.2.1. Reduccié logaritmica de microorganismes aerobis totals que creixen a 22°C
([0 )ia 37°C []) per efecte de la filtracié a través de 0,65 um PVDF (filtre 0,65) i per tractament
amb diferents concentracions de fenol (fenol 10 mg L1, fenol 50 mg L1, fenol 100 mg L-"i fenol

500 mg L) aplicades durant 30 minuts.
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2.3.1.2.3 Recuperacié de poliovirus 1 (Sabin) en efluent secundari contaminat

experimentalment i tractat amb fenol i prefiltracié

Els resultats dels percentatges de recuperacid de poliovirus 1 (Sabin) afegit
experimentalment a mostres d'efluent secundari, que s'obtenen aplicant fractament

amb diferents concentracions de fenol es mostren a la taula 2.3.1.2.3.1.

L'addicid de fenol a la mostra en cadascuna de les concentracions finals assajades i
la filtracid posterior a través de filtres de PVDF de 0,65 um i 5 um de didmetre de porus,
permet clarificar suficientment la mostra per aplicar-hi el métode Viraden per tal

d’enumerar els virus presents en aquest tipus de mostra.

Tot i que no hi ha diferencies significatives entre la utilitzacié de filires de 0,65 0 5 um
PVDF (ANOVA, P>0,05), quan s'aplica la filtracié a través de 5 um PVDF, la
concentracié de fenol de 10 mg-L' no és suficient per descontaminar-detoxificar la
mostra i poder aplicar el metode Viraden. Les mateixes mostres descontaminades amb
10 mg L' de fenol i filtrades a través de 0,65 um PVDF no produeixen toxicitat del cultiu
mentre que sovint en produeixen quan han estat filtrades a través de 5 um PVDF. Hi ha
compostos citotoxics, segurament associats a particules en suspensid, que fravessen els
filires de 5 um PVDF i s’Tacumulen al filtrat i en canvi no fravessen 0,65 um PVDF.

Aquestes observacions ja s'observaven en el cas del tractament amb DGC.

Els percentatges de recuperacié de virus emprant la descontaminacié per
fractament amb fenol i prefiltracidé a través de 0,65 um PVDF sén equivalents als
obtinguts emprant els metodes de descontaminacid per filtracié (apartat 2.3.3.1).
L'avantatge és que quan s'aplica el tfractament combinat de fenol més filtracié a
fravés de 0,65 um PVDF s'obtenen entre 250 i 500 mL de mostra d'efluent secundari
descontaminada emprant 1 sol filtre de membrana de 0,65 um i aquest volum és
superior al que s'obté quan només s'aplica filtracidé per 0,65 um PVDF (150 mL
aproximadament). Aquesta mostra descontaminada per qualsevol d'ambdds
procediments, pot assajar-se directament per Viraden sense preséncia d'efecte

citotoxic posterior en el cultiu.
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Taula 2.3.1.2.3.1. Percentatges de recuperacié de poliovirus 1 (Sabin) en mostres d’efluent

secundari contaminades experimentalment i fractades amb els procediments que es detallen. El

tractament amb fenol s'aplica durant 30 minuts a volums de mostra de 500 mL. La floculacid

organica es realitza a partir d'un litre de mostra.

Tractament de descontaminacio-

Mitjana del percentatge

clarificacié | enumeracié n de recuperaci6 de Desv. Est.
poliovirus 1 (Sabin)
Floculacié orgdnica + CHCIl3 + monocapac 5 82,2 27,3
Fenol 500 mg L' + 5 um PVDF + ViradenP 6 135.3 38.4
Fenol 500 mg L' + 0,65 um PVDF + Viraden 9 112,4 25,2
Fenol 100 mg L' + 0,65 um PVDF + Viraden 3 95.8 17.1
Fenol 50 mg L' + 0,65 um PVDF + Viraden 4 83 12,2
Fenol 20 mg L' + 0,65 um PVDF + Viraden 4 100,2 25,4
Fenol 10 mg L' + 0,65 um PVDF + Viraden 14 116 34,2
Fenol 5 mg L'+ 0,65 um PVDF + Viraden 3 157,7 52,1
Fenol 2 mg L' + 0,65 um PVDF + Viraden 3 200 25,6
Fenol 1 mg-L' + 0,65 um PVDF + Viraden 3 186,5 52,4

aValors obtinguts en fitulacions de 10 répliques de plaques en cada cas, emprant el métode monocapa

bValors obtinguts en titulacions de 2 réepliques de plaques en cada cas, emprant el metode Viraden

n: nombre d'experiments independents

2.3.1.2.4 Enumeracié d’enterovirus cultivables naturalment presents en efluents d’EDAR

biologica tractats amb fenol i prefiltracid

Els enterovirus cultivables naturalment presents en efluents secundaris d’EDAR

biologica s’enumeraren havent aplicat fractaments amb fenol a les mostres, emprant

el metode Viraden. Els resultats de valors d'enterovirus que s'obtingueren es mostren a

la taula 2.3.1.2.4.1.
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Taula 2.3.1.2.4.1. Valors d’enterovirus cultivables (ufp L) presents en efluents secundaris d’EDAR
biologica. Tractament de les mostres amb 500 mg L' de fenol durant 30 minuts i filtracid a través

de 0,65 um PVDF. Enumeracid per Viraden realitzant filtracions de 100 mL per membrana.

Fenol 500 mg 1-1 i prefiltracié (0,65 pm

PVDF)
Nombre de mostres 9
Mitjana (ufp 1-1) 11,2
Desv. Est. 4,7
Valor maxim (ufp 1-1) 21
Valor minim (ufp 1-1) 6,4

Val a dir que les diferéncies que s'observen en els recomptes de virus cultivables en
aqguest cas respecte a les mostres descontaminades amb DGC o per filtracidé a través
de 0,22 ym PVDF (Taula 2.3.1.1.4.1) segurament es deuen al fet que les mostres
d'efluent secundari que s'utilitzaren per a la descontaminacié amb fenol corresponien
a I'hivern. Les mostres emprades per als experiments de descontaminacié amb DGC
corresponien al mes de juny. Aquesta diferéncia estacional, que comporta una
diferencia en les densitats de virus cultivables en aigua residual bruta
d’'aproximadament un logaritme decimal, amb valors superiors a la primavera i |'estiu
respecte I'hivern (veure Capitol 5) explicaria la diferéncia en el nivell d'enterovirus
presents en |'efluent. Cabria considerar també, en aquest sentit, el volum de mostra
concentrat per a la determinacié de contaminacid virica emprant el metode Viraden.
Com s'ha indicat al Capitol 1, el volum de mostra que es pot concentrar emprant un
filtre de membrana quan s'aplica el métode Viraden és un factor important que
influencia la recuperacié de virus. En aquest sentit, val a dir que per a aquest tipus de
mostra d'efluent secundari i per a I'obtencié de la major recuperacié d'enterovirus
cultivables, s'estableix un volum optim de concentracié de 20 mL i la recomanacié de
fer dues o més repliques d'aquest volum per comptes de concentracions de volums
superiors (Capitol 1). Pero, en el moment en que es realitzaren les proves de les quals es
presenten els resultats en aquest apartat, el volum de concentracié necessari s'havia
establert en 100 mL basant-nos en dades historiques de valors d'enterovirus en aquest
tipus de mostres. Els métodes de concentracid i enumeracié emprats en estudis
anteriors proporcionaren resultats de concentracions d’'enterovirus inferiors a les que

s'obfingueren amb el meétode Viraden. Aixi, el canvi quan als metodes de

115



Capitol 2. Clarificacid i descontaminacié de mostres

concentracié i enumeracid d'enterovirus, va fer que es considerés de nou el volum de

mostra d’'efluent secundari a avaluar.

2.3.2 METODES DE CLARIFICACIO

2.3.2.1 Recuperacié de poliovirus 1 (Sabin) a partir d’'aigua de riu

clarificada per filtracié i concentrada per Viraden

Es realitzaren diferents proves per tal de valorar I'aplicabilitat del métode Viraden a la
concentracié i enumeracid d’enterovirus presents en aigua de riu amb terboleses
variables. Els resultats (Taula 2.3.2.1.1) pel que fa als percentatges de recuperacié de
poliovirus 1 (Sabin) que s'obtenen aplicant el métode Viraden en aigua de riu
clarificada per filtracié a través de 0,65 um PVDF sén variables. La mitjana del 78% de
recuperacio és superior al 50%, valor de recuperacié mitjd descrit sovint per diferents
metodes de concentracié de virus a partir de mostres ambientals i considerat optim
(APHA, 1998; Sobsey i Jones, 1979; Schwartzbrod i Lucena, 1978).

Taula 2.3.2.1.1. Percentatges de recuperacié de poliovirus 1 (Sabin) en aigua de riu

contaminada experimentalment emprant el metode Viraden.

Mostra Terbolesa (NTU) pH Percentatge recuperacié

1 11,13 713 75
2 7.6 7.11 84
3 31,3 7,06 49
4 71,9 6,94 28
5 14,6 7.1 88
6 8.2 6,97 154
7 49,6 7,07 73

Mitjana 78,71

Desv. Est. 39.33

El métode de clarificacié per filtracid a través de 0,65 um PVDF permet I'obtencid de

mostres d'aigua de riu que poden ésser concentrades directament i analitzades pel
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meéetode Viraden, per determinar la preséncia i quantificar el nombre de virus
cultivables en aquest tipus de mostra. Els percentatges de recuperacié que s'obtenen
sén similars als descrits per al métode de floculacié orgdnica (Katzenelson et al, 1976),
essent aquest un dels métodes més eficients per a la recuperacid de virus a partir de

mostres de terbolesa variable.

A partir dels resultats es calcula i s'estableix una correlacié negativa entre la terbolesa
i el percentatge de recuperacid de virus amb R=0,66 que confirma com I'augment de
la terbolesa produeix un descens en la capacitat de concentracié de virus del metode

Viraden.

2.3.3 METODES DE DESCONTAMINACIO PER FILTRACIO

2.3.3.1 Descontaminacié per filtracié d’'efluent d’EDAR biologica

contaminat experimentalment amb poliovirus 1 (Sabin)

Un cop utilitzats els sistemes de descontaminacié en efluents secundaris emprant les
combinacions de prefiltres i filtres indicades, en tots els casos, el volum que es pot filtrar
a través de filtres d'ésters de cellulosa de 3 pum de didmetre de porus a I'aplicar el
metode Viraden, és superior als 100 mL. Aixo és, es poden filtrar més de 100 mL sense
que afecti la integritat de les céllules que formen la monocapa, perd sense tenir en
compte doncs, I'efecte en el rendiment del métode per perdua de recompte d'ufp

amb I'augment del volum concentrat.

Els valors dels percentatges de recuperacid per a cada experiment sén el resultat de
I'enumeracid de poliovirus 1 (Sabin) aplicant el metode Viraden, en volums de 50 mL i
100 mL de mostra descontaminada. Per a cada tractament s’enumeraren per duplicat
volums de 50 mL i es realitzd una filtracié de 100 mL. Els resultats de la tfaula 2.3.3.1.1

corresponen d la redlitzaciéd de 6 experiments independents en tots els casos.

Per al tipus de mostres analitzades, quan s'aplica la filtracidé a través de 0,65 um PVDF,
no és necessari la descontaminacié préevia amb fenol. La filtracié de I'efluent secundari
a estudi a través de didmetre de porus de 0,65 um, és suficient per poder processar la
mostra aplicant el metode Viraden. Tot i qixd, la descontaminacié amb DGC o amb
fenol suposen un tractament addicional que permet I'obtencid de major volum
d’'efluent descontaminat i una eliminacié de toxicitat, quan les caracteristiques de la

mostra ho requereixin.
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El métode recomanat, doncs, per a la clarificacié i/o descontaminacié de mostres
d'efluent secundari pel fet d'ésser economic, simple i per I'elevat percentatge de
recuperacio, és el de filtracié a través de 0,65 um PVDF. Quan es presentin problemes
de citotoxicitat i/o contaminaci® de la monocapa cellular provocats pel tipus de
mostra a analitzar, es recomana afegir un pas de descontaminacié previ amb 10 mg -

1 de fenol durant 30 minuts.

Taula 2.3.3.1.1. Recuperacioé de poliovirus 1 (Sabin) en efluent secundari contaminat

experimentalment i tractat amb els sistemes de descontaminacio per filtracié que s’indiquen.

Volum Mitjana de
Tractament de
i descontaminat percentatge de Desv. Est.

descontaminacio )

(mL) recuperacio
Whatman 1 + 0,45 um PVDF 30-40 105.4 16,9
Whatman 1 + 0,22 um PVDF 10-20 105,8 29.6
5 um PVDF + 0,22 um PVDF 50-60 78,2 18.3
0,65 um PVDF + 0,22 um PVDF 60-75 115,5 33,1
0,65 um PVDF 150-155 134,0 49,8
0,22 um PVDF 10-15 90,0 15,4

2.3.3.2 Descontaminacié per filtracié d'aigua residual bruta

La ftaula 2.3.3.2.1 mostra els resultats obtfinguts en les fitulacions en paraliel de
mostres d’aigua residual bruta descontaminada per filtracié utilitzant filtres de 0,22 um
de didmetre de porus de dues composicions diferents, polyvinylidene fluoride (PVDF) i

polyethersulfone (PES), ambdds de baixa adsorcid proteica.

La descontaminacié d’aigua residual bruta emprant filfres de baixa adsorcid
proteica es provd amb anterioritat i es veié que la filtracié directe de les mostres a
fravés de filires de 0,22 um PVDF només permet la descontaminacié de volums de
mostra de 5 mL (Mocé-Llivina et al, 2002). En aquest mateix estudi es veu que a I'afegir-
hi la prefiltracié per Whatman 1 s'obtenen resultats que no difereixen estadisticament
dels obtinguts amb la filtracid Unicament i, el volum de mostra descontaminada pot
incrementar-se fins a 10 mL. Amb la utilitzacié de filtres de 0,45 pm de didmetre de

porus apareix toxicitat i/o contaminacié a la monocapa celiular en un 30% de les
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mostres, un percentatge prou elevat que fa que es desestimi la seva utilitzacid (Mocé-
Llivina et al, 2002).

Taula2.3.3.2.1. Recomptes d'enterovirus en aigua residual bruta descontaminada per filtracié a
fravés de 0,22 um PVDF i 0,22 um PES. Enumeracions realitfzades pel metode de doble capa

(veure Capitol 4) (ufp 100 mL).

Filtre emprat per a la descontaminacié

Mostra
0,22 ym PVDF 0,22 uym PES

1 33.3 50
2 <16,6 150
3 50 <33,3
4 116,7 333.3
5 66,7 100
6 25 66,7
7 375 333.3
8 133.3 100
9 33.3 100
10 80 60

Mitjana 101,5 143,7

Desv. Est. 109.2 11,4

Un dels sistemes doncs, adient per a la descontaminacié d’'aigua residual bruta, és el
de filtracié a través de filtres esterilitzants de 0,22 um de didmetre de porus. Quan es
comparen les enumeracions de virus obtingudes, s'observa que La utilitzacié de filtres
de PES permet recomptes d'enterovirus en aigua residual bruta que no difereixen
significativament (Student’s T test, P > 0,05) dels obtinguts amb la utilitzacié de filtres de
PVDF i el volum de mostra filfrada pot incrementar-se dels 4-5 mL filtrats per PVDF fins a
30-40 mL, avantatge en termes de temps i econdmic ja que, al menor consum de filtres

s'afegeix un menor cost d’aquests.
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En la primera descripcié del metode
de

medi

Viraden s’informava I'addicio

d'antibiodtics extra al d’assaig

permetent aqixi I'assaig directe de

mostres naturals (aigua de mar i aigua

de [I'aixeta) sense necessitat de
descontaminar la mostra
(Papageorgiou et al, 2000). Perd

I'aplicacié del meétode a diferents
mostres d'aigua residual per a les quals
el métode semblava el més adient en
aquells moments, requeria la
descontaminacié de la mostra. Per tal
de facilitar la filtracié a través de filtres
esterilitzants i a través de les
membranes d'ésters de cellulosa de 3
um de didmetre emprades en el
metode Viraden, la clarificacié es feia
imprescindible, com a minim per a les
mostres d’efluents secundaris i terciaris
de depuradora on cal de

volums de 50 a 100 mL i de 1000 mL o

I'anadlisi

més respectivament per a la deteccid

de virus.

Fins el moment s'aplicaven dos
procediments de descontaminacid per
a I'andlisi de virus en aigua residual i en
concentrats virals: la descontaminacio
1974, APHA,

1998) i, la filtracié a través de filtres de

amb cloroform (Buras,
membrana d’'esters de cellulosa de
0,22 um prefractats amb exiracte de
carn per prevenir I'adsorcid dels virus
combinats amb prefilires de fibra de
(EPA, 1996).

quimica un

La desinfeccio
de

vidre

és procediment
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descontaminacié alternativ  previ a
I'enumeracid de virus. El cloroform, que
no inactiva els virus no embolcallats, ha
estat utilitzat

ampliament per

descontaminar  aigua  residual o
suspensions de virus concentrats a partir
de mostres d'aigua emprant diferents
procediments (Buras, 1974, APHA, 1998).
Tot i qixo, la utilitzacié de cloroform
presenta inconvenients metodologics
quan es necessiten volums de 100 mL o
més de mostra descontaminada per tal
de realitzar el recompte o I'andlisi dels
virus en ellg,

presents ja que es

requereix una gran quanfitat de
producte i a més, aquesta prdctica
genera gran quantitat de residus toxics.
Es va observar que la filtracid de

mostres  d'aigua que  contenien
desinfectants que no s'unien als filires
de

monocapa celdular quan s'aplicava el

membrana, no afectava la

metode Viraden (Papageorgiou, 2000).

Aixi, es poden utilitzar desinfectants

sense efecte virucida per

descontaminar mostres abans

d'enumerar-ne els virus per Viraden. Es
proven el fenol i el DGC i s'observa que
quan aquests desinfectants s'apliquen
d'efluent secundari,

a mostres es

generen  particules que  gueden

retingudes als filtres de membrana
d'ésters de celfulosa de 3 um de
en el

didmetre de porus emprats

meétode Viraden i aquestes tenen
efectes nocius sobre el cultiu cellular.

Per prevenir agquest efecte, s'afegeix un
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pas previ de filtracid de les mostres
desinfectades a fravés de filtfres de
membrana de 0,65 um PVDF i 5 um
PVDF de didmetre de porus. Aquests
filtres no sempre eliminen la toxicitat
DGC
desinfectant perd, s'aconsegueixen en
100%

descontaminats/detoxificats

quan  s'utilitza el com a

gairebé el dels casos, filtrats
quan
s'aplica com a desinfectant el fenol a
concentracions de 500 mg-Ll'. A més,
els filires de 0,65 ym PVDF permeten
I'obtenci6 de volums de mostra
descontaminada de 250 a 500 mL amb
una terbolesa i  caracteristiques
determinades que permeten que el
total del volum de mostra sigui analitzat
pel métode Viraden. Cal diferenciar
perd, els  volums

que poden

descontaminar-se dels volums que
poden ésser filtrats aplicant el metode
Viraden sense que es produeixi perdua

en |'eficiencia d'aquest metode.

En I'estudi s’han assajat els filtres de

membrana de PVDF i de PES, els quals,
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d'acord amb els resultats presentats,
donen resultats similars als obtinguts
amb els altres métodes. Aquests filtres
tenen I'avantatge que no necessiten
cap tractament previ. Tot i cixd, com
que els fitres de membrana de
didmetre de porus petit es colmaten
amb molta facilitat pels solids en
suspensid presents a les mostres d'aigua
i, de vegades és necessdria la filtfracid
d'un determinat volum de mostra
superior, pot introduir-se la prefiltracid

prévia de la mostra.

El test de diferents tipus de prefiltres es
desenvolupd considerant dos factors; la
retencié dels virus i el grau d'eliminacid
dels solids en suspensid. Cap dels
prefiltres  assajats
de

clarificaci®é de molts

retenia quantitats

virus, perd la
d'ells

permetre

significatives
no era

la
de

volums de mostra suficients per a la

suficient per

descontaminacié per filtracié
deteccié d'enterovirus tant pel métode

de monocapa com per Viraden.
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2.4 CONCLUSIONS

Els tractaments quimics amb DGC o fenol ajuden a la clarificacié-descontaminacio

de mostres d’efluent secundairi.

Les mostres descontaminades per combinacié d'agents quimics i filtres poden

assajar-se directament per a la determinacid de virus utilitzant el metode Viraden.
El tractament amb DGC no pot aplicar-se a mostres d’efluents terciaris clorats.

Com per a la resta de métodes de concentracid, I'eficiencia del metode Viraden
depén del volum de mostra concentrat, possiblement degut al contingut en matéria

orgdnica de les mostres.

Els filtres de baixa adsorcié proteica de PVDF i de PES permeten la descontaminacio
d’'aigua residual bruta per filtracié sense necessitat de tractament addicional del filtre.
Els filtres de PES presenten avantatges, entre d'altres, permeten la filtracié d'un major

volum de mostra.
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ANNEX CAPITOL 2

A.2.1 Aplicaci6 del métode durant el desenvolupament del present

Viraden per a la determinacié treball. Pretén ser un conjunt de
d’enterovirus en mostres recomanacions practiques relacionades
ambientals amb I'aplicacié del métode Viraden per a la

determinacid d’enterovirus en mostres

ambientals. La taula A.2.1.1 indica el volum

La informaci® que es presenta a de mostra i el tipus de filtre recomanats per
continuaci6 s'ha originat de les a la correcta aplicacié del métode Viraden
experiéncies i observacions realitzades depenent del tipus de mostra a analitzar.

Taula A.2.1.1. Volums de filtracié i mida de filtre recomanats en l'aplicacié del métode Viraden depenent
del tipus de mostra a analitzar.

Mostra Volum (mL) Filtre (mm diametre)
Aigua residual bruta 1-5 47
Efluent secundari 20-50 47
Efluent terciari 100 - 500 90
Aigua de riu 500 - 1000 20

(8 a 450 NTU)

Aigua de mar

(1210 NTU) 1000 - 2000 90

Taula A.2.1.2. Periode d’incubacié necessari per a I'obtencioé de clapes.

Periode d’incubacio post- Periode d’incubacio post-

Tipus de virus o tipus de mostra

infeccio mitja (hores) infeccié minim (hores)
Poliovirus 1 (Sabin) 36 a 48 30
Coxsackievirus B4 i B5 60a72 48
Echovirus 6 60a72 48

Mostra ambiental (aigua residual,
. 84 a 96
riu o mar)
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Pel que fa al periode d’incubaci6 de les
plagues aquest pot fer-se més curt per tal
que no s'uneixin les clapes i I'observacio
d’'un gran nombre d’elles sigui possible.
Aquest fet perd pot provocar que algunes
zones de lisi provocades per la infeccio
viral no siguin del tot visibles i s’obtingui
una infravaloraci6 del nombre de virus
presents a la suspensié viral analitzada. Els
periodes indicats a la taula A.2.1.2 com a
periodes post-infeccio mitjans
correspondrien als recomanats per a una
bona observacio de clapes en
circumstancies en que no es produeixin
fenomens de solapament per [elevat
nombre de clapes per placa. Per als virus
en cultius purs s’indica a més, un periode
minim d’incubacié necessari per a la

correcta observacié de les clapes.

A.2.2 Descontaminacio-
Clarificacio de mostres

ambientals

Entre la terbolesa d'una mostra
determinada i la capacitat de filtracié d'un
filtre s’estableix una relacié. La capacitat de
filtracié d’un filtre pot venir donada per la
colmatacio i per la taxa de filtracio les quals
son afectades amb un augment de la
terbolesa i, aquesta afectacié repercuteix

en la disminucioé del volum filtrat.

Es prova d’establir una relacié entre la
terbolesa d’una mostra i el volum que podia
clarificar-se o descontaminar-se per filtracio
emprant filtres de 47 mm de diametre de
PVDF de 0,65 um de diametre de porus.

Aquests filires son els que es recomanen

124

en el present estudi per a la clarificacié de
volums de mostres d’aigua relativament
netes (efluents de depuradora, aigua de riu,
aigua de mar) abans de processar la
mostra aplicant el meétode Viraden de

concentracio i enumeracio de virus.

Establir

permetre

aquesta relaci6 hauria de

facilitar el procediment de
descontaminacié ja que es coneixeria la
capacitat de filtracié d’un filtre en funcié de
la terbolesa de la mostra i podria obtenir-se
el resultat optim en l'aplicacié del métode
de descontaminaci6 recomanat i en

'enumeracié per Viraden.

Quan es procedi amb la descontaminacio
de les mostres emprades en la realitzacio
del

realitzaren dues mesures addicionals de les

present treball de tesi doctoral es

caracteristiques de l'aigua per tal de poder
establir si existia relacié entre la terbolesa
(primera mesura) i el volum filtrat a través
de filtres de 47 mm de diametre de PVDF
de 0,65 um de diametre de porus (segona
mesura). Aquestes mesures es realitzaren
per a dos tipus de mostra relativament
netes,

aigua de riu i aigua defluent

secundari d’EDAR biologica.

La mesura del volum filtrat es realitza

amb l'ajuda d’'una proveta.

La mesura de la terbolesa es realitza
(Model 43900
Hach). Per tal de realitzar les mesures calia

emprant un turbidimetre

calibrar 'aparell préviament, cada vegada.

La figura A.2.2.1

establerta entre la terbolesa de les mostres

mostra la relacié
i el volum d’aigua de riu que pot filtrar-se
per un unic filire de PVDF de 47 mm de
diametre i 0,65 um de diametre de porus, a

partir de les mesures realitzades.
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Figura A.2.2.1. Relaci6 entre la terbolesa de I'aigua de riu i el volum de mostra que pot clarificar-se per

filtracio a través de filtres de 47 mm de diametre de PVDF de 0,65 um de diametre de porus.

La relacié que s’estableix en el cas de
l'aigua de riu entre la terbolesa i el volum
de mostra que pot filtrar-se per un filtre de
47 mm de diametre de 0,65 um PVDF

segueix un model de regressio potencial.

de
descontaminacié per filtraci6 a través de
0,65 um PVDF a mostres defluent

secundari d’'EDAR bioldgica s’estableix una

Quan s’aplica el metode

regressio lineal entre la terbolesa de la
mostra i el volum que pot filtrar-se a través
d'un d’aquests filtres de membrana de 47
mm de diametre abans de la seva

colmatacio (Figura A.2.2.2).

La diferencia en el tipus de regressio
entre el cas de l'aigua de riu i l'aigua
residual tractada pot deure’s simplement

als intervals de terbolesa estudiats.
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Val a dir que el riu del que es van prendre
les mostres per a I'estudi de vegades conté

molt fang en suspensio.
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Figura A.2.2.2. Relacié entre la terbolesa de I'efluent secundari i el volum d’aquest que pot clarificar-se

per filtracié a través d’un filtre de membrana de 0,65 um PVDF de 47 mm de diametre.
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3.1 INTRODUCCIO

Com s’ha assenyalat a la Introduccié General, els virus presenten diferents vies de
fransmissid. En el cas dels virus entérics humans, aquesta fransmissié pot produir-se a
fravés d'aigua de beguda, aliments i superficies contaminades. Pel que fa a brots
produits per virus enterics, en molts dels casos, el vehicle de transmissié s'ha identificat

com superficies contaminades amb material fecal (Butz et al, 1993; Sattar et al, 1986).

La supervivencia dels virus enterics sobre diferents superficies inanimades (fomites)
varia depenent del tipus de virus que es tracti. HAV i rotavirus sobreviuen millor que
astrovirus i aquests, a la vegada, millor que poliovirus i adenovirus quan es troben
adsorbits a diferents suports (Abad et al, 1994; Abad et al, 2001). Tots ells pero, poden
sobreviure periodes llargs adsorbits a diferents materials que es troben envoltant els
humans (Abad et al, 1994).

Els germicides s'utilitzen ampliament en la descontaminacié de material medic, de
superficies i de les mans i per al control ambiental dels virus. La determinacié de
I'activitat antimicrobiana de desinfectants i antiséptics és un procediment complex
(Andnim, 1981; Andnim, 1984). Els productes quimics utilitzats com a antiséptics per a la
pell son bastant diferents dels utilitzats en les altres dues aplicacions, i es troben
disponibles diferents metodes per avaluar la seva activitat virucida (Sattar i Ansari,
2002). Les publicacions al respecte han determinat que quan s'apliquen métodes per
assajar |'activitat bactericida dels desinfectants en suspensid hi ha diferéncies
significatives en els resultats dins i enfre laboratoris (Bloomfield i Looney, 1992). Una de
les raons d'aquestes diferéncies podria ser la complexitat del procediment. La
determinacié de I'activitat virucida dels desinfectants i els antiseptics encara és més
complicada (Anonim, 1989; Boudouma et al, 1984). L'activitat virucida dels germicides
quimics es mesura tant en suspensié com sobre suports. En els assaigs en suspensid una
quantitat coneguda de I'organisme a estudi, amb o sense material interferent, es
barreja amb un volum del germicida a assgjar a la dilucié d'Us coneguda per
malmetre el virus test. Les barreges es mantenen durant el temps de contacte a una
temperatura especifica, es neutralitzen per aturar I'activitat virucida, s'assaja el
nombre d'organismes infecciosos i es calcula el grau de pérdua d'infecciositat. La
complexitat metodoldgica afegeix variacié extra als resultats fins i tot quan s'utilitzen
metodes estandarditzats, fet pel qual, els assaigs virucides haurien de ser el més simples

possible.
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Un dels principals problemes per a I'andlisi de I'activitat virucida de desinfectants i
antiséptics és la citotoxicitat dels compostos. Aquesta s'evita diluint la barreja de
suspensié viral i producte a analitzar o, separant el desinfectant o antiseptic mitjancant
columnes de Sephadex LH20 que retenen aquests productes perd no retenen els virus.
Ambdds métodes presenten les seves propies limitacions; alguns desinfectants no es
retenen per les resines de Sephadex (ex. amonis quaternaris) i, la dilucié requereix un
titol viral suficientment alt (107 a 107 unitats infeccioses per mL) per tal de poder aplicar-
se i dur-se a terme la titulacio i I'obtencid de resultats. La necessitat de diluir, a més, fa
que s'hagin d'analitzar grans volums de soluci¢ test. Valot et al (2000) descriuen un
metode de filtraci® en membrana per evitar aquest problema. Apliquen test en
suspensid de desinfectants, i seguidament filtren la barreja. El percentatge de virus que
queda retingut depén del tipus de virus i, a més, un procediment d'elucidé posterior fa

que s'afegeixi una pérdua viral d'aproximadament 0,35 unitats logaritmiques.

Quan s'utilitzen concentracions elevades de virus hi ha dos inconvenients; primer, les
concentracions elevades de virus no reflecteixen les situacions reals i, segon, pot
produir-se agregacidé viral, fenomen que afecta a la mesura de la resistencia dels virus
front als desinfectants. Aquest fet explicaria els resultats variables obtinguts per autors
diferents quan a I'activitat virucida de desinfectants i antiseptics (Floyd i Sharp, 1978;
Shaffer et al, 1980; Sharp i Leong, 1980).

El métode Viraden permet I'avaluacié de I'activitat virucida de desinfectants i
antiséptics aplicant tests en suspensid. | permet avaluar I'activitat sense necessitat de

disposar de concentracions de virus elevades (Papageorgiou et al, 2001).

D'altra banda perod, els patdgens es troben a la natura normalment adsorbits a les
superficies. Aixi, els resultats dels assaigs sobre suports sén també importants per predir
I'activitat de germicides quimics en situacions de camp reals. Cal doncs, assajar
I'efecte de diferents condicions sobre els virus adsorbits a suports solids. Aquests assaigs
sén, generalment, més complexes i dificils d'aplicar que els assaigs d'activitat virucida

sobre virus en suspensio.

En els assaigs sobre suports descrits fins al moment, un volum conegut de suspensid
de l'organisme a assajar es fa assecar sobre una superficie representativa i llavors,
I'indcul sec s'exposa al producte quimic en quUestidé durant un temps de contacte a
una temperatura determinada. Quan ha passat el temps de contacte, la barreja
organisme-germicida s'elueix de la superficie suport i es procedeix a I'enumeracid de
I'eluat per determinar el grau de péerdua de viabilitat del virus. Aquests tipus d'assaigs
presenten diversos inconvenients; els més importants implicarien el fet que es pogués
confondre la inactivacid dels virus causada per un determinat producte amb pérdues

d'aquests durant el periode de dessecacid (dificiment evitable), durant periodes de
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rentat (fet evitable) i finalment, per problemes o ineficacia del procediment d'elucié
previ a la titulacié (de nou, dificiment evitable). Aquests tres efectes confonen el
resultat final d'inactivacid. Pel que fa al periode de dessecacid, caldria establir molt bé
la seva durada, a quina temperatura es realitza i sobretot, quina resistencia presenten
els virus a aquest periode ja que aquest pot tenir una implicacié posterior en la
determinacié de la capacitat del virus de sobreviure quan s'assaja el desinfectant.
Aquesta observacié es deriva del fet que, un descens pronunciat en el titol de
poliovirus 1 i adenovirus en el pas de la dessecacid, fa que es redueixi la possibilitat que
el virus persisteixi els periodes posteriors adsorbit sobre fomites i sotmeés a condicions de
dessecacid (Abad et al, 1994). Val a dir que astrovirus resisteix bé el pas de la
dessecacio sobre fomites (Abad et al, 2001). Pel que fa als rentats, haurien d’establir-se
i controlar-se les condicions de pH i de nou la durada i la temperatura. |, pel que fa al
procés d'elucid, hauria d'assajar-se la supervivencia dels diferents virus a aquest i la

capacitat d'infeccid del cultiu hoste que presenten després d'aquest procés.

Aixi, doncs, en general, la diferent supervivéncia o resistencia dels diferents virus a les
condicions d'assaig haurd de ser un factor a considerar en el moment d'escollir un

virus model per a ésser emprat en els assaigs de valoracié de desinfectants.

Per als assaigs d'inactivacié de virus adsorbits s'han descrit diversos tipus de suports
que permeten la realitzacié d'aquests tipus d’assaigs. Petits quadrats de vidre (Best et
al, 1994), suports fabricats amb fusta de pollancre (Yilmaz i Kaleta, 2003), pell de porc
(Woolwine i Gerberding, 1995), poliestireé (Abad et al, 1997) i les propies mans d’humans
(Saftar i Ansari, 2002).

Cal considerar el potencial d'una superficie determinada per disseminar una infeccid
viral, el qual depén de la freqUencia de contacte, de la capacitat d'allioerar el virus
adsorbit i de quina part del cos de I'hoste entra en contacte amb la superficie
contaminada. Aquests fets suggereixen que no hi ha un tipus de superficie model que
pugui representar el gran nombre de variacions que es tfroben al camp. Tot i dixo, hi ha
consideracions bdsiques a tenir en compte al seleccionar una superficie per a ésser

emprada com a suport en els assaigs virucides de productes quimics:

— No ha d'unir, adsorbir o segrestar el virus test de manera que faci dificultosa I'elucid

d'aquest.

- La seva superficie no ha de ser molt llisa; per tal que representi d'una manera

adient la topografia de les superficies representatives en les condicions d'Us.
— Hauria de poder ser reutilitzable mitjiancant descontaminacid i esterilitzacio.

- La superficie ha de permetre dipositar el volum de suspensid de virus test i de

desinfectant necessaries.
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— Ha de poder recuperar-se la major part possible dels virus dipositats en el suport

durant el procés d’'elucid.
— L'elucié ha de redlitzar-se amb un volum que possibiliti I'andlisi de tot I'eluat.

Les caracteristiques del metode Viraden permetrien I'aplicacié d’aquest per mesurar
la inactivacié viral de les particules viriques adsorbides als filtres de membrana, utilitzant
aquests filtres, doncs, com a suports per a I'aplicacié dels assaigs de desinfectants en
superficie. A més, com en el cas de I'assaig amb virus en suspensid, I'aplicacié del
metode Viraden per avaluar I'activitat virucida de desinfectants i antiseptics sobre virus
adsorbits, permetria treballar amb fitols virals més propers a les situacions reals de

contaminacid.

3.1.1 DESCRIPCIO DELS DESINFECTANTS | ANTISEPTICS ASSAJATS.
CARACTERISTIQUES | MECANISMES D'ACCIO VIRUCIDA

3.1.1.1 Glutaraldehid

El glutaraldehid (GTA) és un dialdehid que s'ufilitza com a desinfectant i com a
esterilitzant, particularment per a desinfeccid i esterilitzacid a baixa temperatura
d'endoscopis i equipament quirlrgic. Per a desinfeccidé, es comercialitza una solucié
acida al 2%, la qual ha d'ésser activada (alcalinitzada) abans de la seva utilitzacié. El
glutaraldehid té un ampli espectre d'activitat contra bacteris i les seves espores, fongs i
virus i hi ha gran quantitat d’informacié disponible actualment sobre els mecanismes
pels quals sén inactivats aquests organismes (Gorman i Scott, 1977; Gorman et al, 1980;
Power, 1995; Scotti Gorman, 1991; Russell et al, 1999).

Es una molécula altament reactiva i per tant, un agent virucida potent (Favero i
Bond, 1991; Kobayashi et al, 1984). La taxa de reaccidé és pH depenent, augmentant
considerablement dins el rang de pH de 4 a 9. Concentracions baixes (<0,1%) de
glutaraldehid alcali sén efectives contra poliovirus purificats (Bailly et al, 1991). La
pérdua d'infecciositat de poliovirus induida per glutaraldehid estd associada amb
canvis a la cdpside (Bailly et al, 1991). El glutaraldehid a concentracions de 0,05 i
0,005% interacciona amb proteines de la cdpside de poliovirus i echovirus; les
diferéncies en la sensibilitat d’aquests dos virus reflecteixen variacions estructurals entre
ells (Chambon et al, 1992).
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3.1.1.2 Compostos halogenats

Els components basats en clor i iode sén els halogenats microbicides més significants i

s'ha usat tradicionalment i s'usen com a desinfectants i antiseptics.

3.1.1.2.1 Clor i compostos clorats

Es disposa de diverses revisions a destacar que tracten de les propietats quimiques,
fisiques i microbioldogiques dels agents clorats (Bloomfield, 1996; Dychdala, 1991). Els
tipus més importants sén I'hipoclorit de sodi, el didoxid de clor i els components N-clor
com el dicloroisocianurat de sodi (NaDCC) i les cloramines. Les solucions d'hipoclorit
de sodi sén molt utilitzades en desinfeccid de superficies dures i poden utilitzar-se per
desinfectar vessaments de sang que contingui HIV o HBV. El NaDCC pot utilitzar-se per
aquests propdsits i té I'avantatge de proporcionar una elevada concentracid de clor
lliure disponible i és menys susceptible d'inactivacié per matéria orgdnica. A I'aigua,
I'hipoclorit de sodi s'ionitza per produir Na* i ié hipoclorit (CIO-) el qual estableix un
equilibri amb I"acid hipoclords (Bloomfiel, 1996). A pH entre 4 i 7, el clor existeix
predominantment com a HCIO com a molécula activa, mentre que a pH per sobre de

9, predomina I'ié CIO-.

Tot i que pugui sorprendre per la gran quantitat d’estudis que hi ha sobre els agents
clorats, el mecanismes d'accié d'aquests no es coneixen totalment. Els agents clorats
sén altament oxidants i per tant, poden destruir I'activitat de proteines (Bloomfield,
1996); I'oxidacid es potencia a pH dcids, en els que I'activitat dels agents clorats és
maxima. L'acid hipoclords ha estat considerada la molécula activa responsable de la
inactivacié bacteriana produida pels agents clorats. L'ié CIO- & un efecte menor
comparat amb el HCIO no dissociat (Dychdala, 1991). Aquest fet correlaciona amb
I'observacié que, I'activitat dels agents clorats €s major quan el percentatge de HCIO
no dissociat és elevat. D'altra banda, estudis realitzats amb dioxid de clor mostren un
major efecte d’aquest sobre poliovirus a pH 10 que a pH 6 (Alvarez i O'Brien, 1982). Els
resultats d’aquest mateix estudi indiquen que el iode reduiria la capacitat dels virions

per adsorbir-se a les cel lules hoste actuant a nivell de proteines de la cdpside.

Els agents clorats tenen activitat virucida (Best et al, 1994; Bloomfield et al, 1990;
Dennis et al, 1979; Mbithi et al, 1990; Resnick et al, 1986; Rubin, 1991; Sattar et al, 1994;
Springthorpe et al, 1986; Springthorpe i Sattar, 1990). D'una banda es troben evidéencies

que el clor afecta les proteines de la cdpside i la integritat d’aquesta (Floyd et al, 1979;
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O'Brien i Newman, 1979) i de I'altra, que afecta I’ARN de poliovirus (Taylor i Bufler,
1982).

S'estableixen diferencies de resistencia individual al clor entre els diferents virus
entérics. Aquestes diferéncies poden venir donades per factors de I'entorn del virus o
per propietats d'aquests. Entre d'alfres, el pH i la temperatura (Engelbrecht et al, 1980),

I'ambient idnic (Sharp et al, 1980) i I'estat d'agregaciod (Jensen et al, 1980).

3.1.1.2.2 lode i compostos iodats

Tot i que menys actiu que el clor, el iode és bactericida, fungicida, virucida i
esporocida i actua rapidament (Gofttardi, 1991). Tot i que les solucions aquoses o
alcoholiques (tintura) de iode s'utilitzen des de fa al menys 150 anys com a antiséptics,
aquestes s'associen amb irritacio i tincid excessiva. A més, les solucions aquoses sén
generalment inestables; en solucié, com a minim set especies de iode estan presents
en un complex equilibri amb el iode molecular (l2) com a principal responsable de

I'eficacia antimicrobiana (Gottardi, 1991).

De manera semblant al clor, I'accid antimicrobiana del iode és rapida, fins i tot a
baixes concentracions. Es coneix poc sobre I'accid antiviral del iode, perd els virus no
embolcallats sén menys sensibles que els embolcallats (Prince et al, 1991). De manera
similar al cas dels bacteris, sembla que el iode ataca proteines de superficie dels virus
embolcallats. Per als no embolcallats també s'ha descrit activitat sobre proteines de la
capside, reduint la capacitat dels virions per adsorbir-se a les cellules hoste (Alvarez i
O’Brien, 1982).

3.1.2 INACTIVACIO DE VIRUS PER FACTORS FiSICS

L'atmosfera és un ambient poc hospitalari per als microorganismes, principalment per
I'estrés de dessecacié. Aixo fa que els microorganismes, entre ells els virus, puguin
mantenir-se bioldgicament actius un temps limitat en aquest tipus d'ambient abans no
assoleixen un nou ambient (un organisme hoste o un suport). Molts microorganismes
presenten mecanismes especifics de resistencia pero els virus no es compten entre
aquests, fet pel qual, la supervivencia d'aquests en els aerosols pot mesurar-se sovint

en segons.
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Molts factors ambientals s’han mostrat influents sobre la capacitat de supervivéencia
dels microorganismes. Els més importants sén la humitat relativa i la temperatura. El
contingut d'oxigen, els ions especifics, la radiacié UV, diversos contaminants i altres, sén

factors que influeixen en la pérdua d'activitat biologica.

La humitat relativa es defineix com el contingut d’'aigua relatiu a I'aire i es considera
el factor més important per a la supervivéncia dels microorganismes de tfransmissid
aéria. En general, els virus embolcallats tenen major supervivencia a I'aire quan la
humitat relativa és inferior al 50%; mentre que, els virus amb nucleocdpside nua sén
més estables a humitats relatives superiors al 50%. Perd hi ha diferents excepcions;
diferents tipus de rotavirus (entre ells rotavirus SA11) presenten major supervivencia a
humitats relatives baixes i mitjanes (del 30 al 50%) que a humitats altes del 80% (ljoz et
al, 1985b; Sattar, 1984). | el cas del virus de I'hepatitis A, que a diferéncia de la resta
d’enterovirus presenta una supervivencia inversament proporcional al nivell d"humitat
relativa. Aixi, el HAV presenta supervivencies mitjanes que superen els 7 dies a humitat
relativa baixa (25%) i temperatures de 5°C i en canvi, aquestes es redueixen a dues
hores amb humitats relatives del 95% i 35°C (Mbithi et al, 1991). Poliovirus 1 (Sabin) si
presenta major supervivéncia a humitats relatives elevades que a humitats relatives
baixes (ljaz et al, 1985a; Mbithi et al, 1991).

La temperatura és l'altre factor principal implicat en la inactivacid dels
microorganismes. En general, les altes temperatures promouen la inactivacié i, les
baixes temperatures, permeten temps de supervivencia més llargs. Els efectes de la
temperatura es froben estretament lligats amb els d'altres factors ambientals que

inclouen la humitat relativa.
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Com a objectius per al present capitol es planteja:

e Determinar I'efecte de diferents solucions desinfectants sobre els virus quan
aguests es troben adsorbits a suports solids i comparar els resultats amb I'efecte

de les mateixes condicions sobre els virus quan estan en suspensid.

e Valorar I'efecte de diferents temperatures sobre la persistéencia de diferents
enterovirus i comparar la supervivencia que presenten aquests quan es troben

adsorbits a suports solids respecte a quan es troben en suspensid.

e Determinar l'efecte de la humitat relativa a diferents temperatures sobre

diferents enterovirus adsorbits sobre suports solids.
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3.2 MATERIAL | METODES

3.2.1 EFECTE COMPARATIU DE DESINFECTANTS | ANTISEPTICS SOBRE VIRUS
EN SUSPENSIO | VIRUS ADSORBITS

Els assaigs de desinfectants es realitzaren sobre virus en suspensid i sobre virus
adsorbits a membranes d'ésters de celulosa. Aquesta condicid s'utilitzd per simular
I'efecte de la desinfeccid de superficies. S'avalud I'accid de diferents concentracions

de diferents desinfectants i antiseptics;
= 0,5 ppm de clor
= 200 mg'mL! de iode
= 20 mg'mL' deiode
= 0.2mgmL! deiode
=  0,05% glutaraldehid
= 0,1% glutaraldehid

Les solucions de clor es prepararen a partir de lleixiu comercial encetat en el mateix
moment de preparar la solucié. D'agquesta manera, s'assumi que el lleixiu a la sortida

de fabrica és una solucié d'hipoclorit sddic amb 42,5 g de clor actiu per litre.

Les solucions de iode es prepararen a partir d'una solucid topica farmacéutica per a
Us extern de tintura de iode. La composicid d'aquesta solucid per 100 mL segons el
fabricant és la seglent: 2 g de iode, 2,5 g de iodur potdssic i 100 mL d’alcohol efilic 50°.
A partir d'aquesta solucié es prepararen dilucions 1:103, 1:104 i 1:106 en aigua

bidestil lada estéril.

Les solucions de glutaraldehid es prepararen a partir d'una solucié al 25% realitzant

les dilucions en adigua bidestil lada esteril a pH 8.
Els virus sobre els que s'aplicaren les solucions desinfectants foren:
e poliovirus 1 (Sabin) (Lsc-2ab),
e coxsackievirus BS,

e echovirus 6 -aillament d’'aigua residual identificat per RT-PCR i RFLP (Restriction

Fragment Length Polymorphism)- i
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e AR51101.1 -enterovirus amb patré de RFLP identificat com a Patrd 1,
freqUentment qillat d'aigua residual (descrit en el Capitol 4 d'aquesta
memoria)-. El Patré 1 correspon a Echovirus per seqUenciacié d'una regid del

genoma.

Els assaigs es realitzaren en parallel amb els virus en suspensid i els virus adsorbits. Els
temps assajats en cada cas es mostren a les taules de resultats. Totes les andlisi es
realitzaren per triplicat fent el recompte dels enterovirus per duplicat en cadascuna de

les repliques experimentals.

Es realitzaren dilucions decimals dels estocs de virus de titol alt (conservats en MEM
1% SFB a —70°C) en PBS 1x estéril (pH 7,2) fins obtenir el valor de virus desitjat en cada
cas. La dilucid final per tal d'obtenir suficient volum de suspensid viral per poder

realitzar tots els assaigs en paral lel es realitzd en aigua bidestil lada esteril.

3.2.1.1 Assaigs amb virus en suspensio

Es realitzaren els assaigs adaptats de Papageorgiou et al (2001). El procediment tal

com s'aplica a l'estudi es detalla a continuacio.

- Es reparti la suspensid viral en volums de mostra problema equivalents utilitzant tubs

esterils de polipropilé de 50 mL de capacitat.

- S'afegi el volum de desinfectant necessari per obtenir la concentracié final de

desinfectant desitjada.

- S'agitd suaument i s'incubd estatic a temperatura ambient (20-25°C) el temps indicat

en cada cos.

- L'activitat del desinfectant es neutralitzd de la manera indicada a la taula 3.2.1.1.1

depenent del tipus de desinfectant utilitzat en cada cas.

- Es tituld el volum necessari de suspensid per tal d'obtenir plagues amb un nombre

adient de clapes aplicant el métode Viraden.
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Taula 3.2.1.1.1. Neutralitzacié de I'activitat desinfectant en els assaigs realitzats amb els virus en

suspensio.

Desinfectant Métode d’inactivacié

20 plL de tiosulfat 3% per 100 mL de solucid

Clor .
que conté 1 ppm de clor
od Volum de tiosulfat 3% equivalent al volum
ode
de tintura de iode ufilitzat
Glutaraldehid Dilucid 1:100 en fred

3.2.1.2 Assaigs amb virus adsorbits

Per als test amb els virus adsorbits, es procedi com s'indica a continuacio.

- S'afegiren volums d'1 mL de suspensié viral amb el nombre de virus determinat
(madxim 300 ufp 'mL') a volums de 8 mL de MgCl2 0,05 M.

- Es filtrd la suspensid obtinguda amb I'ajuda d'una rampa de filtracié amb embuts
préviament esterilitzats, aplicant el cabdal indicat per al métode Viraden (0,03 L min-
1) emprant filires d’ésters de celdulosa de 47 mm de didmetre. Els filires es

condicionaren previament amb MgClz 0,05 M.

- Com a confrol del nombre de virus a temps inicial s'usaren filtres obfinguts de la
manera descrita emprant el métode Viraden que es titularen immediatament

després de la seva preparacio.

- Les membranes problema amb els virus adsorbits que es sotmeteren als assaigs amb
els desinfectants, es disposaren dins plaques de Petri de 50 mm de didmetre esteérils

amb la part on havien quedat adsorbits els virus cap a dalt.

- S'aplicaren volums de 5 mL per placa del desinfectant a assajar en cada cas. Aquest
superava el volum necessari per a que el desinfectant cobris completament el filtre
(2 mL).

- S'incubaren sense agitacié a temperatura ambient (20-25°C) el temps indicat en

cada cas.

- Es retird el filtre i es procedi a la neutralitzacid, de manera diferent depenent del
desinfectant o antiséptic assajat (Taula 3.2.1.2.1). La neutrdlitzacié es realitzd

submergint el filtre en els volums de solucié indicada en cada cas.
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- S'incubaren durant 5 a 10 minuts a femperatura ambient.

- Es retird I'excés de neutralitzant per contacte del filire amb paper 3MM sec per la

zona on no hi havia els virus adsorbits.

- Es procedi amb la titulacié pel métode Viraden, disposant el filire damunt la
suspensid celdular en plaques de cultiu celdular amb monocapa confluent de

céllules BGM. S'afegi el medioverlay i s'incubaren les plagques durant 48 a 72 hores.

- Passat el periode d'incubacid es retiraren I'agar i el filtre, es fixaren i tenyiren les
plagues amb la solucid de cristall violeta i formaldehid i, es realitzd el recompte de

clapes.

Taula 3.2.1.2.1. Neutralitzacié de I'activitat desinfectant en els assaigs realitzats amb els virus

adsorbits.
Desinfectant Métode d'inactivacioe
Clor 20 mL de tiosulfat 0,003%
lode 20 mL de tiosulfat 0,003%

50 mL d'aigua bidestil lada estéril freda
Glutaraldehid
(5+£3)°C

aEls volums indicats corresponen als necessaris per a un filire de membrana de 47 mm de didmetre.

3.2.2 PERSISTENCIA A DIFERENTS TEMPERATURES

S'avalud la persistéencia de diferents virus sotmesos a diferents temperatures de
conservacio valorant a més, I'efecte que tenia sobre ells el fet de trobar-se en una
suspensié aquosa o bé adsorbits a una superficie (els filires de membrana d'esters de
celiulosa). Es feu una valoracié de les temperatures de conservacid dels virus a curt

termini (temperatura ambient, refrigeracié i congelacio).
Per als experiments de conservacié a curt termini, les temperatures assajades foren:
- temperatura ambient (20 + 5)°C
- refrigeracié (5 + 3)°C

- congelacié a (-10 £ 5)°C
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Els virus a estudi foren poliovirus 1 (Sabin), coxsackievirus B5, echovirus 6 i AR51101.1

(Echovirus - Patrd 1).

- Es prepararen dilucions decimals de cadascun d'aquests virus en PBS estéril pH 7,2
fins obtenir un nombre final de virus per mL que fos enumerable pels métodes
utilitzats en les andlisi, el métode Viraden i el métode de monocapa (mdaxim 300
ufp). Es prepard el volum total necessari de suspensid viral de cadascun dels virus
de manera que tofts els tubs i totes les filiracions es realitzaren a partir de la mateixa

suspensid viral.

- Per ales valoracions amb els virus en suspensid, es repartiren volums d'1,2 mL de la
suspensié viral en microtubs estérils preparant el nombre de tubs necessaris per tal
de realitzar determinacions de supervivencia a diferents temps (24 hores, 48 hores,
72 hores, 96 hores i 312 hores) emprant com a metode de ftitulacid en paral-lel el

metode Viraden i el metode de monocapa.

- Per a les valoracions amb els virus adsorbits a filtres de membrana d’'esters de
cellulosa es procedi a la filtracid de volums d'1 mL de suspensid viral aplicant el
metode Viraden. Els filtres resultants amb els virus adsorbits a la superficie es
mantingueren dins plagues de Petri de 50 mm de didmetre estérils segellades amb
“parafilm” (menys en el cas de la incubacid a temperatura ambient en que les

plagues es mantingueren sense segellar).

- Es repartiren els tubs i els filtres corresponents als diferents virus, protegits de la llum,
en diferents zones per tal d'obtenir les diferents temperatures: al laboratori per a
temperatura ambient, en una cambra a (5 + 3)°C i en una cambra de congelacié
a (-10 £ 5)°C.

- Es procedi a les valoracions de la quantitat de virus que es mantingueren en les
diferents condicions durant els temps indicats i emprant com s’ha dit, dos metodes

diferents. Per als virus en suspensid, es tituld 1 mL en cada cas.

3.2.3 PERSISTENCIA A DIFERENTS HUMITATS RELATIVES

Per als experiments de valoracié de I'efecte de la humitat relativa s'escolliren dos
virus, un de coldeccié (poliovirus 1 (Sabin)) i el que s'dilla en major percentatge a partir
de mostres d'aigua residual (echovirus 6) per tal de valorar I'efecte de la humitat
relativa quan aquests es trobaven adsorbits a un suport i es mantenien a temperatura

ambient i refrigerats.
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- Es prepararen dilucions decimals en PBS estéril pH 7,2 de cadascun d'aqguests virus
fins obtenir un nombre final de virus per mL que fos enumerable pel méetode
Viraden. Es prepard el volum total necessari de suspensié viral de cadascun dels
virus de manera que tots els tubs i totes les filiracions es realitzaren a partir de Ila

mateixa suspensié viral.

- Per ala valoracié dels virus en suspensid, es reparti el volum total de suspensié en
tubs a rad de 1,2 mL de suspensid viral preparant els tulbbs necessaris per a les
valoracions a diferents temps (0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 168 h i 312 h) i a diferents
temperatures, temperatura ambient i (5 + 3)°C. Les titulacions es realitzaren cada
vegada per duplicat, aixi, cada conjunt de 12 tubs s'incubava a la temperatura

determinada protegits de la llum.

- Per ala valoracié de la humitat relativa, es prepararen filires de membrana amb 1
mL de suspensid viral aplicant el métode Viraden emprant filires de 47 mm de
diametre. Els filtres es prepararen per duplicat per tal de comparar filtres que es

mantenien amb humitat i filires que es mantenien en sec.
- Esseguiren dues aproximacions depenent de la temperatura d'incubacié:

» A temperatura ambient, els filtres es mantingueren dins plaques de Petri de
50 mm de didmetre estérils sense segellar per tal d'obtenir les condicions de
sequedat ambiental i, la resta de filtres es mantingueren dins un recipient
(tancat més o menys hermétic) on s'aconseguia preservar la humitat amb
paper de cellulosa negat d’'aigua bidestil lada. Cada dia s’humitejava de

nou el paper per tal que es mantingués el maxim nivell possible d"humitat.

* Alacambrade (5 + 3)°C, els filtres es mantingueren dins plaques de Petri de
50 mm de didmetre estérils segellades amb “parafim” i, la resta, es
disposaren sense segellar dins d'un recipient hermétic on es produi un
ambient sec per la presencia de particules de silica gel (211335.1210,

Panreac).

- Passat el periode d'incubacié en cada cas, es procedi a la titulacid dels virus en
suspensio i dels adsorbits pel metode Viraden. Per als virus en suspensié es tituld 1 mL. Els
filtfres que s’havien mantingut amb humitat s’aplicaren directament sobre les celules
BGM, mentre que els filtres als que s'havia aplicat dessecacid s'humitejaren
previament amb MgClz2 0,05 M esteéril per tal que al dipositar-los damunt la suspensié

celular no es produis citotoxicitat (fenomen observat en experiments exploratoris).
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3.2.4 VALORACIO DEL POSSIBLE EFECTE DE L’ADHERENCIA DELS VIRUS AMB
PRESENCIA D’IONS DIVALENTS A LES PARETS DE MICROTUBS

Per redlitzar els experiments de persistencia de virus a diferents temperatures
s'empraren dilucions de virus en una solucié de MgCl. 0,05 M ja que aquesta condicid
és la que s'utilitza per a I'adsorcié dels virus a la membrana quan s'aplica el métode
Viraden i, es volien equiparar al maxim les condicions ambientals (de I'entorn) del virus.
La preséncia d'ions divalents afecta en I'adsorcid dels virus i pot afectar per tant en
I'adheréncia d'aquests als materials en els que es trobin contfinguts. Es va voler
comprovar si existien aqguests fenomens d'agregacié o adheréencia que poguessin

modificar els resultats dels experiments realitzats amb els virus en suspensio.

Es prengué com a control on no es produia adheréncia dels virus a les parets del tub,
la suspensi® en PBS, condicidé comprovada i descrita anteriorment per Gassilloud
(2003).

Per tal de realitzar aquesta prova es prepararen dilucions de poliovirus 1 i echovirus é
emprant com a diluents PBS pH 7,2 i MgClz 0,05 M fins obtenir titols de virus de (100 + 20)
ufp mLT. La dilucié en PBS es prengué com a control; sense ions divalents a la solucié
no hauria de produir-se adsorcié ni adherencia dels virus a les superficies. La dilucié en
MgCl2 0,05 M era la que s'emprava en els experiments de valoracié de la persistencia
a diferents temperatures. Aquesta condicid era la que hauria pogut influenciar en els

resultats finals de reduccié o inactivacié de virus.

Aqguestes dilucions es mantingueren a dues temperatures, a temperatura ambient

(amb temperatures enregistrades de 28 a 30°C) i refrigerades a la cambra a (5 + 3)°C.

Es prengueren fraccions d'aquestes a diversos intervals de temps; una primera a
temps zero que servi de control per a I'enumeracié dels virus presents a l'inici de

I'experiment i posteriorment a les 24, 48, 72, 96 i 168 hores.

Es procedi titulant, emprant el métode Viraden, fraccions d'1 mL de les dilucions en
PBS per a cadascun dels virus, d'1 mL de les dilucions en MgCl2 0,05 Mia més, d'1 mL
de les dilucions en MgCl; 0,05 M tractades amb SDS a concentracid final 10 mM.
Aquest Ultim tractament s'aplicd per tal de desadherir els possibles virus que haguessin

quedat en les parets dels tubs i es procedi com es detalla a continuacid.

A la fraccié de la dilucié en MgCl2 0,05 M s’afegi SDS a concentracié final 10 mM, es
deixd durant 5 minuts a temperatura ambient i es procedi a recuperar el volum agitant
a I'hora suaument amb la pipeta per tal de separar els possibles virus adherits a les

parets dels microtubs. Per tal de poder readlitzar I'enumeracié de virus aplicant un
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meétode de titulacid sobre cultiv celdular sense que la preséncia d'SDS afectés les
céliules, s'aplicd una dilucié 1:100 de la fraccio¢ tractada en MgCl2 0,05 M i s'aplica el
meétode Viraden concentrant tot el volum resultant. Aquesta condicié es va mostrar, en

estudis previs, sense efecte citopdtic sobre les cellules BGM emprades en la titulacié.
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3.3 RESULTATS I DISCUSSIO

3.3.1 EFECTE COMPARATIU DE DESINFECTANTS | ANTISEPTICS SOBRE VIRUS
EN SUSPENSIO | VIRUS ADSORBITS

Els resultats que s'obtenen a partir dels experiments realitzats per a la valoracid de
I'efecte de diferents desinfectants i antiseptics sobre diferents virus, s'expressen com a
valors de reduccid logaritmica. Aquesta reduccié logaritmica es calcula restant el
valor logaritmic de la concentracié de virus en un temps determinat del valor
logaritmic de la concentracié de virus inicial. Aixi doncs, s'obté la reduccié en el fitol
viral que presenten els diferents enterovirus assajats en suspensid i adsorbits a suports
d’'ésters de cellulosa, quan s’apliquen els desinfectants i antiséptics indicats a les taules
3.3.1.1i3.3.1.2.

Una consideracié inicial pel que fa als valors mitjans de reduccid logaritmica en el
titol viral. Es considera que els valors inferiors a 0,3 podrien deure’'s més a la incertesa o
imprecisié en el métode de quantificacié (Viraden) que a una reduccidé o inactivacié
viral real. Per aquest fet es considera que per valors de reduccid inferiors a 0,3 unitats
logaritmiques no s’ha produit inactivacié viral, si aquesta es mesura com a reduccié

del fitol viral.

Hi ha diferents consideracions generals a fer-se pel que fa a la resisténcia dels virus als
fractaments amb desinfectants i antiseptics assajats. D'una banda, val a dir que, tot i
tractar-se de quatre virus que corresponen al mateix genere Enterovirus, la resposta
que s'obté front als diferents tractaments varia depenent del virus assajat. Un mateix
fractament aplicat a diferents virus fa que cadascun d'aquests presenti una
inactivacié diferent, podent agrupar-se, per a un tractament determinat, en grups de
virus més o menys resistents. D'altra banda, fet més esperable, els diferents tractaments

aplicats a un sol virus, mostren efectes diferents.

Els virus adsorbits sobre un suport resisteixen durant més temps I'accidé d'un
determinat desinfectant o antiséptic quan es compara amb I'accié d'aquest sobre el
virus en suspensid (Taula 3.3.1.3). Per als casos assajats, els virus mostren major
resistencia a I'efecte dels desinfectants quan estan adsorbits, trobant-se diferéncies
significatives (Student’s T Test, P<0,05) en tots els casos si es compara amb les mateixes
condicions sobre els virus en suspensid. | aquest fet s'observa per a tots els virus i tots els

desinfectants assajafts.
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Taula 3.3.1.1. Reduccié logaritmica per accié de desinfectants i antiseptics sobre enterovirus
quan aquests es troben en suspensid. Resultats mitjans (desv. est.) de 3 experiments

independents (titulacions per duplicat).

Desinfectant Temps  Poliovirus 1  Coxsackievirus
Echovirus 6 AR51101.1

o antiséptic  (min) (Sabin) B5
3 5,3 (0,4) 2,0(0,1) 2,2 (0.1) 3,2 (0,0)*
Clor 0,5 ppm
10 >6,4 2,2 (0,1) 2,3(0,1) 4,1 (0,0)
lode 3 1.1 (0,1) >2,8 >3,5
nd
200 mg mL" 10 4,9 (0,2) >7.6 >8,2
lode 3 >2,9 4,5 (0,0)
nd nd
20 mg mL-! 10 >7,6 6.5 (0.2)
lode 3 3,4 (0,1) 2,6 (0,0)
nd nd
0,2 mg mL 10 49 (01) 3,6 (0,0)
15 2,8 (0,2) 0,7 (0.0) 1,3(0,1) 1.1 (0,0)
GTA 0,05% 30 3,3 (0.1) 0,7 (0.0) 2,1 (0,1) 2,1 (0,0)
60 3,9 (0.,5) 0.8 (0,0) 3,0 (0,1) 3,1 (0,0)
5 2,6 (0,2) 2,9 (0,5) 1,7 (0.1)
GTA0,1% nd
15 3,8 (0.2) >3,4 4,3 (0,2)

nd: no determinat

* Les desviacions estdndard indicades a la taula com a 0,0 es froben entre 0,01 i 0,04.
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Taula 3.3.1.2. Reduccié logaritmica per accié de desinfectants i antiseptics sobre enterovirus
quan aquests es troben adsorbits a filtres de membrana d’ésters de cel lulosa. Resultats mitiana

(desv. est.) de 3 experiments independents (fitulacions per duplicat).

Desinfectant Temps  Poliovirus 1  Coxsackievirus
Echovirus 6 AR51101.1

o antiséptic  (min) (Sabin) B5
Clor 0,5 ppm 3 1,7 (0,4) 0,5 (0,1) 0,2 (0,1) 2,3 (0,0)*
(0.5mg i) 10 2,2 (0,3) 1,0 (0,1) 0,6 (0,3) 2,3 (0,0)
lode 3 0,3(0,1)
nd nd nd
200 mg mL- 10 2.3 (0,2)
lode 3 0,3 (0,1) 2,3(0,0) 0,7 (0,0)
nd
20 mg mL"! 10 0,3 (0,1) >2,3 2,3(0,2)
lode 3 1,8 (0,2) 0,6 (0,2) 0,0 (0,0)
0,2 mg mL- 10 2,2 (0,2) 0,8 (0,1) 0,0 (0,0)
15 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,4 (0,0) 0,7 (0,1)
GTA 0,05% 30 0,1 (0,0) 0,2 (0.1) 1,6 (0,2) 1,9 (0,1)
60 2,1 (0,4) 0,2 (0.1) 2,1(0.2) 2,4 (0,2)
5 0,8 (0,1) 1,0 (0,2)
GTA0,1% Tox Tox
15 Tox. Tox.

nd: no determinat

* Les desviacions estdindard indicades a la taula com a 0,0 es froben entre 0,01 i 0,04.

Les diferéncies quan a la reduccid dels diferents virus en funcidé de si estan en
suspensid o adsorbits a suports de filires de membrana d'ésters de cellulosa, sén
diferents per a cadascun dels virus (Taula 3.3.1.3) variant enfre 1,3 i 2,7 logaritmes,
mostrant-se sempre, com s'ha dit, més sensibles quan es troben en suspensid que quan

es tfroben adsorbits.
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Per al cas de poliovirus 1 (Sabin) la diferéncia és maxima i aquest hauria d'ésser un
factor a considerar ja que aquest virus sovint es pren com a model en els assaigs virals

de desinfectants i antiséptics.

Taula 3.3.1.3. Relacié entre la reduccid logaritmica experimentada pels diferents virus analitzats
quan el test dels desinfectants es realitza amb els virus en suspensié o adsorbits a filtres de

membrana d’eésters de cellulosa.

Mitjana de la diferéncia de L
Virus i i Desviacio estandard
reduccio logaritmica

Poliovirus 1 (Sabin) 2,7 1,1
Coxsackievirus B5 1.3 0.7
Echovirus é 1,6 0,7
ARS51101.1 1,6 1,5

Diferents estudis coincideixen amb els nostres resultats en el fet que els virus
s'inactiven més faciiment en suspensid que sobre suports; Yimaz i Kaleta (2003)
analitzant I'efecte del glutaraldehid i altres desinfectants sobre enterovirus, reovirus i
adenovirus, conclouen que cal el doble de temps per aconseguir la mateixa
inactivacidé de virus quan aquests estan en suport a quan estan en suspensid. Treballant
amb bacteriofags, Woolwine i Gerberding (1995) detecten clarament que I'activitat
antiviral d'un determinat desinfectant o antiséptic sempre és més alta quan es realitzen

test en suspensié a quan es fan sobre un suport de teixit.

Considerant els assaigs amb clor (Taules 3.3.1.1 i 3.3.1.2) els resultats mostren que
coxsackievirus B5 i echovirus 6 sén més resistents que poliovirus 1 (Sabin) i echovirus-
AR51101.1 ala desinfeccié per aquest agent halogenat. Aixi els virus poden agrupar-se
com a més resistents (coxsackievirus B5 i echovirus 6) i menys resistents (poliovirus 1 i
ARS51101.1) al clor, tfrobant-se diferencies estadisticament significatives entre ambdds
grups (P<0,05). Diferents estudis coincideixen en el fet de la major resistencia al clor de
coxsackievirus B5 sobre poliovirus 1 (Engelbrecht et al, 1980; Jensen et al, 1980;

Payment et al, 1985).

Payment et al (1985) observen, a més que, els dillaments de coxsackievirus B5
procedents de mostres ambientals d'aigua tractada amb clor, sén més resistents que
les soques de laboratori. Aquest fet perd, no s'observa per a la resta de virus a estudi
(poliovirus 1, 2 i 3 i coxsackievirus B4). En aquest sentit, pel fet que poliovirus 1 és molt

susceptible al clor, es considera que si aquests virus escapen a la desinfeccid, és
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probablement, per que es froben protegits per diferents mecanismes com I'agregacié
i/o la presencia de matéria orgdnica i d'aquesta manera sén inactivats en menor

mesura (Hejkal et al, 1979).

Quan es comparen les inactivacions dels diferents virus pel fractament amb iode
(Taules 3.3.1.2 i 3.3.1.3), la situacid pateix una certa inversié. Coxsackievirus B5 i
echovirus 6 apareixen ara com el grup de virus més sensible al iode quan es troben en
suspensié i adsorbits. S'observen perd, diferéncies estadisticament significatives en la
inactivacié d'aquests dos virus (ANOVA, P<0,05) tant en els assaigs amb virus en

suspensié com adsorbits.

Quan a la seva relacié amb el glutaraldehid els diferents virus presenten diferéncies;
coxsackievirus BS apareix poc sensible a concentracions de GTA de 0,05% observant-se
amb aquest virus, la menor reduccid logaritmica dels quatre (ANOVA, P<0,05), tant si
estan en suspensié com si estan adsorbits. Echovirus 6 presenta una major sensibilitat a
aqguesta mateixa concentracié de GTA, semblant a la de poliovirus 1 (Sabin) i echovirus
(AR51101.1).

Hi ha estudis que proposen la técnica de la RT-PCR com a metodologia alternativa a
la deteccidé de virus per cultiu celdular, en els assaigs de desinfectants. Un cas és el de
la valoracié de I'activitat virucida del clor aplicat a concentracions elevades. En
aquest cas podria seguir-se I'accid del clor com a virucida ja que malmet I'ARN viral
(Ma et al, 1994a). Per a concentracions de clor molt baixes en que aquest efecte no
és tant notable i, per al cas d'altres desinfectants que no malmeten I'acid nucleic,
aguesta aproximacié no seria valida. A més, la péerdua d'infecciositat dels virus es
produeix principalment per canvis de conformacié de la capside viral que indueixen
una disminucid de la capacitat de fixacid dels virus als receptors celdulars. Aixi,
metodes moleculars, els quals detecten el genoma viral significativament durant més
temps que els virus infecciosos (Enriquez et al, 1995; Nuanualsuwan i Cliver, 2003)

quedarien invalidafts.
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3.3.2 PERSISTENCIA A DIFERENTS TEMPERATURES

Els resultats corresponents als experiments de persisténcia de diferents enterovirus, en
suspensid o adsorbits a filtres de membrana d'ésters de cellulosa, conservats a
diferents temperatures es mostren en forma de grdfics on es detallen les reduccions
logaritmiques mitjanes en els diferents titols virals independentment del metode de
quantificacié utilitzat, el métode Viraden o de monocapa. Els resultats corresponen a
la determinacié de virus per duplicat per a cada meéetode en dues répliques
experimentals. Tot i que els valors de reduccié que s'indiquen a les figures corresponen
a les mitjanes, les barres de desviacid estandard no s'han inclds en el grafic ja que eren

molt petites i quedaven sobre els diferents simbols dificultant I'observacié de les dades.

-(LogNp - LogN;)
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Figura 3.3.2.1. Enterovirus mantinguts a temperatura ambient (20-25°C) en suspensid en una
solucié de MgCl2 0,05 M. Poliovirus 1 (Sabin) (<&); Coxsackievirus BS (O); Echovirus 6 (A) i Echovirus
—AR51101.1 (x).

La figura 3.3.2.1 mostra una certa agrupacié de virus més i menys resistents a
temperatures de 20-25°C. Coxsackievirus B5 es mostra més resistent a la temperatura
que poliovirus 1 (Sabin), echovirus 6 i echovirus-AR51101.1. Les diferéncies entre la
reduccié de coxsackievirus B5 i la resta d'enterovirus a temperatura ambient sén
significatives (ANOVA, P<0,05), mentre que les reduccions entre poliovirus 1 (Sabin),
echovirus 6 i echovirus-AR51101.1 no son significativament diferents (ANOVA, P>0,05)

entre elles.

La figura 3.3.2.2 corresponent a les reduccions dels diferents enterovirus analitzats
quan es mantenen adsorbits a temperatura ambient, mostra un tipus de grafic diferent

al que s'obté en les mateixes condicions amb els virus en suspensié. A més de la rapida
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inactivacid, tots els virus presenten una reduccidé similar al llarg de les 96 hores. Aquest
fet ens feu pensar en la major importancia de I'efecte de la humitat relativa front la
temperatura en la supervivéncia dels virus adsorbits per dos motius principalment.
D'una banda, aquest fet no s'observd en la resta de condicions (quan aquests
mateixos virus es mantenien a temperatures de 4°C i -10°C) i, d'altra banda, en els
experiments a temperatura ambient, les plagues es mantenien obertes a I'atmosfera,
els filtres de seguida s'assecaren i per tant, I'efecte de la temperatura no era I'Unic a
considerar sind que hi estava actuant I'efecte de la humitat relativa ambiental. D'aqui
que posteriorment es valorés com influia agquesta condicié d'humitat relativa sobre la

persisténcia viral.

-(LogNO - LogNt)
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Figura 3.3.2.2. Enterovirus mantinguts a femperatura ambient(20-25°C) i humitat relatfiva
ambiental (50%) adsorbits a filtres de membrana d’ésters de cel{ulosa. Poliovirus 1 (Sabin) (&);
Coxsackievirus B5 (O); Echovirus 6 (A) i Echovirus — AR5T101.T (x).

Notis el canvi d’'escala a I'eix d'abscisses respecte les taules anterior i posteriors.

Quan els virus es mantenen refrigerats hi ha major reduccid quan es froben en
suspensid respecte a quan es troben adsorbits, en general. Cal exceptuar el cas de
coxsackievirus B5 que no presenta reduccidé de titol viral a temperatures de 4°C en cap

de les dues condicions (suspensid o adsorbits) dins els temps assajats.

Quan els virus es mantenen en suspensid refrigerats (Figura 3.3.2.3) s'observen
diferencies significatives (ANOVA, P<0,05) entre coxsackievirus B5 i la resta d’enterovirus
assajats. | a I'hora hi ha diferéncies significatives (ANOVA, P<0,01)entre poliovirus 1
(Sabin) i echovirus 6. Quan es mantenen a aquesta mateixa temperatura de (5 + 3)°C

adsorbits sobre filtres de membrana d'esters de cellulosa (Figura 3.3.2.4), el
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comportament dels quatre enterovirus és lleugerament diferent. Echovirus 6 i AR51101.1
s'acosten a coxsackievirus B5 amb qui no presenten diferencies significatives (ANOVA,
P>0,05). | cap d'aquests tres enterovirus presenta una reduccié de titol superior a 0,05
unitats logaritmiques dins les 312 hores. Mentre que poliovirus 1 (Sabin) presenta
reduccions de 0,4 unitats logaritmiques per al mateix periode que difereixen
estadisticament de les reduccions experimentades per la resta de virus assajats
(ANOVA, P<0,05).
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Figura 3.3.2.3. Enterovirus mantinguts a (5 +3)°C en suspensid en una solucié de MgCl2 0,05 M.
Poliovirus 1 (Sabin) (<); Coxsackievirus B5 (O); Echovirus é6 (A) i Echovirus — AR51101.1 (x).
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Figura 3.3.2.4. Enterovirus mantinguts a (5 +3)°C adsorbits a filtres de membrana d’ésters de
celulosa. Poliovirus 1 (Sabin) (<); Coxsackievirus B5 (O); Echovirus 6 (A) i Echovirus — AR51101.1
(x).
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Figura 3.3.2.5. Enterovirus mantinguts a (-10 #5)°C en suspensid en una solucié de MgClz 0,05 M.

Poliovirus 1 (Sabin) (<&); Coxsackievirus B5 (O); Echovirus 6 (A) i Echovirus — AR51101.1 (x).
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Figura 3.3.2.6. Enterovirus mantinguts a (-10 #5)°C adsorbits a filtres de membrana d’esters de

cel{ulosa. Poliovirus 1 (Sabin) (<); Coxsackievirus BS (O); Echovirus 6 (A) i Echovirus — ARS1T101.1
(x).
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Quan els virus es mantenen a temperatures inferiors a 0°C (Figures 3.3.2.5 i 3.3.2.6)
durant 312 hores, no s'observa reduccid del titol viral, per a cap dels virus assajats i per

a cap de les condicions (en suspensié o adsorbits).

Pel que fa a com afecten les diferents condicions de manteniment a cadascun dels
virus (Figures 3.3.2.7, 3.3.2.8, 3.3.2.9 1 3.3.2.10) s'observen grafiques de reduccid de titol
viral en funcié del temps diferents per a cadascun dels enterovirus assajats. Per a
poliovirus 1 (Sabin) (Figura 3.3.2.7) s'observa diferent comportament en funcié de la
temperatura. Per a coxsackievirus B5 (Figura 3.3.2.8) només es detecten diferencies
quan es mantenen adsorbits a temperatura ambient respecte la resta de condicions.
En aquest cas I'efecte en la supervivencia pot ésser degut més a la baixa humitat
relativa que a la temperatura. Per a echovirus 6 (Figura 3.3.2.9) només hi ha efecte en
la supervivéncia quan es mantenen a temperatura ambient. Echovirus-AR51101.1 es
manté millor congelat o adsorbit a 4°C que a aquesta mateixa temperatura en
suspensid o a temperatura ambient (Figura 3.3.2.10). Tot i tractar-se de virus que
pertanyen a un mateix génere, cadascun d’ells presenta un comportament diferent
per a les condicions assajades. Coxsackievirus B5 és un dels que presenten menor

pérdua de titol viral (fins i tot a temperatura ambient).

ufp per placa
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Figura 3.3.2.7. Poliovirus 1 (Sabin) (Sabin) conservats en diferents condicions; a temperatura
ambient en suspensid (<) i adsorbits (), a (5 £ 3)°C en suspensid (A) i adsorbits (x) ia (-10 +5)°C

en suspensio (M) i adsorbits (@).
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ufp per placa
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Figura 3.3.2.8. Coxsackievirus B5 conservats en diferents condicions; a temperatura ambient en
suspensio (&) i adsorbits (), a (5 £ 3)°C en suspensid (A) i adsorbits (x) ia (-10 £5)°C en
suspensio (M) i adsorbits (@).
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Figura 3.3.2.9. Echovirus 6 conservats en diferents condicions; a tfemperatura ambient en
suspensié (<) i adsorbits (), a (5 £ 3)°C en suspensid (A) i adsorbits (x) ia (-10 +#5)°C en
suspensié (M) i adsorbits (@).

153



Capitol 3. Inactivacié de virus adsorbits

ufp per placa
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Figura 3.3.2.10. Echovirus AR51101.1 (Patré 1 RFLP) conservats en diferents condicions; a
temperatura ambient en suspensid (<) i adsorbits (), a (5 £ 3)°C en suspensid (A) i adsorbits (x) i

a (-10 #5)°C en suspensio (R) i adsorbits (@).

3.3.3 PERSISTENCIA A DIFERENTS HUMITATS RELATIVES

Dels resultats de I'apartat anterior s’'infueix un efecte significatiu de la humitat relativa
sobre la supervivéncia a temperatura ambient dels virus adsorbits. La humitat relativa
del laboratori, corresponent al periode en que es van realitzar els assaigs, es situd al
voltant del 50%. Quan s'indica que la humitat relativa es mantingué elevada (emprant
les estrategies descrites a I'apartat de Material i Métodes del present capitol) es fa

referéncia al manteniment de valors d’humitat del 85-90% o superiors.

Aixi doncs, es readlitzaren els experiments per a la valoracié de I'efecte de la humitat
relativa sobre dos dels enterovirus a estudi, poliovirus 1 (Sabin) i echovirus 6 (aillat de
I'ambient). Els resultats corresponents als diferents assaigs es presenten a continuacio.
Els assaigs es realitzaren amb els virus adsorbits sobre suports de filires de membrana
d'ésters de cellulosa que es conservaren a temperatura ambient (20-25°C) o

refrigerats (4°C).

Els resultats es presenten en forma de grafics on es detallen les enumeracions de virus
al llarg del temps. El nombre de virus a temps zero fou el titol viral control emprat per a

les tres condicions experimentals (virus en suspensid, virus adsorbits amb humitat
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relativa ambiental i virus adsorbits amb humitat relativa propera al punt de saturacié).
Les determinacions del nombre d'ufp per mL (equivalents al nombre d'ufp per placa
de cultiu) es realitzaren per duplicat, per a cadascuna de les tres repliques
experimentals de cadascuna de les condicions assajades. Els grafics, com en el cas
anterior, mostren les mitjanes perd s'omet la representaciéd de les barres d'error, ja que
de nou, les diferéncies foren molt petites i dificultaven la visualitzacié de les dades. Als
grafics s'inclouen alguns dels recomptes dels materials de referéncia per a poliovirus 1
(Sabin) i echovirus 6. Amb el fotal dels recomptes de cadascun dels materials de
referéncia es construiren les cartes de control a partir de les quals, es calcularen els
limits superior i inferior d'accid. Per a cadascuna de les situacions s'assenyalen aquests
limits superior (LS) i inferior (LI) d'accid dins els grafics. Aquesta fou I'eina utilitzada per
poder determinar a partir de quin punt es podia considerar que la humitat relativa
afectava la supervivéencia dels diferents virus. Quan els recomptes dels diferents virus es
froben per sota del limit inferior d’accid, es considera que hi ha hagut una modificacid
significativa dels nombres de virus i per tant, un efecte significatiu de la humitat relativa

sobre la supervivencia d'aquests.
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Figura 3.3.3.1. Efecte de la humitat relativa sobre poliovirus 1(Sabin) quan es mantenen a 4°C en
suspensié aquosa (<), adsorbits sobre filtres de membrana d'esters de cel lulosa sotmesos a la
humitat relativa ambiental (O), adsorbits sobre filtres amb humitat relativa propera a la saturacio
(A). Es representen alguns dels valors emprats per al calcul dels limits superiors i inferiors d’accid

(...) de la carta de control ().

Les figures 3.3.3.1 a 3.3.3.4 mostren els resultats dels experiments de valoracié de
I'efecte de la humitat relativa sobre poliovirus 1 (Sabin) i sobre echovirus 6. Quan
poliovirus 1 (Sabin) es manté a 4°C adsorbit a filtres de membrana d'ésters de
cellulosa, hi ha un efecte de la humitat relativa a partir de les 48 hores. Els valors que

es mantenen dins els limits d'accié de la carta de control durant més temps (300
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hores), son els que s'obtenen quan es mantenen poliovirus 1 (Sabin) adsorbits sobre
filtres amb humitat relativa elevada, superior al 90% (Figura 3.3.3.1). Quan es mantenen
poliovirus 1 (Sabin) a 4°C, en suspensid o adsorbits sobre filtres de membrana d'ésters
de cellulosa sotmesos a la humitat relativa ambiental, els recomptes de virus es situen
dins la carta de control fins a les 48 hores. Mentre que en les mateixes condicions a
temperatura ambient (20-25°C) ja s'obtenen recomptes per sota del limit inferior
d'accié a les 24 hores (Figura 3.3.3.2). A temperatura ambient, el periode en que
poliovirus 1 (Sabin) persisteix adsorbit amb humitat propera a la saturacid també es
redueix respecte a la situacié en que estan refrigerats. Aixi, els recomptes de poliovirus
1 (Sabin) adsorbits amb humitat relativa elevada a temperatura ambient es situen fora
del limit inferior de la carta de control a partir de les 96 hores aproximadament (Figura
3.3.3.2). Aguests recomptes es mantenen dins els limits de la carta de control fins les 300

hores, quan els filires amb poliovirus 1 (Sabin) adsorbits es mantenen a 4°C.
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Figura 3.3.3.2. Efecte de la humitat relativa sobre poliovirus 1 (Sabin) quan es manté a
temperatura ambient en suspensié aquosa (<), adsorbits sobre filtres de membrana d’esters de
cel{ulosa sotmesos a la humitat relativa ambiental (O), adsorbits sobre filires amb humitat
relativa propera a la saturacié (A). Es representen alguns dels valors emprats per al calcul dels

limits superiors i inferiors d'accid (...) de la carta de confrol ().
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ufp/mL
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Figura 3.3.3.3. Efecte de la humitat relativa sobre echovirus 6 (aillament ambiental) quan es
manté a 4°C en suspensid aquosa (<), adsorbits sobre filtres de membrana d'ésters de cel lulosa
sotmesos a la humitat relativa ambiental (O), adsorbits sobre filtres amb humitat relativa propera

ala saturacié (A). Es representen alguns dels valors emprats per al calcul dels limits superiors i

inferiors d'accid (...) de la carta de control (®).
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Figura 3.3.3.4. Efecte de la humitat relativa sobre echovirus 6 quan es manté a temperatura
ambient en suspensié aquosa (<), adsorbits sobre filtres de membrana d’esters de cellulosa
sotmesos a la humitat relativa ambiental (O), adsorbits sobre filtres amb humitat relativa propera
ala saturacié (A). Es representen alguns dels valors emprats per al calcul dels limits superiors i

inferiors d'accid (...) de la carta de control (®).
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Per a echovirus 6 els resultats son practicament equivalents als comentats per
poliovirus 1 (Sabin). A temperatura ambient (Figura 3.3.3.4), els valors d'ufp d'echovirus
6 només es mantenen dins els limits de la carta control més enlla de les 24 hores per a
la condicid en que els virus es troben adsorbits amb humitat relativa alta, superior al
?0%.

Aixi, els dos virus assajats, poliovirus 1 (Sabin) i echovirus 6, presenten les mateixes
tendéncies quan a la persisténcia en diferents condicions de temperatura i humitat.
S'observa una major persistencia o conservacid del virus, independentment de la
temperatura, quan aquests es mantenen adsorbits als filires de membrana d’ésters de

cellulosaise’ls procura una humitat relativa alta (superior al 90%).

Aixi doncs, es confirma, fet que ja s’apuntava en la introducci¢ del capitol, que per
als dos enterovirus assajats, el percentatge d'humitat relativa o la dessecacio, és el
factor potser amb més importancia per a la supervivéncia d'aquests quan es troben
sobre superficies (fomites), el factor que presentaria més efecte en aquest aspecte, fins
i tot més que la temperatura. Aquests resultats coincideixen amb els que obtenen
diferents autors treballant amb enterovirus 70 (Sattar et al, 1988), rhinovirus 14 (Sattar et
al, 1987) irotavirus (ljoz et al, 1985b; Abad et al, 1994).

A partir de les experiencies realitzades i dels resultats obtinguts, es confirma que els
enterovirus persisteixen durant periodes més llargs de temps si es mantenen a
temperatures baixes (4°C) i en condicions d’humitat relativa alta (>85%). Aquests
resultats s'obtenen amb dos tipus diferents d’enterovirus, essent un d’ells una soca de
laboratori i I'altre, un aillament ambiental. Per aquest fet, potser les conclusions podrien
fer-se extensives a la resta d'enterovirus. Aixi, les baixes temperatures per si soles, si no
es mantenen condicions d’humitat elevada, no permeten un manteniment idoni dels

enterovirus adsorbits als suports d'esters de cellulosa al llarg del temps.

Un segon factor a considerar observant els resultats obtfinguts, pel que fa a la
persistencia dels enterovirus a I'ambient, és que aquests virus, independentment de la
temperatura, sobreviuen millor adsorbits sobre un suport que en suspensid quan se'ls
procura humitat relativa alta. Aquest fet tindria significacidé en la transmissié d'aquests
tipus de virus per contacte amb superficies contaminades (fomites). Aquest fet de la
maijor persisténcia a factors externs quan els virus es trolben adsorbits a quan es troben
en suspensiéd s'observa també en |'apartat de resultats de I'accié de desinfectants i

antiséptics sobre diferents enterovirus.
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3.3.4 VALORACIO DEL POSSIBLE EFECTE DE L’ADHERENCIA DELS VIRUS AMB
PRESENCIA D’IONS DIVALENTS A LES PARETS DE MICROTUBS

La conservacié dels virus suspesos en una solucid aquosa al llarg del temps, a
temperatura ambient o refrigerats, no mostra diferencies per a les tres condicions
assajades. La conservaciéd per suspensid en PBS o en MgClz 0,05M aplicant el
fractament amb SDS 10 mM, no difereix de la conservacié dels virus suspesos en MgClo

0,05M sense aplicar tractament previ a I'enumeracio viral.

D’'aquests resultats es dedueix doncs que, en els experiments d'inactivacid dels virus
qguan es mantenen en suspensid descrits en aquesta memoria, no hi ha efecte
d'adsorcid dels virus a les parets dels microtubs, fet que calia considerar important per
als experiments amb durades llargues en el temps. Aixi doncs, per a les concentracions
de virus utilitzades en els estudis de persistencia a diferents temperatures i en els estudis
de valoracid de l'efecte de la humitat relativa, no cal considerar un efecte
d'adheréncia dels virus a les parets dels microtubs emprats que reduis el nombre de
virus presents en la suspensié en el moment de realitzar I'enumeracid viral passats els

periodes d'incubacié determinats.

159



Capitol 3. Inactivacié de virus adsorbits

De totes les experieéncies recollides en
aqguest capitol de la memodria de tesi,
es conclou gque el metode Viraden
ofereix bones perspectives per a la
seva aplicacié en I'estudi de I'efecte
de diferents condicions sobre els virus.
Pot aplicar-se per avaluar I'activitat
virucida de desinfectants i antiseptics i
per estudis de persistencia a diferents
temperatures i diferents condicions
d'humitat relativa. A més, el metode
Viraden ofereix una aplicacié Util per a
I'avaluacié de les diferents condicions
sobre els virus en suspensid i/o adsorbits
als filtres de membrana d'ésters de

celulosa.

Emprant com a suports filires de
membrana d'ésters de cellulosa i el
metfode Viraden com a metode de
quantificacié, s'assoleix complir amb
algun dels requisits dels assaigs
d’activitat virucida de desinfectants
sobre superficies. La superficie dels filtres
presenta irregularitats  (Figura 1.1.1.1,
Capitol 1). La unié dels virus és
dificilment reversible si es mantenen les
condicions en les que s’ha produit
I'adsorcié, fet que garanteix la no
pérdua dels virus i que no dificulta ja
qgue no cal procediment d'elucid per
recuperar els virus a partir del filtre. Els
filtres no son reutilitzables perd el preu
econdomic (1,02 Euros per filtre) fa que
pugui Utilitzar-se una membrana
diferent per cada test sense encarir
substancialment I'andlisi. Pel fet que els
virus poden concentrar-se  sobre

aguests suports emprant la técnica de

filtracid en membrana, s'aconsegueix
que ftots els virus presents en una
suspensid quedin dipositats sobre el
suport i per tant el volum de mostra no
és un factor que condicioni el procés.
Quan s'aplica el métode Viraden no
cal un procediment d'elucid previ a
I'enumeracié. D'aquesta manera, el
recompte final correspon a
I'enumeracid de tots els virus intactes o
parcialment inactivats, presents sobre
la membrana. Hi ha un requeriment
minim, el volum de suspensid
desinfectant necessari per tal que la
totalitat de la superficie del filire de

membrana quedi coberta és de 2 mL.

Quan s'utilitzen filtres de membrana
d'ésters de cellulosa com a suports per
als assaigs de desinfectants, cal

considerar diferents factors;

i. la naturalesa del producte quimic
a andlitzar ja que defterminafs
productes o concenfracions de
productes poden malmetre el
suport en el moment de la seva
aplicacio,

i. la capacitat del desinfectant
d'adheréncia al suport que pogués
condicionar una resposta

citotoxica del cultiv celdular

emprat en I'enumeracid viral i,

ii. el manteniment dels virus adsorbits
sobre el suport durant el procés de

valoracié de I'activitat virucida.

Per al darrer dels punts cal fer la

consideracié que els virus s'adsorbeixen
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al fitre de membrana d’'esters de
cellulosa per interaccié de cdrregues
electrostatiques. Si el pH de la solucié
es manté per sota del punt isoeléctric
del virus, aquests adquireixen carrega
neta positiva i per tant, haurien de
mantenir-se adsorbits a les membranes
d’'esters de celulosa (electro-
negatives). En aquest punt, cal doncs,
el control del pH de la solucid
desinfectant. Si I'activitat d'aquesta ha
de durse a pH alcali, els virus
mantindrien carrega neta negativa fent
imprescindible la presencia de cations
divalents (Mg?t) per tal de mantenir
filires de

['adsorcid dels virus als

membrana i pogués aplicar-se el
metode Viraden. Aixi, el métode pot
aplicar-se amb diferents condicions de

pH que cal considerar, a pH per sota

del punt isoeléctric els virus es
mantindrien  units  als  filires de
membrana electronegatius per
interaccié de carregues

electrostatiques i a pH per damunt del
punt isoeléctric, els virus requeririen la
presencia de cations per tal que la unié
als filires de membrana electronegatius

pogués mantenir-se.

L'aplicacié del meétode Viraden té

avantatges addicionals ja comentades
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anteriorment. D'una banda permet
freballar amb concentracions baixes
de virus (simulant més acuradament les
condicions reals de camp) i de I'alirq,
permet concentrar volums de mostra

grans. Aquesta capacitat és Util quan

es neutralitza I'activitat dels
desinfectants per dilucio.
Un alire avantatge és que en

I'aplicacié del métode Viraden no cal
incloure I'etapa d’'assecat per tal que
els virus s'adhereixin al suport, etapa
necessariac quan es freballa amb
qualsevol altre tipus de suport solid per
als assaigs amb  virus  adsorbits.
D'aguesta manera no hi ha un efecte
de dessecacié sobre els virus previ a
I'accié dels productes virucides a
analitzar. Aquest efecte de la manca
d'humitat s’ha descrit i s’Tha comprovat
en el present estudi, molt important per

a la supervivencia dels virus.

necessari el
del

A més, no és
procediment d'eluci® de virus
suport. El procediment d’elucié té una
eficiencia determinada que sumaria,
sobreestimaria, I'activitat virucida del

producte assajat.
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3.4 CONCLUSIONS

El métode Viraden permet d'una manera facil i rapida valorar I'efecte de diferents
desinfectants i antiseptics sobre la infecciositat viral amb els virus adsorbits sobre el
suport de membrana d'ésters de cellulosa. A més permet la comparacié amb la
perdua d'infecciositat en les mateixes condicions, quan els virus es troben en suspensid

en una solucié aquosa.

La utilitzacié del métode Viraden permet valorar la persistéencia de virus a diferents

temperatures quan es troben adsorbits a una superficie.

El métode Viraden permet valorar faciiment I'efecte de la humitat relativa sobre la

supervivencia dels virus adsorbits a una superficie.

Els enterovirus analitzats presenten una pérdua d'infecciositat major per efecte de
desinfectants i antiseptics, i per efecte de la temperatura quan es tfroben en suspensiod,
si es comparen els resultats amb els que s'obtenen quan els virus es troben adsorbits a

suports inerts.

La humitat relativa es presenta com un dels factors més importants, més que la

temperatura, per a la supervivencia dels enterovirus adsorbits a suports solids (fomites).

Els diferents enterovirus assajats, tot i pertdnyer a un mateix génere, presenten molta
diversitat entre ells pel que fa als efectes de les diferents condicions inactivants als que

han estat sotmesos.
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ANNEX CAPITOL 3

CONSERVACIO A LLARG TERMINI D’ENTEROVIRUS

ADSORBITS A (-70 + 10)°C

A.3.1 Introduccio

Es prova un sistema de conservacio de
virus a llarg termini, trobant-se aquests
adsorbits a un suport de filtres de
membrana d’ésters de cel-lulosa per tal de
saber si un cop concentrats els virus sobre
el suport emprat en l'aplicacié del métode
Viraden podien conservar-se les mostres
durant periodes més o menys llargs de
temps de manera que es pogués afegir una
avantatge addicional al métode. Aixi doncs
es procedi a realitzar una valoracié de la
conservacio a llarg termini per congelacié a
(=70 + 10)°C amb virus adsorbits a filtres
d’ésters de cellulosa. El sistema de

conservacio de virus a llarg termini
recomanat és el de congelacié a —70°C en
suspensiéo (APHA, 1998). Aquest sistema
és valid quan es tracta de la conservacio de
suspensions de cultius purs de soques
viriques de referéncia, o per a la
conservacio de volums petits de mostra
directa i de concentrats virals quan no es
pot procedir immediatament amb la titulacio

pero, si el volum de mostra és gran (d’'un a
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diversos litres) i es vol emprar com a
métode de concentracié i enumeracié de
virus el metode Viraden, calia comprovar si
els virus un cop concentrats per filtracid
podien mantenir-se en aquestes condicions

fins al moment de la titulacio.

A.3.2 Material i Metodes

Es prepara un material de referéncia per

als tres virus de laboratori assajats;
poliovirus 1 (Sabin), coxsackievirus B4 i
coxsackievirus B5. Es procedi a I'adsorcié
d’'aquests damunt filres de membrana
d’ésters de cel-lulosa per filtraci6 i es
dipositaren els filtres dins plaques de Petri
de 50 mm de diametre estérils. Es
segellaren amb “parafilm” i es
mantingueren a (—70 £ 10) °C durant un
periode de 11 mesos. Es realitzaren
determinacions d’ufp per filtre mensualment
emprant el métode Viraden. En el moment
de la titulacié cal deixar descongelar els
filtres de membrana durant un minim de 10

minuts a temperatura ambient.
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A.3.3 Resultats

La figura A.3.3.1 mostra els recomptes

corresponents a diferents
11 a
temperatures de -70°C adsorbits sobre

suports de filtres de membrana d’ésters de

enterovirus

conservats durant mesos

cel-lulosa.

L’'avantatge sistema

d’aquest de
conservacio és que permet la conservacio
en un espai molt reduit de les mostres ja
concentrades a punt per a la titulacié pel
meétode Viraden. D’aquesta manera no han
de conservar-se volums grans de mostres
quan aquestes no puguin processar-se
immediatament per a 'enumeracio de virus

pel métode Viraden.

90

Enterovirus (ufp/mL)

sep-01 1
oct-01
oct-01 1
oct-01 1
nov-01 -
nov-01 -
dic-01 1
dic-01 1
ene-02 1

feb-02 1

ene-02
feb-02

Data

mar-02 -
mar-02 A
abr-02
abr-02 -
abr-02 -
may-02
may-02
jun-02
jun-02

Figura A.3.3.1. Recompte sobre cél-lules BGM d’enterovirus conservats a —70°C adsorbits a filtres de

membrana d’eésters de cel-lulosa durant un any. Poliovirus 1 (Sabin) (<), coxsackievirus B4 (A) i

coxsackievirus B5 (O). La fletxa assenyala un punt que sobrepassa el limit superior d’accié de la carta de

control. Els valors corresponen a la mitjana de la titulacié per duplicat de cadascun dels virus.
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4.1 INTRODUCCIO

4.1.1 METODES DE DETECCIO | QUANTIFICACIO DE VIRUS CULTIVABLES

Pel fet que els virus sén pardsits intracel ulars obligats, agquests només multipliquen en
céllules hostes vives. Aquesta capacitat de multiplicar i destruir les cellules és la base
per als assaigs d'infecciositat. Abans dels anys 50, quan els cultius cel ulars prengueren
importdncia en virologia, I'hoste estdndard per al cultiu de molts virus eren els ous
embrionats de gallinai els animals de laboratori (generalment ratolins). Gairebé tots els
virus que es coneixien en aquell moment podien créixer sobre ous embrionats en les
céllules d'una o altra membrana embriondria, anomenades amnion, alantoide, corion
o sac vitelli (Fenner et al, 1974). La tecnica del cultiu cellular fou implantada per

Goodpasture el 1932 i extensament desenvolupada per Burnet els anys segUents.

Tota la recerca cientifica depén de la disponibilitat de metodes optims de mesura i
en el cas dels virus una de les propietats que cal mesurar és la capacitat d'infeccid. El
contingut de virus infecciosos en una suspensid donada pot “fitular-se” infectant cultius
celulars, ous embrionats o animals de laboratori amb dilucions de les suspensions virals
i seguir I'evolucié d'aquests al llarg dels dies pel que fa a I'evidéncia de multiplicacid

viral.

Els dos sistemes majoritaris de cellules hostes per als virus humans enterics sén els
animals (principalment ratolins) i els cultius cellulars establerts a partir de celilules
origindries de primats i humans. Els virus cultivables en una linia cel{ular determinada,
es poden detectar i quantificar emprant diferents metodes. Es poden diferenciar dos
fipus d'assaigs d'infecciositat: els quantitatius i els quantals. D’entre tofs, els que
destaquen, per la major implantacid séon, dins els métodes quantitatius, I'assaig en
monocapa i I'assaig de clapes amb céldules en suspensid i dins els métodes quantals,
el MPNCPU (Most Probable Number of Cytopathogenic Units) o el calcul de TCIDso (50%
Tissue Culture Infectious Dose) (APHA, 1998).

La seleccid del meéetode d'assaig utilitzant cultiv celdular depén de les
caracteristiques de la mostra i del fet d’haver d'obtenir la mdaxima sensibilitat o la
maxima precisié en I'estimacié de la concentracié de virus a la mostra. La tecnica de
clapes generalment és més precisa i acurada que I'assaig quantal mentre que aquest
és més sensible que el metode de monocapa perd menys que el métode d'assaig de

clapes amb céldules en suspensié (Morris | Waite, 1980).
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Pel fet que les clapes séon drees d'infeccié discretes i s'assumeix que cadascuna
s'origina a partir de la infeccid d'una particula virica, és relativament senzill recuperar
virus d'aquestes clapes individuals i procedir amb la reinfeccid d'un cultiu celular per
tal d'obtenir una suspensid viral pura per procedir a la seva identificacié. Val a dir perd
gue poden formar-se clapes a partir de més d'un virus que es trobin adsorbits entre ells
o adsorbits a particules, de manera que es produeixin infeccions multiples. A més, de
vegades hi ha una proporcid de clapes anomenades “falsos-positius” que no es
confirmen com a virus quan el material procedent d'aquestes zones es reinfecta de
nou en cultius celdulars (Kedmi i Fattal, 1981). Encara no es sap si aquest fenomen es
deu a que aquestes drees es desenvolupen per la preséncia de substdncies
citotoxiques a la mostra, o es deu a la incapacitat de transferir satisfactoriament els
virus al nou cultiu durant el procediment de reinfeccié. Hi ha diferéncies entre la taxa
de falsos-positius depenent del métode utilitzat per analitzar les mostres. Les clapes que
s'obtenen a partir de cultius purs de laboratori de virus mostren una major taxa de
confirmacidé que els virus que provenen de clapes dillades a partir de mostres d'aigua
residual, comptant la influencia del tipus de virus present a la mostra (Dahling et al,
1989a). Quan es redlitza la confirmacié directament s'obtenen millors taxes de
recuperacio (90% o superiors) que quan I'dillament es congela a -70°C i es redlitza la
infeccié a posteriori. El terme “clapes falses positives” s’ha aplicat al tipus particular de
clapes que no es confirmen, existint un nombre substancial de clapes no confirmades

causades per les técniques de transferéncia de clapes (Dahling et al, 1989).

Una de les limitacions dels meétodes quantitatius és que no tots els virus produeixen
clapes eficientment. |, d'altfra banda, la citotoxicitat produida pels components de
I'aigua en les mostres que provenen de concentrats virals o mostres directes és
dificilment controlable en els sistemes de produccid de clapes, pel fet que el medi
overlay que conté agar és dificil de retirar i substituir com es faria en un andlisi quantal

amb medi liquid com a medi de post-infeccid.

Una limitacié potencial dels méetodes quantals és la possibilitat que dos o més virus
diferents siguin inoculats al mateix pou i cixd produeixi un sol resultat positiu. Aquest fet
no resulta només en una potencial subestimacid del valor de la concentracid viral sind
que a més caldria la separacié dels diferents virus individuals per infeccions successives
en cultius celulars. La proporcié d'aquestes infeccions virals mixtes disminueix quan el
cultiu celdular s'inocula amb porcions petites de la mostra fent diverses répliques
(Schmidt et al, 1978; Irving i Smith, 1981). La citotoxicitat quan s'utilitzen métodes
qguantals pot prevenir-se canviant el medi de cultiu post-infeccid de manteniment

abans que les célules presentin efecte citopdtic i morin.
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4.1.1.1 Metodes quantitatius. Unitats formadores de clapes (ufp)

L'assaig de quantificacié de particules o unitats formadores de clapes és un métode
gue guantifica el nombre d'unitats infeccioses en una suspensid viral. Aquest metode
s'utilitza des de la primera descripcid el 1952 per Dulbecco. Es basa en que quan una
particula viral inicia una infeccié en una gespa formada per cellules hoste, es produeix
una zona de lisi o citopaticitat generant-se una drea més clara en la gespa de
creixement cellular. Aquesta zona s’"anomena clapa (plagque) i s’assumeix que cada
clapa s'origina a partir de la replicacié d'un virid. Les clapes poden formar-se tant en
monocapes com en célules en suspensid amb medis que continguin agar. Després de
diversos cicles de replicacid les clapes sén suficientment grans per a ésser observades
a simple vista. La manera de poder-les observar passa per augmentar el contrast entre
les zones de lisi formada per céldules mortes i la monocapa cellular intacte mitjancant

tincio diferencial.

Les unitats emprades per al recompte viral s'anomenen “unitat formadora de clapa”

i s'abrevien com a ufp (acronim adaptat de I'anglés plaque forming units, pfu).

Pel fet que cada clapa (o la gran majoria) s'origina a partir de la infeccié d'un sol
virid, el recompte d'aquestes permet un cadlcul precis del ftitol viral. Les clapes
representen un clon i és per qixd0 que poden identificar-se directament emprant
diferents metodes (hibridacié, immunodeteccid) com en el cas dels bacteris i els

bacteridfags (Sambrook et al, 1989) o dillar-se i identificar-se posteriorment.

Els métodes de formacid de clapes s'han desenvolupat per a la deteccié de diversos
virus entérics entre els que s'inclouen enterovirus (Hsiung i Melnick, 1958; Guttman-Bass,
1982), soques citopatiques d'HAV (Cromeans et al, 1987), adenovirus 40 (Hashimoto et
al, 1991), adenovirus 41 (Grabow et al, 1992) i rotavirus (Smith i Gerba, 1982).

4.1.1.1.1 Métode de monocapa

Dulbecco el 1952 infrodui una modificacié de I'assaig de formacié de clapes de
bacteridofags al mén de la virologia animal i aquest ha estat un métode dmpliament
utilitzat per a la quantificacid de virus animals. Monocapes celulars confluents en
plaques o flascons de cultiu cellular s'inoculen amb la mostra i s'incuben durant d'una
a dues hores a 37°C. S'elimina I'excés de mostra i s'afegeix el medi overlay que conté
0,75% d'agar o algun alire element solidificant com la metil cellulosa. La mida de

I'indcul és crucial i depen del tipus de mostra i de la superficie de I'drea de cultiu
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cellular. Per plagues de 90 mm de didmetre es recomana 1 mL d'indcul (Payment i
Trudel, 1985). S'examinen les plagues per a la formacié de clapes de lisi. Les clapes
(efecte citopatic) son facils de localitzar/detectar ja que I'agar manté la multiplicacid
dels virus al lloc d'inici de la infeccié de manera que la clapa estigui formada per la
progenie d'una sola particula virica infecciosa. Els resultats més optims quan al nombre
de clapes, en el cas de poliovirus s'obtenen quan els cultius es mantenen durant un
periode de 2 hores d'adsorcid a la monocapa cellular i en agitacié suau (1 oscil lacid
per minut). La presencia de proteines en el medi d’'indcul del virus fa que es detectin
reduccions significatives en el titol viral i en la mida de les clapes (Richards i
Weinheimer, 1985). El procediment detallat tal com es va aplicar en la realitzacid
d'aquest estudi es descriu a I’Annex |, “"Deteccidé de virus per cultiu celfular: Inoculacié

de mostres en medi solid. Métode de monocapa”.

A Europa i als Estats Units, el métode emprat per a la determinacié de virus
cultivables és el de monocapa celular. A I'hora, és el metode recomanat per la OMS

com a metode estandard per a I'enumeracié d'enterovirus cultivables.

4.1.1.1.2 Métode d’assaig de clapes amb cél fules en suspensié

El métode d'assaig de clapes amb céllules en suspensid va ser descrit per Copper
(1961) i adaptat per al seu Us a mostres d'aigua per Slade (1978). S'utilitza molt al
Regne Unit (Andonim, 1995b) perd no és gaire popular a la resta d'Europa ni als Estats
Units. Un dels principals desavantatges del métode d’assaig de clapes amb célfules en
suspensid és que es necessiten grans quantitats de celdules i personal qualificat per

aplicar-lo ja que I'observacié de les clapes de vegades és molt dificil.

El principi del meétode és que la suspensid celdular s'inocula amb la mostra i
posteriorment s'hi afegeix el medi post-infeccié amb una concentracié final d'agar de
I'%. La barreja es diposita en una placa de Petri per a cultiu cellular i es deixa
solidificar. La placa de Petri s'incuba durant 2-5 dies a (36 + 2)°C amb 5% COz i s'inicia
el recompte de clapes a partir del segon dia. La dispersié dels virus de céeldula a
céllula produeix clapes, que sén visibles per la péerdua, per part de les céldules
infectades, del colorant vital roig neutre. Cada cercle de coloracié més pdllida es
compta com a una ufp (Slade et al, 1984). El procediment detallat tal com es va
aplicar en la redlitzacié d'aquest estudi es descriu a I'Annex |, “Métode d'assaig de
clapes amb céllules en suspensid”. Com tots els metodes, el métode d'assaig de
clapes amb céldules en suspensié té avantatges i desavantatges. Els avantatges del

sistema son: i) es necessita menys temps ja que no cal la preparacié previa de les
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plagues amb la monocapa confluent; ii) les clapes son facils d'dillar ja que es troben
dins la capa d'agar; iii) es detecten més virus en suspensions que continguin una baixa
concentracié d'aquests que amb els métodes de monocapa i quantals; i iv) el sistema

és independent de la superficie en que es realitza I'andlisi.

Els desavantatges, d'altra banda, sén que: i) es necessiten 10 vegades més cellules
que per a una andlisi emprant el métode de monocapa; i) les clapes no sén
clarament diferenciables i presenten dificultat en el recompte; i iii) els cultius en
suspensid només es mantenen durant una setmana en el medi overlay mentre que els

cultius en monocapa es mantenen durant dues setmanes (Dahling i Wright, 1988).

La sensibilitat del métode d'assaig de clapes amb celdules en suspensid ha esta
provada en estudis amb mostres ambientals per a la deteccié de baixos nivells de
virus. Rao et al (1984) trobaren que en mostres d'aigua de mar i de sediments marins
que presentaven resultat negatiu pel que feia a presencia d'enterovirus quan
s'aplicaven el métode de monocapa (inoculaci® de mostres en medi solid) o
inoculacié de mostres en medi liquid, s'obtenien mostres positives quan es realitzava
I'anadlisi en paral el utilitzant com a méetode de quantificacid el metode d'assaig de
clapes amb céllules en suspensid. Els percentatges de positivitat foren del 20% per a
les mostres de solids en suspensid, sediments esponjosos i sediments i, del 33% per a les
mostres d'aigua (Rao et al, 1984). D'altres estudis emprant el metode d'assaig de
clapes amb célules en suspensid per a la deteccid d'enterovirus cultivables, obtenen
mostres positives en un 45,8% per a aigua de mar i un 84,6% per a aigles recreacionals
dolces (Hughes et al, 1992). Aixi doncs, es confima que es tracta d'un metode
clarament sensible per a la deteccid d'enterovirus en mostres ambientals pero, cal
molta experiéncia en la seva realitzacidé i assumir un cost economic important per tal

de poder-lo aplicar correctament.

Comparacié de les titulacions per monocapa i per cél lules en suspensio.

Els dos métodes usant celdules BGM es comparen a Slade et al (1984). Els resultats
mostren que el métode d'assaig de clapes amb céllules en suspensid és superior a la
monocapa en el recompte d'un gran nombre de virus cultivables. S'obtenen
enumeracions superiors amb poliovirus 1 i 3, coxsackievirus B1, B4, B5 i A9 i
enumeracions inferiors per a echovirus 1 i 4. La relacid de Suspensid respecte

Monocapa (S/M) descrita per Slade et al (1984) és de
- 4,6 per a poliovirus 1
- 9,7 per a poliovirus 3

- 2,7 per a coxsackievirus B1
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- 7.2 per a coxsackievirus B4
- 0,6 per a echovirus 1
- 0,12 per a echovirus 4.

La superioritat d'aquest métode en el recompte de virus cultivables es manifesta
també utilitzant céllules Vero amb una relacié S/M per a poliovirus 1 de 5,3. A més,
mostra que les recuperacions de virus a partir de mostres ambientals és major amb el
metode d'assaig de clapes amb céllules en suspensid amb relacions S/M que varien

entre 1,0i>15.

Morris i Waite (1980) també detecten recomptes superiors de poliovirus i
coxsackievirus B emprant el métode d'assaig de clapes amb céllules en suspensid
comparat amb el metode de monocapa. El més important és que el métode de
céliules en suspensid és més sensible i pot detectar virus en suspensions amb baix titol
de virus que el métode de monocapa no detectaria. Aquest fet es posa de manifest
per Dahling i Wright (1988) en un estudi desenvolupat per a I'optimitzacid del metode
d'assaig de clapes amb céllules en suspensid. En aquest estudi s'estableix el nombre
de celules optim per a la titulacié en 2-107 céllules per a una superficie de 25 cm?2 i
s'obtenen titols de virus més alts quan la barreja de virus i célules es manté en agitacié
abans d'afegir el medi overlay. Amb 67 mostres d’aigua residual analitzades, la mitjana

de la relacié S/M fou de 6.

La rad de perque les céldules en suspensid mostren més sensitivitat als virus que quan
estan en monocapa no es coneix. S'apunta a una relacid amb els agents quelants
(EDTA) i els enzims digestius (tripsina) emprats per preparar la suspensié celdular (Slade
et al, 1984) tot i que potser caldria considerar el nombre de receptors cellulars

disponibles com un factor més.

4.1.1.1.3 Assaig de centres d'infeccio

Una modificacié important de I'assaig de clapes és el recompte de centres
infecciosos (Fenner et al, 1974). Suspensions de célules que han estat infectades amb
virus es plaguegen en una monocapa celular preformada durant el periode de
laténcia, abans que es produeixin nous virions, i la monocapa és coberta amb compte
amb agar. El nombre de clapes que apareixen és una mesura del nombre de celules
infectades origindriament, aixi aquesta és una manera de cdlcul simple per determinar
la proporcié de céllules infectades al cultiv assajat. Un inconvenient d'aquest metode

és el periode que es mantenen les cellules en contacte amb els virus per tal que es
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produeixi la infeccid. L'anomenat periode de laténcia és diferent per a cada tipus de
virus i per tant, en suspensions on hi hagi diferents tipus virals, no es pot tenir la certesa
gue no s'ha produit replicacié abans de disposar les cellules sobre la monocapa

preformada.

4.1.1.1.4 Métode de doble capa

En el present estudi es desenvolupd un nou metode de quantificacié de virus per
recompte d'ufp i s'anomend meéetode de doble capa. Agquest métode sorgi de la
combinacid de I'elevada sensibilitat del metode de céliules en suspensid, amb la
facilitat i major objectivitat de lectura del metode de monocapa. Aixi, sobre
monocapes de cultiu cellular, s'afegeix una barreja de suspensid viral, suspensid
celdular (que pot ser igual o diferent de la que forma el creixement en monocapa) i
medi overlay que conté agar. D'aguesta manera, un cop produida la infeccié en les
célilules en suspensid, aquesta es trasllada, en zones localitzades, a la monocapa
celiularies pot detectar per fixacié i tincié d'aquesta amb la solucid de cristall violeta i
formaldehid. Aquest métode presenta un clar avantatge, I'elevada sensibilitat sumada
a la facilitat de realitzacid. Un dels possibles desavantatges és que les céllules només

es mantenen una setmana un cop s'ha produit la infeccid.

4.1.1.2 Métodes quantals. Métodes de presencia/absencia

Els métodes de preséncia/absencia ens indiquen si els virus estan presents en volums
determinats de mostra. Quan la presencia de virus es determina en diferents volums de
mostra o dilucions, es pot calcular mitjancant estimacié estadistica, el nombre de virus
presents en la mostra. Aquests assaigs es basen doncs, en la preséncia i deteccié de
particules virals capaces de produir efecte citopdtic. Les céllules creixen en
monocapes confluents en multiplagques de 6, 24 o 96 pous, i sdn inoculades amb les
dilucions de la suspensid viral a assajar. Cada pou ofereix una peca de la informaciod,
és a dir si hi ha efecte citopdtic al cultiu o no resultat de la replicacié¢ viral. El
procediment detallat com s'aplica en el present estudi es troba a I'Annex |, “Deteccid
de virus per cultiu celdular: inoculacié de mostres en medi liquid”. El métode quantal
utilitzat més freqlentment per a I'enumeracié de virus és el del cdlcul de la TCIDso que
es defineix com la dilucié de virus necessaria per produir efecte citopatic en el 50%

d'un conjunt de cultius cellulars infectats (APHA, 1998). Un altre métode utilitzat és el
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del cdlcul del nombre més probable (NMP) a partir de dilucions seriades. El NMP es
determina calculant el nombre més probable de dilucié seriada de la suspensié viral
que produeix efecte citopdtic en el cultiv cellular infectat (Chang et al, 1985;
Guttman-Bass, 1982).

4.1.2. LINIES CEL LULARS PER A LA DETECCIO D’ENTEROVIRUS A L’AMBIENT

S’han redlitzat estudis per tal de determinar el cultiu celdular amb major sensibilitat
per a la recuperacié de virus a partir d'aigles residuals (Schmidt et al, 1978). Les
céllules BGM es trobaren adients per a la recuperacié de poliovirus i coxsackievirus B
perd no per a la recuperacié d'altres enterovirus en aquell moment. Tot i cixd, la linia
BGM és una de les linies celdulars més emprades per a la deteccié d'enterovirus.
Dahling i Wright (1986a) van optimitzar els metodes de cultiu d'aquesta linia per a la

realitzacié de procediments d'assaig viral en mostres ambientals.

La linia celdular CaCo-2 pot suportar la replicacié de la majoria dels enterovirus amb
manifestacié d'efecte citopdtic (Reigel, 1985). La linia PLC/PRF/5 es descriu com una
de les linies d'interes en la deteccid de virus enterics (Botma, 1999). Aquestes celfules
poden suportar la replicacid d'enterovirus i d'altres virus entérics incloent-hi soques
adaptades de HAV, amb la produccié d'efecte citopdtic (Crance et al, 1987; Girond
et al, 1991; Grabow et al, 1983).

Algunes de les caracteristiques d'aquestes tres linies cellulars es defineixen a

continuacid.
e Linia celular BGM (monkey, African green, kidney)

Linia cellular continua, que creix a 37°C amb morfologia fibrobldstica.
Establerta el 1962 a partir de céliules de ronyd de mico africa
(Cercopithecus aethiops) anomenada BGM com acronim de “Buffalo Green
Monkey” o BGMK (Buffalo Green Monkey Kidney)

Segons la descripcidé inicial de la linia, és susceptible de ser infectada pels
segUents virus: Poliovirus 1, 2 i 3; Echovirus tipus 3, 6, 7, 9, 11, 12 i 27;

Coxsackievirus tipus A, B1, B2 i B3; Reovirus tipus 1 i Myxoma.
e CaCo-2 (human, Caucasian, colon, adenocarcinoma)

Linia cellular que creix a 37°C amb morfologia de céllules epitelials
adherents. La linia es va establir el 1974 a partir d'un tumor de colon primari

(adenocarcinoma) d'un home de 72 anys d'edat. Després del subcultiu les
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céllules inicien el seu creixement formant coldnies que posteriorment
s'estendran per tal de formar monocapes. Les célilules presenten
diferenciacié (polaritzacié) a partir dels 6-7 dies de creixement (Pinto et al,
1983; Rodriguez-Boulan i Nelson, 1989) .

Susceptible de ser infectada pels seglents virus: enterovirus (coxsackie B1-
B6, poliovirus tipus 1-3, la majoria d'echovirus i de coxsackievirus A),
adenovirus, herpes simplex tipus 1 i 2, virus del xarampid, virus sincitial
respiratori, parainfluenca tipus 2, i amb menor extensid virus de la rubeola i

virus de les paperes (Reigel, 1985).
e PLC/PRF/5 (human, liver, hepatoma, Alexander cells)

Linia celular continua que creix a 37°C amb morfologia epitelial. Establerta

a partir de carcinoma hepatocel {ular primari huma.

4.1.3 COMBINACIO DE DIFERENTS LINIES CEL LULARS PER A L'ENUMERACIO
D’ENTEROVIRUS CULTIVABLES

La recuperacid d'alguns tipus de virus com els enterovirus, és relativament senzilla ja
gue molts d’ells repliguen en una o altra de les linies cel {ulars establertes. Pero, tot i els
esforcos destinats a I'establiment d'una metodologia per recuperar els virus a partir de
mostres ambientals, I'dillament de virus a partir de determinades mostres és encara
una fasca que presenta dificultat, en part per I'alt grau de variabilitat donada pel fet
qgue diferents virus poden replicar en els diferents sistemes d'hoste disponibles (Cooney,
1973; Morris i Waite, 1980, Taylor et al, 1997).

La combinacié de tipus celdulars diferents per a I'andlisi viral d’'una mostra s'ha
estudiat des de fa ja uns quants anys, provant diferents esquemes per tal d’augmentar
I'eficiencia de les tecniques de quantificacié de virus. Els primers estudis utilitzaven
céldules humanes d'amnion en combinaci® amb céldules de ronyd de mico que
creixien com a monocapes diferents dins el mateix flascd on es redlitzava I'andlisi
d'aparicié de citotoxicitat (Herrmann i Rawls, 1963). Metcalf et al (1980) van utilitzar
procediments d'adsorcié seqlencial utilitzant les linies celdulars BGM, HEp-2 i PSY-15 les
quals eren totes molt permissives per a la replicacié dels virus utilitzats en aquell estudi
per I'assaig en monocapa. Benton i Hurst (1986) van utilitzar 4 linies cel {ulars continues
diferents (BGM, RD, L-132 i HEL-299) per obtenir plaques amb cultius mixtes. Feren els
assaigs utilitzant diferents virus i en aquells casos en que totes les célilules eren

permissives per a la replicacid del virus en qUestid s'observava un increment en el
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recompte respecte a la utilitzacié d'una linia individual. Quan en el cultiu mixt hi havia
céllules no permissives els recomptes obtinguts eren inferiors. Aquests mateixos autors
proven que la inoculacidé seqUencial d'aguestes 4 linies celdulars continues
generalment produeix una major recuperacié de virus. Quan s'utilitza una linia cellular
permissiva en el primer o I'Ultim pas d'inoculacid, I'augment de recuperacid de virus és

del 35% respecte el métode tradicional (Benton i Hurst, 1990).

A més de la combinacié de diferents linies celdulars, s'ha assajat la modificacid
d'aquestes. Les céllules anomenades BGMK-hDAF corresponen a celdules BGMK
modificades genéticament per tal que sobreexpressin decay accelerating factor
(DAF). Aquesta sobreexpressié fa que les céeldules presentin major susceptibilitat i
sensibilitat per molts tipus d'enterovirus (polio, echo i coxsackie B) comparat amb les
céllules BGMK sense modificar (Huang et al, 2002). A més, el cultiu mixt d'aquestes
céllules BGMK-hDAF i les céllules CaCo-2 fa que es detectin més enterovirus en
mostres cliniques dels que es detectaven en els controls amb els cultius habituals
(Huang et al, 2002).

4.1.4 METODES DE BIOLOGIA MOLECULAR PER A LA IDENTIFICACIO
D’ENTEROVIRUS

Els principals metodes per a la identificacié de virus, a més del desenvolupament
d'efecte citopdtic sobre cultius cellulars, es basen en la utilitzacié d'anticossos i en
técniques d'amplificacié i caracteritzacié d'dcids nucleics gendomics. La
caracteritzacié molecular per tal de tipar els virus no és tant important per al diagnostic
i I'establiment de tractaments, com pot ser-ho per als estudis epidemioldgics i per a la
investigacié de la patogenia i de la progressié de malalties viriques. Fa dues decades
el principal metode per a la identificacid de virus era el creixement en cultius celfulars i
la observacié de l'efecte citopdtic. Segui I'aplicacié d'anticossos (policlonals i
monoclonals), I'aplicacié d'endonucleases de restriccid i més recentment les
tecniques de seqlenciacid. Aquestes dues darreres tecniques, en el cas de virus amb
genoma ARN han d'anar precedides d'una etapa de transcripcid reversa i una
amplificacié del fragment desitjat de genoma viral (RT-PCR). La utilitzacié d'anticossos
permet diferenciar grans grups de virus perd no permet la identificacio de subgrups.
D'aqui la necessitat de la identificacid de genomes virals utilitzant técniques de

caracteritzacié d'dcids nucleics.

Els genomes virals varien molt a nivell de seqUéncia nucleotidica i tot i aixd mantenen

les caracteristiques essencials a nivell de proteines i de virions. Aquesta variabilitat és la
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base per a la caracteritzacié molecular i la classificacié dels virus en subtipus. Algunes
regions del genoma viral dels enterovirus sén extremadament estables i resistents a la
mutacid, mentre que d'alires son hipervariables. Aquestes caracteristiques i el treball
diferenciat a les diverses regions del genoma, sén extremadament Utils per a
I'aplicacié de diferents técniques d’'andlisi d'dcid nucleic per a la caracteritzacio,
identificacidé i classificacié dels enterovirus. La utilitzacié Unicament de la técnica de
PCR no permet la classificacid dels enterovirus en subgrups. Aixi doncs cal combinar-la
amb altres metodes per tal d'obtenir la caracteritzacié dels virus. Aquests metodes
inclouen com a més comunament utilitzats, entre d'altres, la seqUenciacié de

fragments d'ADN i I'andlisi per RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism).

La fécnica d’analisi RFLP es basa en la utilitzacié d’endonucleases o enzims de
restriccid que tallen I'ADN en seqUéncies de nucledtids determinades. La preséncia de
mutacions a les dianes fa que apareguin diferents patrons de fragments d’ADN quan
aquests es separen en un gel d’'agarosa. Molts dels enterovirus s’han analitzat seguint
aqguesta metodologia per tal de detectar i diferenciar els serotips (Kuan, 1997;
Georgopoulou et al, 2000). Aquesta técnica és simple i s'utilitza ampliament ja que pot
detectar mutacions puntuals quan agquestes es produeixen en una diana de restriccié.

Pot utilitzar-se per comparar gran nombre d'dillaments en estudis epidemioldgics.

Un exemple de la importancia de la correcta identificacio dels aillaments virals és el
cas de poliovirus. La OMS vol aconseguir I'eradicacié de la poliomielitis i de poliovirus
salvatge. Quan aixd s'aconsegueixi pot parar-se la vacunacidé amb poliovirus perd
només quan l'eradicacié de poliovirus salvatge estigui documentada de manera
convincent. Per tot, és molt important identificar correctament les soques com a
poliovirus (soques vacunals, salvatges o revertents derivades de vacunes) o com a
enterovirus no polio (NPEV). Pel fet que un elevat percentatge d'infeccions per
poliovirus sén asimptomdtiques, demostrar 'abséncia de casos de poliomielitis
paralitica no és un marcador fiable d'eradicacioé i cal un seguiment virologic. Després
de dos anys sense casos de poliomielitis paralitica (pardlisi fldccida) en una poblacid
de 200.000 habitants, la probabilitat de presencia d'infeccions asimptomadtiques és
encara del 38%. Calen periodes de més de tres anys sense manifestacid de la malaltia
per tal de tenir una certesa del 5% que hi ha hagut extincié local de la infeccié per
poliovirus salvatge. Fins i tot després de 5 anys sense casos, la probabilitat de transmissid

de poliovirus silenciosos pot estar encara en el rang de 0,1 a 1% (Eichner i Dietz, 1996).
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Els objectius del present capitol foren els que s’enumeren a continuacid.
e Desenvolupar el métode de doble capa per a la quantificacié d'enterovirus.

e Determinar I'efecte de combinar dues linies cellulars diferents a les capes inferior
i superior per als metodes Viraden i de doble capa en la quantificacid

d'enterovirus.

e Determinar I'efecte de la linia celdular en la diversitat dels aillaments virals de

mostres ambientals.

e Comparar el metode de doble capa amb els métodes de quantificacié descrits
fins al moment per a la determinacid d'enterovirus en suspensions virals de cultius

purs i en mostres ambientals.
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4.2 MATERIAL | METODES

4.2.1 LINIES CEL LULARS | CULTIU

En el cultiv de la linic BGM al laboratori es decidi implementar algunes de les
recomanacions de Dahling i Wright (1986a) per tal d'obtenir els majors titols possibles
amb aquesta linia cellular emprada en I'estudi, optimitzant d'aguesta manera les
condicions per a les andlisis de virus. Aixi doncs, s'utilitzaren céllules BGM amb de 3a 5
dies de creixement per a la titulacié de suspensions virals, cellules BGM amb de 4 a 5
dies de creixement per a la fitulacidé de mostres ambientals, es decidi afegir tampd
Hepes al medi de culliv de creixement i de manteniment, i passar els periodes

d’adsorcié en els procediments d'infeccid de 60 a 90 minuts.

L'aplicacié dels métodes Viraden i de doble capa implica la utilitzacié de cél lules en
suspensié. Les céldules per a la suspensid poden pertdnyer a la mateixa linia celular
emprada per a la formacié de la monocapa o ésser diferents. Aixi, es poden combinar
linies celulars diferents per a la determinacidé d'enterovirus, utilitzant una linia per a la
formacié de la monocapa i una segona diferent, per a la preparacié de la suspensid

celular que formard la capa superior.

Les céllules de la linia BGM creixen bé formant monocapes confluents en 3 dies. En
canvi, les linies cellulars PLC/PRF/5 i CaCo-2 presenten més dificultat per a la formacid
de monocapes perd és descriven amb major sensibilitat per a la infeccid viral. Aixi
doncs, la linia BGM s’emprd en totes les experiencies del present capitol per al cultiu en
monocapa i, es combind amb suspensions celfulars a la capa superior de la mateixa
linia BGM, de la linia PLC/PRF/5 i de la linia CaCo-2 quan s'aplicaren els métodes

Viraden i de doble capa.
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Taula 4.2.1.1. Condicions de creixement i fonts de les diferents linies cel ulars emprades en

aquest treball de tesi.

BGM CaCo-2 PLC/PRF/5
Medi de creixement MEM 5% SFB MEM 10% SFB MEM 10% SFB
Medi de
MEM 1% SFB MEM 2% SFB MEM 2% SFB
manteniment
Requeriments - NEAA NEAA
Dilucié per subcultiv 1:3a1:4 1:2 1:5
Temps per obtenir
monocapes 3-4 dies 4-5 dies 4-5 dies
confluents
“Centro de
“Cenfro de
Dr. Bosch, Grup de Virus Instrumentaciéon
Instrumentacion
Font Enterics, Universitat de Cientifica” de la
Cientifica” de la
Barcelona Universidad de
Universidad de Granada
Granada

4.2.2 METODES DE QUANTIFICACIO D’ENTEROVIRUS

4.2.2.1 Métode de monocapa

El métode s'aplicd en la redlitzacié del freball per a I'enumeracié d'enterovirus

seguint el procediment com es descriu a I'Annex | “Deteccid de virus enteérics per

cultiv celular. Inoculacié de mostres en medi solid. Métode de monocapa”.

4.2.2.2 Viraden

El metode s'aplica en la redlitzacié del treball per a I'enumeracid d’enterovirus

seguint el procediment que es descriu al Capitol 1.
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4.2.2.3 Metode d’'assaig de clapes amb cel ules en suspensié

El métode s'aplicd en la redlitzacid del treball per a I'enumeracid d'enterovirus
seguint el procediment com es descriu a I'Annex . “Suspended cell plaque assay.

Assaig de clapes amb cél {ules en suspensid”

4.2.2.4 Calcul del nombre més probable d’unitats citopatiques (NMPUC)

El métode s'aplicd en la redlitzacid del treball per a I'enumeracié d’'enterovirus
seguint el procediment tal com es descriu a I'’Annex |: "Deteccid de virus enterics per
cultiu celular. Inoculacidé de mostres en medi liquid”, emprant microplaques de 96

pous i multiplaques de 24 pous.

4.2.2.5 El métode de doble capa (Mocé-Llivina et al, 2004)

El métode de doble capa es dissenyd i desenvolupd durant la realitzacié d'aquest
freball de tesi com a combinacié o modificacié dels metodes de monocapa i de
céllules en suspensid. El procediment a seguir es detalla a continuacié (Figura
4.2.2.5.1).

- Preparar la suspensid cellular necessaria de la linia cellular a utilitzar com es descriu

per al métode Viraden (Annex ).

- Un cop descontaminada la mostra, repartir-la en tubs esterils a rad de 1 a 2 mL
maxim.

- Afegir 260 plL de la suspensid celdular que conté 1,5-2:107 celdules' mL! a cadascun
dels tubs.

- Afegir 2 mL de medi MEM 2x amb antibiotics (Annex Il)

- Afegir 2 mL d'agar 2% (Annex ll) i barrejar immediatament. Abocar rapidament,
evitant que es solidifiqui la barreja, en una placa de Petri de cultiv cellular que
contingui una monocapa de celfules BGM (3 a 5 dies de creixement) de la que

previament s'haurd retirat el medi de cultiu.

- Deixar solidificar a temperatura ambient sobre una superficie plana.
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- Incubar sense invertir les plaques, el temps necessari per a la formacié de clapes a
(36 £ 2)°C, en un incubador amb 5% CO2 i 80% humitat relativa.

- Passat el periode d'incubacid, retirar 'agar amb I'ajuda d'una espatula, tenyir les
plagues amb solucid de cristall violeta-formaldehid (Annex ll) i realitzar el recompte

de clapes.

En I'aplicacié del metode de doble capa, utilitzant suspensions de cultius purs de
virus i mostres d’'aigua residual bruta, es prova de doblar i triplicar la quantitat de
céllules que s'afegien en la suspensid celdular. En cap cas aquest fet resultava en un
increment en el recompte de virus en les 5 experiéncies realitzades, ni per les

suspensions virals amb culfius purs ni en les mostres d'aigua residual.

Disposar de 1 a 2 mL de mostra en tubs nets i estérils

m Afegir 260 uL de suspensié cel fular
1 N‘f 1.5:10712,0-107 cels/mL)

ll Afegir 2 mL de MEM 2x

G_\(MEM 3% SFB, antib., MgCl,)

T

‘ﬂe_\m‘eg'r 2 mL d'agar 2%
Fixacié i tincié de la monocapa
amb cristall violeta-formaldehid
Agitar la barreja final i dipositar en una
placa de cultiu celular de 0 mm &

amb monocapa confluent
Retirar I'agar
—_T

Incubar a 37°C amb 5% CO2 i
80% HR de 48 a 96 hores

Figura 4.2.2.5.1. Esquema del métode de doble capa.
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4.2.3 COMPARACIO DE METODES

Per a la comparacié de la recuperacié d'enterovirus emprant els diferents métodes
de quantificacid, es seguiren dues aproximacions; comparar els metodes emprant
suspensions de cultius purs de diferents enterovirus (de laboratori i aillaments d’aigua
residual purificats) i, comparar la recuperacid d'enterovirus a partir de diferents mostres

d'aigua residual, i concentrats d'aigua de riv i aigua de mar.

El métode Viraden pot aplicar-se com a méetode de concentracid i quantificacid de
virus cultivables a partir de mostres ambientals. Per aguest motiu es compard
I'aplicacié d'aguest metode amb metodes de concentracid establerts, combinats
amb la quantificacié de virus cultivables per monocapa o doble capa, per determinar

la preséncia d'entferovirus en mostres d’'aigua de riu i aigua de mar.

4.2.3.1 Suspensions de cultius purs de soques viriques de referéncia

4.2.3.1.1 Comparacié de metodes de quantificacié

Amb suspensions de virus purificats a partir de la infeccié d'un cultiu de BGM en medi
liquid, es realitzaren dilucions decimals en PBS 1x estéril i una dilucié final en MgClz 0,05
M, fins tenir valors de 100 + 50 ufp mL! pel métode de major recompte. Les dilucions
necessaries per obtenir les concentracions de virus desitjades, quantificades pel
metode de major recompte, es fixaren en experiencies prévies per a cadascun dels

virus assajats.

Es procedi a I'andlisi de volums d'1 mL de les diferents suspensions virals obtingudes a

partir dels diferents virus:
= poliovirus 1 (Sabin)
= coxsackievirus B4
= coxsackievirus BS
= echovirus 6 (aillament d'aigua residual) i
= echovirus-AR51101.1 (enterovirus amb Patrd 1 de RFLP adillat d'aigua residual)

S'analitzaren les diferents suspensions virals utilitzant els diferents metodes de

quantificacié de virus, el metode de monocapa, el métode de céllules en suspensid
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(només per a poliovirus 1 Sabin), el métode Viraden i el métode de doble capa. Per a

aquest Ultim métode s'assajaren dues modificacions addicionals:

- laincubacio de la barreja de la suspensid viral i la suspensid celdular a (36 + 2)

°C, durant 30 minuts en agitacié (200 rom) i,

- l'addicié d'IDU al cultiv en monocapa de cellules BGM en creixement

utilitzades per a les determinacions.

4.2.3.1.2 Estudis de combinacié de linies cel{ulars aplicant els métodes Viraden i de

doble capa.

A partir de suspensions virals de titol alt de poliovirus 1 (Sabin), coxsackievirus B5,
echovirus 6 i enterovirus-AR51101.1 (Patré 1 de RFLP), es procedi a la dilucié d'aquestes
en MgCl2 0,05 M fins tenir valors de 100 + 50 ufp ‘mL-1.

Es repartiren les suspensions resultants en microtulos esterils a rad d'1,2 mL per tub i es
congelaren a (-70 + 10) °C. Passats 15 dies aproximadament a partir de la seva
preparacié, es procedi a la titulacié en paraliel de volums d'1 mL de les diferents
suspensions virals emprant els métodes Viraden i de doble capa, utilitzant plagues amb
monocapes cellulars confluents preparades amb céllules BGM i, suspensions cel{ulars

per ala capa superior preparades a partir de cultius de les linies BGM i CaCo-2.

4.2.3.2 Suspensions de virus obtingudes de mostres ambientals

4.2.3.2.1 Aigua residual bruta

Les diferents mostres d'aigua residual urbana de diferents origens es
descontaminaren per filtracié i es procedi a la determinacid de virus cultivables
utilitzant els diferents métodes de quantificacié disponibles; monocapa, Viraden, doble

capa iinfeccié en medi liquid per al cdlcul de NMP.
Les mostres es tractaren com es detalla a continuacid en tots els casos:

- Es descontamind el volum necessari de mostra per filtracié a través d'unitats
de filtracid¢ de 0,22 pm de diadmetre de porus de baixa adsorcidé proteica (PES
o PVDF).

182



Capitol 4. El métode de doble capa

- Es condiciond el volum de mostra resultant amb MgCl2 a concentracié final
de 0,05M.

En la determinaci®é de virus cultivables en aigua residual emprant els metodes
descrits, es realitzaren diferents valoracions per veure com influien diferents condicions
en la recuperacié dels virus. Aixi, es valora I'efecte dels dies d'incubacid després de la
infeccid fins a la lectura de les plagues; I'efecte de I'addicié d'IDU al cultiv i, la
utilitzacié de suspensions celdulars de diferents linies cellulars permissives a la capa

superior.

Si no s'especifica res, cada determinacié d'enterovirus en aigua residual es feu com
segueix; dues repliques per volums d'1i 10 mL per al métode Viraden (22 mL en total) i

5repliques per volums d'1i2 mL per al metode de doble capa (15 mL en total).

4.2.3.2.1.1 Efecte dels dies d'incubacid post-infeccid

Es valord I'efecte dels dies d'incubacié post-infeccid en la recuperacid de virus
cultivables a partir de I'aigua residual bruta. Utilitzant diferents métodes de
quantificacié d'enterovirus, es valord I'efecte de redalitzar la lectura de les plaques als 3

dies o als 4 dies d'incubacid post infeccid.

4.2.3.2.1.2 Efecte de I'addicié d'IDU al cultiu en I'enumeracié d'enterovirus en aigua

residual bruta

A partir de les mostres d’aigua residual descontaminades i condicionades com es
descriu anteriorment, es feren titulacions emprant els métodes de monocapa, Viraden i
de doble capa, sobre dos tipus de céldules. D'una banda, utilitizant monocapes
cellulars que creixien amb medi de creixement 5% SFB (sense IDU), condicié control i,
de I'altra, utilitzant monocapes que creixien amb medi de creixement suplementat
amb IDU (concentracid final 50 ug mL7) a les 24 hores de creixement. Amb els resultats
d'ufp per litre, es calcularen, els coeficients entre els valors obtinguts amb les plaques
amb IDU respecte les plagques control, per a cadascun dels metodes de quantificacid

utilitzats.

183



Capitol 4. El métode de doble capa

4.2.3.2.1.3 Efecte de la combinacié de diferents linies celdulars en la quantificacid i

dillament d’'enterovirus en aigua residual bruta

Com ja s’ha esmentat anteriorment per al metode Viraden, el métode de doble
capa també permet la utilitzacid a I'hora de diferents linies cellulars en la
determinacié de virus cultivables. Aixi pot utilitzar-se una linia en la monocapa i una
segona, igual o diferent, en la capa superior. La combinacidé de celdules que es
proposa per als metodes Viraden i de doble capa és una aproximacié diferent a les
seguides en els treballs previs, basats principalment en la formacié de monocapes

mixtes o en la inoculacid seqUencial de diferents cultius cel {ulars.

En el treball s'utilitza la linia BGM per a la formacié de les monocapes en tots els
casos ja gue sén céllules que creixen faciiment i formen monocapes confluents sense
dificultat. | per a la capa superior, per a les celdules que formarien la suspensid celular,

s'utilitzaren diferents linies; la linia BGM, la linia CaCo-2ila linia PLC/PRF/5.

Les linies CaCo-2 i PLC/PRF/5 presenten requeriments d'aminodcids no essencials per
al seu creixement i manteniment. Per aquest fet, els medis overlay emprats en les andlisi
redlitzades amb combinaci® de linies celdulars es modificaren per addicid
d'aminodcids no essencials a concentracid final 1x, quan s'utilitzaren les linies CaCo-2 i
PLC/PRF/5.

4.2.3.2.1.4 Determinacid de virus cultivables en aiguad residual utilitzant el metode de
NMP

Per a la determinacid de virus cultivables en aigua residual bruta per NMP s'utilitzaren

diferents metodes d’infeccio.

¢ Multiplagues de 24 pous amb céllules BGM formant monocapes confluents (4
dies de creixement) s'infectaren amb volums de 50 ul per pou d'aigua residual
bruta descontaminada per filtracié. S'inocularen dues multiplagques per mostra
reservant un pou per al control negatiu realitzat amb PBS estéril i un pou per al

control positiu realitzat amb coxsackievirus B5 (100 + 15 ufp ‘mL-1).

e Microplaques de 96 pous amb céliules BGM formant monocapes confluents (4
dies de creixement) s'infectaren amb volums de 20 ul per pou d'aigua residual
bruta descontaminada per filtracid. S'inoculd una microplaca per mostra
reservant un pou per al control negatiu realitzat amlb PBS estéril i un pou per al

control positiu realitzat amb coxsackievirus B5 (100 + 15 ufp ‘mL-1).
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4.2.3.2.1.5 Deteccié d’enterovirus en aigua residual bruta per RT-PCR

A partir de mostres d'aigua residual bruta es procedi amb ['extraccié d'dcids
nucleics (ADN i ARN) a partir de 200 uL de mostra, utilitzant el kit d'extraccidé QIAamp®
DNA Blood (51104, Qiagen GmbH) seguint les instruccions del fabricant.

Seguidament es procedi amb la deteccié d'ARN d'enterovirus utilitzant tecniques
d'amplificacié d'dcids nucleics de RT-PCR i PCR imbricada amb els cebadors Entl i
Ent2 per a la RT-PCR i els cebadors nEntl i nEnt2 per a la reaccié de PCR imbricada
(Pina et al, 1998) seguint els procediments descrits a I'Annex I: “RT-PCR per enterovirus” i
“PCR imbricada”.

4.2.3.2.2 Aigua residual tractada

Les mostres corresponien a diferents efluents recollits en els decantadors secundaris
d'EDAR bioldgica.

Les mostres es descontaminaren per filtfracid a través de filtres de baixa adsorcid
proteica (PVDF o PES) de 0,22 um de didmetre de porus. Es condicionaren amb MgClz

fins a concentracié final de 0,05 M.
Es realitzd I'enumeracié d’enterovirus emprant dos metodes diferents;

- Per al metode Viraden: volums de 20 i 50 mL de mostra en filtres de 47 mm de

didmetre.

- Per al métode de doble capa: andlisi de 20 mL de volum total de mostra,
titulant, com a maxim, 2 mL per placa de Petri de cultiv celular de 90 mm de

didmetre.

Es combinaren les diferents linies cel lulars BGM, CaCo-2 i PLC/PRF/5 com es descriu

per a |'aigua residual bruta.

185



Capitol 4. El métode de doble capa

4.2.3.2.3 Aigua de riv

4.2.3.2.3.1 Comparacié de metodes de quantificacid d'enterovirus en concentrats

virals

La concentracié d'enterovirus a partir de mostres d'aigua de riu es realitzd com
s'indica a continuacié seguint un procediment adaptat de la metodologia descrita al
“ICR Microbial Laboratory Manual” (EPA, 1996). Breument,

- es parti de filtres electropositius MK (MicroKlean MK 100 de 9%4", Cuno Inc.) on

préviament s’havien concentrat volums variables (100 a 200 litres) d'aigua de riu.

- Selui amb tampd glicina pH 10,5 com es descriu Annex |: “Elucié de filtres

electropositius”.

- Es reconcentra per floculacié orgdnica amb exiracte de carn 3% (Annex I:
“Concentracié de virus per floculacid organica”) i es recolli el concentrat en 50 mL
de PBS 1x esteéril pH 7,2.

- Es descontamind per filtracidé a través de filtres de PES de 0,22 um de didmetre de

POrus.

- La mostra es dividi en dues i es procedi a I'enumeracidé d’'enterovirus emprant el
metode de monocapa (Annex |) i el métode de doble capa, emprant la linia
cellular BGM en tots els casos. Es garanti I'andlisi de volums de 20 mL de mostra

mitjancant el metode de monocapa.

- S'incubaren les plaques durant 4 dies a (36 + 2)°C, 5% CO2i80% HR. S’eliminda I'agar
i es fixaren i tenyiren les céldules amb la solucié de cristall violeta i formaldehid. Es
procedi amb el recompte de clapes i |I'expressid dels resultats com a ufp per 20 mL

de concentrat viral.

4.2.3.2.3.2 Comparacidé de metodes de concentracid-enumeracié d'enterovirus en

aigua de riv

Les mostres es recolliren en contenidors esterils en el punt de captacié de I'Estacid de
Tractament d’'Aigua Potable (ETAP) que es troba situada en el curs del riu Liobregat al

municipi d'Abrera i que pertany al consorci AigUes Ter Liobregat (ATLL).
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Les mostres d'aigua de riu crua es processaren seguint dues aproximacions
metodologiques per tal de valorar I'aplicabilitat i I'eficiencia dels métodes Viraden i de
doble capa per a I'enumeracié de virus cultivables en aigua de riu. Aquesta valoracié
es destind a saber si era possible evitar el pas de concentracié primaria per filtres

electropositius, per a aquest fipus de mostra d'aigua de riu.

Per al métode Viraden:

- Es clarifica la mostra filtrant a través de filtres de PVDF de 0,65 um de didmetre de

pOrus.

- Es condiciond la mostra filtrada amb MgClz fins obtenir una concentracié final de
0,05 M de MgCla.

- S'aplica el métode Viraden en placa de 90 mm, filirant volums de 250, 500 i 1000
mL de mostra per filire de 90 mm de didmetre, assegurant un cabdal minim de 0,1

L ‘min-1. El volum final de mostra analitzat fou de 2 litres.

- Es fituld emprant la linia cellular BGM tant a la monocapa com a la suspensid

cellular.
- S’incubaren les plaques durant 4 dies a (36 + 2)°C, 5% CO2i 80% HR.

- Esretird 'agar i el filtre i es fixaren i tenyiren les céllules amb la solucid de cristalll

violeta-formaldehid.

- Esreaqlitzd el recompte de les clapes i s'expressaren els resultats com a ufp per litre.

Per als métodes de concentracid per floculacié organica i enumeracié per doble capa

es segui com es detalla a continuacid:

- A partir d'un litre d'aigua de riu (pH 7 a 7,5) es procedi a la concentracié per

floculacié orgdnica amb extracte de carn 3% (Annex ).
- Es descontamind el volum de floculat (50 mL) per filtracié a través de 0,22 um PES.

- S’inoculd tot el volum de concentrat resultant, aplicant el metode de doble capa,

titulant 2 mL per placa de Petri de 90 mm de didmetre.
- S'incubaren les plagues durant 4 dies a (36 + 2)°C, 5% CO2i 80% HR.

- Es retird I'agar i es fixaren i tenyiren les cellules amb la solucié de cristall violeta-

formaldehid.
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- Es redlitza el recompte de clapes. El nombre total de clapes corresponia a les ufp

per litre.

D'aquestes mostres es realitzaren recomptes addicionals de bacteris indicadors de
contaminacié fecal (coliformes fecals) i de bacteridfags (colifags somatics, fags
somatics i F-especifics de Salmonella typhimurium WGA49, bacteridofags que infecten
Bacteroides fragilis RYC2056 i bacteridfags que infecten Bacteroides thetaiotaomicron
GA-17). Els procediments que s'aplicaren per aquestes determinacions i els resultats

obtinguts es recullen al Capitol 5.

4.2.3.2.4 Aigua de mar

Per a I'andlisi d'enterovirus en aigua de mar segons la Directiva 76/160/CEE, cal
analitzar volums de mostra de 10 litres per cada determinacié. Calen doncs,
procediments de concentracid per tal de procedir a la determinacid de virus

cultivables en aquest tipus de mostra.

Per tal d'establir el procediment més adient per a I'andlisi d'enterovirus en adigua de
mar, es seguiren les aproximacions seguents. En primer lloc es compararen diferents
metodes de concentracié-enumeracid, i seguidament es compararen dues linies

celulars diferents.

Per als estudis de comparacié de métodes s'utilitzaren mostres recollides a nivell de
linia de costa (platja) en dos localitats de la zona metropolitana de Barcelona. Pel fet
de tractar-se de mostres per a les que s'esperaven nombres molt baixos de virus, es
van utilitzar en tots els casos céllules BGM que havien crescut amb la preséncia d'IDU

al medi de cultiu.

4.2.3.2.4.1 Comparacidé de metodes de concentracid-enumeracié d'enterovirus en

gigua de mar

En primer lloc, s'assajaren tres procediments de concentracid-enumeracioé diferents;

* |a concentracid utilitzant el procediment d'adsorcié-elucid de virus a pols de
vidre tal com es descriu a I'Annex | i, andlisi del concentrat pel métode de

monocapa,

» |a concentracid per adsorcid-elucidé a pols de vidre i andlisi del concentrat pel

meétode de doble capai,
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* |a concentracié-enumeracié utilitzant el métode Viraden en placa de 90 mm.
En aquest cas, préeviament a la concentracid, la mostra es prefiltra per 0,65 ym
PVDF i es condiciond amb MgCl> a concentracié final de 0,05 M. El metode
Viraden en placa de 90 mm s'aplicd en tots els casos filtrant 1 litre de mostra
clarificada i condicionada per cada filtre; aixi doncs, calgueren 10 plaques de
cultiu per cada andlisi a redlitzar. La linia cel lular emprada per a les titulacions

fou la linia BGM en tofts els casos.

4.2.3.2.4.2 Comparacié de linies cel {ulars

Es compararen dues linies cellulars amb el metode Viraden en placa de 90 mm, per
veure si es detectaven diferéncies en la utilitzacidé d'una o altra. La monocapa es
prepard per a totes les experiencies amb cellules BGM tractades que creixien amb IDU
(concentracié final 50 ug mL') al medi de cultiu. Les combinacions de linies cel{ulars

escollides foren:
o BGM ala capa superior sobre BGM a la monocapaii
o CaCo-2 ala capa superior sobre BGM a la monocapa.

Aixi doncs, s'analitzaren mostres d'aigua de mar clarificades per filtracid a través de
filtires de 0,65 um PVDF i condicionades amb MgCl: a concentracioé final de 0,05 M,

emprant el métode Viraden en placa de 90 mm.

4.2.4 IDENTIFICACIO D’AILLAMENTS VIRALS MITJANCANT RT-PCR SEGUIDA
DE RFLP I/0 SEQUENCIACIO

De les mostres ambientals analitzades es realitza I'aillament de virus a partir de les
clapes per tal de procedir posteriorment a la seva identificacid seguint técniques
d'amplificacié i caracteritzacié del genoma d’'ARN viral. L'dillament de virus a partir de
les clapes havia de fer-se abans de la tincid de les céllules amb la solucid de cristall
violeta-formaldehid, observant les clapes a contrallum com a zones de menor densitat
celdular. Per a aixd, un cop retirada la capa d'agar o bé, I'agar i el filtre per al métode
Viraden, es procedi a identificar les zones de lisi cel lular a contrallum abans de tenyir i
fixar la monocapa. Un cop localitzades les zones es procedi a I'aillament de les

particules viriques ressuspenent el material que provenia d'una zona de lisi localitzada i
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separada de la resta, en MgCl2 0,05 M com es descriu a I’Annex |: “Aillament de virus

procedents de zones de lisi cellular”.

Mitjancant la reinfeccidé d’un cultiu de celdules BGM fent inoculacié en medi liquid en
multiplagques de 24 pous (Annex |) s’obtingueren cultius enriquits (presumptament purs)
de virus de titol elevat (108 ufp-mL! aproximadament). A partir d’'aquests cultius es
procedi amb I'extraccié d'ARN viral emprant dues metodologies diferents descrites a

I'’Annex |, corresponents a dos kits d'extraccié d'dcids nucleics diferents.

4.2.4.1 Amplificacié de fragments del genoma viral per a la identificacié

d’enterovirus

A partir de la suspensid d'ARN viral es procedi a la seva amplificacid mitjancant la
técnica de RT-PCR seguint dos protocols diferents i utilitzant com a cebadors per a la
deteccié d'enterovirus EP1 i EP4 (Gow et al, 1991). Inicialment s'aplicd I'amplificacid
seguint passos seqUencials de desnaturalitzacio, sintesi d’ADNc i amplificacid de les
dobles cadenes hibrides (Annex I: “RT-PCR per enterovirus”) fet que implicava tres
passos diferents i major manipulacid dels tubs. Per tal de simplificar la metodologia, les
amplificacions es realitzaren, posteriorment, fent una Unica barreja inicial de reactius

(Annex I: “RT-PCR per enterovirus en un sol pas”).

Per a la confirmacié i identificacid dels dillaments corresponents a poliovirus 1
s'utilitzaren cebadors diferents per a I'amplificacié de I'ARN viral amb el procediment
de RT-PCR en un sol pas. Els cebadors reben els noms de UCs3 i UGs2 (Georgopoulou et
al, 2000).

En els casos de resultats negatius de RT-PCR per a enterovirus, es redlitzd la reaccié
de RT-PCR amb cebadors de reovirus (Taula 4.2.4.1.1).
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Taula 4.2.4.1.1. Cebadors emprats per a I'amplificacié de regions de genoma d'enterovirus i de reovirus per RT-PCR i PCR-imbricada.

Virus tipus ) Reaccié Mida del . .
Cebador ; Posicio ; Sequencia Referencia
(regiod) d’amplificacio producte (pb)
Ent1 CV B4 (5'NTR) 64-83 RT-PCR 5'-CGGTACCTIIGTACGCCIGT-3' Pina et al, 1998
540
Ent2 Polio 1 (5’'NTR) 578-597 RT-PCR 5'-ATTGTCACCATAAGCAGCCA-3’
nEnt1 Polio 1 (5’'NTR) 430-450 PCR-Imbricada 5'-TCCGGCCCCIGAATGCGGCTA-3’
123 Pina et al, 1998
nEnt2 CV B4 (5'NTR) 547-567 PCR-Imbricada 5'-GAAACACGGACACCCAAAGTA-3’
EP1 5'NTR 64-83 RT-PCR 5'-CGGTACCITTIGTGCGCCIGT-3'
414 Gow et al, 1991
EP4 5'NTR 459-478 RT-PCR 5'-TTAGGATTAGCCGCATICAG-3’
nEP1 5'NTR 166-182 PCR-Imbricada 5'-AAGCACTTICTGTTTCCC-3’
297 Kuan, 1997
nEP4 5'NTR 447-463 PCR-Imbricada 5'-ATICAGGGGCCGGAGGA-3’
UCss 5'NTR RT-PCR 5'-TTGTCACCATAACCAGCCA-3'
Georgopoulou
43¢ t al, 2000
UGs2 5'NTR RT-PCR 5'-CAAGCACTICTGTITCCCCGG-3' etak
REOL3F Reovirus (gen L3) 3164-3183 RT-PCR 5 -CAGTICGACACATITGTIGGIC-3' Spinner i Di
320 Gi i, 2001
REOL3R Reovirus (gen L3)  3464-3483 RT-PCR 5'-GCGTACTGACGIGGATCATA-3' rovann
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4.2.4.2 RFLP i seqienciacié d'amplificats de genoma viral per a la

identificacioé d’enterovirus

L'ADN amplificat s'analitza seguint dues aproximacions: andlisi de fragments de

restriccid i seqUenciacio.

4.2.4.2.1 Caracteritzacio de regions amplificades de genomes d’enterovirus per RFLP

Per a I'andlisi dels fragments de restriccid es digeriren fraccions de I'ADN amplificat
utilitzant tres enzims de restriccid diferents: Bgl I, Sty | i Xmn | (Taula 4.2.4.2.1.1) basant-
nos en el procediment descrit per Kuan (1997) pero, utilitzant la informacié de patrons
de restriccié que s'obtingué a partir de les seqUéncies de genomes virals dipositades all
banc de dades. Es localitzaren els fragments dels genomes dels diferents enterovirus
gue podien amplificar-se amb els cebadors utilitzats, disponibles al banc de dades de
seqUéncies nucleotidiques (http://www.ncbi.nim.nih.gov). Es segui el procediment de
comparacié de seqUéncies dels dos cebadors (EP1 i EP4), el directe i el revers, utilitzant
el recurs informdtic nucleotide-nucleotide BLAST de NCBI (National Center for
Biotechnology  Information) disponible  a http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast.
Seguidament, es localitzd el fragment tedricament amplificat per la reaccié de RT-PCR

dins els genomes dels diferents enterovirus.

Es realitza la restriccié a partir de I'amplificat per RT-PCR. S'andalitzaren els fragments
mitjancant electroforesi en gels d’agarosa al 3%. Els patrons RFLP que s’obtingueren es
compararen amb els patrons tedrics que s'obtenien de la digestid dels mateixos
fragments de genoma viral dipositats al banc de dades de seqlencies nucleotidiques
per als diferents enterovirus. Per tal d'obtenir aquests patrons RFLP s'utilitzd el programa

informatic Webcutter 2.0 (http://www. firstmarket.com/cutter/cut2.ntml), que permet la

locdlitzacié de les dianes de restriccid dels enzims seleccionats en una seqgiéncia
nucleotidica determinada. Els patrons RFLP que s'obtenen es mostren a la taula
4.2.42.1.2.

Si es consideren els patrons de restriccid que proporciona I'article de Kuan (1997) hi
ha 5 patrons del total d'onze patrons complets, que no coincideixen amb els que
s'obtenen del banc de dades. Concretament els patrons de poliovirus 1, coxsackievirus
B2, coxsackievirus B3, coxsackievirus B5 i coxsackievirus Bé. En total, a Kuan (1997) es

consideren 16 patrons (11 complets i 5 incomplets per 1 o 2 dels enzims) mentre que a
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partir del banc de dades, es pot obtenir la informacié completa de 24 patrons RFLP

d’'enterovirus.

Les primeres valoracions de la capacitat de diferenciar els patrons de RFLP a partir
de Kuan (1997) o de patrons RFLP del banc de dades es realitzd amb virus coneguts
disponibles al laboratori (poliovirus 1 (Sabin), coxsackievirus B4 i coxsackievirus B5). Al
comparar els patrons RFLP reals d'aquests fres virus, la coincidéncia s'establi
correctament per als tres virus, amb els patrons que provenien de les seqUéncies
dipositades al banc de dades. Pels motius exposats, doncs, es decidi basar la
identificacié posterior dels dillaments virals obtinguts a partir de mostres ambientals, en

els patrons RFLP que s’obtingueren a partir del banc de dades.

Analitzant els patrons RFLP que provenien de les seqUencies nucleotidiques del banc
de dades s'observd que, determinats patrons de virus diferents coincidien. Les

coincidencies es produien entre:

poliovirus 2 i echovirus 7

- poliovirus 3 i echovirus 11

- coxsackievirus B2, coxsackievirus B3, echovirus 1 i echovirus 5

- coxsackievirus B4 i echovirus 4

- coxsackievirus B5, echovirus 8, echovirus 9 i coxsackievirus B3 (Woodruf)
- echovirus 6 (kh 7/92) i echovirus 30

Per tal d'intentar avancar en la identificacid dels patrons coincidents, en el cas
d'echovirus 11 i poliovirus 3 s'utilitzd un enzim addicional. Aixi, el fragment d'ADN
amplificat a partir dels genomes virals utilitzant els primers EP1 i EP4, es digeri
addicionalment amb Alu I, per tal de permetre la diferenciacid entre echovirus 11 i

poliovirus 3.

Per a la diferenciacid de soques de poliovirus 1, I'amplificacid amb els cebadors
UC53 i UG52 es segui redlitzant la digestié del fragment amplificat de 440 pb
corresponent a la regid 5'NTR dels enterovirus, amb Ava | per tal de determinar si, per
al fragment amplificat, els aillaments corresponien a soques de poliovirus 1 vacunals

(Sabin) o salvatges (Mahoney) segons Georgopoulou et al (2000).
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Taula 4.2.4.2.1.1. Enzims de restriccio i seqUéncies de reconeixement.

Enzim de restriccio Diana de restriccié
el 5'...GCCN NNNYNGGC...3
g
3'...CGGN“~NNN NCCG...5
5..CYC(A/T)(T/AIG G..3’
Sty |
3'..G G(T/A)(A/T)IC~C...5'
5"...GAANNYNNTTC...3’
Xmn |
3'...CTT NN~ NNAAG...5’
5. AGYCI..3
Alu il
3. TC~GA...5
5'..G~ (T/C)CG(A/G) G..3'
Aval

3'..C (A/G)GC(T/C)~C...5'

Taula 4.2.4.2.1.2. Patrons de RFLP obtinguts a partir de les seqUéencies dipositades al banc de
dades NCBI corresponents al fragment tedric del genoma d'enterovirus amplificat amb els
cebadors EP1-EP4. S'indiquen els fragments que s'obtenen per a cada digestié enzimatica per a

cadascun dels virus.

Fragments (pb) que s’obtenen amb

cadascuna de les endonucleases

Bgl | Sty | Xmn |
Poliovirus 1 414 334 414
80
Poliovirus 2 414 215 414
199
Poliovirus 3 414 414 414
Coxsackievirus B1 414 209 251
205 163
Coxsackievirus B2 414 317 251
85 163
12
Coxsackievirus B3 414 314 251
88 163
12
Coxsackievirus B3 (Woodruf) 414 414 251
163
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Taula 4.2.4.2.1.2. Patrons de RFLP obtinguts a partir de les seqUencies dipositades al banc de
dades NCBI corresponents al fragment tedric del genoma d'enterovirus amplificat amb els
cebadors EP1-EP4. (Continuacid)

Fragments (pb) que s’obtenen amb
cadascuna de les endonucleases

Bgl I Sty | Xmn |
Coxsackievirus B4 321 414 249
93 165
Coxsackievirus B5 414 414 247
167
Coxsackievirus B5 (Faulkner) 321 207 414
94 110
86
12
Coxsackievirus B6 172 316 250
148 85 164
94 13
Coxsackievirus A9 320 414 250
94 164
Echovirus 1 (Farouk ATCC VR-1038) 414 317 250
86 164
12
Echovirus 4 319 414 251
96 163
Echovirus 5 414 317 249
85 165
12
Echovirus 6 319 327 251
95 87 163
Echovirus é (kh 7/92) 320 316 251
94 87 163
12
Echovirus 7 (Wallace) 414 209 414
205
Echovirus 8 414 414 251
163
Echovirus 9 414 414 251
163
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Taula 4.2.4.2.1.2. Patrons de RFLP obtinguts a partir de les seqUencies dipositades al banc de
dades NCBI corresponents al fragment tedric del genoma d'enterovirus amplificat amb els
cebadors EP1-EP4. (Continuacid)

Fragments (pb) que s’obtenen amb
cadascuna de les endonucleases

Bgl I Sty | Xmn |
Echovirus 11 414 414 414
Echovirus 11 (Metcalf) 414 204 414
110
89
12
Echovirus 12 414 315 414
87
12
Echovirus 30 322 318 248
93 85 166
12
Enterovirus Yambian 96-83 csf 326 211 186
88 203 169
59

Per a la diferenciaci¢ dels fragments de genoma amplificats amb els cebadors EP1-
EP4 corresponents a poliovirus 3 i echovirus 11 s'utilitza I'enzim Alu |i els patrons que
s'obtenien per a cadascun d'aquests virus sén els segUents:

Poliovirus 3: 186+122+63+43 pb
Echovirus 11: 353+61 pb

Per a la diferenciacid entre soques de poliovirus 1 vacunals i no vacunals
(Georgopoulou et al, 2000), els fragments de genoma amplificats utilitzant els cebadors
UCS53i UGS2 digerits amb I'enzim Ava | proporcionaven els patrons seguents:

Poliovirus 1 Sabin: 315+121 pb
Poliovirus 1 Mahoney: 436 pb
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4.2.4.2.2 Caracteritzacié de regions amplificades de genomes d’enterovirus per

seqienciacié

Per als casos en que el patré de fragments de restriccid obtingut no correspongué
amb cap dels patrons del banc de dades, es va recérrer a la caracteritzacié
mitjiancant el procediment de seqiUenciacié. Per tal de realitzar la reaccié de
seqUenciacié s'empraren els cebadors EP1 i EP4 i es compararen les seqUencies
resultants amb les dipositades al banc de dades. En aquests casos s'utilitzd un
procediment de seqUenciacid basat en un kit comercial (BigDye™ Termitor Cycle
Sequencing v 2.0, Abiprism, Perkin-Elmer Biosystems) i precipitacié amb etanol del
producte de seqlenciaci® com es descriu a I'Annex |. Per a I'obtencié de les
seqUeéncies, les mostres es processaren en un seqlenciador d'ADN per electroforesi
capil1ar ABI Prism 3730 Applied Biosystems/Hitachi (48 capil lars) dels Serveis Cientifico-

Técnics de la Universitat de Barcelona.
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4.3 RESULTATS I DISCUSSIO

4.3.1 COMPARACIO DE METODES

4.3.1.1 Suspensions de cultius purs de soques viriques de referéncia

4.3.1.1.1 Comparacié de meétodes de quantificacié de virus

A la taula 4.3.1.1.1.1 es mostren els resultats que corresponen als experiments de
comparacié de metodes de quantificacid, realitzats amb suspensions de cultius purs

de virus.

El métode de doble capa apareix com el metode més eficient per la quantificacid
dels enterovirus a estudi, en comparacié amb els metodes de monocapa i Viraden.
L'increment respecte al métode de monocapa pel que fa a al recompte d'echovirus 6
pot arribar a ésser de 15,2 vegades més quan s'utilitza el métode de doble capa. Els
meétodes de doble capa i de Viraden permeten recuperacions significativament
majors (ANOVA, P<0,05) que el métode de monocapa, per als diferents enterovirus
assajats. | el metode de doble capa permet recuperacions més grans, estadisticament

significatives (ANOVA , P<0,05) que el metode Viraden.

La modificacié del métode de doble capa que permet un periode d'adsorcié dels
virus a les celules a 37°C durant 30 minuts no suposa en aguest cas un increment en
els recomptes d'enterovirus, fins i tot s'observa I'efecte contrari en alguns casos.
Aquesta mateixa condicid és necessaria en |'aplicacié de I'assaig de clapes amb

céliules en suspensio,.

D'altra banda, 'addicié d'IDU a les cellules que formen la monocapa durant el
periode de creixement, també produeix per al métode de doble capa, I'augment de
recuperacio viral esperat, descrit ja per als altres metodes. Amb I'addicié d'IDU al
cultiu, els recomptes d'enterovirus aplicant el métode de doble capa queden

multiplicats per un factor d’entre 1,51 2.
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Taula 4.3.1.1.1.1. Comparacié dels valors obtinguts en el recompte de diferents enterovirus

utilitzant la linia BGM emprant diferents metodes de quantificacid. Valors mitjans dels coeficients

de recomptes entre els diferents métodes especificats (desv. estandard) corresponents al

nombre de repliques experimentals indicat en cada cas com a n.

. Poliovirus 1 Echovirus
Metodes Coxsackievirus B5 Coxsackievirus B4 Echovirus é i
(Sabin) (Patré 1)
Viraden
3.19 (1.,49) 5,49 (1,6) 7.11(3,72) 6,65(2,30) 1,85(0,39)
versus
n=7 n=25 n=20 n=7 n=4
Monocapa
Doble capa 15 15 (6,33) 8,80 (2,47) 8,75 (2,03) 15,22 (4,84) 2,54 (0,28)
versus
n=23 n=6 n=20 n=7 n=4
Monocapa
Doble capa
3.34 (0,9) 2,19 (0,33) 1,29 (0,12) 2,25 (0,56) 2,19 (1,05)
versus
Viraden n=19 n=16 n=9 n=17 n=14
Celiules en
suspensié 2,1 (0,64)
nd nd nd nd
versus n=22
monocapa
Doble capa® 4 n4 (0,.27) 0,96 (0,17) 0,92 (0,12) 0,48 (0,15)
37°C versus nd
Doble capa n=7 n=6 n=7 n=4
Doble capa +
1.6 (0,29) 2,22 (0,64) 2,01 (0,69) 1,38 (0,67)
IDUP versus nd

9 Métode de doble capa modificat per incubacié de la barreja de suspensid cel dular i suspensid viral a 37°C

en agitacié durant 30 minuts.

b Métode de doble capa modificat per addicié d'IDU a les céllules BGM en creixement a la monocapa.

nd: no determinat

El métode d'assaig de clapes amb céllules en suspensid presenta recuperacions

significativament superiors (Student’s Test, P<0,05) de poliovirus 1 (Sabin) que el métode

de monocapa. Tot i qixd, els resultats que s'obtenen sén

inferiors als que obtenia

Papageorgiou (2000) en estudis de comparacié de métodes on titulava la mateixa

soca de poliovirus 1 (Sabin) sobre BGM emprant aquests dos métodes de quantificacié
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i diferents variants del métode Viraden. També sén inferiors als increments de 4,6 i 5,3
descrits a la bibliografia per a poliovirus 1. Com ja s’ha comentat anteriorment, les
clapes amb el metode d’'assaig amb cellules en suspensid sén dificils d’identificar.
Aquest fet potser explicaria els recomptes inferiors en el nostre cas. A més de la
dificultat per a la visualitzacié de les clapes i la gran subjectivitat en la valoracid dels
resultats que aquest fet comporta, un dels inconvenients d'aquest metode és la gran
quantitat céllules que requereix per a la seva realitzacié. Calen totes les céllules d'un
flascé de 175 cm?2 amb monocapa confluent per I'assaig en una placa de Petri de 90
mm de didmetre. A més, val a dir que, a mida que va passant el temps post infeccid,
les clapes sdn més grans, es produeix solapament i incrementa la dificultat de
diferenciar entre celiules vives i mortes per contrast amb el colorant roig neutre. Si s'hi
afegeix que, en el nostre cas, I'increment en el recompte de poliovirus 1 (Sabin) és
inferior a I'obtingut emprant els métodes Viraden i de doble capa, descartem
completament la utilitzacié d’'aguest métode per a les valoracions posteriors de virus

en mostres ambientals.

D'altra banda, si es comparen els increments en els recomptes de poliovirus 1 (Sabin)
respecte al métode de monocapa, utilitzant els métodes de doble capa (12,1) o
d'assaig de clapes amb céllules en suspensid (2,1), el metode de doble capa es
mostra clarament més eficient que el métode d’assaig de clapes amb céllules en

suspensid, en aguest cas.

Les figures 4.3.1.1.1.1 i 4.3.1.1.1.2 mosfren alguns exemples de com s'observen les
plagues de cultiu quan s'apliguen els diferents metodes de quantificacié. Corresponen
a plagues de cultiv amb infeccions sobre celdules BGM emprant els métodes de
monocapa, Viraden i de doble capa. S'observa la diferent densitat de clapes per als
fres metodes, especialment evident quan es comparen els métodes de monocapa i

de doble capa.
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A B C

Figura 4.3.1.1.1.1. Clapes obtingudes a partir de la mateixa suspensid viral d'echovirus 6 utilitzant
tres metodes de quantificacié diferents; el métode de monocapa (A), el métode Viraden (B) i el

meétode de doble capa (C).

Figura 4.3.1.1.1.2. Clapes obtingudes a partir de la mateixa suspensio viral de coxsackievirus B5
utilitzant tres metodes de quantificacié diferents; el metode de monocapa (A), el métode
Viraden (B) i el métode de doble capa (C).

4.3.1.1.2 Combinacié de linies cel ulars aplicant els métodes Viraden i de doble capa.

A la taula 4.3.1.1.2.1 es mostren els resultats corresponents als experiments de
comparacié dels metodes Viraden i de doble capa emprant dues linies cellulars
diferents per a la formacié de la capa superior. La monocapa es prepard en tots els
casos amb la liniac BGM mentre que la capa superior corresponia a céllules BGM o

CaCo-2 segons s'indica. Aquests resultats indiquen que les celfules BGM permeten una
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major recuperacié dels 4 virus assajats, si es comparen amb les céldules de la linia
CaCo-2 emprades. Aquest fet es produeix independentment del metode de
quantificacid utilitzat i estaria en contradiccid amb observacions posteriors realitzades
en aguest mateix treball de tesi, en les que, quan es comparen diferents linies cel lulars
per a I'enumeracié i dillament d'enterovirus presents en diferents tipus de mostres
ambientals, la linia CaCo-2 presenta major eficiencia. Una possible explicacié per a
aquest fet seria que les suspensions de cultius purs de virus utilitzades en I'experiment,
es van obtenir totes a partir d'infeccions sobre la liniac BGM. Potser una infeccid de la
linia CaCo-2 abans de I'experiment en I'obtencié de les suspensions virals, hauria

proporcionat uns resultats diferents.

Taula 4.3.1.1.2.1. Relacié entre els diferents métodes de quantificacié d’enterovirus emprant
diferents linies cellulars. Els metodes son Viraden i doble capa utilitzant la linia BGM en la
preparacié de la monocapa i les linies BGM i CaCo-2 per a la preparacio de la suspensio

celdular segons s'indica. Valors mitjians de coeficients (desviacié estandard) corresponents a 10

repliques en cada cas.

Poliovirus 1 Echovirus
(sabin) Coxsackievirus B5  Echovirus 6 (Patré 1)
Viraden-BGM
versus 1,28 (0,19) 1,87 (0,51) 3.51 (1,11) 1,16 (0,09)
Viraden-CaCo-2
Doble capa-BGM
versus 2,75 (0,28) 5,24 (0,64) 6,28 (1,17) 20,99 (10.31)
Doble capa-CaCo-2
Doble capa-CaCo-2
versus 1,42 (0,23) 1,05 (0,23) 1,27 (0,52) 0,12 (0,05)

Viraden-CaCo-2
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4.3.1.2 Suspensions de virus obtingudes de mostres ambientals

4.3.1.2.1 Aigua residual bruta

4.3.1.2.1.1 Efecte dels dies d'incubacid post-infeccid

La taula 4.3.1.2.1.1.1 mostra els resultats corresponents a la recuperacid de virus en
aigua residual en funcié dels dies post-infeccid. L'increment en el recompte de virus en
aigua residual quan es mantenen les plaques 4 dies després de la infeccid respecte a si
només sén 3, és de 2,7 de mitjana. Quan les mostres presenten problemes de
citotoxicitat generada per diferents substancies, potser cal una lectura avancada de
les plagues. En altres casos, sempre que sigui possible, es recomanaria allargar el
periode post-infeccid ja que es demostra una major recuperacid de virus a partir de
mostres ambientals com més llarg sigui aquest periode. Resultats puntuals obtinguts
amb periodes d'incubacié post-infeccid de 5 dies (no mostrats) aixi ho indiquen. Call
perd, trobar un consens entre la major recuperacid de virus i el deteriorament del cultiu

celular que provoca la potencial perdua de resultats.

Taula 4.3.1.2.1.1.1. Efecte dels dies d’'incubacié post-infeccié en la recuperacié d'enterovirus a

partir d'aigua residual bruta independentment del métode de quantificacid utilitzat.

Relacié de nombre
3 dies 4 dies d’ufp als 4 dies

versus als 3 dies@

Nombre de mostres 32 32 130
% positivitat 44 72

Mitjana 2,7

Desv. Est. 1.7

a Relacié calculada a partir de les mostres amb resultats positius als 3 i als 4 dies.

e Nombre de mostres amb resultats positius als 3 i als 4 dies de les quals es pot calcular la relacié (nombre ufp
als 4 dies versus nombre d'ufp als 3 dies).
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4.3.1.2.1.2 Comparacié de meétodes de guantificacié de virus en suspensions virals

obtingudes a partir d’'aigua residual bruta

Els coeficients entre els valors d'enterovirus obtinguts amb els diferents métodes es
calcularen en aquells casos en que el resultat d'ufp de virus per litre d'aigua residual
era un valor positiu quantificable per ambdds métodes a comparar. Els resultats (Taula
4.3.1.2.1.2.1) mostren com, independentment de la linia celular utilitzada en la capa
superior, s'obfenen maijors recuperacions de virus cultivables a partir d'aigua residual
bruta quan s'utilitza el méetode de doble capa respecte als métodes Viraden i de
monocapa. Pel que fa a la quantificacié de virus en aigua residual bruta amb la linia
cellular BGM, emprant els diferents metodes, s'observen majors recuperacions de virus
cultivables quan s'utilitzen els métodes de doble capa i Viraden respecte al métode
de monocapa (Taula 4.3.1.2.1.2.1) amb diferéncies estadisticament significatives
(ANOVA, P<0,01). | de nou, el metode de doble capa ofereix major recuperacié de
virus cultivables en aigua residual que el métode Viraden (ANOVA, P<0,01). Aixi, la
recuperacié d'aquests metodes de virus cultivables en aigua residual segueix la
tendéncia ja indicada per a les suspensions virals de cultius purs: doble capa > Viraden

> monocapa.

Taula 4.3.1.2.1.2.1. Relacid entre els valors d’enterovirus en aigua residual bruta detectats
emprant els diferents metodes de quantificacid en funcié de la linia cel lular utilitzada.
Monocapa (MC), Viraden (VIR) i doble capa (DC).

BGM CaCo-2 PLC/PRF/5
VIR versus DC versus DC versus DC versus DC versus
MC MC VIR VIR VIR
Mitjana 2,5 7.7 4,5 5.8 4,6
Desv. Est. 1,9 4,0 2.8 4,4 4,4
n 23 9 17 13 9
Coeficiente > 1 18 9 17 13 8

9 Nombre de coeficients amb resultat superior a la unitat
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Les desviacions estandard resulten elevades pel fet de tractar-se de mostres
ambientals on hi ha pocs virus i poca homogeneitat pel que fa al nombre
d’enterovirus. El volum total de mostra anadlitzada depenia del metode de
quantificacié utilitzat, essent de 22 mL per al métode Viraden i de 15 mL per als

metodes de monocapa i de doble capa, volums relativament petits de mostra.

Quan es comparen els diferents metodes de quantificacid d'enterovirus en funcid de
la linia celdular utilitzada, es realitzen diferents andlisi i només un percentatge
determinat déna valors quantificables (o positius). Aquests resultats es mostren a la
taula 4.3.1.2.1.2.2. Els majors percentatges de positivitat s’obtenen de nou gquan
s'aplica el méetode de doble capa per a la determinacié d'enterovirus en aigua
residual. Pel que fa a les linies cellulars, la linia CaCo-2 és la que permet la deteccid

d’enterovirus en un major nombre de mostres.

Taula 4.3.1.2.1.2.2. Percentatge d’'andlisi que resulten en valor de recompte d’enterovirus positiu
(quantificable) amb els volums analitzats, utilitzant les diferents linies cel lulars en les mateixes

mostres d'aigua residual bruta.

BGM CaCo-2 PLC/PRF/5
Doble Doble Doble
Monocapa Viraden Viraden Viraden
capa capa capa
Nombre total
. 28 26 26 19 21 20 18
d’analisi
% positius 32 73 77 89 90 55 72

4.3.1.2.1.3 Efecte de I'addicid d'IDU al cultiu en I'enumeracid d'enterovirus en aigua

residual bruta

Els resultats corresponents a la valoracié de I'efecte de I'addicié d'IDU al cultiv pel
que fa a l'increment de recuperacié d'enterovirus a partir d'aigua residual bruta es
recullen a la taula 4.3.1.2.1.3.1. Aquests es presenten en funcié de la linia celdular
emprada en I'enumeracié de virus independentment del metode de quantificacid
utilitzat (monocapa, Viraden o doble capa). Els percentatges de positivitat de
deteccid d'enterovirus a les diferents mostres augmenten amb I'addicié d'IDU. | a més,

incrementa el nombre de virus que s'agllen d'aquestes en un factor de 2
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aproximadament, per a totes les linies celdlulars utilitzades, essent la diferéncia

estadisticament significativa (P<0,05)

Aquests resultats pel que fa a l'increment del recompte de virus amb addicié d'IDU all
cultiu, coincideixen amb els realitzats amb suspensions de cultius purs de virus i, amb els

descrits a la bibliografia.

Taula 4.3.1.2.1.3.1. Efecte de I'addicié d'IDU al cultiv en I'enumeracid d’enterovirus en aigua
residual bruta. Resultats en funcié de la linia cel lular emprada independentment del métode

utilitzat.

BGM CaCo-2 PLC/PRF/5

sense IDU amb IDU sense IDU amb IDU sense IDU amb IDU

n 21 20 15 14 12 12
% positivitat 62 80 93 100 67 75
Mitjana del
2,3 2,3 1,9
coeficient
Desv. Est. 1,2 1,5 0.8

4.3.1.2.1.4 Efecte de la combinacié de diferents linies cellulars en I'enumeracid

d’enterovirus en aigua residual bruta

Utilitzant els métodes Viraden i de doble capa es pot combinar I'Us de diferents linies
celdulars. La taula 4.3.1.2.1.4.1 presenta els resultats corresponents a la comparacié de
la utilitzacié de diferents linies cellulars per a la preparacidé de la suspensid cel ular que
formard la capa superior, necessdria en I'aplicacidé dels dos métodes citats abans. La
linia celdular emprada en la formacié de la monocapa fou de nou, en tots els casos, la
linia BGM.

Els coeficients es calcularen quan el resultat d'ufp de virus per litre d’aigua residual
era un valor positiu quantificable en ambdds casos a comparar, per les dues linies
celdulars en qUestid. Quan es comparen les diferents linies cel{ulars independentment
del metode de quantificacié utilitzat, d'un total de 59 andlisi amb la linia celular BGM,
un 73% eren positives; d'un total de 49 andlisi amb la linia cel {ular CaCo-2, un 86% eren

positives i, d'un total de 45 andlisi amb la linia cel lular PLC/PRF/5, un 64% eren positives.
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Taula 4.3.1.2.1.4.1. Relacid entre els valors d'ufp detectats amb les diferents linies cel ulars
emprades per a la titulacié d'enterovirus en aigua residual bruta independentment del métode

de quantificacié utilitzat.

CaCo-2 versus PLC/PRF/5 versus CaCo-2 versus
BGM BGM PLC/PRF/5
n 30 28 28
Mitjana 3,35 1.17 3,63
Desv. Est. 2,29 0.58 1.79

4.3.1.2.1.5 Efecte de la combinacié de diferents linies celdulars en la identitat dels

enterovirus dillats d’aigua residual bruta

A més de I'enumeracié d’enferovirus, es va readlitzar un estudi d'identificacié dels
dillaments virals procedents d'aigua residual bruta, obtinguts amb les diferents linies
celdulars. Es volia determinar si les diferencies, a més de quantitatives, afectaven a la
identitat dels virus aillats en aquest tipus de mostra. Es realitza la identificacid per RT-
PCR i RFLP dels diferents dillaments virals i s'obtingueren resultats com els que es

mostren a la Figura 4.3.1.2.1.5.1.

M 1 2 3 4 5 6 M

BSXBSX BSXBSX BSXBSX

414 pb

Figura 4.3.1.2.1.5.1. Gel d'elecfroforesi d’agarosa 3% que mostra diferents patrons RFLP
d’enterovirus aillats de mostres d'aigua residual. B: Bgl I; S: Sty I; X: Xmn I. M: marcador de pes

molecular (50 pb ladder). 1: poliovirus 1. 2 i 3: echovirus 30. 4 i 5: echovirus 6. 6: coxsackievirus BS.
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Els patrons que s'obtenien a partir dels aillaments de virus d’aigua residual, juntament
amb els que provenien de mostres d'aigua de riu i de mar, i que no corresponien amb
els patrons RFLP dels enterovirus ben definits, obtinguts a partir de les seqUencies
nucleotidiques del banc de dades NCBI, s'anomenaren Patrd 1, Patrd 7, Patrd 9, Patrd
10 i Patrd 11. Els resultats dels patrons RFLP per a cadascun d'ells es mostren a la taula
4.3.1.2.1.5.1.

Per tal d'intentar una identificacié es procedi amb la caracteritzacié per
seqUenciacié del fragment del genoma viral amplificat per RT-PCR i, en dos casos, es
podria dir que es va trobar I'enterovirus corresponent. Aquests sén el Patré 1, el qual
correspondria amb echovirus 25 amb 92% d'homologia i el Patrd 7, el qual
correspondria amb echovirus 19 amb 94% homologia. A les taules de resultats es

segueixen indicant perd com a Patrd X, considerant només el patré RFLP.

Els resultats de les identificacions per RFLP dels diferents aillaments d’'enterovirus a
partir d'aigua residual bruta, en funcié de la linia celdular utilitzada a la capa superior,
es recullen a la taula 4.3.1.2.1.5.2. Aquests resultats mostren que la linia CaCo-2 permet
I'aillament d'un major nombre d'enterovirus diferents, respecte les altres dues linies
celulars utilitzades, BGM i PLC/PRF/5.

Taula 4.3.1.2.1.5.1. Patrons RFLP obtinguts d’aillaments virals que no coincideixen amb patrons

d’enterovirus teorics obtinguts a partir de les seqUencies dipositades al banc de dades NCBI.

Fragments (pb) que s’obtenen amb
cadascuna de les endonucleases

Bgl | Sty | Xmn |
Patré 1 320 200 184
94 144 170
70 60
Patré 7 414 320 249
94 165
Patré 9 250 414 204
164 120
?0
Patré 10 160 294 251
150 120 163
110
Patré 11 274 324 414
140 90
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La identificacié d'enterovirus pot realitzar-se utilitzant diferents métodes. Depenent
del métode escollit, s'obtenen resultats amb més o menys éxit en la identificacié dels
diferents enterovirus. A partir de les dades obtingudes i de les observacions a diferents
treballs es pot afirmar que la identificacié d'enterovirus és un tema no del tot resolt
actualment. Manayani et al (2002) comparen la identificacié de 28 dillaments
d’enterovirus utilitzant els anticossos neutralitzants de Lim-Benyesh-Melnick (LBM),
I'andlisi per PCR-RFLP i per seqUenciacidé indicant que aquesta Ultima apareix com una
bona alternativa per al tipatge LBM, mentre que I'andlisi per PCR-RFLP no sembla
adient. Per a I'estudi es basen en Kuan (1997) per a la identificacié per RFLP. | els
patrons que s'obtenen en aquest Ultim estudi no coincideixen en tots els casos amb els
que s'obtenen fent la digestié a partir de les seqUéncies d'enterovirus dipositades al
banc de dades (GeneBank) i en algun cas sén incomplets. Es per aquest fet que
creiem que els estudis d’'identificacié d’enterovirus basats en els patrons RFLP de Kuan
(1997) no es poden considerar del tot correctes. En el nostre cas, els patrons que
s'obtenen no coincideixen amb gairebé cap dels que obtenen en I'estudi citat. En
canvi, considerem que la identificacid per RT-PCR i RFLP tal com s'ha realitzat en
aquest treball de tesi és una eina Util que proporciona informacid sobre la presencia
d’enterovirus a I'ambient, tof i que en alguns casos els patrons RFLP tampoc
coincideixen amb els del banc de dades i caldrien estudis més enlld per conéixer
realment els virus presents en aigua residual i alfres tipus de mostres ambientals (veure
Capitol 5).

Pel que fa a la identificacié dels enterovirus a partir de les seqUéncies del genoma
ARN, en el nostre cas han estat basades en I'amplificacid i caracteritzacié de la regid
5'NTR, considerada una regié estable. Potser per aquest fet no s'ha aconseguit un
major percentatge d'homologia de seqUencies amb les andlisi realitzades. Amb els
resultats es poden atribuir noms d’enterovirus als aillaments corresponents als patrons
RFLP 17 del treball, perd amb la regié analitzada no es pot la certesa que ho siguin.
D'altra banda, en el cas de la identificacié d'enterovirus per seqlenciacio, les
dificultats poden venir provocades per les elevades taxes de mutacid i pel fet que
aquests virus presenten el fenomen de la recombinacid viral. Hi ha evidéncies que es
produeix recombinacié entre els diferents enterovirus (Santti et al, 1999). Es localitzen
punts de recombinacid situats a totes les regions del genoma excepte a la regié que
codifica per les proteines de la cdpside. La recombinacié s'entén com un mecanisme
significativ i relativament freqUent en I'evolucié dels enterovirus. A més de la

recombinacid intertipica es produeixen fendmens de recombinacidé intratipica, amb
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una freqUéncia aproximada en el cas de poliovirus del 15%. La recombinacié

intertipica es considera que té una freqUéncia 100 vegades inferior (Santti et al, 1999).

Taula 4.3.1.2.1.5.2. Percentatges d’enterovirus en aigua residual en funcié de la linia cel lular
utilitzada en I'aillament d’aquests (56 aillaments amb cadascuna distribuits equitativament en 17

mostres recollides regularment dins el periode d’un any).

Percentatge d’enterovirus

Enterovirus BGM CaCo-2 PLC/PRF/5
Patrd 1 19,6 4

Patré 9 2

Poliovirus 1 14,3 8 7.1
Poliovirus 2-Echovirus 7 6 7.1
Poliovirus 3 1.8 1.8
Coxsackievirus Bl 3.6
Coxsackievirus B2-B3, Echovirus 1, Echovirus 5 1.8 8.9
Coxsackievirus B4 - Echovirus 4 2

Coxsackievirus B5 (Faulkner) 5,4
Coxsackievirus B6 1.8

Echovirus 6 60,7 36 37,5
Echovirus 11 (Metcalf) 26 21,4
Echovirus 12 2

Echovirus 30 4 16,1
Tipus diferents d'enterovirus 6 10 8

Pel que fa a la capacitat de les diferents linies celdulars per a I'aillament dels
enterovirus, diversos estudis consideren que la linia BGM mostra bona sensibilitat per a
la deteccid de coxsackievirus B pero relativament poca per a la deteccié d'echovirus
(Chonmaitree et al, 1988; Dagan i Menegus, 1986). En canvi, en el nostre estudi la linia
BGM és la que detecta un major percentatge d'echovirus 6 (el virus dillat
majoritariament en aquest tipus de mostres d’aigua residual bruta) en contraposicid,
doncs, amb les dades publicades. Es sabut que la sensibilitat de les célules varia
depenent de si es titulen suspensions de culfius purs de virus o si es titulen mostres
d’aigua residual (Dahling i Wright, 1986b).

A partir dels resultats dels diferents patrons de RFLP obtinguts amb les diferents linies

celilulars, es calculd I'index de diversitat de Simpson. L'index de diversitat (Di) de
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Simpson és un pardmetre que, aplicat a poblacions, indica el grau de diversitat
d'aquestes. Com més alt és el valor de Di, més diversitat presenta la poblacid. En el
nostre cas, les poblacions foren el conjunt de virus dillats amb cadascuna de les linies
celdulars a partir de diferents mostres d’'aigua residual bruta. Els resultats (Taula
4.3.1.2.1.5.3) mostren que I'index de diversitat de Simpson és més alt quan s'utilitzen les
céllules CaCo-2. Per tant, es podria pensar que les céldules que permeten una major
diversitat en els aillaments virals, les que dillen més virus diferents, sén les cél lules CaCo-
2, seguides de les PLC/PRF/5 i finalment les de la linia BGM. Aquest fet, afegit a diverses
observacions anteriors de diferents autors, indica que cal escollir acuradament la linia
o linies celdulars a utilitzar en un assaig viral, per evitar un possible risc de seleccid de
virus que dificulti I'obtencid del resultat final correcte i s’obtingui, una visid esbicixada

de la realitat.

Taula 4.3.1.2.1.5.3. index de diversitat de Simpson per a les diferents linies cel {ulars pel que fa a la

deteccid d'enterovirus en aigua residual bruta.

Linia cel {ular index de diversitat (Di) de Simpson
BGM 0.56
CaCo-2 0,82
PLC/PRF/5 0.72

4.3.1.2.1.6 Enumeracié d'enterovirus en aigua residual utilitzant el métode de NMP

Un dels meéetodes que es descriven com a més sensibles per a la deteccio
d’enterovirus és el métode de Nombre Més Probable d'Unitats Citopdtiques (NMPUC).
Els resultats de la taula 4.3.1.2.1.6.1 mostren la comparacié d'aquest metode amb els
meétodes Viraden i de doble capa pel que fa a la recuperacid d'enterovirus a partir
d’'aigua residual bruta. El rendiment del métode de NMPUC es situa, per a la majoria
de mostres analitzades, entre el metode Viraden, i el metode de doble capa. A partir
de les andlisi estadistiques només es defecten diferencies significatives (ANOVA,
P<0,05) quan es comparen els métodes de quantificacié de Viraden i de doble capa.
No s'observen en canvi, diferéncies significatives de cap d'aquests dos amb el metode

de NMPUC, pel que fa a la determinacié de virus en aigua residual bruta.
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Taula 4.3.1.2.1.6.1. Enumeracié d’enterovirus cultivables en aigua residual bruta (ufp per 100 mL)

emprant la linia celdular BGM. Comparacié dels métodes Viraden, doble capa i calcul de NMP.

Mostra Viraden Doble capa NMP
1 43,3 570 <43
2 168,8 950 <43
3 83.3 150 132
4 25 60 43
5 32,1 166,7 87
6 10 16,7 <43
7 13,7 71,4 273
8 31.8 167 87
9 200 200 132
10 36,4 150 132
Mitjana 64,4 250,2 101,5
Desv. Est. 66,7 288,9 n7

4.3.1.2.1.7 Deteccié d'enterovirus en aigua residual bruta per RT-PCR

A més de les determinacions quantitatives d’enterovirus en aigua residual, es feren
valoracions de deteccidé d’enterovirus per RT-PCR i PCR imbricada. Els resultats
d'aquestes determinacions (Taula 4.3.1.2.1.7.1) es comparen amb el nombre d'ufp de

cada mostra, obtingudes aplicant el métode de doble capa.

No s'observa una relacié aparent pel que fa a la deteccid molecular i quantitativa
de virus. No necessarioment les mostres amb valors més alts de nombre de virus son les

que produeixen un resultat positiu per RT-PCR.

Considerant els resultats del nombre de mostres positives de deteccid d'enterovirus
per RT-PCR, s'obté resultat positiu pel que fa a presencia d'ARN d'enterovirus en un
35% dels casos. En el nostre cas, s'analitzen volums de 200 uL de mostra inicials i el
resultat de la RT-PCR equival a la preséncia d'ARN viral en 40 yL d'aigua residual bruta.
Altres estudis, emprant altres métodes de deteccié d'enterovirus per RT-PCR en aigua
residual de diferents origens obtenen percentatges variables pel que fa al nombre de

mostres positives per PCR imbricada. Algun exemple; I'andlisi de volums de 50 ul
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d'aigua residual produeix 8 mostres positives de 13 (61%) (Schvoerer et al, 2001).
D'altres analitzen 100 mL i obtenen un 50% de mostres positives per a presencia
d’enterovirus (Vantarakis i Papapetropoulou, 1999). En el nostre entorn, percentatges
del 40% de positivitat en volums equivalents de 2 mL (Formiga, 2003) i 4 mL (Pina et al,
1998).

El cdlcul del percentatge de mostres positives de deteccié d'enterovirus cultivables
(infecciosos) pel métode de doble capa, produeix un 88% de positivitat per a les
mateixes mostres de les que es realitza I'andlisi molecular. Val a dir que un dels
avantatges de les técniques de cultiv cellular és la possibilitat de deteccié de virus
diferents, incloent-hi virus que no s'esperen a les mostres en el moment de la infeccid.
Aquest fet no pot aconseguir-se amb técniques moleculars, les quals van dirigides a la

deteccid concreta d'un tipus de virus.

Amb la mitjana dels valors d’'enterovirus cultivables per litre, es poden estimar
quantes ufp (virus infecciosos) s'esperen en els 40 yL d’aigua residual bruta analitzats
mitjancant técniques moleculars. El resultat és 0,1 ufp en 40 uL d’'aigua residual. Si la
técnica de PCR imbricada permet detectar una molécula d’'ARN, la diferéncia entre
molécules d'ARN detectables i ufp quantificades pel metode de doble capa en aigua
residual bruta, és en aquest cas d'un logaritme decimal. La quantificacié pel métode
de doble capa permet acostar els resultats de les tecniques de deteccid d'enterovirus
per cultiu cellular en mostres d'aigua residual bruta a les técniques moleculars de RT-
PCR.

Es pot realitzar una segona aproximacié que consideri els resultats positius i negatius
de les andlisi moleculars. A partir dels resultats i aplicant la férmula de Thomas (1942)
per calcular el NMP quan s'infecten répliques d'un cultiu celdular amb una Unica
dilucid, es pot estimar el NMP de molécules ARN en 40 uL d'aigua residual bruta a les
que equivalen els resultats per RT-PCR i PCR imbricada obtinguts. Aquest valor és de
0,44 NMP en 40 uL d'aigua residual bruta, valor més proper encara al de 0,1 ufp en 40
WL calculat a partir dels resultats de quantificacié de virus cultivables (infecciosos) pel

metode de doble capa.
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Taula 4.3.1.2.1.7.1. Valors d'enterovirus cultivables i deteccié d’ARN d'enterovirus (cebadors Entl

i Ent2) en mostres d’aigua residual bruta.

Enterovirus

RT-PCR i PCR Métode de doble capa

Mostra . .
imbricada (ufp ditre 1)

1000
- <500
+ 1000
+ 1500
<300
+ 3333
+ 1000
- 667
- 3750
0 - 2000
11 - 2750
12 - 1667
13 + 5700
14 - 9500
15 - 1500
16 - 600
17 - 1667

NV 0 N O ANy~
+ 1

—_

4.3.1.2.2 Aigua residual tractada

Les mostres s'analitzaren per tal de poder redlitzar la comparacid dels recomptes
d'enterovirus emprant diferents metodes de quantificacié (Viraden i doble capa) i
diferents linies cel{ulars (BGM, CaCo-2 i PLC7PRF/5). Els resultats obtinguts es mostren a
la taula 4.3.1.2.2.1.

Considerant els resultats, no es detecten diferencies significatives quan es comparen
els valors d'enterovirus en funcié de la linia celular utilitzada, independentment del
metode de quantificacié utilitzat (ANOVA, P>0,05). |, de la mateixa manera, no es
detecten diferéncies significatives (Student’s T test, P>0,05) pel que fa a la recuperacié

d’enterovirus en funcié del métode de quantificacié utilitzat (Viraden o doble capa),
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sense considerar la linia cel ular utilitzada. Els valors més baixos d'enterovirus per litre en
mostres d’'aigua residual tractada respecte les mostres d'aigua residual bruta, podrien
explicar el fet que, les diferencies observades en el cas de I'aigua residual no es
tfraslladin al cas de I'efluent secundari. Tot i aixd, amb el métode de doble capa es
comptabilitzen més mostres en les que es detecten enterovirus, major percentatge de
positivitat i, els nombres d'ufp per litre sén lleugerament superiors (amb alguna
excepcid) respecte als valors que s'obtenen amb el métode Viraden, per a les tres

linies cellulars utilitzades.

En aquest cas, per al méetode de doble capa no s'obtenen resultats superiors
utilitzant céldules de la linia CaCo-2 a la capa superior respecte a la utilitzacié de
céllules BGM, al contrari que per a les mostres d’'aigua residual bruta. Potser aquest fet
es deu a la reduida mida mostral (6 mostres) o al fet que realment les céldules BGM
presenten major susceptibilitat per als virus presents en aquest tipus de mostra. Toft i
qixd, s'observen desviacions estandards elevades i manca de diferencies
estadisticament significatives, causades probablement, pel fet de tractar-se de mostres

amb menor nombre de virus que |'aigua residual bruta.

Taula 4.3.1.2.2.1. Enterovirus (ufp 1) en efluent secundari, emprant els métodes Viraden (VIR) i de
doble capa (DC) i les linies cel lulars BGM, CaCo-2 i PLC/PRF/5.

BGM CaCo-2 PLC/PRF/5
VIR bC VIR bC VIR bC

Mitjana 03 137,5 47,8 100 20 66,5
Desv.Est. 20,8 18,1 2.5 50 i 233
Maxim 75 300 60 150 20 83
Minim <14 50 14 50 <14 50

n 10 10 6 6 6 6
Zgﬁf\::s 55,6 88,9 100 50 25 50
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4.3.1.2.3 Aigua de riv

4.3.1.2.3.1 Comparacié de metodes de quantificacid d'enterovirus en concentrats

virals

El baix nombre de virus en aigua de riu, fa necessdria I'aplicacié de métodes de
concentracié primaria i secunddaria. L'etapa de deteccid, es resolt aplicant el métode
de quantificacié per monocapa. Amb el procediment de concentracié d'aigUes dels
rius Ter i Llobregat emprat al laboratori, es comparen els métodes de monocapa i de
doble capa per a la gquantificacid d'enterovirus al concentrat final. Els resultats es

recullen a la taula 4.3.1.2.3.1.1.

El métode de doble capa es mostra significativament (Student’s T test, P<0,05) més
eficient que el métode de monocapa per a la recuperacié d'enterovirus en els
concentrafs d'aigua de riu. Amb el metode de doble capa es detecten de mitjana
12,6 vegades més virus que amb el métode de monocapa. Val a dir que, per al
metode de monocapa es titularen 20 mL de mostra en tots els casos, mentre que,
quan s'aplicd el métode de doble capa sovint no es disposava de 20 mL de mostra
addicional i es realitzd I'enumeracid d'enterovirus amb el volum de mostra disponible.
Tot i @ixd, quan s'enumeren els concentrats aplicant el metode de monocapa s'obté
un 21% de mostres positives pel que fa a preséncia d'enterovirus mentre que aquest
percentatge s'eleva a 84% quan el metode utilitzat és el de doble capa. A més, en un
63% de les mostres (12 de les 19) s’obtenen resultats de presencia de particules viriques
infeccioses cultivables sobre BGM utilitzant el métode de doble capa, quan el métode
de monocapa no és capac de detectar-ne. El percentatge de mostres positives per a
enterovirus cultivables en els concentrats d'aigua de riu quantificats pel métode de
doble capaq, supera clarament els percentatges que s'obtenen al llarg dels anys en

aquest mateix tipus de mostra enumerada per monocapa (Taula 4.3.1.2.3.1.2).
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Taula 4.3.1.2.3.1.1. Enterovirus culfivables en concentrats d'aigua de riu emprant diferents

meétodes de quantificacid (ufp en 20 mL de concentrat) utilitzant Ia linia cel lular BGM.

Mostra Monocapa Doble capa
1 0 <1.,4
2 0 7.5
3 1 11,1
4 0 <2
5 0 3.3
6 0 1,4
7 0 7.5
8 0 2
9 0 4
10 0 27,5
11 0 <25
12 5 8
13 1 12,2
14 0 7.14
15 7 35
16 0 5
17 0 2
18 0 3
19 0 12

Mitjana 0,7 9.3

Desv. Est. 1.9 9.4

Amb els resultats es calcula el nombre d’enterovirus cultivables per litre d'aigua de riu
obtenint-se valors mitjans de 0,09 ufp L' (minim 0,025 i mdaxim 0,18) quantificant el
concentrat pel metode de monocapa i, valors mitjans de 0,2 ufpL! (minim 0,025 i
maxim 0,9) qual el métode Utilitzat és el de doble capa. Aquests valors poden

comparar-se amb els que es tfroben a la bibliografia pel que fa a nombre d'enterovirus
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cultivables en aquest mateix fram del riu Llobregat i, en els que s’han emprat els
mateixos métodes de concentracié i quantificacié per monocapa. Aixi, durant un any
es detecten valors d’enterovirus cultivables que van de 0 a 0,93 ufp per 50 litres (Vidal
et al, 1997). | valors mitjans de 0,01 ufpL! durant el periode 1993-2003 (Taula
4.3.1.2.3.1.2)

Comparant els resultats obtinguts i presentats en aquest apartat del treball, pel que
fa a la quantificacié d'enterovirus, el métode de doble capa ofereix una alternativa
més optima que el metode de monocapa per a la quantificacid de virus cultivables a

partir de concentrats d'aigua de riu.

Taula 4.3.1.2.3.1.2. Enterovirus (ufp L) en aigua del riu Llobregat al fram on es situa el punt de
captacié de I'ETAP AigUes Ter Liobregat al municipi d’Abrera. Dades corresponents al periode

1993-2003 extretes dels informes anuals “Control virologic de les ETAPs del Ter i Liobregat” (ATLL,

UB).
Nombre de mostres Percentatge
Enterovirus (ufp 1-1)

anual positivitat (%)
Mitjana 12 19.6 0,01
Desv. Est. 14,46 0,02
Valor maxim 0,2

Valor minim 0

4.3.1.2.3.2 Comparacié de metodes de concentracid-enumeracié d'enterovirus en

aigua de riv

La comparacié de metodes de quantificacié de virus en concentrats virals d'aigua
de riv indicada en I'apartat anterior, produeix un major recompte de virus en aigua de
riu quan el métode utilitzat és el de doble capa. Les densitats d’enterovirus en I'aigua
del riv Llobregat detectats pel métode de doble capa (0,2 ufpl') i els baixos
rendiments en aigUes térboles descrits per als metodes de concentracid primaris de
virus utilitzats, feren pensar en la possibilitat de realitzar el recompte d'enterovirus
cultivables en volums de mostra d'un litre, evitant el procediment de concentracid
primaria per filtracid amb suports electropositius. D'aquesta manera es compararen
dos métodes de concentracid i enumeracié d’enferovirus cultivables en mostres
d’'aigua de riu. Els resultats que s'obtingueren (taula 4.3.1.2.3.2.1) comparant el métode

Viraden i el metode de concentracié per floculacié orgdnica seguit de quantificacio
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per doble capa, no mostren diferéncies estadisticament significatives (Student’s T test,
P>0,05). El métode de concentracié per floculacié orgdnica aplicat al laboratori per a
volums de mostra de fins a 1 litre (Katzenelson et al, 1976) es considera un dels més
eficients per a la recuperacié de virus a partir de mostres de terbolesa variable. Els
resultats de recuperacid de virus cultivables obtinguts amb el metode Viraden aplicat
a aigua de riu sén equivalents als resultats que s'obtenen amb el métode de floculacid
orgdnica . L'avantatge de la floculacié orgdnica és que no es veu limitada per la
terbolesa de la mostra, mentre que aquest si és un factor que afecta I'aplicabilitat del

metode Viraden.

Ambdds metodes descrits serien aplicables a la determinacié d'enterovirus en aigua
de riv i ambdds presenten una major facilitat d'aplicacié i un menor cost economic
que el métode tradicional de concentracid primaria, elucié i concentracid secundaria.
Encara que el volum de mostra d'aigua de riu hagués d'elevar-se fins als 5 o 10 litres de
mostra crua, el metode Viraden permetria una aproximacié més rapida, senzilla i

economica per I'andlisi de mostres de rius contaminats.

Perd, quan la terbolesa de les mostres és elevada hi ha major dificultat en I'aplicacio
del métode Viraden. Tot i la clarificacid prévia de la mostra crua per filiracid a través
de filtres de 0,65 um PVDF, dl filtrat queden restes de solids en suspensid i/o dissolts que
interfereixen en la lectura de les plaques fent que apareguin zones de citotoxicitat
sobre el cultiu celfular emprat com a hoste. Aquesta interferéncia es suma al possible
efecte de la matéria orgdnica com a bloguejant dels llocs d'unid dels virus al filtre de

membrana d'esters de cel lulosa.

Amb els valors mitjans d’enterovirus cultivables per litre d’aigua de riu de I'apartat
anterior, es pot calcular I'eficiencia del metode de concentracié primdaria. Si es prenen
conjuntament els valors quantificables (positius) de virus en aigua de riu que s’obtenen
emprant els metodes Viraden i de floculacié orgdnica més doble capa, s'obtenen els
seglents percentatges de recuperacié per concentracié primdria amb filtres
electropositius: 5,6% (desv. est. 2,9) si el métode de quantificacié final és el de
monocapa i, 12,5% (desv. est. 6,6) si el metode de quantificacid final és el de doble
capa. Aquests percentatges corresponen doncs, a la recuperacié de virus cultivables
per concentracié de 100 litres d'aigua de riu per filtres electropositius MK. Aixi, aplicant
els metodes Viraden o de floculacié orgdnica seguit de quantificacié per doble capa,
s'obtenen valors de virus cultivables per litre més propers als valors de contaminacio

real de les aigUes de riu analitzades.
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Taula 4.3.1.2.3.2.1. Enumeracid de virus cultivables (ufp per litre) en aigua de riu emprant el
meétode de concentracié-enumeracié Viraden i la concentracid per floculacié organica

seguida de quantificacié per doble capa.

Floculacié organica

Mostra Terbolesa (NTU) Viraden + doble capa

1 430 0 0

2 - 0 1

3 30 1.5 0

4 1,2 0 0

5 0,6 0 0

) 15,3 0 %

7 18,5 1 1

8 22,4 3 2

9 25 2 1

10 26,1 4 2
Mitjana 115 1,6
Desv. Est. 1,45 2,7
% positivitat 50 60

Al riu Llobregat, emprant aquestes dues metodologies, s'’obtenen resultats de valors
d’enterovirus per lifre que superen clarament als que obtenen Vidal et al (1997) i als
que s'obtenen del programa de control viroldgic anual que es readlitza en aquest
mateix tram de riu que utilitzen métodes de concentracié per filtres electropositius
(Taula 4.3.1.2.3.1.2). Aixi, aplicant una metodologia més senzilla, més rapida i menys
costosa es poden obtenir valoracions més acurades de la presencia de virus

cultivables per alriu i frams d'aquest estudiats.
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4.3.1.2.4 Aigua de mar

4.3.1.2.4.1 Comparacidé de metodes de concentracid-enumeracié d'enterovirus en

aigua de mar

El control viroldgic en acigua de mar implica I'andlisi de volums grans de mostra. La
Directiva 76/160/CEE per a aigles de bany indica que ha de demostrar-se abséncia
d'enterovirus en 10 litres d'aigua de mar. Aixi, es compararen tres metodologies per
valorar la seva aplicabilitat per a la determinacié d'enterovirus cultivables en aigua de
mar. Els métodes assajats foren, la concentracid per pols de vidre amb quantificacid
del concentrat pels métodes de monocapa i de doble capa i, la concentracid per
Viraden emprant filtres de 90 mm de didmetre (Viraden - 90). Els resultats (Taula
4.3.1.2.4.1.1) mostren que, quan s'utilitza el metode de concentracidé de virus per
adsorcié-elucié a pols de vidre i el metode de quantificacié per monocapa, només 2
de les 10 mostres (20%) donen resultat positiv per a la presencia d'enterovirus
cultivables en adigua de mar. En el cas de I'enumeracié utilitzant el métode de doble
capa a partir d'un eluat procedent del mateix sistema de concentracié, aquest
nombre incrementa a 5 mostres positives del total d'11 mostres analitzades (45%).
Aquest fet del major recompte a partir de concenfrats virals de mostres ambientals
s'observa també en el cas dels concentrats d'aigua de riu, per tant, el métode de
quantificacié de doble capa, es pot dir que, es mostra més eficient per a la
recuperacid d’enterovirus cultivables a partir de concentrats de mostres ambientals

gue es caracteritzen per tenir densitats de virus baixes.

Quan el metode de concentracié-enumeracio utilitzat €s el metode Viraden, arriben
a detectar-se virus en 8 de les 11 mostres (73%) d'aigua de mar a nivell de platja. Aixi
doncs, amb aquest metode s'obté el major percentatge de positivitat pel que fa a la
presencia d'enterovirus en aigua de mar, si es compara amb els altres dos metodes

utilitzats en I'estudi.

El métode de concentracid de virus en aigua de mar utilitzant pols de vidre com a
suport s'havia utilitzat anteriorment per a I'andlisi viroldogica de mostres del mateix
entorn geogrdfic amb notable éxit (Finance et al, 1982; Lucena et al, 1982; Lucena et
al, 1985; Lucena et al, 1986). El metode Viraden aplicant les membranes de 90 mm de
didmetre es considera doncs, com a un bon métode per a la determinacid

d’enterovirus en aigua de mar.
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Taula 4.3.1.2.4.1.1. Enumeracié d’enterovirus cultivables (ufp per 10 litres) en aigua de mar a nivell

de platja utilitzant diferents métodes de concentracié i quantificacid.

Data de la Pols de vidre + Pols de vidre + doble
mostra monocapa capa Viraden - 90*
25/4/2002 - 4 10
13/5/2002 0 ! :
15/5/2002 0 0 :
22/5/2002 2 6 19
22/5/2002 4 2% 187
5/6/2002 0 0 4
5/6/2002 0 0 c
12/6/2002 0 0 0
12/6/2002 0 0 0
3/7/2002 0 : :
3/7/2002 0 0 0

* Métode Viraden aplicat amb filtres d'ésters de cel lulosa de 90 mm de didmetre.

4.3.1.2.4.2 Comparacid de linies cel {ulars.

Un cop escollit el métode de concentracié enumeracié d'enterovirus en aigua de
mar més eficient, es compararen dues linies celdulars, la linia BGM i la linia CaCo-2, per
tal de determinar si es podia aconseguir més sensibilitat aplicant una o altra linia
cellular a la capa superior. A I'afegir el factor de la linia celdular al métode Viraden,
els resultats (Taula 4.3.1.2.4.2.1) foren els segUents; quan s'utilitzen céllules de la linia
BGM en la monocapa i a les céldules que constitueixen la fraccié de la capa superior,
s'obtenen 4 de les 10 mostres (40%) amb resultat positiu. Quan s'utilitzen céldules BGM a
la monocapa i céldules de la linia CaCo-2 a la capa superior, el nombre de mostres
amb resultat positiv s'eleva a 6 (60%). Tot i les diferéncies, aquestes no sén
estadisticament significatives. Cal insistir en el fet de la importdncia en I'eleccid del

meétode i la linia cel lular més adients per a la deteccid dels virus a I'ambient.

Per a aguestes mostres, el percentatge de positivitat és lleugerament inferior al de les

mostres analitzades en |'apartat anterior utilitzant el métode Viraden. Val a dir que,
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determinades époques de I'any, hi ha una menor preséncia d'enterovirus en aigua
residual (veure Capitol 5) a la que cal sumar una major inactivacié. Aquests mesos de
menor aportacié poden determinar-se, a partir de les andlisi realitzades, com els mesos
gue van de l'estiu a la tardor. Aquest fet podria haver influenciat els resultats
d'enterovirus en aigua de mar d'aquesta seccid, lleugerament inferiors als de I'apartat

anterior.

Taula 4.3.1.2.4.2.1. Enumeracié d'enterovirus cultivables (ufp per 10 litres) en aigua de mar a nivell

de platja utilitzant el metode Viraden en placa de 90 mm i combinant diferents linies cellulars.

Data de la mostra BGM/BGM CaCo-2/BGMc
10/7/2002 0 1
10/7/2002 0 0
10/7/2002 0 0
17/7/2002 0 1
17/7/2002 1 0
17/7/2002 0 1
16/10/2002 4 3
16/10/2002 3 4

23/10/2002 0 1
23/10/2002 1 0

alinia celfular BGM a la monocapa i linia CaCo-2 per a la suspensié cel fular.
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4.4 CONCLUSIONS

El métode de doble capa és el metode més eficient entre els assajats per a la
quantificacié de virus en suspensions virals de cultius purs incloent I'assaig de clapes
amb céliules en suspensié per a la determinacié de poliovirus 1 (Sabin), el métode

considerat més eficient fins a I'actualitat.

El métode de doble capa és un metode més eficient que el de monocapa, el
meétode Viraden i el métode de NMPUC per a I'enumeracid de virus cultivables en

aigua residual bruta.

El metode de doble capa és un méetode més eficient que Viraden per a

I'enumeraciod de virus cultivables en aigua residual tractada.

La comparacid entre virus cultivables (infecciosos) quantificats pel metode de doble
capa en aigua residual bruta i la deteccié de genomes d'enterovirus per RT-PCR,
s'estableix amb una diferéncia madaxima d'un logaritme a favor de la técnica

molecular.

Amb els métodes Viraden i de doble capa poden combinar-se diferents linies
cellulars per a la determinacié de virus. La utilitzacié de la linia celfular CaCo-2 a la
capa superior permet I'obtencid de major nombre d’enterovirus i de maijor tipus
d’enterovirus diferents, a partir de mostres d'aigua residual bruta, si es compara amb
les linies BGM i PLC/PRF/5.

El métode Viraden i la floculacié orgdnica amb enumeracié pel métode de doble
capa, sén metodes valids per a la deteccid d'enterovirus cultivables en aigua de riu

que presenti densitats d'enterovirus minimes d'1 ufp per litre.

El métode Viraden aplicat amb membranes de 90 mm de didmetre apareix com el

metode més adient per a la deteccid d'enterovirus cultivables en aigua de mar.
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ANNEX CAPITOL 4

CONSERVACIO DE CEL-LULES A 4°C DURANT PERIODES CURTS DE
TEMPS

A.4.1 Introduccio

Per a l'aplicacié dels métodes Viraden i
de doble capa s'utilitza una suspensio
preparada a partir de cel-lules que creixen
en flascons de cultiu cel'lular. Es volia
saber si aquesta suspensié havia de
preparar-se cada vegada immediatament
abans de la seva utilitzaci6 com es venia
fent fins al moment, o si es podien mantenir
les ceéllules refrigerades i durant quin
periode de temps, un cop preparada la
suspensio, sense péerdua en l'eficiéncia de

recuperacio de virus.

A.4.2 Material i Métodes

Per

experiments es prepararen diferents tubs

tal de procedir amb aquests
amb suspensié cel-lular que provenia de
linies BGM i CaCo-2.

dues cel-lulars

célllules de les

S’escolliren linies
continues, una de les quals, la linia CaCo-
2 esta constituida per céllules que
presenten un fenomen de polaritzacié que
es manifesta en el cultiu a partir dels 6 0o 7
dies de creixement. Les céllules es

polaritzen simulant céllules de [Iepiteli
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de
BGM

provenien de cultius amb 4 a 6 dies de

intestinal amb preséncia

microvellositats. Les cellules

creixement que formaven monocapes
confluents i les cél-lules CaCo-2 provenien
de cultius amb de 6 a 7 dies de creixement
que formaven igualment monocapes
confluents caracteristiques d’aquesta linia

cel-lular.

La suspensio cel-lular es prepara com es
descriu a P'Annex Il “Preparacié de la
suspensio cellular per ser emprada en els
meétodes Viraden i de doble capa”, amb el
medi suplementat amb antibiodtics indicat
per aquest procediment. Breument, a partir
dels flascons amb monocapa confluent es
procedi a la separacié de les cel-lules per
tripsinitzacié i es recolliren 2/3 del cultiu
per a les cél-lules BGM i 1/2 del cultiu per a
les cél-lules CaCo-2 en tubs esteérils de 10
de

centrifugaren les suspensions cel-lulars a

mL capacitat. Seguidament es
2000 xg durant 10 minuts i els tubs que
s’obtingueren amb el sediment format per
A4.2.1)

mantingueren a (5 £ 3)°C amb tot el medi

les cellules (Figura es
utilitzat per a la preparacié de la suspensio
(10 mL)

per a la titulacid i per a la sembra en

fins al moment d’ésser emprats

flascons per a l'avaluacié del control del

creixement.



Annex Capitol 4

Medi de cultiu

Cél-lules

Figura A.4.2.1. Exemple de tubs amb
suspensio cel-lular preparada per a I'avaluacié

de la conservacio6 de cél'lules a (5 + 3)°C.

A.4.2.1 Efecte de la conservacio a 4°C de
cél-lules BGM i CaCo-2 en la capacitat
per a la titulacié de diferents enterovirus

emprant el métode Viraden

D’una banda es valora la capacitat de
recuperacid de virus per part de les
linies BGM i CaCo-2
3)°C. Es procedi

enumerant suspensions virals (materials de

célllules de les

conservades a (5 +
referéncia) préviament preparades i
controlades. Les enumeracions es feren
amb les cél-lules conservades a (5 = 3)°C

durant els temps indicats.

El métode emprat per a la quantificacié
dels diferents virus amb les céllules
refrigerades fou el métode Viraden. Es
realitzaren determinacions de cadascun
dels virus amb ambdues linies assajades,
per triplicat. La titulacié es realitza com es

descriu a continuacio.

En el moment abans de la titulacié es
retira un tub amb cél-lules del refrigerador i
es procedi a concentrar les cél-lules (un
de

procediment

factor deu vegades) seguint el

descrit a I'Annex |Il. La
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concentracid cel-lular necessaria és de

1,510" a 2-10” cél-lules-mL™". Breument,

e es descartaren els 10 mL de

sobrenedant i

e es recupera el sediment (cel-lules) en
1 mL del mateix medi utilitzat per a la
preparacié prévia de la suspensio

cel-lular.

El control del nombre de virus a temps
zero (moment d’obtencié de les cél-lules)
es realitza procedint amb una titulacio
inicial de virus presents en suspensions
virals de poliovirus 1 (Sabin), echovirus 6,
echovirus-AR51101.1 (Patré 1 de RFLP) i

coxsackievirus B5, emprant ambdues linies

cel-lulars.
Les determinacions del titol de les
suspensions virals amb les céllules

conservades, es realitzaren a les 24 hores,
48 hores, 72 hores, 96 hores i 192 hores (7
dies) per a la linia BGM i durant els
mateixos intervals fins a les 96 hores per a
la linia CaCo-2. D’aquesta manera, a les 24
hores es titularen suspensions virals amb
cél-lules que s’havien mantingut durant 24
hores a (5 + 3)°C i aixi successivament. Es
de

cadascun dels virus amb cadascuna de les

realitzaren tres determinacions

linies cel-lulars per cada interval de temps.

Per a cadascuna de les suspensions
virals utilitzades es disposa de la carta
control, elaborada préviament, la qual
establia els limits superior i inferior d’accié
a partir dels quals el titol obtingut amb les
cel-lules conservades durant aquell periode
de temps a (5 = 3)°C ja no es considerava

correcte.
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A.4.2.2 Efecte en

creixement de les cél-lules BGM i CaCo-

la capacitat de

2 conservades a 4°C

Per a I'avaluacié de la conservacié de la
capacitat de creixement en cultiu sobre
superficies de cultiu cel-lular (flascons), els
cultius mantinguts a (5 + 3)°C es sembraren
en flascons de 25cm? per a cultiu cel-lular.
El nombre de céllules que es sembra fou
aproximadament, el mateix nombre de
céllules necessaries per al subcultiu de
cadascuna de les linies (de 2:10* a 6-10*
cél-lules-mL'1). D’aquesta manera s’avalua
si les cél-lules conservades en aquestes
condicions, eren capaces de créixer de nou
i formar monocapes confluents en periodes
de temps considerats habituals. Per tal de
valorar aquest fet es procedi com es

descriu a continuacio.

e Un cop concentrades les ceél-lules
(recuperades en 1 mL de medi) es
diposita el volum de suspensié cel-lular
necessari per obtenir una densitat final
de 2:10* a 6:10* cél-lules per mL (adient
per al cultiu de les linies cel-lulars
continues) en cadascun dels flascons

de 25 cm?.

o S’afegiren 10 mL de medi de cultiu per
al creixement cel-lular, l'indicat per a

cada linia cel-lular.

e S’incubaren els flascons a (36 + 2)°C

tancats.

e Es procedi amb [I'observacié diaria
d’aquests per tal de seguir I'evolucio

dels cultius.
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En paral-lel, amb cada sembra de les
celllules conservades a (5 + 3)°C, es
realitza un control del creixement de les
linies cel-lulars BGM i CaCo-2 per poder
valorar possibles influencies externes.
Aquest control es feu sembrant a I'hora, en
cada periode de temps, flascons amb
cél-lules BGM i CaCo-2 que procedien d’un
subcultiu, realitzat en aquell mateix moment

a partir de monocapes confluents.

A.4.3 Resultats

A.4.3.1 Efecte de la conservacio a 4°C de
cél-lules BGM i CaCo-2 en la capacitat
per a la titulacié de diferents enterovirus

emprant el métode Viraden

Els A4311 a

A.4.3.1.8) mostren minimes diferéncies en

resultats  (figures

funcié del virus a estudi. En el cas de
(Sabin),

amb

poliovirus 1 els recomptes
BGM

conservades a 4°C (Figura A.4.3.1.1), es

obtinguts les céllules
troben dins els limits de la carta control
com a minim fins a les 96 hores de

conservaciéo. Per a echovirus 6, els
recomptes obtinguts amb les cél-lules BGM
conservades a 4°C (Figura A.4.3.1.2) es
troben dins els limits de la carta control
entre les 72 i les 96 hores de conservacioé.
Aquest és el virus per al qual es perd abans
la capacitat d’infeccié de les cél-lules BGM
4°C. Aixi,

aquests resultats amb els obtinguts amb la

conservades a comparant

resta del virus es podria pensar que els

echovirus 6 quan infecten les cél-lules BGM
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utilitzen un receptor o funcié cel-lular que

desapareix abans en el temps.

De nou, per a I'enterovirus AR51101.1 els
recomptes d’'ufp es mantenen dins els limits
de la carta control fins a les 96 hores de
conservacio (Figura A.4.3.1.3). | el mateix
resultat s’observa per a coxsackievirus B5
(Figura A.4.3.1.4).

Per a les altres cél-lules provades, les de

la linia CaCo-2, els recomptes dels
enterovirus analitzats es mantenen, per a
tots ells, per damunt els limits inferiors
de
cadascun d’aquests, fins a les 96 hores de
conservacio (Figures A.4.3.1.5, A.4.3.1.6,

A43.1.71A43.1.8).

d’acci6 de les cartes de control

300
250 +
200
g L] O O O
8 i o
3 150 Y s o
i
IS
100 - P4
50
0 24 48 72 96 120 144 168 192
Temps (hores)

Figura A.4.3.1.1. Recomptes de poliovirus 1 (Sabin) obtinguts amb cel-lules BGM conservades a 4°C

durant els periodes de temps indicats a la grafica. Recomptes (®) d’ufp durant I'experiment i recomptes

utilitzats per a la realitzaci6 de la carta control (). Les dues linies horitzontals marquen els limits superior

i inferior d’acci6 de la carta control.
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Figura A.4.3.1.2. Recomptes d’echovirus 6 obtinguts amb cél-lules BGM conservades a 4°C durant els
periodes indicats a la grafica. Recomptes (®) d’ufp durant I'experiment i recomptes utilitzats per a la
realitzacio de la carta control (0). Les dues linies horitzontals marquen els limits superior i inferior d’accio

de la carta control.
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Figura A.4.3.1.3. Recomptes d’enterovirus AR51101.1 obtinguts amb céel-lules BGM conservades a 4°C
durant els periodes indicats a la grafica. Recomptes (®) d’ufp durant I'experiment i recomptes utilitzats per
a la realitzacié de la carta control (0). Les dues linies horitzontals marquen els limits superior i inferior

d’accio6 de la carta control.
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Figura A4.3.1.4. Recomptes de coxsackievirus B5 obtinguts amb cél-lules BGM conservades a 4°C durant
els periodes indicats a la grafica. Recomptes (®) d’ufp durant I'experiment i recomptes utilitzats per a la
realitzacio de la carta control (O0). Les dues linies horitzontals marquen els limits superior i inferior d’accio

de la carta control.
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Figura A4.3.1.5. Recomptes de poliovirus 1 (Sabin) obtinguts amb cél-lules CaCo-2 conservades a 4°C
durant els periodes indicats a la grafica. Recomptes (®) d’ufp durant I'experiment i recomptes utilitzats per
a la realitzacié de la carta control (0). Les dues linies horitzontals marquen els limits superior i inferior

d’accio6 de la carta control.
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Figura A.4.3.1.6. Recomptes d’echovirus 6 obtinguts amb cél-lules CaCo-2 conservades a 4°C durant els
periodes indicats a la grafica. Recomptes (®) d’ufp durant I'experiment i recomptes utilitzats per a la
realitzacié de la carta control (LJ). Les dues linies horitzontals marquen els limits superior i inferior d’accié

de la carta control.
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Figura A4.3.1.7 Recomptes d’AR51101.1 (echovirus) obtinguts amb cél-lules CaCo-2 conservades a 4°C
durant els periodes indicats a la grafica. Recomptes (®) d’ufp durant I'experiment i recomptes utilitzats per
a la realitzacio de la carta control (10). Les dues linies horitzontals marquen els limits superior i inferior

d’accio6 de la carta control.
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Figura A.4.3.1.8. Recomptes de coxsackievirus B5 obtinguts amb cél-lules CaCo-2 conservades a 4°C

durant els periodes indicats a la grafica. Recomptes (®) d’ufp durant I'experiment i recomptes utilitzats per

a la realitzacié de la carta control (0). Les dues linies horitzontals marquen els limits superior i inferior

d’accio6 de la carta control.

A.4.3.2 Efecte en Ila capacitat de
creixement de les cél-lules BGM i CaCo-

2 conservades a 4°C

Les observacions es realitzaren cada 24
hores al microscopi invertit, comparant
cadascuna de les condicions experimentals
amb el control de creixement cel-lular
realitzat per a cadascun dels casos.
Aquestes observacions es mostren a la
taula A.4.3.2.1 a manera de resum.

Fins a les 48 hores de conservacio,
laspecte de les cél-lules que s’havien
sembrat a partir de les suspensions que es
mantenien refrigerades era identic al
control de céllules subcultivades en el
moment de sembrar-les. Aquest periode
coincideix amb el que passa de divendres a

dilluns, fet que podria ésser molt util per
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molta gent que fa experimentaci® amb

cultiu cel-lular.

Altres metodes de conservar cél-lules en
cultiu son el canvi a medi empobrit (amb
percentatge de sérum fetal bovi inferior al
que s'utilitza per al creixement), o
conservar les cél-lules a temperatures més
baixes que les necessaries per al
creixement. Aquests sistemes pero,
impliqguen sempre tornar a subcultivar
(ressembrar) abans de poder utilitzar de
nou les cél-lules. Quan les cellules es
mantenen en aquestes condicions no es
poden utilitzar directament per realitzar els
assaigs i, aquest fet implica pérdues de
temps i una despesa de material

addicional.
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Taula A.4.3.2.1. Conservacio de cel-lules a 4°C i efecte en la capacitat de creixement.

Linia cel-lular Temps a4°C Aspecte de les cél-lules Creixement Creixement cel-lular a Creixement cel-lular Cél-lules en
versus el control cel-lular ales 24 h les 48-72 h als 4-5 dies suspensié®

24 Idéntic ++ +++ +++ -

48 Identic ++ +++ 4+ .

BGM 72 Semblant ++ +++ +++ +

96 Semblant + ++ ++4+ +

192 Semblant + ++ +++ +

24 |déntIC ++ ++ +++ _

48 Idéntic ++ ++ +++ -

CaCo-2
72 Semblant + ++ +++ +
96 Semblant + ++ +4+4+ +

+++: creixement confluent
++: creixement practicament confluent
+: cél-lules adherides i creixement iniciat

@ - abséncia de cél-lules en suspensio; +: preséncia de céllules en suspensié
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En aquest cas, la conservacio a 4°C fins
a les 96 hores, per a les dues linies
cel-lulars assajades, permet la seva
utilitzacié directament per a I'enumeracié
de

I'excepcié de I'enumeracié d’echovirus 6 a

la majoria de virus provats, amb
partir de les 72 hores de conservacié de la
linia BGM.

Aixi, doncs, creiem que el métode descrit
aqui, ofereix una alternativa de conservacio
de ceél-lules a curt termini, util per al treball
en laboratori. Les cél-lules animals de les
linies BGM i CaCo-2 es poden mantenir
refrigerades durant un temps prudencial
sense perdre la capacitat de susceptibilitat

d’infeccid ni de formacié de monocapes.
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Aquest fet és d’especial interés ja que a
més de la quantificacioé de virus, els cultius
cellulars tenen moltes altres aplicacions
com a models per analisi bioquimiques i
de

situacions, cal que les cél-lules es trobin en

cel-lulars. Per a cadascuna les
un punt de creixement determinat, amb un
metabolisme concret. | de vegades, les
cél-lules no estan totalment a punt quan es
necessiten. Considerem que seria de gran
interés per als investigadors poder conéixer
si les observacions fetes en aquest treball

poden extrapolar-se a altres usos.
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Capitol 5. Enterovirus en mostres ambientals

5.1 INTRODUCCIO

5.1.1 DENSITATS D’ENTEROVIRUS EN MOSTRES AMBIENTALS

L'avaluacié de la contaminacié viral a I'ambient, incloent-hi I'andlisi d'enterovirus,
estd sotmesa a moltes variacions inherents a la metodologia d'andlisi. Les variacions
poden venir tant de les teécniques utilitzades per a la concentracié i deteccid de virus
com, del tipus de material viric analitzat (particules infeccioses o genoma viral). Quan
la deteccid es centra en els virus infecciosos o del genoma viral per tecniques de
biologia molecular (RT-PCR), els resultats per a la mateixa mostra d'aigua poden diferir

substancialment (Puig et al, 1994).

Tot i que I'aigua residual constitueix el receptacle natural de les femtes, mostrant una
concentracié molt alta d'enterovirus, cal considerar que la densitat dels enterovirus en
aquesta matriu varia en funcié de factors geogrdfics, socio-econdmics, estacionals i
sanitaris. Comunitats amb poca higiene i una elevada proporcidé de poblacid infantil,
produeixen aigUes residuals especialment riques en enterovirus. De fet, els nens sén un
hoste preferencial per aquests virus. Dahling et al (1989) observaren que el nivell
d’enterovirus en aigua residual era més alt a Puerto Rico (una regid amb una elevada
densitat de poblacid i un nivell socioecondmic baix) amb pics de concentracié
d’enterovirus de més de 105 ufp per litre, que en diversos estats del USA. A Israel, el
valor maxim enregistrat a I'aigua residual fou de 106 ufp L' (Buras, 1976) amb nombres

d’enterovirus dins un rang molt ampli entre 6-103i 1-10¢ ufp L-1.

Després del tractament de depuracié encara es detecten enterovirus a I'aigua
residual tractada. La quantitat de virus presents en aquest tipus d'aigua depén del
nivell de contaminacié de I'aigua residual bruta i del tipus de tractament que s'hi
apligui. Morris i Sharp (1984) troben valors maxims de virus en aigua residual fractada
de fins a 4381 ufp L.

Pel que fa a I'estacionalitat, s'observa certa distribucié estacional dels enterovirus
amb els valors maxims durant els mesos d'estiu (Sedmak et al, 2003). A aguesta
estacionalitat cal afegir que hi ha enterovirus amb patrons d'aillament amb anys
epidéemics periodics; és el cas de coxsackievirus B5 (Hamby et al, 1987). A més de
I'estacionalitat en els aillaments d’enterovirus, s'estableix una estacionalitat pel que fa
als casos declarats de poliomielitis. Dowell (2001) descriu que aquesta es pot establir en
funcié de la latitud; a mida que augmenta la distancia a I'equador, es fa evident una

elevada proporcié de casos a I'estiu i a la tardor.
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A les taules 5.1.1.1 i 5.1.1.2 es recullen algunes de les dades publicades referents als
nombres de virus entérics en aigua residual bruta i fractada i, dades dels diferents tipus
d'enterovirus identificats en aquests tipus de mostres. Cal assenyalar que és dificil
establir connexions o comparacions amb els valors de virus en aigua residual, ja que no
es disposa de meétodes de concentracid i deteccid estandarditzats amb un Us
generalitzat d'aquests. Els valors que s'han recollit a partir de les referéncies

bibliografiques sén potser massa dependents de les metodologies.

Les aigUes superficials que reben els efluents de depuradora, també solen contenir
enterovirus. Els rius europeus mostren valors d'enterovirus per litre variables. El riu TOmesi
es va trobar que contenia 100 enterovirus per litre aproximadament (Morris i Waite,
1980). Al mateix Regne Unit, Morris i Sharp (1984) troben valors d'enterovirus en aigua
de riu de fins a 647 ufpL'. En el nostre entorn, es detectaren valors d'enterovirus
(NMPUC ') de 0,2 a 4,6 (mitjana: 0,36) en un punt de captacié d'aigua del riu
Liobregat de I'ETAP (Estacié de Tractament d'AigUes Potables) del Consorci AigUes Ter
Llobregat ubicada a Abrera en el curs baix d'aquest riu i, de 0,15 a 1,2 (mitjana: 0,28)
en un segon punt en aquest mateix riu (Lucena et al, 1988). Aquestes mostres
comptaven amb valors de coliformes fecals de 59104 i 6,5:105 respectivament. En
altres andlisi (Lucena et al, 1985) es froben valors d'enterovirus mitjans de 0,67
MPNCU L' en aquest mateix riu (maxim 4,65) i de 5,44 MPNCU L' (maxim 55) en el riu
Besos, ambdds de la provincia de Barcelona. Aguests i altres valors de virus entérics en
aigua de riu i altres tipus d'aigua superficial frobats a la bibliografia, es recullen a la
taula 5.1.1.3.

L'aigua de riu contaminada comporta un risc quan es destina a usos que poden
conduir els virus entérics a entrar en contacte amb els humans, com el lleure, el regila
potabilitzacié. Les densitats d'enterovirus en aigua de riu i la importdncia que puguin
tenir aquests i altres virus en la salut pUblica no s'ha avaluat totalment, per la manca
de meétodes de concentracié i quantificacié de virus prou eficients per aquest tipus

d'aigua.
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Taula 5.1.1.1. Preséncia d' enterovirus o virus entéerics en aigua residual.

Mostra Origen de I'aigua Tipus de virus Quantitat de virus Perceni::)gsieﬁseesmostres Se‘;?;im:::l;fvei:s:is Referéncia
Rigue reseluel Israel Enterovirus 6-10%-10¢ ufp L1 Buras, 1976
bruta
USA (Californial) Enterovirus 60 9 Schmidt et al, 1978
Canada Enterovirus 90,5 Payment et al, 1979
Enterovirus 61,8 Sekla et al, 1980
USA (Florida) Enterovirus 87 ufp L1 [6,2-2250] 100 Hejkal et al, 1981
Austrdlia Enterovirus 100 Irving i Smith, 1981
Regne Unit Enterovirus 200-81600 ufp L 100 Morris, 1984
Espanya Enterovirus 90 14 Lucena et al, 1985

4885 ufp L1 [400-
14000] (no conc.)
5407 loci-L! [1000- 93 (no concentrades-3 mL)

Enterovirus

Rotavirus
8000] (no conc.)
Espanya - _ 267 ufp L1 [32-708] Bosch et al, 1986
nterovirus
(conc.)
. 237 loci L' [35-480] 100 (concentrades)
Rotavirus
(conc.)
Canada Enterovirus 95,5 mpniu L' [0,2-995] 100 9 Payment et al, 1986
Enterovirus 100 13 Krikelis et al, 1988
. Enterovirus 100 a 242500 ufp L' 100 .
Puerto Rico REOVIrUS 0-1247 ufp L 0 Dahling et al, 1989
. 31 .
Espanya Enterovirus 75 (genomes] Puig et al, 1994
Italia Enterovirus 58 Carducci et al, 1995
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Taula 5.1.1.1. Preséncia d' enterovirus o virus enteérics en aigua residual. (Continuacid)

Mostra

Origen de I'aigua

Tipus de virus

Quantitat de virus

Percentatge de mosires
positives

Serotips diferents

e i Referéncia
enterovirus

Aigua residual
bruta

Espanya
Nova Zelanda
Grecia
Canada

Espanya
Egipte

Enterovirus
HAV
Adenovirus

Enterovirus

Enterovirus
Adenovirus

Virus enteérics

Rotavirus

233-2667 ufp L1

962 NMPUC L1 [4-
12514]

237 mpniu L1 - 3347

40 (genomes)
27 (genomes)
93 (genomes)

100

50 (genomes)
58,3 (genomes)

66,9 (genomes)
85,7 (genomes)

Pina et al, 1998

Green i Lewis, 1999

Vantarakis i
Papapetropoulou, 1999

Payment et al, 2001

Villena et al, 2003

USA (Wisconsin) Enterovirus Bl 88 24 Sedmak et al, 2003
mpniu -L
Austrdlia Enterovirus 100 Irving i Smith, 1981
Aigua residual : 4 ufp L1 [1-12] 87
e/t Espanya Enterovirus 10 loci 1! [5-30] 75 Bosch et al, 1986
ity o -1 -
Canada Enterovirus e m%rg%]L [0.3 100 9 Payment et al, 1986
Aiguaresidual ¢ (cglifamia) Enterovirus 9.4 Schmidt et al, 1978
fractada
21 Sekla et al, 1980
USA (Florida) Enterovirus 7.4 ufp L1 [0,8->36] 100 Hejkal et al, 1981
Austrdlia Enterovirus 46 Irving i Smith, 1981
Regne Unit Enterovirus 400-75800 ufp -L-1 100 Morris, 1984
4381 ufp L-1 86
409 ufp L-1 81
Regne Unit Enterovirus 800 ufp -L-1 32 8 Morris i Sharp, 1984
1000 ufp L-1 43
100 ufp L-1 37
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Taula 5.1.1.1. Preséncia d' enterovirus o virus enteérics en aigua residual. (Continuacio)

Percentatge de mostres Serotips diferents

Mostra Origen de I'aigua Tipus de virus Quantitat de virus positives d’enterovirus Referencia
Aigua residual . 0,6 ufp L' 29
tractada Espanya Enterovirus 6.7 loci L 50 Bosch et al, 1986
Canada Enterovirus 1,4 mpniu L' [0-12,2] 79 4 Payment et al, 1986
. Enterovirus 1-24000 ufp L 100 .
Puerto Rico Reovirus 0-21 ufp L 53 2 Dahling ef al, 1989
185 pv-100 L' 75
2 pv-100 L! 50
USA (California) Virus enteérics 200 pv 100 L 79 Asano ef al, 1992
6 pv-100 L! 45
2 pv-100 L! 87

48 (genoma-llana de vidre)

Franca Enterovirus 72 (genoma-pols de vidre Gantzer et al, 1997
i _ J -1
Franca Enferov!rus 1,5-22,5 NMPUC L 10 Gantzer et al, 1998
Enterovirus Genoma 19
Nova Zelanda Enterovirus <6-276 ufp L 50 Green i Lewis, 1999
.. . Vantarakis i
Grecia Enterovirus 0 (genomes) Papapetropoulou, 1999
Canada Virus entérics 972 NMPUC ! Payment et al, 2001
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Taula 5.1.1.2. Percentatge de diferents enterovirus en aigua residual bruta i fractada.

Polio P°1"° Polio P°2"° Polio Po:;io Cox | Cox Cox | Cox Cox Cox Cox Echo Echo Echo Echo Echo Echo Echo Echo Echo Echo Echo Echo Echo R NI Referéncia
1 B 2 s 3 T Bl B2 B3 B4 B5 B6 A 3 5 [} 7 9 n 12 13 | 14 17 22 25 30
Aigua residual bruta 98,5 8 2,5 Payment et al, 1979
2,9 23,5 8.8 11,8/ 29 1 88 20,6 59 2,9 1,7 Schmidt et al, 1978
100 Lucena et al, 1985
5,7 52 4,2 03 1,6 1257 | 0,4 0,4 56,5 Payment et al, 1986
16 0.2 83 Dahling et al, 1989
35 (11,178 1187|173 06| 26 152/ 08 | 04 166 27 09 |13 <5 Hovi et al, 1996
115 Manor et al, 1999
07 25 13273105 0 02|49 | 0 177104 19 20106 |42 /02 15 06|37 57 Sedmak et al, 2003
Aigua residual sedimentada 10,1 23.2 22,1 2.7 154 64 23 23 15.4 Payment et al, 1986
Aigua residual fractada 29,1 Nestor i Costin, 1976
3.7 3.7 37 [111]37 |37 37111 3.7 |74 11,1137 (37137 |74 7.4 3.7 Vaughn et al, 1979
43 43 14 14 Chang et al, 1981
12,5 6.3 56,3 25 Payment et al, 1986
25 75 Dahling et al, 1989
Fang activat 41 25 25 28 |Wullenweber i Agbalika, 1984

Polio 1: poliovirus 1 soca no vacunal (Mahoney); Polio 2: poliovirus 2 soca no vacunal (MEF); Polio 3: poliovirus 3 soca no vacunal (Saukett); Polio 1 vac: poliovirus 1 soca vacunal

(Sabin tipus 1); Polio 2 vac: poliovirus 2 soca vacunal (Sabin tipus 2); Polio 3 vac: poliovirus 3 soca vacunal (Sabin fipus 3); Cox B1-Bé: coxsackievirus B1-B6; Echo 3-30: echovirus 3-30;
NI: no identificats.
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Taula 5.1.1.3. Preséncia d' enterovirus o virus enterics en aigUes superficials.

Tipus i origen de Percentaige Serotips diferents 5
Tipus de virus Quantitat mostres , . Referencia
la mostra o d’enterovirus
positives
Riu 17.5 Nestor et al, 1978
Riu 3 Sekla et al, 1980
Reovirus 8 ufp L' [0-19]° 25
RiUs (Japd) Adenovirus 0,3 ufp L [0-2] 95 9 MOTS‘;L;EGT al,
Enterovirus 7.3 ufp L [0-45] 95
Riu (Regne Unif) A7 Ufp 18.8-72,4 Morris i Sharp, 1984
74 ufp L ' ' '
van Olphen et al,
66 1984
0.67 ufp L1 [0,3- 80
. . 4,65]
Riu (Espanya) Enterovirus 5,44 Ufp 1) [0,15- 99 10 Lucena et al, 1985
55]
0,9 NMPUC ! 67
[<1,5-120]
1,5 NMPUC L
Riu (Espanya) Enterovirus =10 T2 8 Bosch et al, 1986b
pany 1,6 NMPUC -1 <7 '
[<1,5-215]
1,6 NMPUC L
[<1,5-120] &7
. . 0,2-4,7 NMPUC 1 44
Riu (Espanya) Enterovirus 0.2-1.2 NMPUC L1 47 Lucena et al, 1988
R Payment et al,
(Canada) 13a71 1988
R . = 17,5 (£19) Payment et al,
(Canadad) Virus enterics NMPUC L 19886
Enterovirus 1 40
Riu (Andorra) S Ui L ) 102200 Bosch et al, 1991
. 4,6 lociL' [0-92]
Rotavirus 80
Llac (Holanda) Enterovirus 10 Vem O|]p9h9€]h el
Llac (Venezuela)  Enterovirus 50 Botero et al, 1992

Rius i llacs .
.. Enterovirus
(Suissa)
Enterovirus

Riu Safo (Japd) Reovirus

Llac (Italia) Enterovirus

Riu (Espanya) Enterovirus

Enterovirus
HAV
Adenovirus

Riu (Espanya)

40,6 ufp L' [0-190]
56,2 ufp L1 [0-356]

0,29 ufp L-1 [0-2]
0,93 ufp L-1 [0-10]
0,52 ufp L-1 [0-8]
0,83 ufp L-1 [0-4]
1,5 ufp L-1 [0-7]
0,08 ufp L-1 [0-1]

17.5 (genoma)

12

14,28
21,4
18
41,66
50
7,69
22 (genomes)
43 (genomes)
65 (genomes)

Gilgen et al, 1995

Tani et al, 1995

Aulicino et al, 1996

Vidal et al, 1997

Pina et al, 1998

@ [valor minim — valor maxim]

241



Capitol 5. Enterovirus en mostres ambientals

Taula 5.1.1.3. Presencia d'enterovirus o virus entérics en aigUes superficials. (Continuacio).

Tipus i origen de Tipus de virus Quantitat Perceniai.g.e Sercy>hps dlfe.rents Referéncia
la mostra mostres positives  d’enterovirus
Aigies Enterovirus Infecciosos 8.7
sub’regrrdnies Enterovirus Genoma 30,1 Abbaszadegan et
(USA) HAV Genoma 8,6 al, 1999
Rotavirus Genoma 13.8
A|gge.s Enterovirus cenema jite 17,2 Chapron et al, 2000
superficials PCR)
Enterovirus 0,020 0,84 75
Riu (Korea del NMPUC L
Sud) Enterovirus 69 (genomes) S @ e, 2002
Adenovirus 87.5 (genomes)
Llacs Florida LI N
(USA) Enterovirus 40 Betancourt ef al,
2000
6 Grabow et al, 2001
- Donaldson et al,
Superficials 60 (genomes) 3 2002
AEElE 6,7 Sekla ef al, 1980
beguda

Pel que fa al tipus de virus que s'dillen a partir d'aigua de riv (Taula 5.1.1.4),
s'identifiquen poliovirus, coxsackievirus A i B i echovirus. Cal destacar I'elevat
percentatge de preséncia de poliovirus i el fet que, dins d'aquests dillaments

s'identifiquen soques vacunals i salvatges (Lucena et al, 1985).

Taula 5.1.1.4. Distribucié d'enterovirus en aigua de riu.

Tipus d’enterovirus

No identificats Origen Referéncia
Poliovirus Coxsackie B Echovirus
Nestor i Costin,
14,7 85,3 1976
33,5 15,5 2.8 48,2 s epd)  SUUE & el
1984
. N Lucena et al,
88,9 55 3,7 1,9 Riu Besos 1985
Riu Lucena et al,
2/ 242 121 o Llobregat 1985
19,5 56 24,53 0 Kiu Seiie Tani et al, 1995
(Japo)

La tercera de les matrius a estudi, I'aigua de mar, rep contaminants de la descdarrega
d'aigUes residuals brutes o tractades a través dels emissaris submarins, de les
deposicions dels fangs de depuradora i de diversos contaminants abocats als rius que

desemboquen al mar. El material de rebuig i I'aigua residual descarregats des dels
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vaixells s'afegeix al total de la contaminacié. Aquesta aigua de mar contaminada
doncs, comporta un risc per als banyistes i per als consumidors de productes marins,
principalment, marisc. Com en el cas comentat anteriorment de I'aigua de riu, les
densitats d'enterovirus en aigua de mar i la importdncia que poden tenir aquests i
altres virus enterics humans en la salut publica, tampoc s'ha avaluat totalment per la
manca de métodes de concentracid i quantificacid de virus prou eficients/sensibles

per aquest tipus de matriv aquosa.

Només alguns valors d'enterovirus a I'ambient mari trobats a la bibliografia. Rao et al
(1984), quantifiquen enterovirus cultivables (recompte obtingut pel métode de
monocapa) en diferents mostres de I'ambient mari i obtenen els segUents resultats; 3-
12 ufp/379 litres en aigua de mar; 4-40 ufp/379 litres en els solids suspesos; 39-398
ufp/379 litres en el sediment no compactat i 7-10 ufp/kg en el sediment. Fleisher et al
(1996) troben valors d’enterovirus de 3,52 ufp-10L" dins un rang que va de 0 a 1419
ufp -10L! en aigua de mar al Regne Unit. Les taules 5.1.1.51 5.1.1.6 contenen alguns dels

valors de virus entérics i dels diferents tipus d'enterovirus, que recullen diferents treballs

anteriors, els quals tracten la determinacid de virus entérics en adigua de mar.

Taula 5.1.1.5. Preséncia d’ enterovirus o virus enterics en aigua de mar.

Percentatge de e S
Mostra Tipus de virus o d’enterovirus Referencia
mostres positives N
diferents
Mar Enterovirus 14 7 Rao et al, 1984
Sediment Enterovirus 547172 Rao et al, 1984
Fleife Enterovirus 17,1718 5 Lucena et al, 1985
(Espanya)
sediment Enterovirus 55 Bosch et al, 1988
(Espanya)
Em[ssqu Virus entérics 87.5 Krikelis et al, 1988
(Grecia)
Plono. (Ir!ondo) 87
Aigues
recreacionals Enterovirus Hughes et al, 1992
45,8
dolces 84.6
(Ilanda) ’
(Italia) Enterovirus 82 (genomes) Muscillo et al, 1994
Platges . 0 .
(Anglaterra) Enterovirus 80 (genomes) Pallin et al, 1997
Enterovirus 44 (genomes)
Mar (Espanya) HAV 33 (genomes) Pina et al, 1998
Adenovirus 78 (genomes)
Badia (Hawai) Enterovirus 8 Reynolds et al, 1998
Mar Adridtic Enterovirus 32,6 . .
(Italia) Reovirus 49,3 9 FlelE G el 2000
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Taula 5.1.1.6. Distribucié dels diferents enterovirus identificats a partir d'aillaments en aigua de

mar.

Tipus d’enterovirus
Referéncia

Polio Polio Polio Cox Cox Cox Echo Echo Echo Echo

1 2 3 B3 B4 B5 7 11 22 29
20 40 20 20 Vaughn et al, 1979
18 39 3 10 14 7 Rao et al, 1984
74 Lucena et al, 1986
6,4 10,6 6,4 17 276 19 10,6 Pianetti et al, 2000

Polio 1-3: poliovirus 1-3; Cox B3-B5: coxsackievirus B3-B5; Echo 7-29: echovirus 7-29

Per la proximitat geogrdfica, ressaltar els diferents estudis que s'han realitzat

historicament, prenent com a base mostres d’aigua de mar de I'area metropolitana

de Barcelona. Breument, els resultats que s'obtingueren pel que fa a nivells

d’enterovirus, mostres positives i tipus d’'enterovirus identificats, es mostren a les taules

5.1.1.715.1.1

8.

Taula 5.1.1.7. Estudi de platges de la provincia de Barcelona (concentracié per pols de vidre i

enumeracié per NMP). Juny de 1979. (Finance et al, 1982).

Platja

Intervals de valors

d’enterovirus NMPUC 1! Tipus de virus allats

% mostres positives

Polio 1 salvatge
Polio 2 salvatge

Castelldefels 50 0,120 0,92 Polio 3 salvatge

Barceloneta 100 0,12a 1,72

Polio 3 vacunal
Coxsackie B5
Polio 2 vacunal
Polio 3 vacunal
Polio 1 salvatge
Coxsackie B5
Polio 2 salvatge
Polio 3 salvatge
Polio 3 vacunal

Badalona 50 0,12a 1,6 Coxsackie B5

Coxsackie B2

Taula 5.1

.1.8. Allaments en aigua de mar de platges de Barcelona (Lucena et al, 1985).

Platja Soques virals

Echovirus 11
Poliovirus 3 vacunal
Poliovirus 1 salvatge
Poliovirus 3 vacunal
Poliovirus 2 salvatge
Poliovirus 3 salvatge

Barceloneta

Badalona

Gava
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5.1.2 INDICADORS MICROBIOLOGICS DE QUALITAT DE L'AIGUA

Per la dificultat de detectar directament els patdgens en mostres ambientals, la
qualitat microbiologica de les aigles s'ha mesurat classicament amb I'andlisi de
microorganismes indicadors. Els bacteridfags s'han proposat des de fa temps com a
indicadors del comportament de virus. Guelin (1952) va ésser el primer en proposar la
utilitzacié de bacteriofags com a indicadors de bacteris enterics i virus. | més tard, Kott
et al, (1974) postulen els colifags somdtics com indicadors de contaminacié viral
humana a I'ambient. A la década dels 80 es proposen tres grups de bacteridfags com
possibles microorganismes model de la contaminacié viral de les aigUes: els colifags
somatics (IAWPRC, 1991), els fags F-especifics ARN (Havelaar i Hogeboom, 1984) i els
fags que infecten Bacteroides fragilis (Jofre et al, 1986; IAWPRC, 1991).

Pel que fa a la utilitzacié d'un virus animal com a indicador, es proposd la utilitzacid
de la soca vacunal de poliovirus 1. Perd estudis realitzats des de mitjans dels anys 70,
constaten la no utilitat de poliovirus 1 (Sabin) com a indicador de la qualitat virologica
de I'aigua ja que no es troba en moltes mostres d'aigua residual. Per exemple,
poliovirus 1 (Sabin) no es detectd en el 50% de les mostres d'aigua residual, tot i
I'administracié rutinaria de la vacuna OPV (atenuada) als infants (Katzenelson i Kedmi,
1979). En aquestes aigUes residuals els valors d’enterovirus cultivables per litre es

frobaven en el rang de 102 a 104 ufp L.

Els microorganismes indicadors doncs, han de frobar-se als tipus d'aigua a analitzar
per tal que puguin acomplir amb el seu propdsit. Les taules 5.1.2.1, 5.1.2.2 i 5.1.2.3
recullen valors d'alguns d'aquests microorganismes en diferents tipus de mostres

ambientals.
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Taula 5.1.2.1. Concentracié de microorganismes presents en aigUes residuals europees que

s'utilitzen com a indicadors de contaminacid fecal. Adaptat de Contreras-Coll et al (2002).

Microorganisme Indicador Concentracié en aigua residual (ulog 100 mL-1)
Coliformes totals 7-9
Coliformes fecals 6-8
Enterococs 5-7
E. coli 6-8

Espores de clostridis sulfito-reductors 4

Colifags somatics 6-8
Bacteriofags F-especifics d’ARN 5-7
Bacteriofags que infecten Bact. fragilis 4-6

Taula 5.1.2.2. Concentracions de microorganismes indicadors en aigues de bany d’Europa. Les
platges foren seleccionades per tal que presentessin valors d'E. coli entre 10 1000 ufc <100 mL.
Adaptat de Contreras-Coll et al (2002).

Microorganisme Indicador Concentracio en aigies de bany
(ulog 100 mL-")

E. coli 1-3

Enterococs 1-3

Colifags somatics 2-4

Bacteriofags F-especifics d'ARN 0-1
Bacteriofags que infecten Bact. Fragilis RYC 2056 0-1

Taula 5.1.2.3. Concentracions de microorganismes indicadors en aigua de rius d'Europa i Sud

Ameérica. Adaptat de Lucena et al (2003).

Microorganisme Indicador Concentracié en aigua de riv (ulog 100 mL-')
Coliformes fecals 3.5-4
Enterococs 3
Colifags somatics 3.5-4
Bacteriofags F-especifics d’ARN 2,5
Bacteridofags que infecten Bact. fragilis 1.5
Espores de clostridis sulfito-reductors 2,5
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Com a objectius del present capitol es planteja:

e Conéixer si els metodes de quantificacid i deteccid desenvolupats
proporcionaven un quadre de nombre i diversitat d’'enterovirus en aigies

contaminades del nostre entorn diferent del que es tenia.

e Comprovar si aguests mateixos métodes permeten una apreciacié diferent dels

resultats d’eliminacié d'enterovirus en EDARSs.

e Comparar els valors d'enterovirus amb els de diferents indicadors per als que es

disposa de méetodes estandarditzats, en diferents tipus d’aigUes.

e Comprovar si amb les noves técniques més acurades de quantificacid de virus

poden establir-se relacions entre els enterovirus i els indicadors microbiologics.
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5.2 MATERIAL | METODES

5.2.1 CARACTERITZACIO MICROBIOLOGICA DE L'AIGUA RESIDUAL.
QUANTIFICACIO | IDENTIFICACIO D’ENTEROVIRUS

5.2.1.1 Mostres

Les mostres d’'aigua residual bruta i tractada es prengueren de dues estacions
depuradores d'aigua residual (EDARs) de la provincia de Barcelona; EDAR Gavad-
Viladecans i EDAR Sant Adrid de Besds. Les caracteristiues de funcionament
d'ambdues EDAR es descriuen al Capitol 2 d'aquesta memoria de tesi. Breument, a
I'EDAR Gava-Viladecans s'aplica un tractament bioldgic a I'aigua residual
principalment urbana mentre que a I'EDAR Sant Adrid de Besds el tractament és fisico-
quimic. L'eleccidé de mostres, a més de |'obtencié de valors, va permetre estimar la
distribucid temporal d'enterovirus i cdlculs de reduccidé de virus cultivables en aigua

residual pel tractament secundari en I'EDAR bioldgica.

5.2.1.2 Quantificacio i identificacid de virus cultivables

Totes les mostres d’aigua residual bruta i fractada seguiren el mateix procediment per

a la determinacid d’enterovirus des del moment de la seva arribada al laboratori.

* Es descontaminaren per filtracid a través de filtres esterilitzants de 0,22 um de
PVDF —polyvinylidene fluoride- (Sterivex-GV, SVGV B1010, Millipore) o de 0,22
um de PES —polyethersulfone- (Sterivex-GP, SVGP B1010, Millipore) ambdds

caracteritzats per ésser filtres de baixa adsorcid proteica.

= Seguidament es condicionaren les mostres amb MgCl2 fins obtenir una

concentraciod final de 0,05 M.

= Finalment, I'enumeracié d'enterovirus cultivables es realitzd utilitzant els
diferents procediments de quantificacié descrits; el métode de monocapa
(Annex I: “Inoculacié de mostres en medi solid. Métode de Monocapa”), el

metode Viraden (Capitol 1) i el metode de doble capa (Capitol 4). Els volums
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de mostra assajats amb cadascun dels métodes es recullen a la taula
5.2.1.2.1.

Taula 5.2.1.2.1. Volums analitzats per a les determinacions de virus cultivables en aigua residual

bruta i tractada utilitzant els métodes de quantificacié de monocapa, Viraden i de doble capa.

Monocapa Viraden Doble Capa
Tipus de mostra
Plaques® VolumP Plaques Volum Plaques Volum

10 2mL 2 TmL 5 TmL

Aigua residual bruta
2 10 mL 5 2mL

Aigua residual 2 20 mL 10 2mL
tractada 2 50 mL

a Nombre de plaques per cada determinacio

b Volum de mostra en cada placa

5.2.2 CARACTERITZACIO MICROBIOLOGICA DE L'AIGUA DE RIU

5.2.2.1 Mostres

Les mostres d'aigua de riu es recollren al punt de captacié de I'Estacié de
Tractament d’Aigles Potables (ETAP) del Consorci AigUes Ter Llobregat ubicada al

municipi d’'Abrera, al curs baix del riu Lliobregat.

5.2.2.2 Determinacio d’indicadors

Es redlitzaren les andlisi corresponents per a I'enumeracid de diferents
microorganismes; els coliformes fecals, els colifags somatics, els fags F-especifics d'ARN
de Salmonella typhimurium WGA49, els bacteridofags que infecten la soca RYC2056 de
Bacteroides fragilis i els bacteriofags que infecten la soca GA-17 de Bacteroides

thetaiotaomicron.
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5.2.2.2.1 Determinacié de coliformes fecals

A partir de la mostra d'aigua de riu es procedi enumerant bacteris coliformes fecals
emprant la técnica de filfracié en membrana i utilitzant com a medi de cultiu el medi
m FC com es descriu a I’ Annex |. Es realitzd la filtracié de volums de 0,1 mL, 1 mLi 10 mL
per duplicat. Els resultats del recompte d'unitats formadores de colonies es referiren a

volums de 100 mL de mostra.

5.2.2.2.2 Determinacié de colifags somatics

Per a la determinacié dels bacteridofags, les mostres d'aigua de riu es
descontaminaren per filtracié a través de filtres de 0,22 um de PVDF i seguidament es
procedi a I'enumeracié dels colifags somatics seguint el métode de quantificacié de
bacteriofags per doble capa d'agar, emprant com a bacteri hoste E. coli WG5 segons
normativa ISO 10705-2 (Andnim, 2000).

Es fitularen 5 mL de mostra en total, aplicant 1 mL de mostra per placa de Petri de 90
mm de didmetre. Els resultats del recompte d'unitats formadores de clapes es referiren

a volums de 100 mL de mostra.

5.2.2.2.3 Determinacié de bacteriofags F-especifics d’ARN

Amb la mostra d'aigua de riu es procedi descontaminant per filtracié i titulant els
bacteridofags seguint normativa ISO 10705-1 (Andnim, 1995). S'analitzaren volums de
mostra de 5 mL per placa de Petri de 140 mm de didmetre. L'andlisi es realitza per
duplicat emprant plagues amb medi semisolid amb i sense ARNasa. Amb el recompte
de clapes en ambdues plaques es calculd el nombre de bacteridfags F-especifics

amb genoma ARN.

5.2.2.2.4 Determinacié de bacteriofags que infecten la soca RYC2056 de Bacteroides

fragilis

Es procedi concentrant 25 mL d'aigua de riu i descontaminant I'eluit per filtracié. A

partir d'aqui, es ftituld directament seguint normativa ISO 10705-4 (Anonim,
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2001)emprant la soca RYC2056 de Bacteroides fragilis, titulant tot el volum de ['eluit

aplicant 1 mL de mostra per placa de Petri de 90 mm de didmetre.

5.2.2.2.5 Determinacié de bacteriofags que infecten la soca GA-17 de Bacteroides

thetaiolaomicron

A partir de la mostra d'aigua de riu descontaminada per filiracid a través de filtres de
0,22 um de PVDF es procedi a I'enumeracié dels bacteriofags presents a la mostra
capacos d'infectar la soca GA-17 de Bacteroides thetaiotaomicron seguint el mateix
procediment que marca la ISO 10705-4 per a I'enumeracié de bacteridofags que
infecten Bacteroides fragilis (Andnim, 2001) pero utilitzant en aquest cas la soca GA-17

com a bacteri hoste. Els medis de cultiu foren els mateixos.

La soca GA-17 de Bacteroides thetaiotaomicron s'dilld al laboratori a partir d'aigua
residual i es selecciond d'entre centenars de soques ja que mostrd recomptes de
bacteridfags en aigua residual superiors als que s'obtenien amb les soques de
Bacteroides fragilis emprades fins llavors (Bact. fragilis HSP40 i Bact. fragilis RYC2056).

L'aillament i caracteritzacié de la soca fou dut a terme per la Dra. Maite Muniesa.

Per a I'estudi es realitza la titulacié dels bacteridfags a partir de cultius de la soca GA-
17 de tota la nit que es reinocularen en medi BPRM fresc fent una dilucid 1:100 i es

feren créixer de nou fins obtenir valors de D.O. 620 nm que es situessin entre 0,31 0,5.

Es realitzd el recompte de 10 mL de mostra en total, titulant 1 mL de mostra per placa
de Petri de 90 mm de didmetre. Els resultats del recompte d'unitats formadores de

clapes es referiren a volums de 100 mL de mostra.

5.2.2.3 Determinacioé d’'enterovirus

Les mostres s'analitzaren en parallel aplicant el metode Viraden i de doble capa a
volums d'1 a 2 litres de mostra d'aigua de riu crua. Els resultats de la comparacié dels
meétodes es presenten al Capitol 4. Per a la comparacié amb els valors dels diferents
indicadors microbiologics o virologics s'utilitza el valor d'enterovirus quantificable més

alt, obtingut independentment del métode de quantificacid utilitzat.
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5.2.3 CARACTERITZACIO MICROBIOLOGICA DE L'AIGUA DE MAR

5.2.3.1 Mostres

Les mostres emprades per a I'estudi de les densitats d’enterovirus en aigua de mar, es
recolliren en dues platges de la zona metropolitana de Barcelona que es troben sota
la influéncia dels emissaris corresponents a dues EDARs (concretament, les EDARs

referides anteriorment en aquest mateix estudi).

Les mostres es varen recollir durant un periode que va incloure mesos de primavera,
estiu i tardor de 2002. Calgueren volums de 10 litres d'aigua de mar per a cadascuna
de les andlisi d'enterovirus i un volum addicional de 2 litres per a la resta de
determinacions microbioldogiques. Agquests volums de mostra es recolliren en bidons de
20 litres de capacitat que havien estat previament descontaminats per contacte amb
una solucié d'hipoclorit sodic 0,1% durant 30 minuts. El clor residual es neutralitzd per
contacte amb una solucié de tiosulfat sodic 0,05%. (Annex Il) durant 30 minuts. Les
mostres es processaren immediatament a I'arribada al laboratori, procedint amb les

determinacions microbioldgiques que es descriuen a continuacié.

5.2.3.2 Determinacio d’indicadors

5.2.3.2.1 Determinacié d’Escherichia coli

Emprant la técnica de filtfracié en membrana i utilitzant com a medi de cultiu el medi
LMX Fluorocult aplicant el procediment descrit a I'’Annex |, s’analitzaren volums de
mostra de 101 100 mL per duplicat. El total de colonies crescudes damunt aquest medi

correspongueren al recompte de coliformes fecals.

Es realitzaren determinacions d’E. coli en paraliel a les mateixes mostres emprant una
técnica per al recompte d’'Escherichia coli en aigUes superficials i residuals basada en
un micrometode de sembra en medi liquid anomenat MUG/EC METHOD (53782-53785,
Bio-Rad). Aguest metode, recomanat per a la determinacié d’E. coli en adigua de mar,
es basa en la determinacié d'Escherichia coli mitjangcant la deteccié d'un enzim
present en aquest bacteri (B-glucuronidasa) el substrat del qual (4-metil-umbeliferil-B-D-
glucuronic, MUG) es troba deshidratat als pous de la microplaca. El substrat es

rehidrata amb les dilucions de I'aigua a andlitzar. En preséncia de I'enzim el substrat
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allibera un compost fluorescent que es revela mitjancant llum ultravioleta. Un cop
efectuada la lectura i el recompte dels pous que presenten fluorescéncia es pot
estimar el nombre d’E. coli presents a la mostra basant-se en I'aplicacié del NMP
(Nombre Més Probable). La taula per al cdlcul directe del nombre més probable a

partir del nombre de pous que presenten fluorescéncia es recull a I' Annex 1.

Per a aigues de mar a nivell de platja es recomana efectuar dues dilucions (1/2 i
1/20) de la mostra i inocular 64 i 32 pous respectivament amb cadascuna d’elles. En el
nostre cas es realitzd només la dilucid 1/2 i s'inocularen els 96 pous amb aquesta dilucid

procedint-se com es descriu a continuacid.

— Es prepararen les dilucions 1/2 de les mostres utilitzant PBS 1x estéril com a diluent i
seguidament es procedi a disposar I'indcul als pous, treballant en condicions

d'asépsia. El volum de dilucié de la mostra a cadascun dels pous fou de 200 ul.

— Un cop plens tots els pous, es tapd la microplaca amb una fulla de paper adhesiu

transparent i s'incubaren les plagues un minim de 36 hores a 44°C.

— Els pous que presentaren creixement a 44°C (sediment al fons del pou) i
fluorescéncia blava quan s'irradiaven amb llum UV correspongueren al recompte
positiv. La lectura es realitzd a les 36 hores aproximadament. Aquesta lectura pot

eventualment aplacar-se fins a un maxim de 72 hores.

— Per a la determinacié del valor de NMP de microorganismes havent aplicat el
métode com s’ha descrit es disposd d'una taula que proporciond directament el
NMP de bacteris en 100 mL de mostra a partir del nombre de pous positius (Annex |;
Taula A-1.6).

5.2.3.2.2 Determinacié d’enterococs fecals

Emprant la técnica de filtfracié en membrana i utilitzant com a medi de cultiu el medi
mEnterococcus i confirmacié sobre el medi de cultiu Bilis Esculina, aplicant el
procediment descrit a I'Annex |, s'anadlitzaren volums de mostra de 10 i 100 mL per

duplicat.

Es realitzaren determinacions d’enterococs en parallel a les matfeixes mostres
emprant la técnica descrita a I'apartat anterior perd en aquest cas emprant les
microplaques indicades per al recompte d’enterocos en aigUes superficials i residuals
MUD/SF METHOD (53783-53786, Bio-Rad). El principi és el mateix que en el cas de la

determinacié d'E. coli perd per als enterococs I'enzim que es detecta és la B-
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glucosidasa present en tots els enterococs i, el substrat fluorogenic emprat és el MUD

(4-metil-umbeliferil-B-D-glucosid).

Per a la determinacié d'enterococs es realitzaren igualment les dilucions 1/2 de les

mostres en PBS 1x estéril i es segui el procediment descrit a I'apartat anterior.

Cal una microplaca per a cada mostra a analitzar.

5.2.3.2.3 Determinacié de colifags somatics

Aplicant el mateix procediment descrit per a la determinacié de colifags somatics en
aigua de riu es procedi titulant 10 mL de mostra d'aigua de mar en total, aplicant 5 mL
de mostra per placa de Petri de 140 mm de didmetre. Els resultats del recompte

d’unitats formadores de clapes es referiren a volums de 100 mL de mostra.

5.2.3.2.4 Determinacié de bacteriofags F-especifics i somatics de Salmonella WG49 (F-

totals) i de fags F-especifics d’ARN

Amb la mostra d'aigua de mar es procedi amb el protocol de concentracié de
bacteriofags (Annex |) filirant 200 mL de mostra. El volum escollit per a la concentracié
fou de 200 mL ja que es descriven percentatges de recuperacié de bacteridfags
emprant aquest métode de concentracié del 50% (Contreras-Coll et al, 2002). Al voler
el resultat d'ufp per 100 mL de mostra, filfrant-ne 200 mL, es corregi el percentatge de

recuperacid descrit.

L'eluit procedent de la concentracidé es descontamind per filtracid i es procedi
directament amb la titulacié dels bacteridfags seguint normativa ISO 10705-1 (Andnim,
1995) titulant tot el volum de I'eluit aplicant 1 mL de mostra per placa de Petri de 90
mm de didmetre emprant només el procediment per a la determinacid per als
bacteridfags F-especifics totals (és a dir utilitzant medi TYGAss sense ARNasa). La suma
del recompte d'unitats formadores de clapes de totes les plagues correspongué

directament al nombre de bacteridofags en volums de 100 mL de mostra.

Quan es detectd la preséncia de clapes de bacteriofags F-especifics totals (amb
genomes ADN i ARN), es procedi a I'aillament d'aquestes (Annex |) i a la determinacié
del percentatge de fags F-especifics d'ARN i al seu genotipatge segons el
procediment establert per Schaper i Jofre (2001). Breument, un cop es disposd de la

suspensié de bacteriofags que provenia de cadascuna de les clapes, es realitzd un test
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de la gota sobre la soca de Salmonella typhimurium WG49 emprant, en paraliel,
TYGAss amb i sense ARNasa per tal de determinar el nombre de bacteridofags F-
especifics d'ARN i, a partir de les plagues on es realitzd el test de la gota sense ARNasa,
es redlitza la fransferéncia de I'acid nucleic dels fags a membranes de nild i es segui

amb el procediment descrit per al genotipatge d'aquests (Schaper i Jofre, 2001).

5.2.3.2.5 Determinacié de bacteriofags que infecten la soca RYC2056 de Bacteroides

fragilis

Es procedi com en el cas anterior, concentrant 200 mL d'aigua de mar i
descontaminant I'eluit per filtracié. A partir d'aqui, es tituld directament seguint
normativa ISO 10705-4 (Anonim, 2001)emprant la soca RYC2056 de Bacteroides fragilis,
titulant tot el volum de I'eluit aplicant 1 mL de mostra per placa de Petri de 90 mm de
digmetre. La suma del recompte d'unitats formadores de clapes de totes les plaques

correspongué directament al nombre de bacteridfags en volums de 100 mL de mostra.

5.2.3.2.6 Determinacié de bacteriofags que infecten la soca HSP40 de Bacteroides

fragilis

Es procedi com en els casos anteriors, concentrant 200 mL d’'aigua de mar i
descontaminant I'eluit per filtracié. A partir d'aqui, es tituld directament seguint
normativa ISO 10705-4 (Andnim, 2001)emprant la soca HSP40 de Bacteroides fragilis,
fitulant tot el volum de I'eluit aplicant 1T mL de mostra per placa de Petri de 90 mm de
didmetre. La suma del recompte d'unitats formadores de clapes de totes les plaques

correspongué directament al nombre de bacteridofags en volums de 100 mL de mostra.

5.2.3.2.7 Determinacié de bacteriofags que infecten la soca GA-17 de Bacteroides

thetaiotaomicron

Com en els casos anteriors, es concenfraren 200 mL d'aigua de mar i es
descontamind I'eluit per filtracié. A partir d'aguest punt es procedi directament amb la
titulacié dels bacteridofags seguint normativa ISO 10705-4 (Andnim, 2001)emprant la
soca GA-17 de Bacteroides thetaiotaomicron, titulant tot el volum de I'eluit aplicant 1

mL de mostra per placa de Petri de 90 mm de didmetre. La suma del recompte
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d'unitats formadores de clapes de totes les plaques correspongué directament al

nombre de bacteridofags en volums de 100 mL de mostra.

5.2.3.3 Determinacio d’enterovirus

5.2.3.3.1 Determinacié d’enterovirus cultfivables

Les determinacions d'enterovirus en aigua de mar es realitzaren utilitzant els métodes
de concentracié per pols de vidre i enumeracid per doble capa i el metode de
concentracié enumeracid Viraden en plagues de 90 mm de didmetre com s'indica en

el Capitol 4.

5.2.3.3.2 Determinacié de la preséncia d’ARN d’enterovirus per RT-PCR

Es segui el procediment descrit per Pina et al (1998) el qual consisti en la concentracid
de volums de 500 mL d'aigua de mar per tal de realitzar posteriorment I'andlisi de Ia
presencia de genomes de virus per RT-PCR i PCR imbricada. El procediment que es

segui es descriu a continuacio.

- Es filtraren volums de 500 mL de mostra per filires de 0,22 um de didmetre de porus
d'ésters de cellulosa i 47 mm de didmetre (GSWP 047 00, Millipore).

- Un cop filtrat tot el volum de mostra, es disposa el filtre dins una placa de Petri estéril
de 50 mm de didmetre i s'elui mitjiancant agitacié orbital durant 30 minuts amb 2 mL

de tampo glicina pH 10,5.
- Es recuperd I'eluit en un tub de 10 mL de capacitat esteril i s'afegiren 2 mL de PBS 2 x.

- El volum obtingut es filtrad emprant filtres Amicon® Ultra 100.000 (MWCO, UFC810096,
Millipore) procedint amb la centrifugacié d'aquests a 2000 xg fins que el volum final
damunt el filtre fou de 100 a 150 ulL aproximadament. En els casos en que no quedd
volum de mostra damunt el filire després de centrifugar, s'afegi un volum de 150 plL

de PBS 1x estéril per tal de recuperar els virus disposats damunt el filtre.

- Es recuperd el volum de mostra restant i es procedi amb I'extraccié d'ARN viral
emprant el kit d'extraccid QIAamp® Viral RNA Mini Kit (QIAGEN GmbH, Germany)

com es detalla a I’Annex .
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- S'amplifica el fragment dels genomes d’enterovirus mitjancant la reaccié de RT-PCR i
PCR imbricada (Annex lJemprant els cebadors EP1 i EP4 i nEP1 i nEP4 descrits al
Capitol 4.
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5.3 RESULTATS I DISCUSSIO

5.3.1 CARACTERITZACIO MICROBIOLOGICA DE L'AIGUA RESIDUAL.
QUANTIFICACIO | IDENTIFICACIO D’ENTEROVIRUS

5.3.1.1 Determinacié de virus cultivables en aigua residual bruta

El percentatge de mostres (50 mL) d’aigua residual bruta en les que es detecten
enterovirus per cultiu celular, és 100% independentment del métode de quantificacid
utilitzat, el métode de monocapa, el méetode Viraden i el métode de doble capa.
Alfres resultats del treball, amb volums de mostra analitzats inferiors mostren
percentatges de mostres amb resultat positiv i quantificable d’'enterovirus lleugerament

inferiors.

Els valors d’enterovirus en les aigues residuals brutes estudiades poden variar des de
510" a 104 ufp L' depenent principalment, del métode de quantificacio, de la linia
cel{ular utilitzada per a I'dillament i, com es veurd mes endavant, de I'época de I'any.
No es realitzaren andlisi de microorganismes indicadors per la gran informacié que ja hi
ha d'arreu del mén i molt concretament de les aigUes residuals estudiades (Taula
5.1.2.1).

La determinacié més o menys continuada al llarg d'un periode de 3 a 4 anys (1999-
2003) ha permés observar una certa distribucié estacional dels enterovirus presents en
adigua residual bruta d'origen urbd en dues EDARs de I|'drea metropolitana de

Barcelona.
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Figura 5.3.1.1.1. Enterovirus en aigua residual bruta enumerats emprant el métode Viraden (®) o el métode de doble capa (O).
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Efectivament, a partir dels resultats (Figura 5.3.1.1.1) s'observa una estacionalitat en
la magnitud de la contaminacid per enterovirus, principalment amb els valors obtinguts
per Viraden, els quals corresponen a periodes de seguiment més llargs. S'observen
increments d'enterovirus en aigua residual bruta a partir del mes de marc i fins @
comencaments d’estiu. Queden doncs, els pics lleugerament desplacats respecte als
periodes d'augment de presencia d’'enterovirus en aigua residual que es descriuen
fradicionalment per als climes temperats, on els increments en el nombre d’'enterovirus
es localitzen a I'estiv i la tardor (Metcalf et al, 1995; Sedmak et al, 2003). D'altra banda
estudis que detecten pics d'enterovirus a la tardor i I'hivern, tot i caracteritzar les zones
de clima temperat, corresponen a zones situades a latituds més altes (Finldndia). En
diversos estudis realitzats a Europa (Franca i Regne Unit), els pics de virus en aigua
residual es troben durant la primavera i I'estiu (Block et al, 1979; Morris, 1984). Altres
estudis, (Nova Zelanda) informen de valors d'enterovirus més elevats a l'estiu i a I'hivern
amb una distribucié durant I'any que no segueix tant la tendéncia observada en el

nostre cas (Green i Lewis, 1999).

5.3.1.2 Identificacié d’enterovirus en aigua residual bruta

En alguns casos, per a les mostres analitzades a partir de I'any 2001 i fins a finals de
2002, es realitza un aillament de virus a partir de les clapes obtingudes en I'enumeracid
de virus cultivables. Aquests dillaments es caracteritzaren, després de I'obtencidé de
presumptes cultius purs de cadascun d'ells, emprant técniques d'amplificacié d'ARN
per RT-PCR amb els cebadors EP1-EP4 i, de restriccid de I'ADN amplificat i andlisi per
RFLP seguint els procediments descrits a I'Annex | i al Capitol 4 d'aguesta memoria. A
partir dels resultats de totes les identificacions dels enterovirus aillats de mostres d’aigua
residual es construi la taula 5.3.1.2.1 que mostra els percentatges dels diferents
enterovirus presents en aquest tipus de mostra. Cal notar que aquests resultats
corresponen als dillaments virals identificats sense considerar la linia cellular emprada
en al determinacié (BGM, CaCo-2 o PLC/PRF/5).

La identificacié d'alguns dels aillaments d'enterovirus no es pogué realitzar totalment
per andlisi de RFLP, quan els patrons no corresponien a aquells que s'obtenien a partir
de les seqUéncies dels diferents enterovirus tipus i les seves diferents soques, com
s'especifica al Capitol 4. En aquest cas se'ls aplica com a nom, un nombre de patrd

RFLP corresponent a un codi intern d'identificacid d'dillaments. D'aquesta manera, a
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més dels enterovirus identificats, s'obtenen enterovirus amb patrons d'identificacio 1, 7

i 9 la descripcié dels quals es detalla a la taula 4.3.1.2.1.5.1.

Taula 5.3.1.2.1. Percentatge d’enterovirus en aigua residual bruta que es detecten
independentment de la linia cellular emprada en I'aillament (168 aillaments corresponents a 17
mostres que es van prendre regularment en el periode que va de novembre de 2001 fins al
desembre de 2002).

Enterovirus Percentatge
Patrd 1 8
Patrd 7 1,9
Patré 9 0,6
Poliovirus 1* 9.9
Poliovirus 2-Echovirus 7 2,5
Poliovirus 3* 1,2
Coxsackievirus B1 1,2
Coxsackievirus B2-B3, Echovirus 1, Echovirus 5 3.7
Coxsackievirus B4 - Echovirus 4 0.6
Coxsackievirus BS (Faulkner) 1,9
Coxsackievirus Bé 0.6
Echovirus 6 45,1
Echovirus 11 (Metcalf) 15,4
Echovirus 12 0.6
Echovirus 30 6.8

*Els virus identificats com a poliovirus 1i 3 poden incloure tipus vacunals, salvatges o

VDPVs (Vaccine Derived Polioviruses)

Les identificacions readlitzades per comparacié i andlisi de les seqUencies
nucleotidiques produeixen com a resultat per als patrons 1 i 7, la seva identificacid

com echovirus 25 i echovirus 19 respectivament, com s'ha dit anteriorment al Capitol 4.

Pel que fa als tipus d’enterovirus que es descrivuen aillats a partir d'aigua residual,
Sellwood et al (1981) froben echovirus 6, 19 i 3 i coxsackievirus B4, B5 i A? com a serotips
d’enterovirus més comuns en aigua residual a Gran Bretanya. Tots els poliovirus aillats
corresponen a soques vacunals. | es detecta reovirus fipus 2 com a virus abundant. En
el nostre cas els serotips més abundants també pertanyen a echovirus 6, mentre que

no es deftecten coxsackievirus B com a serotips abundants en aigua residual. Una
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segona coincidencia es trobaria si els aillaments ambientals corresponents al patrd 7
fossin realment echovirus 19 (94% d'homologia nucleotidica per al fragment analitzat),
tfot i que en el nostre cas, aquest no correspondria a un serofip majoritari. Els
percentatges d'ailllaments en aigua residual d'echovirus 11, 121 30 i de coxsackievirus

B1 i poliovirus 1, coincideixen amb els descrits a la bibliografia (Taula 5.1.1.2).

Prenent el cas de poliovirus, a la bibliografia es froben treballs en que s'aillen els tres
tipus de poliovirus (1, 2 i 3) a partir d'aigua residual a diverses zones geografiques. Els
tipus de poliovirus que s'aillen sén salvatges i vacunals si es prenen totes les dades en
conjunt (Taula 5.1.1.2). La presencia de poliovirus en aigua residual entesa com el
percentatge d'dillaments identificats com a tal, és variable (Taula 5.1.1.2) podent
arribar al 100% en determinades mostres (Lucena et al, 1985). En el nostre cas podem
afirmar que s'ailla poliovirus 11 3 ja que el patrd RFLP de poliovirus 2 per a la regid

analitzada coincideix amb echovirus 7.

En I'entorn en el que hem pres les mostres per a I'estudi s'aillen fots els fipus (1-6) de
coxsackievirus B fot i que no presenten percentatges d’'allament tan alts com els

descrits per altres autors (Taula 5.1.1.2).

Estudis basats en identificacid d’'enterovirus durant periodes llargs (diferents anys)
conclouen que el tipus maijoritari d’enterovirus en aigua residual varia d’'any en any
(Sedmak et al, 2003). Aixi, podem afirmar, que el serotip d'enterovirus majoritari durant

I'any 2002 a I'aigua residual analitzada fou echovirus 6.

5.3.1.3 Determinacio de virus cultivables en aigua residual fractada

Amb les determinacions de virus cultivables en aigua residual bruta i fractada es
calculen els percentatges d'eliminacié de virus per tractament bioldgic en I'EDAR
estudiada. Els resultats (Taula 5.3.1.3.1) mostren valors d'eliminacié mitjans d'1,3

logaritmes decimals o del 94,1%.

Pel que fa al percentatge de mostres d’'aigua residual tfractada positives per la
presencia d'enterovirus cultivables, aquest és del 100% si no es considera el métode de

quantificacid utilitzat.
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Taula 5.3.1.3.1. Eliminacid d’enterovirus cultivables en EDAR biologica utilitzant diferents metodes
de quantificacio (Viraden i doble capa) i diferents linies cellulars (BGM, CaCo-2 i PLC/PRF/5).

AR bruta AR tractada ;
% eliminacid
(ufp/L) (ufp/L)
Mitjana 1572,6 93.1 94,1
Desv. Est. 1976,5 75,9 4,8
Maxim 8000 300 99,4
Minim 91 20 50

La reduccid d'enterovirus a I'EDAR biologica estudiada (94,1%) es troba dins els rangs
de valors de reduccié de virus descrits a la bibliografia (Taula 5.3.1.3.2). A més,
coincideix amb els valors de reduccidé que s'obtenen per diferents indicadors

microbiologics en agquesta mateixa EDAR (Duran, 2001).

Taula 5.3.1.3.2. Dades de percentatges de reduccid d’'enterovirus en EDARs.

Tipus de tractament de

Percentatge de reduccié Referéncia

depuracié
90,2* Varis Katzenelson i Kedmi, 1979
85 per adenovirus
28 per reovirus Fangs activats Irving i Smith, 1981
93 per enterovirus
91,5 Fangs activats Hejkal et al, 1981
83 Fangs activats Rolland et al, 1983
63 (£27) Fangs activats
26 (£28) Primari sense llacunes Morris, 1984
97 (£7) Primari + llacunes
99.8 Coagulacié Bosch et al, 1986
75 Sedimentacid
- Biologic Payment et al, 1986
92,2 Green i Lewis, 1999
0 Primairi; fisico-quimic Payment et al, 2001

*Els valors dels percentatges de reduccié en que no s'especifica el virus corresponen a enterovirus.
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5.3.2 CARACTERITZACIO MICROBIOLOGICA DE L'AIGUA DE RIU

Els resultats corresponents a les diferents determinacions dels pardmetres
microbiologics en aigua de riu es mostren a la taula 5.3.2.1 El valor d'enterovirus de les
diferents mostres correspon al valor més alt obtingut independentment del métode de
quantificacié utilitzat. | aquest és el valor que s'utilitza per al cdlcul dels coeficients de

correlacié amb la resta de parametres (Taula 5.3.2.2).

El percentatge de mostres positives per la presencia d'enterovirus cultivables varien
depenent del metode utilitzat per a la concentracid-enumeracié de virus, essent del
50% de mostres positives per al metode Viraden i del 60% per a la combinacid de
metodes de concentracid per floculacié orgdnica i enumeracié pel métode de doble
capa. Si es considera aquest percentatge independentment del metode utilitzat per a
la determinacidé, aquest s'eleva al 70%. En aquest cas cal considerar que el volum total

de mostra analitzada seria de 3 litres.
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Taula 5.3.2.1. Determinacions de microorganismes en aigua del riv Llobregat (punt de captacié ETAP Abrera - ATLL).

Mostra CF SOMCPH FRNAPH BFPH RYC2056 GA-17 PH Enterovirus
(ufc/100 mL) (ufp/100 mL) (ufp/100 mL) (ufp/100 mL) (ufp/100 mL) (ufp/L)

1 1104 2,410 3,6°102 210" 1,6-103 0
2 3,410 1,310 8,6°102 410! 1,910 1

3 5,110 1,6-104 2,4-102 410" 1,2-103 1,5
4 1,5-104 1,7104 6,8102 1,2-102 1,108 0
5 2,710 1,9104 1,810 410! 9,5-102 0
6 6,410 5104 1,6:10° 1,4-102 1,4104 9

7 3,710 7,710 8,2-102 610! 1,9-102 1

8 4,610 8,310 7,902 4,410 1,2-102 3
9 4,303 7,510 1,4102 210! 6,7-101 2
10 5,8:10° 7,110 1,2-102 110! 7,8-10! 4

CF: coliformes fecals; SOMCPH: colifags somatics; FRNAPH: fags F-especifics amb genoma ARN; BFPH RYC2056: fags que infecten la soca RYC2056 de Bacteroides fragilis; GA-17 PH:

bacteridofags que infecten la soca GA-17 de Bacteroides thetaiotaomicron.
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Taula 5.3.2.2. Coeficients de correlacid entre els diferents parametres microbiologics en aigua
del riv Liobregat.

CF SOMCPH FRNAPH BFPH RYC 2056 GA-17 PH Enterovirus
CF 1
SOMCPH 0,92
FRNAPH 0,46 0,57
BFPH RYC 2056 0,78 0,68 0,54
GA-17 PH 0,97 0,93 0,55 0.73
Enterovirus 0.82 0,62 0,25 0,45 0,82 1

Els resultats de les determinacions d'indicadors microbiologics (bacteris i fags)
coincideixen amb els que es recullen anualment a les memories “Control virologic de
les ETAPs del Ter i Liobregat” elaborades per AigUes Ter Llobregat i la Universitat de
Barcelona. Mentre que, per als enterovirus, els valors per litre d’'aigua de riu sén
superiors als que recullen les memories dels diferents anys, com ja s’ha avancat en el
Capitol 4. Aquest fet pot deure's, molt possiblement, a la major sensibilitat de les noves

metodologies de deteccidé emprades en aquest cas.

Amb els indicadors microbiologics estudiats s'estableixen correlacions entre ells i amb
els enterovirus detectats amb els nous métodes. | s'observa que els enterovirus
presenten la mdaxima correlacié amb coliformes fecals (0,82) i amb els fags que

infecten la soca GA-17 de Bacteroides thetaiotaomicron (0,82).

5.3.3 CARACTERITZACIO MICROBIOLOGICA DE L'AIGUA DE MAR

Els resultats cormresponents a les determinacions dels diferents parametres
microbiologics en adigua de mar a les dues platges de la zona metropolitana de
Barcelona analitzades, es mostren a la taula 5.3.3.1 El valor d’enterovirus a les diferents
mostres correspon al valor més alt obtingut independentment del métode de
quantificacié utilitzat. | aquest és el valor que s'utilitza per al cdlcul dels coeficients de

correlacié amb la resta de parametres (Taula 5.3.3.2).

Pel que fa a la preséncia de virus cultivables, considerant les mostres d'aigua de mar
analitzades, un 69% del total de mostres sén positives independentment del métode de
quantificacid utilitzat. En aquest cas, els resultats equivalen a volums de mostra de 20
litres i no a 10 litres (veure Capitol 4). Quan es consideren els diferents métodes i les

diferents linies cellulars emprades aquests percentatges sén els seglents: 20% per al
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procediment de concentracié per pols de vidre i enumeracid per monocapa utilitzant
céllules BGM, 36% per al procediment de concentracié per pols de vidre i enumeracid
pel metode de doble capa utilitzant cellules BGM, 57% per al métode Viraden amb la
linia celdular BGM i un 60% per al métode Viraden amb la combinacié de céllules
CaCo-2 i BGM. Clarament, el metode Viraden és el que permet I'obtencid dels millors
resultats en I'enumeracid d'enterovirus cultivables en aigua de mar. Si es comparen els
percentatges totals de positivitat (69%) per a volums de 20 litres (independentment del
metode de concentracié i enumeracid utilitzat) amb els que es poden localitzar a la
bibliografia, en mostres d'aigua de mar a diferents paisos aquests percentatges van
des del 8,7% al 45,8%. En el nostre cas el percentatge de mostres positives és superior.
Comparant-lo amb mostres d'aigua de mar de platges de la provincia de Barcelona
(Taula 5.1.1.7 , Finance et al, 1982) corresponents a I'any 1979 amb percentatges que
van del 50 al 100% de mostres positives, frobem els resultats obtinguts en aquest estudi
dins d'aquest interval, si bé I'any 1979 el nivell de contaminacié microbiologica de les

mateixes platges era molt superior (Finance et al, 1982).

Pel que fa als diferents indicadors microbioldgics cal fer diverses consideracions.
D'una banda, dir que els valors d'E. coli i enterococs que es presenten a les taules de
resultats corresponen als recomptes obtinguts pel métode de NMP utilitzant
microplaques ja que correspon al metode recomanat en el borrador circulant de la
Directiva pendent d'aprovar a la Unidé Europea. Perd, en aqguelles mostres que
resultaven en recomptes <10 per aquest metode, s'inclou el valor real d'ufc-100 mL-!
que s'obtenia concentrant 100 mL d'aigua de mar per filtracid en membrana i
enumeracid amb els medis adients per a cadascun dels pardmetres. Havent
comprovat que no existeixen diferéncies significatives entre els dos meétodes de

determinacio, es va creure oportu reflexar la informacié d'aquesta manera.

A la taula 5.3.3.1 només es mostren els valors corresponents a fags que infecten la
soca WG49 de Salmonella typhimurium (F-totals). Només es detectaren aquest tipus de
bacteriofags en 5 de 22 mostres (23% mostres positives), a partir de les quals es
calcularen els percentatges de F-ARN del total de fags F-especifics, els quals es
situaren entre el 30% i el 80%. Aquests percentatges sén inferiors als que s'obtenen en
aigUes residuals de diferents origens (Schaper et al, 2002; De Bartolomeis i Cabelli, 1991)
indicant que pot haver-se produit inactivacié natural. A I'hora, només es detectaren
dos genotips, el genotip | i el genotip Il. | no es detectaren bacteriofags F-especifics
d'ARN corresponents al genotip lll, també caracteristics d'origen de contaminacid
fecal humana. Agquestes dades coincideixen amb observacions publicades en que el
genotip | i el genotip Il (aguest segon en menor mesura) sén els més resistents a la

inactivacié (Schaper et al, 2002; Cole et al, 2003).
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Els bacteriofags que infecten la soca GA-17 de Bacteroides thetaiotaomicron sén
més abundants a les diferents mostres d'aigua de mar que els fags que infecten la
soca RYC2056 i la soca HSP40 de Bacteroides fragilis. | a més, sébn més abundants que
els bacteridofags F-especifics i somatics que infecten la soca WG49 de Salmonella

typhimurium (F-totals).

Per al cdlcul de les correlacions s'han utilitzat els pardmetres per als quals es
disposava de valors positius (diferents de zero) per a la majoria de les mostres. Per tant,
no s'han inclos els resultats de bacteridofags F-totals ni els de bacteriofags que infecten
les soques de Bacteroides fragilis HSP40 i RYC2056. Amb els cdlculs es poden establir
diferents correlacions i relacionar els pardmetres entre ells. Ens interessen els
pardmetres que correlacionen amb major grau amb els enterovirus. Aixi, per a aigua
de mar de la platja, els pardmetres que presenten major correlacidé amb enterovirus

sén els colifags somatics (0,98) i els bacteridofags que infecten Bacteroides GA-17 (0,80).

La correlacié entre enterovirus cultivables i els enterococs a les mostres d'aigua de
mar estudiades és de 0,63. Un estudi similar realitzat al Regne Unit, troba una correlacié
entre aquests mateixos parametres també en aigua de mar de 0,62 (Fleisher et al,
1996).
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Taula 5.3.3.1. Caracteritzacié microbiologica d'aigua de mar de dues platges de la zona metropolitana de Barcelona.

BFPH BFPH Enterovirus
Mostra CF E. coli Enterococs SOMCPH  F-totals PH GA-17 PH

HSP40 RYC2056 ufp RT-PCR
1 - - - - - - - - 10
2 60 0 30 110 0 0 0 4 1 -
3 <10 0 0 20 0 0 0 0 1 -
4* - 632 32 11840 303 2 8 128 129 -
5* - 780 10 12640 258 4 6 51 187 -
6 40 10 10 50 0 0 0 2 4 -
7 130 54 22 80 0 0 0 1 5 +
8 <10 0 10 11 0 0 0 1 0 -
9 60 0 0 9 0 0 0 1 0 -
10 120 0 3 70 0 0 1 1 1 -
11 140 32 1 90 0 0 0 2 0 -
12 - 900 32 1070 10 0 0 14 1 +
13 - 10 0 20 0 0 0 3 0 +
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Taula 5.3.3.1. Caracteritzacidé microbiologica d’aigua de mar de dues platges de la zona metropolitana de Barcelona. (Continuacid).

BFPH BFPH Enterovirus
Mostra CF E. coli Enterococs SOMCPH  F-totals PH GA-17 PH

HSP40 RYC2056 ufp RT-PCR
14 - 32 0 30 0 0 0 4 0 -
15 - 0 4 50 0 - - 0 1 -
16 - 0 3 40 0 - - 0 1 +
17 - 0 8 <10 0 - - 0 1 -
18 - 22 10 70 0 - - 1 tox. -
19 - 32 38 80 0 - - 0 tox. -
20 - 194 84 730 2 - - 6 4 -
21 - 194 86 700 5 - - 9 4 -
22 - 10 19 80 0 - - 1 1 -
23 - 10 10 40 0 - - 0 1 -

CF: coliformes fecals (ufc-100 mL?). E. coli: determinacié d’E. coli emprant el metode MUG-EC (NMP 100 mL') o el medi LMX-Fluorocult (ufc-100 mL-). Enterococs: determinacid
d'enterococs emprant el metode MUD/SF (NMP-100 mL') o els medis mEnterococcus agar i Bilis Esculina (ufc-100 mL'). SOMCPH: colifags somatics (ufp:100 mL-). F-totals: fags
somatics i F-especifics amb genomes d’ADN i ARN (ufp-100 mL'). BFPH HSP40: fags que infecten la soca HSP40 de Bacteroides fragilis. BFPH RYC2056: fags que infecten la soca
RYC2056 de Bacteroides fragilis. GA-17 PH: fags que infecten la soca GA-17 de Bacteroides thetaiotaomicron. Enterovirus RT-PCR: resultat de la PCR imbricada per a enterovirus

(cebadors EP1-EP4).

* A la zona d'on es prengueren les mostres 4 i 5 s'observa una taca marronosa en el moment de prendre les mostres. El valor de terbolesa fou de 30 NTUs.
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Taula 5.3.3.2. Coeficients de correlacio entre els diferents pardmetres en aigua de mar (platja).

E. coli CF EF SOMCPH GA-17 PH Enterovirus
E. coli 1,00
CF 0,82 1,00
EF 0,52 -0,70 1,00
SOMCPH 0,72 0,40 0,58 1,00
GA-17 PH 0,63 -0,39 0.50 0.89 1,00
Enterovirus 0,66 -0,04 0,63 0,98 0,80 1,00

Quan s'observen les relacions entre els nombres dels diferents indicadors a les mostres
d'aigua de mar a nivell de platja, les relacions entre els colifags somatics i els bacteris
indicadors s'allunyen respecte les mostres d'aigua residual invertint-se les densitats de
colifags somatics respecte coliformes fecals i E. coli. Les relacions entre els diferents
bacteriofags, excepte amb els fags F-especifics, es mantenen més properes entre elles.
Pel que fa als enterovirus en aquest tipus de mostra, amb qui més es mantenen les
relacions és amb colifags somatics i amb fags que infecten la soca GA-17 de
Bacteroides thetaiotaomicron. A I'hora, els coliformes fecals i E. coli sén els pardmetres
amb qui més s'allunyen les diferéncies, amb qui menys es mantenen les relacions dels

enterovirus al llarg del temps.

Si es consideren les densitats dels diferents paradmetres microbiologics en aigles
residuals i a I'aigua de mar estudiada i s'estimen a partir d’aquestes les reduccions
logaritmiques dels diferents pardmetres (Taula 5.3.3.3), s'observa que els enterovirus
cultivables en aigua de mar han patit una reduccié logaritmica respecte als nivells en
aigua residual semblant a la dels colifags somatics i a la de bacteridofags que infecten
la soca GA-17 de Bacteroides thetaiotaomicron. Per a la realitzacid d'aquests calculs

no es consideraren les mostres 4i 5 (Taula 5.3.3.1) per tractar-se de mostres atipiques.

Aquestes observacions, sumades als coeficients de correlacié en aigua de mar a
nivell de platja dels diferents paradmetres microbioldgics (Taula 5.3.3.2), permeten
afirmar que el comportament dels enterovirus a I'ambient a partir d'un focus de
contaminacié pot seguir-se de manera més fidedigne amb la utilitzacié de
bacteriofags (preferentment colifags somatics) que amb la utilitzacid de bacteris
entérics. Aquest fet afegeix dades sobre la utilitat dels bacteridfags, especialment

colifags somatics, com a model per seguir el comportament dels enterovirus a
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I'ambient, en aquest cas concret, en aigua de mar. Aquesta ufilitat ja ha estat

suggerida en estudis previs (Contreras-Coll et al, 2002).

Taula 5.3.3.3. Reduccions logaritmiques experimentades pels diferents parametres
microbiologics calculades a partir de les concentracions mitjanes de cadascun d’ells en aigua

residual i en les mostres d’ aigua de mar estudiades.

Reduccié logaritmica estimada d’aigua

Parametre
residual a aigua de mar
Coliformes fecals 5-6
E. coli 5-6
Enferococs 4,5-5,5
Colifags somatics 3.5-4
Fags F-especifics >5
Fags que infecten Bacteroides fragilis >3,5
Fags que infecten Bacteroides 3,5-4

thetaiotaomicron GA-17

Enterovirus 3,5-4

Quan s'aplicd la deteccid d'enterovirus en aigua de mar per RT-PCR i PCR imbricada
a partir de 500 mL de mostra, s'obtingué positivitat en un 18% de les 23 mostres d'aigua
de mar a nivell de platja. Pina et al (1998) detectaren enterovirus per RT-PCR analitzant
el mateix volum i tipus de mostra en un 44% de 9 mostres les quals contenien valors de
coliformes fecals de I'ordre de 102 a 104 ufc-100 mL-1. Ni en el nostre cas ni en Pina et al
(1998) coincideixen resultats positius per RT-PCR amb valors d’'indicadors o d'enterovirus
més alts. Altres estudis de deteccid d'enterovirus per RT-PCR en aigua de mar obtenen
percentatges de mostres positives clarament superiors als nostres, al voltant del 80%, si
bé concentren volums de mostra superiors als 500 mL (Muscillo et al, 1994; Pallin et al,
1997).

Pel que fa doncs, a la possibilitat de detectar enterovirus en aigua de mar
concentrada, emprant técniques de RT-PCR i PCR imbricada cal considerar que
diferents factors (com volum i qualitat de la mostra) poden impedir I'aplicacié de la

metodologia amb éxit.
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La qualitat exigible a les aigles de bany es recull a la Directiva 76/160/CEE del
Consell, de 8 de desembre de 1975. S'entén com a aigUes de bany, les aigles o part
d'aquestes, continentals, corrents o estancades, aixi com I'aigua del mar en les que el
bany estd expressament autoritzat per les autoritats competents de cada Estat
membre de la UE o, no estigui prohibit i es practiqui el bany habitualment per un
nombre important de banyistes. Els pardmetres microbioldgics contemplats en

I'esmentada Directiva es detallen a la taula 5.3.3.4 iinclouen els enterovirus.

A la bibliografia es troben referenciats casos en que en drees de bany en zones
considerades amb qualitat microbioldgica adequada pel que fa als indicadors
bacterians, es detecta ARN viral en 14 de 16 mostres (Schvoerer et al, 2001). En aquest
cas no es tracta de particules infeccioses mentre que en el nostre cas, en platges que
complien amb la Directiva 76/160/CEE quan als pardmetres bacteriologics es detecten
enterovirus infecciosos cultivables sobre BGM en 10 lifres d'aigua de mar. La
identificacié per RT-PCR dels aillaments virals realitzats a partir de les plaques de cultiu,
permet confirmar la preséncia de particules viriques. Els resultats del treball permeten
dir que els valors guia de coliformes fecals que marca la Directiva 76/160/CEE sén Utils i
han de complir-se, perd que calen parametres addicionals que garanteixin I'absencia
d’enterovirus. Quan una mostra d'aigua de mar no compleix amb les directrius deixa
d'ésser apte per al bany, pero el fet que les compleixi no garanteix la seguretat
virologica. Pardmetres addicionals com I'enumeracié de colifags somatics es trobarien
més a prop de la utilitat com a model per als enterovirus en aigua de bany. A més,
I'andlisi dels fags que infecten la soca GA-17 de Bacteroides thetaiotaomicron afegiria
informacid sobre I'origen de la contaminacid, indicant contaminacié fecal d'origen

huma (Blanch et al, 2004 en premsa).

Taula 5.3.3.4. Parametres microbiologics de qualitat que han de complir les aigUes de bany
segons la Directiva 76/160/CEE.

Parametre Microbiologic Valor guia Valor imperativ
Coliformes totals/100 mL 500 10000
Coliformes fecals/100 mL 100 2000
Estreptococs fecals/100 mL 100 =
Salmonella/litre - 0
Enterovirus (ufp/10 litres) - 0
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5.3.4. ENTEROVIRUS DETECTATS EN MOSTRES AMBIENTALS DE DIFERENTS

ORIGENS

La taula 5.3.4.1 mostra els percentatges en els que s'aillen diferents enterovirus sobre

la linia cellular BGM a partir de mostres d’aigua residual bruta, tractada, aigua de riu i

aigua de mar. Tots els aillaments corresponen a virus obtfinguts infectant cultius de

céllules BGM en medi solid emprant els metodes Viraden i de doble capa.

Taula 5.3.4.1. Percentatges d’enterovirus que es detecten a les diferents mostres utilitzant la linia

cellular BGM.

Enterovirus AR bruta AR tractada Riu Mar
Patrd 1 19.6 - - -
Patré 7 - - 2 -
Patrd 11 - - 2 -
Poliovirus 1 14,3 11,1 22 12,5

Poliovirus 1 Sabin - - 14 -

Poliovirus 1 Mahoney* 14,3 - 6 12,5
Poliovirus 3 1.8 16,6 2 -
Coxsackievirus B2-B3, Echovirus 1, Echovirus 5 1.8 - 2 52
Coxsackievirus B4 - Echovirus 4 - - - 1,7
Coxsackievirus BS - 16,6 22 32,8
Coxsackievirus B5 (Faulkner) - 5,5 - 5,2
Coxsackievirus Bé 1.8 - - -
Echovirus 6 60,7 22,2 30 36,2
Echovirus 9 - - 2 -
Echovirus 11 (Metcalf) - 111 4 1.7
Echovirus 30 - - 12 1.7
Enterovirus Yambian (96-83 csf) - 55 - -
Nombre d'ailllaments identificats 56 18 50 58

*La categoria poliovirus 1 Mahoney pot incloure poliovirus del tipus salvatge o VDPVs

Amb les caracteritzacions dels diferents aillaments virals als diferents fipus de mostra,

aigua residual, mar iriu, es calcularen els indexs de diversitat de Simpson (Di) i els indexs

de similitud de poblacions (Sp) segons Kihn et al (1991). Els indexs de diversitat de

Simpson es calcularen per als quatre tipus de mostres considerant tots els aillaments

virals de cadascuna d’elles. Els resultats foren de 0,47 per a aigua residual i de 0,69 per

a aqigua de riv i aigua de mar. Aqguests resultats indiquen que les poblacions

274



Capitol 5. Enterovirus en mostres ambientals

d’enterovirus en aigua de mar i aigua de riu presenten major diversitat que en aigua
residual. Per a I'aigua dels decantadors secundaris (aigua residual fractada) la
diversitat calculada és de 0,81 perd cal prendre aquest resultat amb cura pel reduit

nombre d’aillaments virals estudiats en aquest cas.

L'index de similitud de les poblacions (Sp) es calculd considerant tots els dillaments
virals agrupats segons les mostres de les que provenien. Els resultats (Figura 5.3.4.1)
indiquen que les poblacions virals de mar i riu sén les més semblants, seguint les
poblacions d’'aigua residual fractada, amb valors superiors a 0,6. Aquestes fres
poblacions s’agrupen i queden allunyades de les d'aigua residual bruta, amb les que
presenten una similitud més baixa (0,3). Cal perd de nou, interpretar amb cura els
resultats corresponents a aigua residual tractada pel reduit nombre d'aillaments

identificafts.

ARAD-107 7

hsR10-107 f

RIL10-10% §

SECI0-50 7

Figura 5.3.4.1. Similitud de poblacions de virus en aigua residual bruta (AR), aigua de mar (MAR)

aigua de riu (RIU) i aigua residual fractada (SEC).

El fet que poblacions allunyades de la font de contaminacié (aigua residual bruta),
qgue han sofert processos de tractament i de depuracié natural presentin major
diversitat pel que fa al tipus de virus, amb els métodes de deteccidé emprats, i major
similitud entre elles, podria deure's al fet que es produis una inactivacidé diferencial
entre els diferents virus, essent els que s'aillen més freqlentment en aigua residual, els
que patirien una major inactivacié. En aquest sentit, destacar I'increment en els
percentatges d’aillaments de coxsackievirus BS en aigua de mar respecte a aigua
residual i notar el fet que aquest virus apareix sovint com I'enterovirus més resistent a les
diferents condicions d'inactivacié assajades durant el treball, que es recullen al Capitol

3 d'aquesta memoria.
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Pel que fa als dillaments d'enterovirus identificats en aigua de riu, un 22% sén
poliovirus i un 24% sén coxsackievirus B. Comparant aquestes dades amb les trobades
a la bibliografia (Taula 5.1.1.4), coincideixen en el percentatge de presencia de
coxsackievirus B que frobaren Lucena et al (1985) al riv Llobregat. Pel que fa a
poliovirus, en tots els casos de deteccid d'enterovirus en aigua de riu trobats a la
bibliografia, apareixen com els virus majoritaris, mentre que en el nostre cas, els virus
que s'dillen en major percentatge sén echovirus, amb el predomini d'echovirus é que
s'dilla a tots els tipus de mostra analitzats. El descens de la presencia de poliovirus a
I'ambient respecte anys passats (comptant 25 anys en darrera) podria tenir diverses
explicacions. Entre d’altres, el fet que amb els anys s’ha produit un descens de natalitat
i poblacié infantil i, per tant, un descens en la vacunacié amb OPV i a més, I'augment
d'utilitzacié de bolquers, que recullen les femtes dels nens en periodes d'excrecid de
poliovirus vacunal i d'aquesta manera es dirigeixen als abocadors orgdnics, evitant

I'excrecié d'aquest virus a aigua residual.

Poliovirus 1 s'dilla a partir de tots els tipus de matrius aquoses analitzades. Per a aquest
virus, s'indiquen els percentatges totals d’'aillaments identificats com a tal i els que
corresponen a les soques vacunals (poliovirus 1 Sabin) o no vacunals. Aquesta darrera
categoria podria incloure soques salvatges (poliovirus 1 Mahoney) o soques revertents
anomenades VDPVs (Vaccine Derived Polioviruses). La diferenciacié entfre soques
vacunals i no vacunals s'ha realitzat segons Georgopoulou et al (2000) basada en
I'anadlisi per RFLP de fragments amplificats de genoma de poliovirus, com s'especifica
al Capitol 4 de la memoria. Hi ha pero diferents metodologies descrites per tal de
diferenciar soques de poliovirus salvatge i vacunal que no s’han explorat en aquest
freball. A més de la deteccid de poliovirus 1, es detecta poliovirus 3 en aigua residual
bruta i fractada i en aigua de riu. En aquest cas, la metodologia de RFLP descrita per
Georgopoulou et al (2000) no permet diferenciar soques vacunals o salvatges. Només
s'ha andlitzat un fragment de la regié 5'NTR i per tant, només es pot indicar que les
diferents soques dillades pertanyen a un o altre tipus, per la identificacié de la regid
analitzada. En qualsevol cas, tot i la coincidéencia dels patrons RFLP dels aillaments
amb poliovirus 1 (Mahoney), no es pot tenir la certesa de si es fracta de soques
salvatges, de soques revertents originades a partir de la soca vacunal (VDPVs) o de
soques recombinants. Si es pot afirmar, que els aillaments no corresponen a poliovirus 1

vacunal (Sabin), simés no, per a la fraccié del genoma analitzada.

Amb les identificacions dels diferents aillaments que corresponen a poliovirus a partir
dels diferents tipus de mostra, cal considerar la polemica generada al voltant de

poliovirus i I'eradicacié de la poliomielitis i dels seus agents etioldgics a nivell mundial.
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Diferents autors preveuen aquesta eradicacié com un final de joc perillés (Nathanson i
Fine, 2002).

El 2003 es van informar 235 casos de poliomielitis en 7 paisos. Aquests nombres
representen un avang notfable respecte I'any 1998 en que s'inicia el programa
d'iniciativa global per a I'eliminacié de la poliomielitis al mén i en el que es van

informar més de 350.000 casos de poliomielitis en 125 paisos.

La reduccid dels casos de poliomiglitis i dels paisos afectats pot fer preveure un final
a la vora i produir un fals senfiment de seguretat. El virus ha d’eliminar-se dels pocs
paisos en els que es manté encara ja que un Unic cas pot provocar un brot que pot
estendre’'s. La major font dels brots podria ésser la mateixa vacunacié OPV.
L'atenuacié del virus es deu a un petit nombre de mutacions puntuals critiques (Minor,
1992). Els individus vacunats poden produir fenotips revertents de poliovirus vacunals
(VDPVs) que poden recuperar la neuroviruléncia. Aquests s'excreten a partir del 30%
d’individus infectats (Dunn et al, 1990; Abraham et al, 1993) i podrien contagiar
individus no vacunats, generant aqixi, problemes (Butler, 2003). Es troben exemples
d'episodis de poliomielitis en els que es demostra I'existéncia de virus revertents i
recombinants entre OPV tipus 1 i enterovirus salvatges i, com aquests virus, causaren

més de 20 casos de poliomielitis paralitica (Kew et al, 2002).

La vigildncia epidemiologica per controlar la circulacidé de poliovirus a I'ambient
haurd de fer-se exhaustivament. Durant els darrers anys, s’han anat detectant soques
virulentes de poliovirus en mostres ambientals. Del 1993 al 1995 al Japd es confirma la
prevalenca de soques VDPVs en aigua residual i aigua de riu (Yoshida et al, 2002). A
Albdnia es confirma la circulacié a I'ambient de soques de poliovirus recombinants
(Divizia et al, 1999). En altres casos, al Japd, dillaments de soques de poliovirus a partir
d'aigua de riv i aigua residual corresponien en la seva fotalitat a soques vacunals
(Matsuura et al, 2000). A Egipte, durant I'any 2001 s'qilld poliovirus 1 salvatge en aigua
residual en un 57% de les mostres i en el 91% dels punts a estudi i s'informaren dos casos
de poliomielitis paralitica durant aquell any (El Bassioni et al, 2003). Més a prop del
nostre entorn, tot i que més lluny en el temps, Lucena et al (1986) detecten poliovirus
salvatge en aigua de mar i de riu a la provincia de Barcelona durant els anys 1979 i
1980.

Des de 1984 no hi ha cap cas de poliomielitis notificat a Catalunya. Si es considera la
totalitat del territori espanyol, des de 1998 fins al 2002, s’han declarat 2 casos de
poliomielitis (1 d'ells, el 2001, associat a vacunacid). La declaracié de poliomielitis
aguda com a causa de mort és una situacid especial. Les regions de la OMS que ja
han estat certificades com a lliures de poliovirus salvatge autdcton sén Ameérica (1994),
Pacific Occidental (2000) i Europa (2002) (Smith et al, 2004). En d'alires regions, la
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situacié és diferent. A lindia s’ha detectat un increment de casos de poliovirus del 2002
(268 casos) al 2003 (1599 casos). Aquest fet fa que en aquesta regidé no es pugui
aconseguir el certificat d'eradicacid com a minim, fins al 2006. Aixi, la certificacié
d’eradicacié de poliomielitis i poliovirus a nivell mundial per al 2005 ja no és possible
(Kerr, 2003).

A més de la importancia de poliovirus, altres enterovirus s'identifiqguen com agents
causants de malalties que afecten I'home. La taula 5.3.4.2 recull els dillaments clinics
d'enterovirus identificats a Espanya els darrers anys. Els enterovirus no polio s'associen
principalment a brots de meningitis aseptiques. A la taula 5.3.4.3 es detallen alguns dels
brots d'arreu del mén en els que s'han identificat diferents enterovirus com agents
causants. Els enterovirus que s'aillen més freqientment a partir de les mostres cliniques
coincideixen amb els enterovirus aillats més freqlentment a partir de mostres
ambientals en el nostre entorn (echovirus 6 i 30). Val a dir que quan es produeixen brofts
de meningitis aseptiques per enterovirus, els afectats poden sumar centenars de
persones i que principalment afecten a la poblacid infantil (menor de 12 anys) tot i que

també es descriuen brots en adults.

Taula 5.3.4.2. Aillaments d’enterovirus en mostres cliniques a Espanya en el periode 1998-2002.
Adaptat de Boletin Epidemiolégico, Centro Nacional de Epidemiologia, Ministerio de Sanidad y

Consumo, Espana.

1998 1999 2000 2001 2002
Coxsackievirus 1 1
Coxsackievirus B 2 101 19 13 13
Coxsackievirus B1 1
Coxsackievirus B5 3 0
Echovirus 6 99 303 452 149
Echovirus 6 1 12
Echovirus 30 3 0
Poliovirus 2 0 1 0 1

Els aillaments d'echovirus 11 poden classificar-se en 4 genogrups (Oberste et al,

2003). Echovirus 30 causa brots de meningitis aséptica extensos en pdaisos de clima
temperat (Palacios et al, 2002) i és un virus antigénicament heterogeni, per al qual es
defineixen 3 grups antigenics tot i que les bases per a aquesta diferenciacié no es
coneixen. El seu patré d'evolucié és clarament diferent del de la resta d'enterovirus.

Presenta una epidemiologia molecular semblant a la del virus de la grip on soques
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(linatges) prevalents desplacen els menys establerts per tal d’escapar al sistema
immune de I'hoste. Echovirus 30 es caracteritza pel fet que, en un moment determinat

apareix un llinatge circulant a I'hora per tot el mén.

Coxsackievirus B5 causa brots epidemics, amb pics de malaltia durant uns anys i pocs

casos durant els anys infermedis (Hamby et al, 1987).

Taula 5.3.4.3. Alguns dels brots de malalties causades per diferents enterovirus a nivell mundial

les dues darreres decades.

Agent causant
Malaltia Regi6é afectada Periode Referéncia
(% casos)

Echovirus 4 (37.2)

Echovirus 9 (7.2)

o L Cape Town Mclintyre i Keen,
Meningitis asepftica 1981-9 Coxsackie A9 (3,4)

(Sudafrica) 1993

No identif. -Echo 92-

(10,5)
1990-1 Coxsackie A9
Meningitis aseptica Cuba 1994 Echovirus 30 Bello et al, 1997
1995 Coxsackie BS

. Coxsackie A9 i alfres
Neuropatia opfica i

e Cuba 1991-3 enterovirus —Cox B4- Mas et al, 1997

periferica

(84)
o Ankara i Antalya Juny - Set ]
Meningitis asepftica ) Echovirus 30 (44) Ozkaya et al, 2003
(Turquia) 1999

Meningitis aseptica Espanya 2000 Echovirus 13 Avelldn et al, 2003

Meningitis aseptica Nova Zelanda 2000 Echovirus 33 Huang et al, 2003
Echovirus 13 (41,3)

Meningitis aseptica Franca 2000 Echovirus 30 (37,9) Chomel et al, 2003

Echovirus 6 (20,7)
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Taula 5.3.4.3. Brots de malalties causades per diferents enterovirus a nivell mundial les dues

darreres décades. (Continuacio).

Malaltia

Regid afectada

Periode

Agent causant

(% casos)

Referéncia

Meningitis aseptica

Belgica

Maig -
Set 2000

Echovirus 30 (31,2)
Echovirus 13 (23,8)

Echovirus 6 (20,5)

Coxsackie B5 (15,6)

Echovirus 16 (5,7)

Echovirus 18 (1,6)

Coxsackie B4 (0,8)

Echovirus 7 (0,8)

Thoelen et al, 2003

Meningitis aséptica,

gastroenteritis i

herpangina

Japd

2001

Coxsackie B5

Faulkner (80)

Kitahori et al, 2003

Meningitis aseptica

Taiwan

2001

Echovirus 30 (79)

Echovirus 6 (16)

Kao et al, 2003

Meningitis aseptica

Alemanya

Echovirus 13 (18,6)
Echovirus 6 (2,9)
Echovirus 30 (1,4)

Coxsackie B5 (2,9)

Bottner et al, 2002

Meningitis aseptica

Estats Units

2003

Echovirus 9

Echovirus 30

CDC, 2003

Pel que fa a la importdncia sanitaria que pot tenir el fet que els enterovirus

infecciosos es trobin en mostres ambientals, cal considerar dos punts. Un d'ells és

analitzar si els serotips aillats de I'ambient coincideixen amb els que produeixen

manifestacions cliniques a la poblacid. | un segon punt és esbrinar si I'origen de les

manifestacions cliniques es localitza en els enterovirus de I'ambient o si el flux de virus

és a la inversa, és a dir, establir evidéncies d’infeccions viriques i manifestacions

280



Capitol 5. Enterovirus en mostres ambientals

cliniques causades per enterovirus, produides a partir de mostres contaminades, fet ja
demostrat per a altres virus entérics (virus de I'hepatitis A, norovirus). Pel que fa a la
primera de les consideracions, diversos estudis informen de la similitud enfre els
enterovirus dillats en aigua residual i en mostres cliniques (Sellwood et al, 1981; Sedmak
et al, 2003). En aquest sentit, a partir dels resultats obtinguts i dels enterovirus identificats
com agents causants de malalties arreu del mén (Taula 5.3.4.3) s'observa que més del
50% de les manifestacions cliniques s'associen amib coxsackievirus B5, echovirus é o
echovirus 30 com agent etioldgic i que a I'hora, aquests sén virus que s'aillen a partir

de les diferents matrius ambientals analitzades en percentatges més allts.

Per a la segona consideracid, tot i que no hi ha evidéncies, I'estudi de Sedmak et al,
(2003) apunta dues possibilitats en aquest sentit. D'una banda, habitualment els
serotips detectats en aigua residual més freqientment coincideixen amb els que
produeixen més casos clinics i els mesos en que aquests sén més abundants en aigua
residual coincideixen amb els de maximes manifestacions cliniques (tot i que aquest fet
no evidencia direccionalitat) i de I'altra, el fet que durant els mesos corresponents a la
primavera, es detecten en aqigua residual els serotfips que produiran més
manifestacions cliniques a la poblacié durant I'estiu i la tardor seglents. Per a cada
any s'estableix practicament un Unic serotip el qual s'dilla més freqientment en aigua
residual i de casos clinics. | aquest enterovirus és diferent cada any. De nou, els
enterovirus detectats amb més freqiencia en aigua residual i com agents causants de
les manifestacions cliniques son echovirus 6, echovirus 30, echovirus 11 i coxsackievirus
B5 (Sedmak et al, 2003). A més, pero, dels adillaments que coincideixen, hi ha dillaments
en adigua residual que no produeixen manifestacions cliniques el mateix any i a la

inversa.

Un factor que dificulta el control de poliovirus i dels enterovirus no polio és el fenomen
de la recombinacié que presenten aquests virus amb genoma ARN. L'avaluacié
d’individus vacunats mostra I'excrecié de soques de poliovirus recombinants amb una
taxa maxima a dia 14 després de la vacunacié (Cuervo et al, 2001). A més es mostren
evidéncies de recombinacié amb intercanvi genétic entre poliovirus salvatge i vacunal
(Guillot et al, 2000). Per a altres enterovirus, també es froben evidéncies de
recombinacié. Quan diferents genotips d'echovirus tenen I'oportunitat d'infectar el
mateix individu, s'excreten una elevada proporcid de virus amb genomes
recombinants. Aixd és possible quan es troben multiples soques epidéemiques circulant

a la poblacid simultdniament (Oprisan et al, 2002).

Aixi, la vigildncia dels enterovirus en el medi aquadtic i altres tipus de mostres

ambientals pot esdevenir una eina de coneixement i control Util per caracteritzar els
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serofips d’enterovirus que produiran manifestacions cliniques a les poblacions
receptores en el medi considerat. Per aconseguir el propodsit calen mecanismes

sensibles de deteccid que permetin el control ambiental dels enterovirus.
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5.4 CONCLUSIONS

Els enterovirus presenten una certa distribucié estacional en aigua residual amb

valors més alts durant els mesos de primavera i estiu.

Els enterovirus resultat de les avaluacions aplicant el métode Viraden en aigua de
mar mantenen més les relacions de concentracions amb els bacteridofags
(especialment colifags somatics) que amb els bacteris entérics (coliformes fecals i E.

coli).

En qigua de mar de platges que compliien amb els estdndards de qualitat
bacterioldgics marcats per la Directiva 76/160/CEE es detecten enterovirus en 10 litres

de mostra.

Els valors d'enterovirus detectats actualment en cigua de mar amb la metodologia
desenvolupada sén més alts que els valors descrits anys en darrera amb els métodes

disponibles en aquells moments, quan els parametres bacterioldgics han disminuit.

S'adillen soques de poliovirus 1 vacunals i no vacunals a partir de mostres d’'aigua

residual, aigua de riu i aigua de mar en el nostre entorn geogrdfic.

S'qillen altres enterovirus a partir de mostres ambientals els quals s'han identificat
com agents causants de brots de meningitis aseptica en diferents paisos arreu del

mon.

Durant I'any 2002 I'enterovirus més abundant en aigua residual del nostre entorn fou
echovirus 6. En aigua de riu i de mar del nostre entorn, s’hi sumda coxsackievirus B5

també com a enterovirus més abundant.
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CONCLUSIONS FINALS

L'addicid de tripsina-EDTA al medi overlay i I'addicié d'IDU al cultiu celdular en

creixement milloren I'eficiéncia del metode Viraden.
Existeix un efecte del volum de mostra filtrat sobre el rendiment del métode Viraden.

La hibridacid i la immunodeteccié permeten la deteccid d’enterovirus que formen

clapes sobre els filtres d'esters de cel{ulosa.

La combinaci® de DGC i fenol amb la clarificacid ufilitzant prefiltres permet

descontaminar mostres per a ésser avaluades aplicant el métode Viraden.

La disponibilitat de membranes de baixa adsorcid proteica permet aplicar la

descontaminacid per filtracié a mostres ambientals.

El metode Viraden permet avaluar I'efecte de desinfectants i antiséptics sobre

enterovirus adsorbits sense manipulacions d'aquests.

Els enterovirus adsorbits sobre els filtres de membrana d'ésters de cel lulosa presenten
maijor resistencia que els enterovirus en suspensid sotmesos a les mateixes condicions

d'inactivacio.

La humitat relativa té major efecte que la temperatura en la inactivacid dels

enterovirus.

Els diferents tipus d’'enterovirus presenten una gran diversitat front als efectes de

diferents condicions inactivants.

El metode de doble capa esdevé un metode més sensible que els metodes

d'enumeracid d'enterovirus cultivables descrits fins al moment.

L'aplicacié dels metodes Viraden i de doble capa permet la combinacié de linies
celdulars diferents. La combinacié de linies cellulars BGM i CaCo-2 és la que ofereix
una recuperacié d'enterovirus a partir d'aigua residual més gran quan a nombre i

diversitat d'aquests.

Els enterovirus en les aigUes residuals estudiades presenten una distribucid estacional

amb els valors de densitat maxims a la primavera i comencaments d’estiu.

Els métodes de quantificacié desenvolupats permeten recuperacions de nombres i
tipus diferents d'enterovirus a les matrius aqudtiques del nostre entorn estudiades

superiors a les que s'obtenien amb les metodologies anteriors.
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Els nombres d’'enterovirus trobats en aqigua de riu i de mar amb les noves
metodologies permeten establir correlacions amb indicadors virics de contaminacid

fecal (bacteriofags).

S'identifiquen aillaments virals corresponents a soques de poliovirus 1 vacunals i no
vacunals a parfir de les matrius d'aigua residual, aigua de riv i aigua de mar

estudiades.
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RESUM

Els tres primers capitols es dediquen al desenvolupament i aplicacié del metode
Viraden. El metode Viraden (VIRus ADsorption ENumeration) descrit per Papageorgiou
et al (2000) consisteix en un métode de concentracid i enumeracié de virus adsorbits
sobre filtfres de membrana d'ésters de cel{ulosa . En el primer capitol es recullen les
modificacions assajades per tal d'incrementar la recuperacid d’'enterovirus utilitzant
aqguest metode. Les optimitzacions es basaren en la modificacié del medi overlay, per
addicid d'ions polivalents i/o de ftripsina-EDTA o en I'addicié del compost 5-iode-2'-
deoxiuridina (IDU) al cultiu celdular en creixement. La modificacié del medi overlay no
produi resultats estadisticament significatius mentre que I'addicié d'IDU millora
significativament la recuperacié d'enterovirus, amb valors d'increment equivalents als

que es descriven a la bibliografia.

A més es millord I'adaptacid del metode Viraden per a la deteccid de les clapes
viriques damunt els filtres d'ésters de cel lulosa emprant diferents tecniques moleculars,
la hibridacid amb sondes d'dcid nucleic i la immunodeteccié amb anticossos
comercials. Ambdues técniques permeteren la deteccié de les clapes viriques sobre
els suports emprats perd no permeteren la identificacié de diferents enterovirus. No es
frobaren sondes d’'dcid nucleic prou especifiques per a la diferenciacié dels grups (ni
serotips) d'enterovirus, ni anticossos comercials que permetessin una classificacié

rapida sobre els suports de membrana d'ésters de cel fulosa dels enterovirus analitzats.

Finaiment es destaca I'adaptacié del métode Viraden, desenvolupat per a filtres de
47 mm de diametre, a filtres de 90 mm de didmetre els quals permeteren una major
aplicacié del métode per a diferents tipus de mostres ambientals, desenvolupada en

capitols posteriors.

L'aplicacié del métode de concentracié-enumeracié Viraden a mostres d’'aigua
residual bruta i tractada implica la utilitzacié de métodes de clarificacio i
descontaminacid de les mostres permetent una aproximacié diferent a les tradicionals.
Es desenvoluparen diferents sistemes de clarificacié i descontaminacié de matrius
aquoses basats en agents quimics i en membranes filtrants. Els agents quimics
s'assajaren per mostres d'aigua residual fractada per tal de poder aconseguir grans
volums de mostra descontaminada. Aquests foren el digluconat de clorhexidina i el
fenol. Per ambdds es feren proves d'inactivacié de poliovirus 1 (Sabin) per comprovar
la resisténcia d'aquest tipus de virus als agents quimics, proves de reduccié de

microorganismes aerobis totals a les mostres d’efluent secundari i, finalment assaigs de
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recuperacié de poliovirus 1 (Sabin) afegit experimentalment a les mostres i de
recuperacié d'enterovirus naturalment presents en I'aigua residual tfractada. Els
resultats que s'obtingueren permeten dir que la descontaminacié amb fenol
combinada amb clarificacid per filtracid a través de filires de baixa adsorcidé proteica
(PVDF) de 0,65 um de didmetre de porus és un bon sistema per a la descontaminacio
de mostres d'efluent secundari quan s'aplica posteriorment I'enumeracié de virus pel
metode Viraden. A més dels meétodes quimics s'assajaren metodes de
descontaminacio i clarificacid per filtracid, obtenint-se com a resultat que la filtracid
d’'aigua residual bruta i tractada a través de filires esterilitzants (0,22 um) de baixa
adsorcid proteica (PVDF o PES) és un metode vdlid per a I'obtencid de mostres
descontaminades i a punt per a I'enumeracié posterior de virus. Per a volums grans de
mostres d’efluent secundari, riu i mar es recomana la clarificacid per filtracié a través
de filtres de 0,65 ym PVDF prévia a l'aplicacid del metode Viraden per a la

concentracid i enumeracid de virus cultivables.

En el tercer capitol es valora la possibilitat d'aplicar el métode Viraden per a la
realitzacié de test de desinfectants i antiséptics amb els virus adsorbits sobre un suport.
El suport emprat fou el mateix filtre d'ésters de cellulosa on s'adsorbien els virus a
analitzar i es comparda I'accié de diferents desinfectants i antiseptics (clor, iode i
glutaraldehid) sobre els virus adsorbits i en suspensié. El metode Viraden aplicat com es
descriu va permetre mesurar I'activitat de desinfectants i antiseptics sobre virus
adsorbits i aquesta es detectd de I'ordre de 2 logaritmes inferior si es comparava amb
I'activitat sobre els virus en suspensid. La comparacid entre virus adsorbits i en suspensid
també s'establi per a I'assaig de la capacitat d'aquests de persistir a diferents
temperatures (temperatura ambient, 4°C i -10°C). Els virus persistiren millor adsorbits que
en suspensio a les diferents temperatures. A més, en el cas de tenir els virus adsorbits, es
valord quin era l'efecte de la humitat relativa (HR) sobre el manteniment de la
infecciositat d'aquests i s'establi un ordre més o menys estable per als virus i condicions
assajades en que els virus adsorbits amb HR alta (>85%) persistien més que els virus en

suspensio i, aguests més que els virus adsorbits i mantinguts amb HR baixa (<50%).

El quart capitol descriu un nou métode d’enumeracié de virus cultivables que
consisteix en la realitzacié d'una doble capa. D'una banda calgué un cultiu confluent
de ceéllules sobre el que es disposd una barreja composta per la suspensié viral a
analitzar, una suspensié celdular (igual o diferent a la de la monocapa) i el medi
overlay, el qual contenia agar de manera que permetia la formacié de clapes. El
metode es compard amb alires metodes d'enumeracié de virus (metode de
monocapda, Viraden, NMP) i en tots els casos aparegué com el métode que oferia una

major recuperacid de virus, tant en proves amb suspensions virals de cultius purs de
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diferents enterovirus com en proves amb mostres ambientals de diferents fipus d’aigua.
A més es realitzd una comparacié de diferents linies celulars per saber si hi havia
diferencies quantitatives i qualitatives en la capacitat d'aillar virus a partir de mostres
ambientals i, s'observd que quan s'utilitzava la linia celdular CaCo-2 per a la
preparacié de la suspensid cellular s'obtenien majors recomptes de virus a partir de
mostres d'aigua residual bruta i el nombre de tipus de virus diferents que s'aillava
(diversitat) era major. Per les dificultats de cultiv d'aquesta linia es prepararen sempre

les monocapes amb la linia cel lular BGM i es combinaren ambdds tipus cel {ulars.

En el darrer capitol es valora la contaminacié virica d'algunes matrius ambientals
aquoses en el nostre entorn. S'establiren les concentracions de virus cultivables sobre
BGM en aigua residual bruta i es detectd una certa distribucié estacional d'aquests,
observant-se increments en les densitats de virus en aigua residual a partir dels mesos
de marc i abril i fins I'estiu. Les valoracions de reduccions de virus per depuracié
d’aigua residual mitjan¢cant fangs activats mostren valors mitjans de prop del 95% els
quals estan d'acord amb la bibliografia. Les caracteritzacions microbioldgiques en
aigua de riu permeteren establir correlacions entre els enterovirus i coliformes fecals
(0,82) i fags que infecten la soca GA-17 de Bacteroides thetaiotaomicron (0,82).
Mentre que en aigua de mar les majors correlacions amb els enterovirus cultivables
s'establiren amb colifags somatics (0,98) i fags que infecten la soca GA-17 de
Bacteroides thetaiotaomicron (0,80). En aquest cas, a més, la reduccid logaritmica
gue experimentaren els enterovirus a partir de les densitats mitjanes en aigua residual
coincidi amb les reduccions experimentades per aquests dos mateixos grups de
bacteridfags (3,5-4 logaritmes). En el cas d'aigua de mar cal destacar el fet que en
diferents mostres d'aigua de platja que complien amb els pardmetres microbioldgics
de qualitat bacterioldgics inclosos a la Directiva 76/160/CEE es detectaren enterovirus

infecciosos en 10 litres.

A partir dels dillaments d’enterovirus procedents de mostres ambientals es realitza la
caracteritzacié mitjancant técniques de RT-PCR i RFLP. Es detectaren diferents serotips
d'enterovirus dels grups poliovirus, echovirus i coxsackievirus B. Es detectd una certa
diferencia en les poblacions d’enterovirus en funcié del tipus de mostra. Les mostres
d’aigua residual bruta presentaren menys diversitat de virus i s'allunyaren de les mostres
de riu i de mar, les quals a més de tenir més similitud pel que fa a les poblacions de
virus que es determinaren en aquestes, tenien major diversitat d’aquests. L'enterovirus
que s'dilld més freqlentment en els diferents tipus de mostra fou echovirus 6, el qual,
juntament amb alires serotips d'echovirus i amb coxsackievirus identificats en aquest
estudi, son alguns dels agents etiologics associats a brots de meningitis aseptiques

arreu del mén. A més, s'identificaren poliovirus 113 ien el cas de poliovirus 1 s'establi la
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diferenciacié entre soques vacunals (Sabin) i no vacunals (salvatges o revertents) per
al fragment de genoma viral analitzat. Aquests resultats només sén concloents per al
fet que existeixen soques de poliovirus 1 no vacunals circulant a I'ambient, i tot i que
vénen determinats per la metodologia emprada i la regié gendmica analitzada,
podrien considerar-se per plantejar si s'estan acomplint realment els objectius del pla

d'eradicacio de poliovirus dut a terme per la OMS.
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Annex |. Material i Métodes General

TECNIQUES DE CULTIU CEL-LULAR

MANTENIMENT DE LiNIES CEL LULARS

OBJECTIU

Manteniment de les linies cel ulars en optimes condicions al llarg del temps.

PROCEDIMENT

Temperar el PBS 1x pH 7,2 (Annex Il) i la solucid de fripsina-EDTA (Annex Il) a 37°C.

Observar mitjancant un microscopi invertit els flascons, comprovant que presenfen una

monocapa cel fular confluent.

Decantar el medi de cultiu i afegir 5 mL per cada 25 cm? (35 mL en un flascd de 175 cm?) de
PBS 1x esteéril pel cantd oposat del flascd al que hi ha el creixement celular, per realitzar un
rentat, eliminant les restes de sérum fetal bovi que interferiien amb I'accidé de la tripsina,
inhibint-la.

Decantar el PBS i afegir 3 mL per cada 25 cm? de tripsina-EDTA pel canté oposat al

creixement.

Mantenir el flascd en posicidé horitzontal de manera que la monocapa de céllules quedi
totalment coberta per la tripsina durant 15-30 segons. Decantar I'excés de tripsina mantenint
un volum d'aproximadament 2 mL en el flascd, assegurant que la monocapa no ha

comencat a desprendre’s.

Incubar de 5 a 15 minuts en posicié horitzontal fins que les céllules es desprenguin de la
superficie del flascd. No provocar que les céllules es disgreguin abans de temps per tal

d’evitar la formacié d'agregats celfulars i la no homogeneitat de la suspensid cel fular.

Afegir medi de creixement (de 18 a 35ml en un flascd de 175 cm?) i disgregar les célfules al
maxim amb I'cjuda d'una pipeta estéril. A I'hora es fan saltar les poques céllules que
quedessin encara adherides a la superficie del flascé. Els medis de creixement i de

manteniment emprats depenent de la linia cel fular, es detallen a la taula A-1.1.

Comptar les celdules amb ajuda de I'hemocitdometre o la cambra de recompte de celules
(Fuchs-Rosenthal, Marienfeld, Germany). Aquest pas es fa les primeres vegades per tal de
saber quina dilucié cal aplicar per obtenir la concentracié cellular desitjada. Un cop calculat
el volum de medi necessari per diluir la suspensid, aguest pas pot ometre’s, sobretot en
aqguelles linies cel lulars continues que no presenten cap problema pel que fa al creixement i a

la formacié de la monocapa.
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- Diluir la suspensié cellular fins tenir una concentracié d'entre 1051 5105 céllules' mL! (I'adient

per al subcultiu de les linies cel ulars continues),

= afegint el volum de suspensid cel{ular necessari a un volum ja mesurat de medi (0,2-

0,5 mL per cm?) dipositat als nous flascons o,

= diluint les celdules en el volum total necessari i distribuint la suspensié cel {ular resultant
en nous flascons. L'opcié emprada en I'estudi fou aquesta Ultima pel fet que, un cop
es té la suspensid cellular, es pot optar per preparar nous flascons, plagques o

mulfiplaques.

- Cas de no voler obtenir nous flascons ni plagques i només voler subcultivar les cél lules del flascéd
inicial, seguirem el mateix procediment eliminant el volum de suspensid celdular necessari per
obtenir la concentracié final d'enfre 105 i 5-10° cellules'mL! i afegirem medi de creixement

fresc (0,2-0,5 mL per cm?) al flascé inicial.

Incubar a (36 + 2) °C durant 3 o 4 dies passats els quals, realitzarem un examen visual dels

flascons amb el microscopi invertit.

- Siles céldules formen una monocapa confluent i no es volen tornar a subcultivar ni es vol usar
el flascé per inocular-hi una mostra, es fard un rentat amb PBS 1x pH 7,2 (5 mL per cada 25

cm?) i afegirem un volum de 0,2-0,5 mL per cm? de medi de manteniment.

- Incubar de nou a (36 + 2) °C. Si el medi vira de color al cap dels dies quedant groc-ataronjat

indica que s’haurd acidificat i caldrd canviar-lo o subcultivar de nou el flascé.

Independentment del viratge o no de I'indicador de pH del medi, dins un periode de 12 dies

haurd de procedir-se al subcultiu de les celdules del flascd amb medi de manteniment.

Les linies cel fulars emprades en la realitzacié del treball es frobaven entre els passis 90 i 200. En
el cas de la linia celdular BGM, quan aquesta supera el passi 200, cal substituir les celdules per

d'altres amb menor nombre de passi.

Taula A-I.1. Medis emprats per al manteniment de les linies cellulars.

BGM MEM + 5% SFB MEM + 1% SFB
CaCo-2 MEM + 10% SFB + 1x NEAA MEM + 2% SFB + 1x NEAA
PLC/PRF/5 MEM + 10% SFB + 1x NEAA MEM + 2% SFB + 1x NEAA

SFB: serum fetal bovi

NEAA: aminodcids no essencials (Non Essential Aminoacids)

La preparacié i composicié detallada dels diferents medis emprats en les tecniques de cultiu

celular esrecullen a I’Annex Il

312




Annex |. Material i Métodes General

PREPARACIO DE MONOCAPES CEL LULARS PER A LA INFECCIO AMB SUSPENSIONS VIRALS

OBJECTIU

Obtenir flascons, plaques i multiplaques amb creixement cel {ular confluent per poder infectar
aquestes célules amb suspensions virals per tal de procedir amb la deteccié de virus per cultiu

celdular.

PROCEDIMENT

A partir de flascons de la linia cellular determinada on les céliules es trobin formant
monocapes confluents procedir amb el protocol per al subcultiv de la linia fins obtenir una
suspensid cel fular que contingui una concentracid d'entre 1051 5105 cel fules mLT ressuspeses en
medi de creixement. Disposar el volum adient d'aquesta suspensid cel {ular en els recipients que

calgui preparar segons indica la faula A-1.2.

En el cas dels flascons, incubar-los tancats a (36 + 2)°C durant 3 dies o fins a I'obtencié de
monocapes confluents. En el cas de les plaques i les multiplagues, sistemes oberts, incubar-les a
(36 + 2)°C amb 5% CO2 i més del 80% d'humitat relativa fins a I'obtencié de monocapes

confluents.

Un cop s'obtenen monocapes confluents, les celdules poden infectar-se amb les suspensions
virals segons els procediments de deteccid de virus enterics per inoculacié de mostres en medi

liguid o en medi solid, o bé seguint els procediments de Viraden i de doble capa.

Taula A-1.2. Volum de suspensié celdular necessari per a la formacié de monocapes per a linies

cel{ulars continues depenent del recipient emprat.

Recipient a preparar Volum de suspensié cel {ular

(10%i 5105 cél {ules mL-")

Flasc6° de 175 cm? 88 mL
Flasc6 de 80 cm? 30 mL
Flasc6 de 25 cm? 10 mL

PlacaP de 100 mm x 20 mm 20 mL

Placa de 60 mm x 10 mm 8 mL
Multiplaca de 6 pous 3,2 mL per pou
Multiplaca de 24 pous 0,8 mL per pou
Microplaca de 96 pous 150 pul per pou

aEls flascons s'incuben totalment tancats a (36 + 2) °C.

bLes plaques s'incuben a (36 £ 2) °C, 5% CO2 i més del 80% d'humitat relativa.
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DETECCIO DE VIRUS ENTERICS PER CULTIU CEL 1ULAR. INOCULACIO DE MOSTRES EN MEDI LIQUID

OBJECTIU

Determinar la preséncia o abséncia en una mostra, de virus capacos de produir efecte citopatic

en les célules en cultiu un cop infectades.

PROCEDIMENT

—Inoculacié de les mostres
Treballar en una cabina de seguretat bioldgica.
- Descongelar les mostres a temperatura ambient.

- Eliminar el medi del flascé o placa a inocular i afegir el volum de mostra corresponent (Taula
A-1.3) pel cantd oposat al del creixement cellular en el cas dels flascons i per la paret en el cas

de les plaques.

- Incubar durant 90 minuts agitant suaument a intervals de 30 minuts per afavorir I'adsorcié

dels virus a les cél lules.

- Passat el periode d'incubacid, eliminar I'indcul si cal, i afegir el volum corresponent de medi

de manteniment (Taula A-1.3) adient per cada linia celular.

- Incubar com pertoqui en cada cas i readlitfzar observacions al microscopi invertit a partir de

les 24 hores seguint I'evolucié del cultiu cada 24 hores fins un maxim de 12 dies.

- La preséncia viral es determina per 'aparicié d'un efecte citopdtic i la destruccid progressiva
de la monocapa celdular. Les molécules citotoxiques i/o la presencia de microorganismes
contaminants poden produir el mateix fenomen, per qixo, en els casos en que la monocapa
s'hagi vist alterada es confiima la presencia de virus a través de reinfeccid i posterior

quantificacié en medi solid cas que la confirmacid sigui positiva.
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Taula A-1.3. Relacid entre el volum de mostra a inocular per a la deteccid de virus i la superficie

de creixement cel {ular disponible.

Superficie a infectar

Volum de mostra

Volum de medi de

manteniment post-infeccid

Flasc6° de 175 cm?
Flasc6 de 80 cm?
Flasc6 de 25 cm?

Placab de 100 mm x 20 mm
Placa de 60 mm x 10 mm
Multiplaca de 6 pous
Multiplaca de 24 pous

Microplaca de 96 pous

5a10mL
2a5mL
0.5a1mL
lTa2ml
250 a 500 pL
100 a 400 plL
30 a 40 puL

5020yl

88 mL

30 mL

10mL

20 mL

8 mL

3.2mL

0,8 mL

150 L

aEls flascons s'incuben totalment tancats a (36 £ 2) °C.

bLes plaques s'incuben a (36 + 2) °C, 5% CO2 i més del 80% d'humitat relativa.

— Confirmacié de la positivitat de la mostra

- Procedir amb I'extraccidé viral mitjancant 3 cicles de congelacié (-70 + 10) °C i descongelacid

(temperatura ambient) de la suspensié celfular resultat de I'alteracié de la monocapa cel{ular.

- Centrifugar 10 minuts a 2000 xg per eliminar les restes cel fulars.

- Filtrar el sobrenedant (sn1) per filtres de 0,22 um de didmetre de porus de baixa adsorcié

proteica (PVDF o PES).

- Repetir el procés d'inoculacid sobre un cultiu cel lular a partir d'aquest sobrenedant.

- Incubar durant 12 dies a (36 + 2) °C com s’ha descrit anteriorment.

- Cas que torni a desenvolupar-se efecte citopatic procedir mitiancant dues aproximacions:

i. confirmar de nou i fins a tres vegades la preséncia viral mitjancant reinfeccid i/o

ii. diluir I'extraccié viral (sn1) i inocular les dilucions seguint el procediment d'inoculacid de

mostres en medi solid. Si una o les dues determinen la preséncia de virus cultivables a la

mostra inicial, cal fer una quantificacié dels virus entérics presents en aquesta.

- Si no es produeix efecte citopdtic durant el procés de confirmacid, la mostra es considerard

negativa.
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— Estimacié de la concentracié de virus

NMP nombre més probable d'unitats infeccioses (NMPUI).

Si la mostra s’inocula directament del concentrat o s’infecten diferents repliques d'un cultiu
celfular amb una Unica dilucid, es calcula el NMPUI a partir del nombre confirmat de cultius amb

efecte citopdtic negatiu (g) pel total de cultius inoculats (n) seguint la féormula:
NMP = —1In(g/n)

Si s’ha inoculat amb més d'una dilucid, el NMPUI es calcula utilitzant la férmula desenvolupada

per Thomas (1942):

NMP/mL =

5

on P és el nombre de cultius positius de totes les dilucions; N és el volum total de mostra
inoculada per a totes les dilucions en milfilitres i Q és el volum de mostra en tots els cultius

negatius en mil filitres.

Quan s'utilitza aquesta féormula queden excloses del cdlcul totes les dilucions que tenen només

cultius posifius.

En el nostre cas, s'utilitza el programa de la U. S. Environmental Protection Agency per a la
determinacié del NMP (EPA, 1995).

DETECCIO DE VIRUS ENTERICS PER CULTIU CEL 1ULAR.
INOCULACIO DE MOSTRES EN MEDI SOLID. METODE DE MONOCAPA

OBJECTIU

Quantificacié de virus cultivables mitjancant cultiu cel dular, utilitzant diferents linies cel {ulars.

PROCEDIMENT
Treballar a la cabina de seguretat bioldgica.

- Descongelar les mostres a tfemperatura ambient.
- Decantar el medi de les plagues i afegir el volum d'indcul corresponent (Taula A-1.3).

- Incubar les plaques durant 90 minuts a (36 + 2) °C, 5% C02 i més del 80% d'humitat relativa

agitant-les suaument cada 30 minuts per tal d'afavorir I'adsorcid dels virus a les cél fules.

- Passat el periode d'adsorcid, eliminar l'indcul de les plaques i afegir el medi overlay de post-
infeccidé (20 mL per placa) -MEM2x i agar 2x (Annex ll)- temperat a 45°C. Deixar solidificar el medi

a temperatura ambient i incubar les plagques en posicid invertida.

- Passat el periode estimat de formacié de clapes (aquest dependrd del tipus de virus i/o mostra
inoculada) eliminar el medi solid de les plagues emprant una espdatula i afegir aproximadament

5mL per placa de la solucié de cristall violeta-formaldehid (Annex 1.
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- Passats 10 minuts, recuperar la solucié de cristall violeta-formaldehid a la botella inicial i rentar-
ne I'excés de les plaques amb aigua corrent. El colorant cristall violeta tenyeix les céllules vives;
qixi, les zones on s'hagi produit lisi cel lular apareixeran transparents (clapes circulars) i, les zones

on no hi hagi lisi cel lular quedaran tenyides de color violeta.

- Redlitzar el recompte de les clapes i expressar el resultat referit al volum o pes de mostra

analitzat.
—Control de qualitat

Amb cada andlisi s’ha d'incloure una placa de control inoculada amb una quantitat coneguda

de virus.

“SUSPENDED CELL PLAQUE ASSAY". ASSAIG DE CLAPES AMB CEL 1ULES EN SUSPENSIO

OBJECTIU

Determinar la preséncia de virus cultivables capacos de produir efecte citopdtic sobre un

cultiv celular emprant céllules en suspensié.

El métode es basa en inocular una suspensid de céllules amb un concentrat viral o una mostra
per tal de detectar la preséncia d'enterovirus. Es barreja amb agar fos i el medi overlay i es
diposita la barreja en una placa de Petri per a cultiu cellular. Després de la incubacidé durant 2-5
dies es detecten drees de céllules mortes. Aquest efecte citopadtic és localitzat, per que hi ha
I'agar que permet que els virus es dispersin només de cellula a celdula i, les clapes poden
observar-se a confrallum per la presencia d'un colorant vital al medi. Al morir, les céldules
alliberen el colorant vital i perden el color, quedant zones circulars que indiquen destruccid
cellular. La progenie d'una particula virica es localitza en cada zona de lisi. Aixi es pot calcular

la quantitat de virus presents a la mostra inicial.

PROCEDIMENT
— Comptar les cél ules a la cambra de Fuchs-Rosenthal

La concentracid celdular necessaria és de 1:107 cels'mL'. | calen 2 mL d’aquesta suspensid
per cada placa de Petri de 90 mm de didmetre. La suspensid celfular es prepara a partir de

céllules BGM amb 3-6 dies de creixement.
— Preparar els diferents reactius a emprar

- Fondre I'agar 2% i mantenir-lo en un bany a (45 + 1) °C. Calen 5 mL per cada placa

Preparar el medi overlay (Annex ll) i repartir-lo en tubs estérils (5 mL per tub) i temperar-lo a (45

+ 1) °C en un bany amb termostat.

Descongelar les mostres.

Marcar les plagues de Petri estérils corresponents a cada mostra.
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- Barrejar I'agar 2% amb el medi MEM 2x temperat i mantenir la barreja a (45 £ 1) °C en un bany

amb termostat.
- Repartir la suspensié celfular en tubs esteérils en volums que continguin 2-107 cels mL! (+ 10%).
- Centrifugar aquests tubs a 3000 xg durant 5 min.

- Eliminar el sobrenedant amb una pipeta estéril deixant 2 mL de medi de creixement.
Ressuspendre les cellules per agitacid en aquest volum restant, obtenint aqixi la concentracid
final de 1-107 cels 'mL (+ 10%).

—Inocular les mostres

- Afegir la suspensié viral a la suspensid celdular. El volum que cal afegir depen del tipus de

mostra a analitzar (Taula A-1.4).

- Agitar la barreja i mantenir-la en estatic durant 30 minuts a (36 + 2) °C per permetre la unid dels

virus a les cél{ules.

Taula A-1.4. Volum de mostra a inocular per placa emprant el métode d’assaig amb célules en

suspensié depenent del tipus de mostra a analitzar.

Volum a inocular
Tipus de mostra

Concentrat d'aigua de mar 2mL
Concentrat d'aigua de riu neta 2mL
Concentrat d'aigua de riu bruta (prop d’efluent de depuradoral) T mL
Aigua residual tractada T mL
Aigua residual bruta T mL
Control T mL

—Preparar les plaques

Treballant amb llum deébil per reduir la fotoinactivacid dels virus pel roig neutre, afegir la barreja

de celdulesivirus a la de medii agar i agitar per inversié.

Passar immediatament la barreja a una placa de Petri per a cultiu cel {ular estéril.

Posar les plaques dins una bossa negre que no deixi passar la llum.
- Repetir els tres passos anteriors per cada placa.
— Control de qualitat

Amb cada andlisi s'ha d'incloure una placa de control inoculada amb una quantitat coneguda

de ufp.
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—Incubacié de les plaques

Un cop seques, les plagues s'incuben en posicid invertida per evitar la condensacié damunt
I'agar, a les fosques, en un incubador amb 5% de COg2, (36 £ 2) °C i més del 80% d’humitat

relativa.
—Lectura de les plaques

- Les plagues es llegeixen a partir del dia 2 post-infeccid i es segueix fins al dia 4 i cal que la
lectura es faci preferiblement, per la mateixa persona. Les plagues que sén negatives el quart

dia poden incubar-se 2 dies més.
— Marcar i comptar les zones aclarides.

— Cdlcul del nombre de ufp inicial a partir del valor del recompte del nombre total de clapes

després del dia 6.
— Confirmacié dels resultats
- Separar un fragment d'agar on s'hagi localitzat una zona de lisi.
- Passar el fragment a un flascé amb céllules BGM i medi de manteniment.

- Sihi ha virus, causaran efecte citopatic després de 5 dies d'incubacié a (36 + 2) °C.

PREPARACIO DE SUSPENSIO CEL LULAR PER SER EMPRADA EN ELS METODES VIRADEN | DE DOBLE
CAPA

OBJECTIU

Obtenir una suspensié celdular amb una concentracié final de 1,5-107 a 2-107 celules per mL

necessaria per a l'aplicacié dels metodes Viraden i de doble capa.

PROCEDIMENT

— A partir de flascons de 175 cm? de superficie de la linia celfular determinada de la que calgui
preparar la suspensid, on les céllules es trobin formant monocapes confluents, procedir amb el
procediment per al subcultiu de la linia. Per a les linies BGM i PLC/PRF/5 s’aplica un passi 1:3 i

per a la linia CaCo-2 s’'aplica un passi 1:2.

- Un cop afegida la solucié de tripsina-EDTA i quan les cél{ules comencen a desprendre’s, afegir
de 13 a 14 mL de medi quan calgui passi 1:3 i de 18 a 19 mL de medi quan calgui passi 1:2 de
la linia, i ressuspendre les célfules en aquests volums. El medi utilitzat per a la preparacid
d'aquest tipus de suspensid cellular és MEM + 3% SFB + MgClz + penicil lina-estreptomicina +

gentamicina + nistatina + ceftazidime (Annex II).

— Recuperar 10 mL de la suspensid celular en tubs estérils de 10 mL de capacitat quedant

d’'aguesta manera, en el cas del passi 1:3, 5 mL per flascd i en el cas del passi 1:2, 10 mL per
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flascd. Al volum de suspensid restant en el flascd, afegir 80-90 mL del medi de creixement

indicat en cada cas depenent de la linia, tancar i incubar.

— Centrifugar els tubs de 10 mL que contenen la suspensié cel ular a 2000xg durant 10 minuts per

tal de recuperar les cél{ules.

— Descartar el sobrenedant i ressuspendre el sediment amb 1 mL del medi emprat per preparar

la suspensid celdular. Pot utilitzar-se 1 mL del mateix sobrenedant.

La suspensid aqixi preparada ha d'utilitfzar-se dins un periode maxim d'una hora. La gran
densitat celular acidifica rapidament el medi, alterant-ne les condicions i fent que la suspensid

no sigui estable durant periodes més llargs de temps.

Si es vol mantenir durant més temps la suspensid celdular, pot procedir-se a refrigerar-la
després de la centrifugacid i abans de ressuspendre el sediment. D'aguesta manera poden
mantenir-se les cellules durant diversos dies sense que hi hagi canvis en |'eficiencia de

recuperacié d'enterovirus tal com es descriu a I’Annex Capitol 4.
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PROCEDIMENTS EMPRATS PER A L'OBTENCIO DE CONCENTRATS VIRALS A
PARTIR DE MOSTRES AMBIENTALS

ELUCIO DE FILTRES ELECTROPOSITIUS

OBJECTIU

Eluir els virus retinguts en els filtres electropositius emprats per concentrar virus en suspensidé a

I'aigua de riu i aigua de la xarxa de distribucié.

PROCEDIMENT

— Immediatament a la rebuda del filtre electropositiu (MicroKlean MK 100 de 934", Cuno Inc.,
Meriden, USA), que prové de les concentracions realitzades per empreses potabilitzadores i
distribuidores d'aigua (AGBAR, ATLL) es procedeix amb I'elucié. Cas que no sigui possible,
poden afegir-se 100 mL de TSB esteéril al mateix contenidor d’arribada i mantenir el filire en
aquestes condicions a (5 + 3) °C. Els virus adsorbits als filtres es mantenen un maxim de 48 hores

a (5 3) °C des del moment de la concentracié.

— Passar el filire electropositiu a un portdfilires préviaoment descontaminat (IN1-FC, Cuno Inc.,

Meriden, USA) abocant-hi també el TSB i subjectar-ho amb un suport.

— Connectar dos tubs de silicona estérils, un a I'enfrada i un a la sortida del portdfiltres.
S'introdueixen els dos tubs dins la botella que conté 900 mL de tampd d'elucidé (tampd glicina
25 mM, pH 10,5, Annex I} i s'inicia la circulacié d'aquest en sentit contrari a I'emprat en el
procés de concentracid dels virus, a través del filtre electropositiv amb I'ajuda d'una bomba
peristaltica (XX8 200 230 — XX80 ELO 05, Millipore Corp).

— Mantenir el tampd d'elucié en circulacié durant 30 minuts. Aturar la bomba peristaltica i buidar

tot el tampd contingut al portdfiltres dins la botella del tampd d’elucid.

- Es pot procedir immediatament amb la floculacid orgdnica o mantenir I'eluit a (5 + 3) °C un

maxim de 24 hores ajustant el pH d'aquest a 7,0 -7,2 amb HCI 1 M.

— Descontaminar el portafilfres amb hipoclorit sodic 0,1% i posteriorment neutralitzar el clor

residual per contacte amb una solucié de tiosulfat sdodic 0,05%. (Annex Il) durant 30 minuts.

— Cal esterilitzar el filtre electropositiu previa la seva eliminacio.
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CONCENTRACIO DE VIRUS PER FLOCULACIO ORGANICA

OBJECTIU

Concentrar virus que puguin frobar-se presents en mostres d'aigua basant-se en la capacitat
gue tenen les proteines en solucié d'agregar-se a pH dcids, per sota del seu punt isoeléctric, de
manera que els virus que hi hagi a la mostra quedin atrapats en aquests agregats proteics que

es formaran.

Métode desenvolupat per a la concentracié de virus que es froben en suspensions aquoses. Es
poden concentrar des de petits volums (menys d'un litre) fins a varis litres. Normalment, cas que
es vulguin analitzar volums de mostra molt grans (centenars o milers de litres d'aigua), es
redlitzard una concentracié prévia per filtracié (filtres electropositius) i el resultat de l'eluciéd

d'aquests serd el que es concentrard per aquesta metodologia.

PROCEDIMENT

- Afegir exfracte de carn (BBL Beef extract Powder, 212303, Becton Dickinson) fins tenir

concentracid final del 3%.
- Ajustar el pH a 3,5-4,0 amb HCI 1M i mantenir en agitacié suau a 60 rom durant 30 minuts.

- Repartir el volum en tubs de centrifuga de 500 mL de capacitat i compensar-ne el pes.

Centrifugar 20 minuts 10000 xg a la centrifuga J2-21 (Beckman Coulter Inc.).

- Decantar el sobrenedant i ressuspendre el floculat en 50 mL de PBS si sén mostres de riu i/o

aigUes no tractades o en 25 mL de PBS si sébn mostres d' aigUes tractades (potabilitzades).

- Ajustar el pH a 7,0-7,2 amb NaOH 1M i procedir a la descontaminacié de la mostra.

DESCONTAMINACIO QUIMICA DE CONCENTRATS VIRALS

OBJECTIU

Eliminar la microbiota present en una mostra (bacteris, fongs, llevats) sense afectar els virus
d'interés, per tal que pugui ser inoculada posteriorment sobre un cultiu cel{ular per mesurar la

seva citopaticitat i/o fitular-ne el nombre de virus presents.

PROCEDIMENT
— Afegir 3:7 (v:v) de cloroform (1.02445.1000, Merck & Co., Inc.) a la mostra a descontaminar.

— Mantenir en agitacié a 900 rpom durant 30 minuts o fins que quedi una solucid homogénia en

un agitador de tubs (Mod. 4822, Pall Gelman Laboratory).

— Deixar decantar a (5 + 3) °C durant 16 a 18 hores o centrifugar durant 30 minuts a 2000 xg

mantenint la temperatura a (5 + 3) °C.
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— Quan s'observin clarament tres fases ben separades, recuperar la fase superior en un
contenidor estéril. Les restes de cloroform i el contenidor inicial s’hauran de gestionar com a

residus toxics seguint els protocols d'eliminacié de residus elaborats a tal efecte.

- Si no quedessin tres fases ben separades o s'arrosseguessin restes de cloroform en la
recuperacié de la fase superior, centrifugar el volum recuperat a

2000 xg durant 30 minuts addicionals i repetir el pas anterior.

— Afegir 20 puL d'antiescumant (ref. MAZU DF 7960 B. Braun) a la mostra i airejar-la a la cabina de
seguretat bioldgica usant una bomba d’'aireacid, filtrant I'aire a través d'un filtfre de 0,22 um de
didmetre de porus i 47mm de didmetre (404112, Schleicher & Schuell) situat dins un portafiltres
Swinnex® de 47mm (SX00 047 00, Millipore). EI material emprat en I'aireacid de les mostres ha

d'haver estat preparat i esterilitzat préviament.

— Connectar la bomba i mantenir I'aireacié durant 10-15 minuts ajustant el flux d'aire per tal que

no es produeixin aerosols.

— Un cop airejada, assegurant-nos d'haver eliminat qualsevol residu de cloroform, afegir 1,5 mL
de solucié d'antibidtics (Penicil lina 10000 U/mL, Estreptomicina 10000 ug/mL) per cada 50 mL de

mostra i deixar-la a (36 + 2) °C durant 3 hores.

- Passat aquest periode d'incubacid es mantindrd la mostra a (=70 + 10) °C fins al moment de

realitzar la titulacio.

ADSORCIO-ELUCIO A POLS DE VIDRE

OBJECTIU
Concentracié d'enterovirus presents en una matriv aquosa per adsorcid-elucié a pols de vidre.

El pols de vidre pirex borosilicatat (granulometria compresa entre 100 i 200 um) presenta
carrega neta negativa i representa un excel lent adsorbent per als enterovirus a un pH inferior al

seu pHi.

PROCEDIMENT

La concentracié es realitza per filtracidé ascensional de la mostra d'aigua a andalitzar
prévioment acidificada, a través d’'una massa de pols de vidre en un llit fluid. Els enterovirus

adsorbits s'elueixen seguidament amb un fampé alcali.

El component necessari per a la concentracié mitjancant adsorcié a pols de vidre és un
dispositiu descrit per Schwartzbrod i Lucena-Gutiérrez (1978) format per una columna de vidre
pirex (50 mm x 340 mm) prolongat en la seva part superior per una cambra d'expansié esférica
(160 mm de didmetre) que acaba en un tub d'evacuacio. La part bassal inclou dos tubs laterals

i I'extrem inferior es troba unit a un segon element mitjancant un tub de silicona. Aquest segon
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element fou modificat per Ribas (1991) i en el nostre cas es substitui en la part final per una

xeringa de pldstic que permetia I'extraccid de I'eluent mitjancant succié.

Infroduir 150 g de pols de vidre (Poudre 62, 658909, Corning S. A.) pel tub superior de la cambra

d'expansié amb I'ajuda d'un embut.

Esterilitzar I'aparell complet a 121°C durant 20 minufts.

Condicionar la mostra a pH 3,5 afegint HCI 1 M a la mostra en constant agitacié.
Preparar el dispositiu de filtracié:

= Connectar el tub superior de la cambra d’expansié a una trompa de buit que

aboqui a la pica. Mantenir tancada I'aixeta superior de la peca inferior.

= Connectar I'aparell a la mostra a fravés del tub inferior de la columna
mitjangant una mdanega submergida al recipient on es troba la solucid a
concentrar. La manega disposa d'una pin¢ca d'Hoffman abans d'entrar a la

columna gue es manté tancada.

Posar en marxa la bomba de buit. Obrir I'aixeta d'entrada de la mostra a I'aparell. Observar

com es forma un llit fluid (filtre dindmic de pols de vidre) al llarg de tota la columna.

Regular el flux de mostra de manera que el llit no superi el terc inferior de la cambra
d'expansio, 60-80 L.

Quan ha passat tot el volum de mostra a través del dispositiu, fancar I'entrada de mostra i

desconnectar el buit de la part superior de la cambra d'expansid.

Permetre que el pols de vidre sedimenti per gravetat i buidar I'aigua de la cambra d'expansid

i de mitja columna a través del tub lateral.

Seguir buidant I'aigua fins que quedi 1-2 cm per sobre del nivell del filire, ara estatic i
compacte de fibra de vidre, aplicant el buit a través del tub lateral de la peca inferior, obrint

I"aixeta superior i mantenint tancada I'aixeta inferior.

Procedir amb I'elucié afegint 150 mL d'eluent (tampd glicina 0,05 M, pH 10,5 amb roig fenol)
per la part superior de la columna. Observar com avanca el front de I'eluent a través del filtre i
abans que arribi a I'aixeta superior de la peca inferior, tancar la valvula evitant pérdues

d'eluent.

Parar el buit i amb una xeringa estéril extreure I'eluent i passar-lo a un contenidor esteéril. Els virus

es troben principalment en els primers 30 a 40 mL i aquest és el volum que es recull.

Ajustar el pH a 7 amb HCI 1 N. El control del pH es pot seguir per canvi de color de I'indicador

de pH roig fenol.

Descontaminar el concentrat per filiracié a través de filires de 0,22 um de didmetre de porus

de baixa adsorcié proteica.
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Figura A-I.1. Esquema del dispositiu emprat per a la concentracié de virus per pols de vidre.
Adaptat de Schwartzbrod i Lucena-Gutiérrez (1978).
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OBTENCIO DE CULTIUS DE VIRUS DE TITOL ALT A PARTIR DE CLAPES

AILLAMENT DE VIRUS PROCEDENTS DE ZONES DE LISI CEL LULAR

OBJECTIU

Recuperar particules viriques infeccioses procedents de zones de lisi cellular localitzades,
obtingudes mitjancant els diferents metodes d'obtencid de clapes en medi solid damunt les

diferents linies cel {ulars.

PROCEDIMENT

- Retirar I'agar i/o el filtre de la placa i localitzar les zones de lisi damunt la superficie de pldstic

de la placa de cultiu cel{ular.
- Dispensar 100 uL de PBS o MgCl2 0,05 M en tubs d'1,5 mL de capacitat esterils.

- Recuperar el material de les zones de lisi amb I'ajuda d'una punta de pipeta o d'un

escuradents esteérils.
- Ressuspendre en el PBS o el MgCl2 0,05 M.

- Si no es pot procedir immediatament amb la reinfeccid, es poden mantenir els aillaments

congelats a (-70 + 10) °C fins el moment de la reinfeccid.

REINFECCIO DELS AILLAMENTS VIRALS DAMUNT LA LiNIA CEL LULAR BGM

OBJECTIU

Obtenir suspensions virals a partir dels dillaments de clapes amb un titol superior de virus, per tal
de procedir amb I'extraccié de I'acid nucleic corresponent i I'andlisi de caracteritzacié d'dcids

nucleics.

PROCEDIMENT

Procedir seguint el protocol d'inoculacié de mostres en medi liquid en multiplaques de 6 o 24

pous depenent del volum de suspensid viral que es vulgui obtenir.

Un cop detectada la presencia d'efecte citopdtic procedir amb I'extraccié viral per

congelacid-descongelacié del cultiu com es descriu a I'apartat seglent.
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EXTRACCIO DE PARTICULES ViRIQUES D'UN CULTIU INFECTAT

OBJECTIU

Recuperar les particules viriques alliberades al medi de cultiu a partir de les céllules infectades i
recuperar les particules viriques que poden quedar encara dins les céllules o associades a

components cel fulars.

PROCEDIMENT

- Procedir amb I'extraccié viral mitjancant 3 cicles de congelacié (-70 + 10) °C i descongelacié
(temperatura ambient) de la suspensié cellular que resulta de I'alteracid de la monocapa
cellular per la preséncia del virus. Aquest fet provoca frencament cel{ular i allibberament dels

virus que encara poguessin quedar retinguts o associats a components cel {ulars.
- Centrifugar la suspensié obtinguda a 2000 xg durant 10 minuts per eliminar les restes cel ulars.

- Si es vol obtenir encara més puresa de la suspensid viral, es pot procedir filtrant el sobrenedant

obtingut per filires de baixa adsorcid proteica (PVDF o PES) de 0,22 um de didmetre de porus.

CONCENTRACIO DE PARTICULES VIRIQUES PER ULTRAFILTRACIO

OBJECTIU

Augmentar la concentracié de virus en una suspensio.

PROCEDIMENT

- Emprar filtfres Ultrafree-4 Centrifugal filter Units Biomax (UFV4BHK25, Millipore Corp., Bedford,
MA). Sén unitats de filtracié amb membrana Biomax-PB polietersulfona d'alt flux, indicada per
a la concentracié de particules viriques i ideal per a mostres molt concentrades com lisats

cellulars o barreges complexes de macromolecules.

- Disposar fins a un maxim de 4 mL de solucid per filtre i procedir a la centrifugacié d'aquests a

2000 xg fins que el volum final damunt el filtre sigui de 100 a 150 uL aproximadament.

- Recuperar els virus retinguts damunt la superficie del filtre amb I'gjuda d'una pipeta.
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TECNIQUES EMPRADES EN BIOLOGIA MOLECULAR

EXTRACCIO D’ARN VIRAL |

OBJECTIU

Obtenir I'dcid nucleic genomic ARN de les particules viriques infeccioses per tal de poder-ne

fer I'analisi.

PROCEDIMENT

Procedir a I'extraccié d'ARN amb el kit d'extraccié QIAamp® Viral RNA Mini Kit (QIAGEN
GmbH, Germany) seguint les indicacions del fabricant per al protocol d'extraccié d’ARN viral

utilitzant una microcentrifuga.

- Pipetejar 560 uL de Buffer AVL que conté el Carrier RNA en un microtub de 1,5 mL estéril.

Afegir 140 ulL de la suspensid viral. Barrejar amb el vortex durant 15 segons.

Incubar a temperatura ambient (15-25°C) durant 10 minuts.

Centrifugar durant uns segons per eliminar les possibles gotes formades dins el tub.

- Afegir 560 pL d'etanol (96-100%) a la mostra i barrejar amb el vertex durant 15 segons.

Cenftrifugar durant uns segons per eliminar les possibles gotes formades dins el tub.

- Amb compte, aplicar 630 uL de la solucié en una columna QIAamp per a centrifuga (en un
tub de recol leccié de 2 mL) sense mullar el marge superior. Tancar i centrifugar a 6000 xg durant

1 minut. Posar la columna en un tub de recol leccid net i eliminar el tub que conté el filtrat.
- Obrirla columna QIAamp amb compte i repetir el pas anterior.

- Obrir la columna QlIAamp amb compte i afegir 500 uL de Buffer AW1. Tancar i centrifugar a
6000 xg durant 1 minut. Coldocar la columna en un tub de recolleccié de 2 mL net i eliminar el

tub que conté el filtrat.

- Obrir la columna QIAamp amb compte i afegir 500 uL de Buffer AW2. Tancar i centrifugar a
20000 xg durant 3 minuts. Col1ocar la columna en un tub de recolleccié de 2 mL net i eliminar el

tub que conté el filtrat. Centrifugar a maxima velocitat durant 1 minut.

- Coliocar la columna en un microtub de 1,5 mL. Eliminar el tub que conté el filtrat. Obrir la
columna QIAamp amb compte i afegir 60 uL de Buffer AVE temperat. Tancar i centrifugar a 6000

xg durant 1 minut.

- L'ARN viral és estable durant més d'un any conservat a (-20 £ 5) °C o (-70 + 10) °C.
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EXTRACCIO D’ARN VIRAL II

OBJECTIU

Obtenir I'acid nucleic ARN de les particules viriques infeccioses per tal de poder-ne fer I'andilisi.

PROCEDIMENT

Procedir a I'extraccié d’ARN amb el kit d'extraccid “EZ-RNA Total RNA Isolation Kit" (20-400-100,
Biological Industries Co. Beit Haemek Ltd., Israel) seguint les indicacions del fabricant per al

protocol d'aillament d’ARN total a partir d'una suspensid cellular.

- Disposar 200 uL de suspensié celdular procedent d'un cultiv infectat on s’hagi observat

I'aparicid d'efecte citopdtic per presencia viral i en el qual s'hagi realitzat I'extraccid viral.
- Afegir 500 pulL de Solucié Desnaturalitzant i agitar suaument amb I'ajuda d'una pipeta.
- Mantenir durant 5 minuts a temperatura ambient.

- Afegir 500 L de Solucid d'Extraccié. Agitar vigorosament durant 15 segons.

- Incubar a temperatura ambient (15 a 25°C) durant 10 minuts.

- Cenftrifugar a 12.000 xg, durant 15 minuts a (6 + 2) °C.

- Recuperar la fase superior i passar-la a un microtub net i estéril.

- Afegir 500 ulL d'isopropanol i barrejar.

- Incubar a temperatura ambient (15 a 25°C) durant 10 minuts.

- Centrifugar a 12.000 xg, durant 8 minuts a (6 + 2) °C.

- Eliminar el sobrenedant.

- Afegir 1 mL d'etanol 75% i agitar vigorosament.

- Centrifugar a 7.500 xg, durant 5 minuts a (6 + 2) °C.

En aquestes condicions és estable durant 1 any conservat a (-20 + 5) °C.

Al moment de realitzar I'amplificacié de I' ARN viral per RT-PCR caldrd seguir com s'indica:
- Eliminar I'etanol i assecar a I'aire durant 5 minuts o fins que no es vegin restes d’etanol.

- Solubilitzar amb 50 ul d'aigua bidestil {ada esteril agitant i incubant la barreja a 55°C durant

10-15 minuts.

- Un cop realitzada I'amplificacié per RT-PCR mantenir la resta de solucié a (-20 + 5)°C.
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RT-PCR PER ENTEROVIRUS EN UN SOL PAS

OBJECTIU

Aconseguir I'amplificacié d'un fragment del genoma viral a testar.

PROCEDIMENT
- Descongelar els reactius, agitar suaument i mantenir en gel.

- Preparar les barreges de reaccié necessdries en una area neta emprant puntes de pipeta i
microtubs estérils lliures de ARNasa-ADNasa. Calcular el volum de reaccié de la barreja de RT-

PCR per a n+0,5 mostres.

Reactiu Volume@ Concentracié finalP

Tampd | de PCR 10x Sul 10 mM Tris-HCI (pH 8,3 a 25°C), 50 mM KCI, 1,5
mM MgCl,

dNTPs (25 mM cadascun) 0,4l T mM

Cebador dret (25 uM) T 0,5 uM

Cebador esquerre (25 uM) T 0,5 uM

DTT (0,02 M) 0,5 ul 0.2 mM

Inhibidor RNAses (20 U/ul) 1l 20U

Transcriptasa Reversa (50 U/pl) o1 ul 5U

AmpliTag ADN Polimerasa (5 U/ul) 0.5 ul 25U

Aigua bidestil{ada esteril 30,5 ul

Volum final 40 ul

- Agitar suaument i disposar aliquotes de 40 ul de la barreja en tubs de 0,2 mL esteérils lliures de
ARNasa-ADNasa. Afegir a cada tub 10 pl de la mostra corresponent. Cal afegir un control

negatiu (mostra sense ARN) i un control positiu.

- Barrejar suaument i centrifugar durant uns segons.
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- Procedir a I'amplificacié de les cadenes d' ADN mitjancant el programa:

|y 40 cicles o
< >
95°C | 95°C :
<A1 _72°C_! 72°C
ggoc A 10min 4 30s 5 88°C 35T min
A ! 1 min !

30 min

RT-PCR PER ENTEROVIRUS

OBJECTIU

Aconseguir I'amplificacidé d'un fragment del genoma viral a testar.

PROCEDIMENT
- Descongelar els reactius, agitar suaument i mantenir en gel.

- Preparar les barreges de reaccié necessdries en una area neta emprant puntes de pipeta i
microtubs estérils lliures de ARNasa-ADNasa. El volum de reaccié de les barreges RT1 i RT2 es

calcula per a n+1 mostres; i el volum de reaccié de la barreja de PCR per a n+0,5 mostres.

RT1
Reactiv Volum¢® Concentracio finalP
dNTPs (25 mM cadascun) 0,4l T mM
Cebador dret (25 uM) T 2,5 uM
Tampd | de PCR 10x 1l 10 mM Tris-HCI (pH 8,3 a 25°C), 50 mM KCl, 1,5
mM MgCl2
Aigua bidestil lada esteril 0.6 ul
Volum final 3ul

aVolum necessari per a I'andlisi d'una mostra

bConcentracié a la barreja RT1+mostra+RT2 (10 pl)

- Agitar suaument i disposar aliquotes de 3 ul de la barreja en tubs de 0,2 mL estérils lliures de
ARNasa-ADNasa. Afegir a cada tub 5 pl de la mostra corresponent. Cal afegir un control negatiu

(mostra sense ARN) i un control positiu.
- Barrejar suaument i centrifugar durant uns segons.

- Desnaturalitzar I'ARN escalfant a 95°C durant 5 minuts en un termociclador. Passat aquest

temps, posar immediatament en gel per tal d'evitar la re-naturalitzacio.
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- Preparar la barreja de reaccid RT2.

RT2
Reactiu Volum¢® Concentracié finalb
DTT (0,02 M) 0,5 ul 1 mM
Inhibidor RNAses (20 U/ul) 0.5 pl 1.U/pl
Transcriptasa Reversa (50 U/ul) Tl 5 U/ul
Volum final 2 ul

aVolum necessari per a I'andlisi d'una mostra

bConcentracié a la barreja RT1+mostra+RT2 (10 pl)

- Agitar suaument i afegir 2 ul a cadascun dels tubs que provenen de la desnaturalitzacié.
Procedir a la sintesi de les cadenes de cADN incubant a 42°C durant 30 minuts i a 95°C durant 5

minuts en un fermociclador. Un cop finalitzada, mantenir els tubs en gel.

- Preparar la barreja de reaccid per ala PCR.

PCR1
Reactiv Volume® Concentracié finalb
Tampd | de PCR 10x (15 mM 4l 10 mM Tris-HCI (pH 8,3 a 25°C), 50 mM KCI,
MgClo) 1.5 mM MgClo
Cebador esquerre (25 uM) T 0,5 uM
AmpliTag ADN Polimerasa 0,4 4l oU
(5 U/pl)
Aigua bidestil lada esteéril 34,6 pl
Volum final 40 pl

aVolum necessari per a I'andlisi d'una mostra

bConcentracié a la barreja final (50 ul)

Afegir 40 pl de la barreja de PCR a cadascun dels tubs i procedir a I'amplificacié de les

cadenes d'ADN mitjancant el programa:

i 40 cicles o
[l =
950 | o :
2 > (:4:‘ 73 -C 72°C | 72°C
min 1 min % 55°C STmin e
! Tmn TS min
| 1
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PCR IMBRICADA

OBJECTIU

Aconseguir una major quantitat del fragment del genoma viral a testar emprant cebadors

situats dins el fragment obtingut amb el primer cicle d'amplificacié.

PROCEDIMENT
- Descongelar els reactius, agitar suaument i mantenir en gel.

- Preparar les barreges de reaccié necessdries en una area neta emprant puntes de pipeta i
microtulbs esterils lliures de ARNasa-ADNasa. El volum de reaccié de la barreja de PCR es calcula

per a n+0,5 mostres.

PCR 2
Reactiv Volume Concentracié final
Tampo | de PCR 10x (15 mM 5l 10 mM Tris-HCI (pH 8,3 a 25°C), 50 mM KClI,
MgCl2) 1.5 mM MgCla
dNTPs (25 mM/cadascun) 0.5 ul 250 uM
Cebador intern esquerre (25 pM) T 0,5 uM
Cebador intern dret (25 pM) T 0,5 uM
AmpliTag ADN Polimerasa (5 U/pl) 0.4 pl 2U
Aigua bidestil lada esteril 41,1 pl
Volum final 49 ul

aVolum necessari per a I'andlisi d'una mostra

- Barrejar tots els reactius i mantenir la barreja en gel.

- Disposar aliquotes de 49 ul de la barreja en tubs de 0,2 mL estérils liures de ARNasa-ADNasa.
Afegir a cada tub 1 ul de I'ADN amplificat per PCR amb els cebadors externs corresponent. Al
control negatiu (mostra sense RNA) cal afegir els controls positiu i negatiu procedents de

I'amplificacié amb els cebadors externs.
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- Barrejar suaument, centrifugar durant uns segons i procedir a I'amplificacié de les cadenes

d’ADN mitjancant el programa:

30 cicles
95°C 95°C
2min_ | Tmin % 55°C %:F;_QC—
1 min ! min

DIGESTIO AMB ENZIMS DE RESTRICCIO

OBJECTIU

Obtenir fragments d’ADN a partir d’'un amplificat obtingut per RT-PCR emprant enzims de
restriccié amb dianes especifiques per tal de poder definir patrons de polimorfisme de fragments

de restriccid (RFLP).

PROCEDIMENT

- A partir de I'ADN amplificat per RT-PCR a partir de I'ARN exiret dels diferents enterovirus,

preparar les reaccions de restriccié.

En un microtub esteril, barrejar en aquest ordre:

Aigua bidestil lada esteéril 7.5 ul
Tampd 10x de I'enzim de restriccid 2 ul
ADN amplificat 10 ul

Barrejar suaument amb I'ajuda d’una pipeta i afegir:
Enzim de restriccid (10 u/ul) 0,5 pl

- Les reaccions de restriccié es poden preparar independents o bé preparar una sola barreja per
a cadascun dels enzims afegint el volum d'aigua bidestil lada, tampd i enzim de restriccid i

barrejant 10 uL de I'ADN amplificat amb 10 ulL de la barreja de restriccio.

- Barrejar suaument amb la pipeta, tancar el tub i cenfrifugar durant uns segons a la

microcentrifuga. Incubar a 37°C durant 3-4 hores.

Passat el periode d'incubacié amb els corresponents enzims, parar la reaccié afegint 4-5 ul del
tampd de carrega i procedir a I'andlisi dels fragments de restriccid en gel d'agarosa al 3%
emprant com a marcador de pes molecular el de fragments que difereixen en 50 parells de
bases (amb bandes de 50 a 500 pb) 50 Base-Pair Ladder (27-4005-01, Amersham Biosciences).
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PURIFICACIO DE PRODUCTES DE PCR

OBJECTIU

Purificar fragments d’ADN de cadena simple o de cadena doble a partir de reaccions de PCR
i altres reaccions enzimatiques. Es separen fragments que van des dels 100 pb fins a les 10 kb dels

cebadors, els nucledtids, les polimerases i les sals.

PROCEDIMENT

Es procedeix utilitzant el kit per a purificacié de productes de PCR QIAquick® PCR Purification
Kit (28104, QIAGEN) seguint les instruccions del fabricant. Breument;

- Afegir 5 volums de tampd PB a 1 volum de mostra de PCR i barrejar.
- Situar la columna QIAquick en un tub de recolleccid de 2 mL.

- Per tal que s'uneixi I'ADN a la membrana, cenftrifugar les mostres en una microcentrifuga

durant 30-60 segons.
- Eliminar el filtrat i disposar de nou la columna en el mateix tub col lector.
- Rentar afegint 750 uL de tampd PE a la columna i centrifugant durant 30-60 segons.

- Eliminar el filtrar i disposar de nou la columna en el mateix tub. Cenfrifugar la columna durant 1

minut addicional a velocitat mdaxima (14.000 rom aprox.).
- Situar la columna en un microtub estéril de 1,5 mL.

- Eluir I'ADN afegint 50 uL d'aigua bidestiliada estéril al centre de la membrana centrifugant
durant 1 minut. Es planteja I'opcié d'incrementar la concentracié d’ADN afegint només 30 ulL
d’'aigua. Alternativament a la utilitzacié d'aigua bidestil lada, I' ADN pot eluir-se amb tampd EB

(Tris-HCI 10 mM, pH 8,5) perd aixd podria afectar a la reaccid de seqienciacid.

REACCIO DE SEQUENCIACIO

OBJECTIU

Obtenir la seqUéncia nucleotidica d'un fragment d’ADN. En el nostre cas es tracta d'ADN

amplificat per reaccions de RT-PCR a partir de I'ARN viral.

PROCEDIMENT

- S'utilitza el kit de seqUenciacié d’ADN BigDye™ Terminator Cycle Sequencing v 2.0 (Abiprism,

Perkin-Elmer Biosystems). Per tal d’aplicar el protocol de seqUenciacié I'ADN mostra ha d'ésser
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préviament purificat. En el nostre cas s’emprd un kit de purificacid d’ADN i es procedi com es

descriu anteriorment.

- Cal preparar una barreja de seqienciacié independent per a cada cebador a utilitzar. Si es
vol seqUenciar un mateix fragment de doble cadena d'ADN s'utilifzen els cebadors dret i

esquerre i cal preparar dues barreges de seqUenciacid per mostra.

- El cdlcul de la temperatura d'unid dels cebadors es realitza seguint el model: per cada Ao T

es sumen 2°C i per cada C o G es sumen 4°C.

- Aixi doncs, preparar la barreja de reaccidé de seqlenciacié en tubs de 0,2 mL estérils barrejant

en aquest ordre:

Barreja kit BigDye 4 ul
ADN purificat 1 ul
Cebador 1.8 uL
Aigua bidestil lada esteéril 3.2uL

- Aplicar els programes de seqUenciacid per a cada cebador en un termociclador.

Cebador dret (EP1) , 25 cicles ,
v g
1 1
po4c i
i 10s 64°C ._60°C |
! 5s “4min !

Cebador esquerre (EP4)

| g 25 cicles o
i g
1 1
L 94°C |
10s . _sec  SUC
! 55 4mn

1

- Acabats els cicles procedir amb la precipitacié amb etanol.

PRECIPITACIO AMB ETANOL DE PRODUCTES DE SEQUENCIACIO

OBJECTIU

Recuperar I'acid nucleic a partir d'una solucio.

PROCEDIMENT

- Dur el volum de reaccié de 10 uL a un volum total de 20 uL amb aigua bidestil lada estéril.
- Afegir 17,5 uL d'aigua bidestil lada esteril.

- Afegir 62,5 uL d’etanol 96% ultrapure temperat a temperatura ambient.
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- Mantenir durant 15 minuts a temperatura ambient.

- Centrifugar durant 20 minuts a 14000 rom a temperatura ambient.
- Aspirar I'etanol

- Afegir 200 puL d’etanol 70% temperat a temperatura ambient.

- Centrifugar durant 10 minuts a 14000 rom a temperatura ambient.
- Repetir el rentat amb etanol 70% dues vegades més.

- Aspirar I'etanol.

- Assecar durant 10 minutfs a I'Speed Vaccum.

Un cop sec I'ADN es procedeix a I'andlisi de la seqUéncia immediatament al Servei de

seqUenciacié (Serveis Cientifico-Teécnics, Parc Cientific, Universitat de Barcelona).

La seqUencia obtinguda es visualitza amb el programa Chromas. L'andlisi i cerca d'homologia
es redlitza amb les seqUéncies dipositades al banc de dades de NCBI

(http://www.ncbi.nim.nih.gov).

ANALISI DE L'ADN. ELECTROFORESI EN GEL D’AGAROSA

OBJECTIU

Permetre la visualitzacié dels fragments d'ADN per tal de poder-ne fer I'andlisi corresponent en

els diferents estudis. Metodologia basada en Sambrook et al (1989).

PROCEDIMENT

- Preparar el gel dissolent la quantitat d'agarosa (Agarosa grau biologia molecular, GK-AME-

250, Genotek) necessaria en TBE 1x (Annex ).

- Escalfar la barreja amb I'ajuda d'un microones fins al grau d’ebullicié agitant de tant en tant

per tal que quedi una suspensidé homogeénia.

- Deixar refredar a temperatura ambient fins a 50-55°C aproximadament i disposar la solucié en
una safata de metacrilat on s'afegird una pinta per tal que es produeixi la formacié dels pous

de carrega.

- Un cop solidificat el gel dipositar la safata dins una cubeta d'electroforesi amb tampd TBE 1x

de manera que el tampd cobreixi completament el gel.
- Procedir amb la cdrrega de les mostres;

o Barrejar el volum de solucié d’ADN a analitzar amb el tampd de cdarrega (Annex ll) i

dipositar la barreja resultant amb I'ajuda d'una micropipeta a l'interior dels pous.

o Reservar un dels pous per carregar un marcador de pesos moleculars. Cal diluir la

quantitat de marcador necessdria especificada pel fabricant en aigua bidestil lada
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esteril abans de barrejar-lo amb el tampd de carrega i dipositar-lo dins el pou del gel

d’'agarosa.

- Iniciar I'electroforesi aplicant el voltatge i temps necessaris a la cubeta d’electroforesi on es te

el gel d'agarosa. El gel ha de quedar totalment cobert pel tampd TBE 1x.

- Un cop finalitzada I'electroforesi submergir el gel en una solucié de bromur d’etidi 0,002 ug- mL-

1 (Annex Il) durant 15-20 minuts.

- Recuperar el gel i fer-ne I'observacié en un transilluminador de llum ultravioleta per tal de
visualitzar les bandes corresponents a I’ADN.

La concentracié d'agarosa, el tipus de marcador de pes molecular i el voltatge i temps aplicats
depenen de la mida de I'ADN que es vol analitzar (Taula A-L.5).

Taula A-1.5. Andlisi de fragments d'ADN mitjiancant electroforesi en gel d’agarosa.

Concentracié Marcador de pes

ADN A ANALITZAR Voltatge Temps

d’agarosa molecular

Amplificats per
RT-PCRi PCR 2% 100 pb ADN ladder 130V 70 min
imbricada
Fragments de

; 3% 50 pb ADN ladder 120V 90 min
Restriccio

HIBRIDACIO AMB SONDA MARCADA AMB DIGOXIGENINA

OBJECTIU

Detectar I'acid nucleic viral (ARN) sobre membranes d'ésters de cellulosa o de nild mitjancant
la utilitzacid d'un oligonucledtid marcat amb digoxigenina. A continuacié es descriu el
procediment utilitzat inicialment el qual fou modificat durant la realitzacié del treball quedant

finalment, com es descriu al Capitol 1 de la memoria.
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PROCEDIMENT

- Preparar el tampd d'hibridacié (14 mL de tampd per cada membrana a hibridar) just al

moment d'utilitzar-lo.

Tampé d'hibridacid

Reactiv Volum Concentracié final
20x SSC 2,1 mL 6xSSC
Naz2HPO4 1M 140 pL 20 mM

SDS 10% 0,7 mL 1%
Esperma de Salmé (10 mg/mL) 70 ulL 0.1 mg/mL
Reactiu de Denhart 100x 350 uL 5x

Aigua bidestil lada estéril 3,64 mL

- Prehibridar les membranes amb 7 mL del tampd d'hibridacié per membrana, durant 1 hora a

55°C en un forn d'hibridacié en agitacié constant.

- Canviar el tampd de prehibridacié per 7 mL de tampd d'hibridacié fresc que conté la sonda
marcada amb digoxigenina. Mantenir les membranes submergides en aquesta solucid a 55°C

durant 18 hores aproximadament en agitacio.

- Passat el periode d’'hibridacié descartar la solucié d'hibridacié amb la sonda i procedir amb

els rentats.

- Submergir les membranes en tampd de rentat 6x SSC + 0,6% SDS (Annex Il) i mantenir-les a

temperatura ambient (15-25°C) en agitacié constant durant 15 minuts.

- Submergir de nou les membranes en tampd de rentat i mantenir-les a 55°C en agitacié durant

15 minuts.

- Seguir amb el procediment de deteccid de la digoxigenina com es descriu a I' Annex .

DETECCIO QUIMIOLUMINISCENT DE LA MOLECULA DE DIGOXIGENINA. HIBRIDACIO D’ACIDS
NUCLEICS

OBJECTIU

Detectar les molécules de digoxigenina situades a I'extrem 5' d'un oligonucleodtid emprat com

a sonda per a la deteccid d’ARN viral.
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PROCEDIMENT

Els passos descrits a contfinuacié son els que segueixen als rentats de la hibridacié per tal de
detectar la molécula digoxigenina amb que va marcada la sonda i han de realitzar-se

mantenint les membranes permanentment submergides i en agitacié.

- Rentar les membranes en 10-20 mL per membrana de Tampd de Rentat (Annex Il) durant 5

minuts.
- Incubar durant 30 minuts en10-20 mL per membrana de Tampd 2 (Annex ll) en plagues netes.

- Diluir I'anticos anti-digoxigenina (Anti-digoxigenin AP Fab fragments, 1 093 274, Roche) 1:10000
en Tampd 2 (cal preparar 10 mL de solucié per membrana). Cal centrifugar durant uns segons

el vial de I'anticos i prendre el volum necessari d'aquest de la part superior.
- Incubar les membranes durant 30 minuts (exactament) amb la solucié d'anticos.

- Eliminar I'anticds no unit rentant dues vegades durant 15 minuts en 10-20 mL de Tampd de

Rentat en plagues netes.
- Equilibrar la membrana durant 2-5 minuts en 10 mL de Tampd 3 (Annex i).
- Preparar el substrat CSPD (1 655 884, Roche) diluint-lo 1:100 en Tampd 3.

- Incubar les membranes de la seglent manerg; disposar una ldmina pldastica i damunt
d'aquesta les membranes amb la part on hi ha els acids nucleics cap a munt. Disposar un
volum d'1 mL de solucié amb el substrat per cada membrana de 90 mm de didmetre —i 0,5 mL
quan es tracti de membranes de 47 mm de didmetre- i tapar amb una nova lamina pldstica.

Incubar a la foscor —-tapant el conjunt amb paper d’'alumini- durant 5 minuts.
- Traspassar les membranes a bosses de plastic i segellar-les.
- Disposar les bosses dins de cassettes d'autorradiografia i incubar durant 10 minuts a 37°C.
- Exposar-hi un film d'autorradiografia i mantenir-ho aixi durant 2 hores.
- Procedir amb el revelat del film;
o  submergir-lo durant 3 minuts en solucié reveladora
o rentar 3 minuts submergint-lo en acigua
o submergir-lo durant 3 minuts en solucié fixadora

o rentar amb aigua de I'aixeta i aigua destil lada i deixar assecar.
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IMMUNODETECCIO

OBJECTIU

Identificar diferents enterovirus emprant la técnica d'immunodetecci®é amb anticossos

monoclonals comercials.

PROCEDIMENT

A partir dels filtres de membrana d'ésters de cellulosa que contenen les particules viriques
adsorbides les quals poden provenir, ja sigui d'una titulacié pel métode Viraden, o d'una

adsorcié directa, seguir com s'indica a continuacio.

- Pretractament de les membranes. Pas addicional necessari si el filire prové de titulacié pel

meétode Viraden.

= Dipositar els filires damunt de paper 3MM Chr (3030 9217, Whatman) humitejat amb
SDS 10% durant 5 minuts. La zona on es localitzen les particules viriques ha de

quedar cap amunt,

= submergirles en TBS-Tween 1x i mantenir-les en agitacié a temperatura ambient

durant 30 minuts per tal d'eliminar les restes cel lulars.

- Bloqueig amb solucid¢ de TBS-Tween + 3% BSA durant 14-18 hores mantenint el filfre submergit

en la solucié a (5 + 3) °C en agitacié constant suau.

— Conjugacié amb I'anticos primari. Les diferents dilucions de I'anticos es realitzen en TBS-Tween

1x. Mantenir en agitacié dins la solucid durant 1 hora i 30 minuts a temperatura ambient.

Rentat amb TBS-Tween 1x durant 5 minuts. Repetir tres vegades el rentat canviant cada

vegada el tampd per tampd nou.

Conjugacié amb dilucidé 1:10000 v:v en TBS-Tween 1x de I'anticds secundari (anti-mouse IgG -
whole molecule- conjugat amb fosfatasa alcalina, A-3688, Sigma). Mantenir en agitacié dins la

solucié durant 1 hora i 30 minuts a temperatura ambient.

— Rentat amb TBS-Tween 1x durant 5 minuts. Repetir tres vegades el rentat canviant cada

vegada el tampéd per tampd nou.

Deteccid de I'activitat fosfatasa alcalina amb el substrat NBT/BCIP. Disposar els filfres dins
bosses de plastic, afegir el Tampd 3 més substrat (Annex Il), segellar i incubar a temperatura

ambient protegit de la llum fins I'aparicié de la coloracio lilosa.

— Quan ja hagi aparegut el senyal, aturar la reaccié retirant el filire de la bossa i rentant-lo amb

aigua destil lada. Deixar assecar a I'aire damunt de paper absorbent.
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PROCEDIMENTS PER AL TREBALL AMB BACTERIOFAGS

CONCENTRACIO DE BACTERIOFAGS PRESENTS EN AIGUA DE MAR

OBJECTIU

Concentrar els bacteriofags presents en un volum determinat de mostra d'aigua de mar per

tal d'obtenir un volum menor de mostra a analitzar. Procediment adaptat de Contreras (2000).

PROCEDIMENT

- Condicionar la mostra amb MgCl2 4,14 M afegint 15 mL per litre de mostra a concentrar.

- Filtrar volums de 200 mL de mostra per filtres de 0,22 um de didmetre de porus d'ésters de

cellulosa i 47 mm de diagmetre.
- Retallar el filtre en 8 fragments i dipositar-los dins vials de vidre estérils.
- Afegir 5 mL de tampd d'elucié de fags (Annex Il) assegurant que cobreixi tots els fragments.

- Aplicar ultrasons durant 3 minuts en un bany. L'aigua del bany ha de sobrepassar en 1 cm el

nivell del tampd d’elucié de dins els vials.

- Recuperar I'eluit i descontaminar per filtracié a través de 0,22 um de didmetre de porus de
baixa adsorcid proteica (Millex-GP SLGP0O33RB, Millipore).

- Es pot procedir directament amb la seva titulacié o bé, ajustar el pH a 7 amb HCI 0,1 M, afegir

glicerol estéril fins a una concentracid final del 10% i congelar a (-70 + 10) °C.

AILLAMENT DE CLAPES DE BACTERIOFAGS

OBJECTIU

Obtenir una suspensid de bacteridfags que provinguin d'una clapa de lisi dillada detectada
sobre un cultiu de bacteris hostes en medi semisolid, per tal de tenir un cultiv pur de

bacteriofags.

PROCEDIMENT

- Locadlitzar les zones de lisi o clapes produides pels bacteridfags presents en una mostra
determinada sobre un cultiv de bacteris hostes, quan la determinacié ha estat realitzada

aplicant el métode de doble capa d'agar.

- Amb I'gjuda d'una nansa de sembra estéril retallar al voltant de la clapa retirant només la

capa d'agar tou.
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- Disposar el fragment d'agar tou dins un microtub de 1,5 mL de capacitat estéril que contingui
100 ulL d’aigua destil{ada o PBS estérils i ressuspendre per agitacidé amb I'ajuda d'un agitador

de tubs (vortex).
- Afegir de 20 a 30 uL de cloroform i agitar vigorosament.
- Centrifugar a 6000 xg durant 10 minufts.

- Recuperar el sobrenedant on es localitzen els bacteridfags i mantenir-lo a (5 + 3)°C.

TEST DE LA GOTA

OBJECTIU

Determinar la preséncia de bacteridfags en una suspensid determinada.

PROCEDIMENT

- Afegir 1 mL del cultiu de la soca hoste en fase exponencial a un tub que contingui 2,5 mL

d'agar fou liquat.
- Agitari estendre en una placa d’'agar ordinari del medi adient.
- Esperar que solidifiqui.
- Dipositar una gota (5 - 20 ul) de la suspensié fagica.
- Deixar que s'absorbeixi a temperatura ambient.

- Incubar a la temperatura indicada per al creixement de la soca hoste. Es recomana

redlitzar la incubacié amb les plaques cap a munt.

- Observar la preséncia o abséncia d'una zona sense creixement bacterid al lloc on s'ha

dipositat la gota, deguda a la lisi de les cél lules provocada pel fag.
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DETERMINACIONS BACTERIOLOGIQUES

TECNICA DE FILTRACIO EN MEMBRANA PER A LA DETERMINACIO DE BACTERIS

OBJECTIU

Retenir els bacteris sobre una membrana d'ésters de cellulosa de 0,45 um de didmetre de

porus i fer-los créixer damunt medis de cultiu per tal d'obtenir un recompte de bacteris en un

volum determinat de mostra.

PROCEDIMENT

Seleccionar el volum de mostra a analitzar.

Filtrar la mostra. Amb unes pinces esterilitzades a la flama es col foca la membrana de 0,45 pm
de didmetre de porus i 47 mm de didmetre d’'ésters de celdulosa (HAWG 047 00, Millipore)
sobre el portdfilires de la rampa de filtracié, la qual es troba connectada a I'aixeta d'aigua
corrent a través de la frompa de buit. Col{ocar damunt I'embut, assegurant-se que no hi hagi
pérdues. Filtrar la mostra intfentant que aquesta quedi uniformement distribuida damunt el filtre.
Quan s’han de filtrar volums de mostra inferiors als 5 mL és recomana afegir solucid estéril

isotonica (PBS o Ringer '4) a la mostra per tal de tenir un volum minim de 5 mL.

Transferir el filtre cara a munt a una placa de Petri que contingui el medi solid adient per al

cultiu del microorganisme que es vol assajar.

Incubar les plagues en posicid invertida a la temperatura indicada el temps necessari per al

creixement del microorganisme a estudi.

Redlitzar el recompte de les colonies que han crescut damunt el filire que compleixin amb les

caracteristiques del microorganisme a estudi.

En funcié del volum de mostra analitzat realitzar els cdlculs necessaris per tal d'expressar els

resultats en ufc per 100 mL de mostra.
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DETERMINACIO DE MICROORGANISMES AEROBIS A 22°C | A 37°C

OBJECTIU

Detectar i enumerar els microorganismes heterotrofs presents en una mostra.

PROCEDIMENT

- Quan sigui necessari, preparar les dilucions de la mostra emprant com a diluent una solucié

isotonica per als bacteris (Ringer ).

- Aplicar el métode de filtfracié en membrana de les diferents dilucions a testar i dipositar els

filtres damunt plagques de medi ric TSA (Annex ll).
- Incubar les plagues a (36 + 2) °C durant 48 hores i a (22 + 2) °C durant 5 dies.

- Passat el periode d'incubacié redlitzar el recompte de totes les coldonies que han crescut

damunt el filtre.

DETERMINACIO DE COLIFORMES FECALS

OBJECTIU

Deteccid i recompte de coliformes termotolerants entenent com a coliformes aquells bacteris
Gram negatius, no formadors d'espores, oxidasa negatius, anaerdbics facultatius que fermenten
la lactosa (activitat B-galactosidasa) amb produccid d'acid i gas en (21 + 3) hores. Sén
termotolerants ja que a més de reunir aquestes condicions ho fan creixent a (44,5 + 0,2) °C.

Coneguts com a coliformes fecals pel seu paper com a indicadors de contaminacié fecal.

PROCEDIMENT

- Després de concentrar el volum de mostra necessari per a cada andlisi aplicant la técnica de
filtracid en membrana, disposar la membrana sobre plagues amb medi m FC (Annex ) i

incubar les plagues en posicié invertida a (44,5 + 0,2) °C durant (21 + 3) hores.

- Comptar les coldnies que creixen damunt el filtre i que mostren coloracié blava corresponents
als coliformes fecals. Les colonies de coliformes no fecals que creixen en medi m FC presenten

color gris o crema.
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DETERMINACIO D’Escherichia coli

OBJECTIU

Deteccid i recompte d'Escherichia coli, bacteris coliformes termotolerants que produeixen
indol a partir de tfriptofan i que presenten activitat p-glucuronidasa (tot i que sobre el 10% de les
E. coli ambientals poden no presentar-ne). El grup de coliformes més adient per indicar

contaminacié fecal originada a partir d'animals de sang calenta.

PROCEDIMENT

- Després de concentrar el volum de mostra necessari per a cada andlisi aplicant la técnica de
filtracié en membrana, disposar la membrana sobre plagues amb medi Fluorocult LMX (Annex

Il) i incubar les plagues en posicid invertida a (36 + 2) °C durant (21 + 3) hores.

- Comptar les colonies que creixen damunt el filire i que mostren fluorescencia quan s'irradien
amb llum UV. De les colonies fluorescents es procedeix amb la confirmacié afegint reactiuv de
Kovacs per a la prova de I'indol. Les colonies que presentaven coloracié rosa-vermellosa amb

|'addicid del reactiu es consideren E. coli.

DETERMINACIO D’ENTEROCOCS FECALS

OBJECTIU

Detecci¢ i recompte d'estreptococs fecals que es caracteritzen per ésser bacteris Gram
positius, no esporulats, catalasa negatius amb capacitat per fermentar la glucosa amb
produccié d'dacid a (36 £ 2) °C en (21 + 3) hores. Els enterococs sén un subgrup d’aquests que es
diferencien d'altres estreptococs per la capacitat de créixer a pH 9,6 amb NaCl 6,5%. Poden
créixer a 10°C i a 45°C, resisteixen temperatures de 60°C durant 30 minuts i tenen la capacitat de
reduir un 0,1% de blau de metil. Els enterococs fecals, a més de complir aquestes caracteristiques

hidrolitzen I'esculina produint 6,7-dihidroxicumarina.

PROCEDIMENT

- Després de concentrar el volum de mostra necessari per a cada andlisi aplicant la técnica de
filtracid en membrana disposar la membrana sobre plagues amb medi m-Enterococcus

(Annex I} i incubar les plagues en posicié invertida a (36 + 2) °C durant (44 + 4) hores.

- Les colonies d'enterococs damunt el medi m-Enterococcus presenten una coloracié vermell
fosc. Transferir les membranes en les que hagin crescut coldnies damunt el filtre a plaques que

continguin medi Bilis Esculina (Annex Il) i incubar de nou a (44,5 £ 0,5) °C durant de 3 a 4 hores.
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Les colonies corresponents a enterococs fecals adquireixen una coloracié fosca per la hidrolisi

de I'esculina i la combinacié del producte d'aquesta reaccié amb els ions ferro (lll) del medi.

DETERMINACIO D’ESPORES DE CLOSTRIDIS SULFITO-REDUCTORS

OBJECTIU

Deteccid i recompte d'espores de clostridis sulfito-reductors mitjancant la técnica d'indcul en
massa. Els clostridis sén bacils Gram positius, anaerdbics estrictes capacos de produir espores,

que pertanyen al genere Clostridium.

PROCEDIMENT
- Seleccionar el volum de mostra a analitzar i disposar-lo en tubs esterils de 50 mL de capacitat.
- Ajustar el volum de la mostra a 25 mL amb aigua destil lada esteéril.

- Redlitzar el xoc termic a 80°C durant 10 minuts per tal de destruir les formes vegetatives del

bacteri.

- Deixar refredar les mostres a temperatura ambient i afegir I'agar SPS 2x temperat a 55°C (25 mL

aproximadament deixant el minim d’aire possible). Agitar per inversid un parell de vegades.
- Deixar solidificar a temperatura ambient i incubar els tubs a (44,5 + 0,2) °C durant (21 + 3) hores.

- Recompte de les coldnies negres que es trobin dins I'agar. El color negre de les colonies es deu

a la reduccid del sulfit i la precipitacié del sulfur de ferro.
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Taula A-1.6. Determinacié de bacteris per NMP en aigua de mar utilitzant els micrométodes

MUG/EC i MUD/SF en funcié del nombre de pous que presenten fluorescencia.

Pous positius NMP/100 mL Pous positius NMP/100 mL Pous positius NMP/100 mL
0 <10 35 454 70 1306
1 10 36 470 71 1346
2 22 37 486 72 1386
3 32 38 504 73 1428
4 42 39 522 74 1474
5 54 40 540 75 1520
6 64 41 558 76 1568
7 76 42 576 77 1620
8 88 43 594 78 1674
% 98 44 614 79 1732
10 110 45 632 80 1792
11 122 46 652 81 1856
12 134 47 672 82 1926
13 146 48 694 83 2000
14 158 49 714 84 2080
15 170 50 736 85 2166
16 182 51 758 86 2262
17 194 52 780 87 2368
18 208 53 804 88 2484
19 220 54 826 89 2618
20 234 55 850 90 2772
21 246 56 876 91 2954
22 260 57 900 92 3178
23 274 58 926 93 3466
24 288 59 954 94 3872
25 302 60 980 95 4564
26 316 61 1010 96 >4564
27 330 62 1038
28 344 63 1068
29 360 64 1098
30 374 65 1130
31 390 66 1164
32 406 67 1198
33 422 68 1232
34 438 69 1268
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Annex Il. Medis i Reactius

TAMPONS I REACTIUS

TAMPONS | REACTIUS EMPRATS EN TECNIQUES DE CULTIU CEL 1ULAR

PBS (Phospate Buffer Saline) 1 x

- NaCl 8g
-KCl 029
- KH2PO4 029
- Na2HPO47H20 1,159
- Aigua bidestil {ada 1000 mL

Dissoldre per agitacio i ajustar el pH a 7,1-7,2 amb dcid clorhidric 1N. Esterilitzar a (121 + 3) °C

durant 15 minuts. La solucié és estable a temperatura ambient.

Tripsina-EDTA

- Tripsina (Trypsin 1:250, DIFCO) 259
- EDTA (Titriplex® lll, 1.08418.1000 Merck) 029
- PBS 1x pH 7,1-7,2 estéril 1000 mL
- Penicillina/Estreptomicina 10 mL

(Penicillin/Streptomycin - 10000  units-mL-!
Penicilin G sodium 10000  pg'mL"
Streptomycin sulfate in 0,85% saline, 15140-
122, Gibco BRL, Life Technologies)

Dissoldre la tripsina i I'EDTA en el PBS per agitacié. Treballant a la cabina de flux laminar,
esterilitzar per filtracié a través de filtres de baixa adsorcié proteica Sterivex-GV 0,22 um Durapore
-PVDF- (SVGV B10 10, Millipore). Afegir la solucié de Penicillina/ Estreptomicina i dispensar en
ampolles estérils per a Us de cultiu cellular de 100 mL de capacitat. La solucié es manté estable
a (-20 + 5) oC durant 6 mesos. La solucid de tripsina en Us es manté a (5 + 3) °C un mdaxim de 15

dies.
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IDU 500 pg ‘mL-!
- IDU (5-lodo-2'-deoxyuridine, | 7125, Sigma) 250 mg
- HBSS (Hanks' Balanced Salfs, H 6136, Sigma) 500 mL

Preparar la solucié HBSS seguint les indicacions del fabricant i esterilitzar a (121 £ 3) °C durant 15
minuts. Dissoldre per agitacié I''DU en aquesta solucié i repartir en contenidors estérils de 50 mL

de capacitat. La solucié es manté estable a (-20 + 5) °C durant 6 mesos.

MgCl2 2%
- MgCl2 - 6H20 (1.05833, Merck) 29
- Aigua bidestil lada 100 mL

Dissoldre per agitacié y esterilitzar a (121 + 3) °C durant 15 minuts. La solucié és estable a (5 + 3)

°C durant 6 mesos.

Roig neutre 0,1%
- Roig neutre (N4638, Sigma) 019
- Aigua bidestil lada estéril 100 mL

Dissoldre per agitacié. La solucié és estable a (5 + 3) °C.

Solucié fixadora cristall violeta-formaldehid

- Cristall violeta (1408, Merck) 1.39
- 2-propanol (131098, Panreac) 50 mL
- Formaldehid 37-38% (141328, Panreac) 300 mL
- Aigua de I'aixeta 700 mL

Dissoldre el cristall violeta en I'alcohol isopropilic i barrejar amb els 300 mL de formaldehid. Afegir
aigua fins obtenir el volum final d'un litre. La solucid és estable a temperatura ambient periodes

superiors a 1 any.
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TAMPONS | REACTIUS EMPRATS EN METODES DE CONCENTRACIO-ELUCIO DE VIRUS

PBS 2 x

Es prepara segons s'ha descrit per al PBS 1 x, pero dissolent doble quantitat de cadascun dels

compostos en 1000 mL d’aigua bidestil lada.

Tampé Glicina 0,25 M pH 10,5
- Glicina (Glicina, 141340, Panreac) 18,77 g
- Aigua bidestil {ada 1000 mL

Dissoldre la glicina en 200 mL d'aigua bidestil lada. Ajustar el pH a 10,5 amb NaOH en pastilles i
acabar d'ajustar amb NaOH 10 M. Afegir aigua bidestil {ada fins a 1 litre. Esterilitzar a (121 £ 3) °C

durant 15 minuts. La solucid és estable a (5 + 3) °C durant 30 dies.

Tampé Glicina 0,25 M pH 10,5 + 3% Extracte de carn
- Glicina (Glicina, 141340, Panreac) 18,77 g
- Extracte de camn 309
(BBL Beef extract Powder, 212303, Becton Dickinson)
- Aigua bidestil {ada 900 mL

Dissoldre la glicina en 800 mL d'aigua bidestil lada. Ajustar el pH a 10,5 amb NaOH en pastilles i
acabar d'ajustar amb 10 M. Afegir I'extracte de carn i aigua bidestil lada fins a 200 mL. Dissoldre
per agitacid i esterilitzar a (121 + 3) °C durant 15 minuts. La solucié és estable a (5 + 3) °C durant 7

dies.

Tampé Glicina 0,05 M pH 9,5 + 3% Extracte de carn

- Glicina 3759
- Extracte de carn 30g
- Roig fenol (1 mgmL') 10 mL
- Aigua bidestil {ada 1000 mL

Dissoldre la glicina en 900 mL d’'aigua bidestil{ada. Ajustar el pH a 9,5 amb NaOH en pastilles i
acabar d’'ajustar amb 10 M. Afegir I'extracte de carn, el roig fenol i adigua bidestil lada fins a 1
litre. Dissoldre per agitacio i esterilitzar a (121 + 3) °C durant 15 minuts. La solucié és estable a (5 +

3) °C durant 7 dies.
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Roig de fenol 1 mg mL-!
- Roig de fenol (7241, Merck) 100 mg
- Aigua bidestil fada 100 mL

Dissoldre per agitacié i filtrar a través de filtres Millex®-GS de 0,22 um de didmetre de porus
d'ésters barrejats de celfulosa (SLGS 025 0S, Millipore) per eliminar cristalls d'indicador no dissolts.

Mantenir la solucié a temperatura ambient i protegida de la llum.

MgCl2 4,14 M
- MgClz - 6H20 (131396.0914, Panreac) 5kg
- Aigua destil{ada 2,5L

Dissoldre el MgClz - 6H20 en 2 litfres d'aigua destil {lada remenant a poc a poc. Afegir la resta
d'aigua destillada i filtrar la solucié a tfravés d'un prefilire de fibra de vidre AP25 (AP25 04700,
Millipore). Repartir en volums de 500 a 1000 mL i esterilitzar a (121 £ 3) °C durant 15 minuts. La

solucid és estable a (5 + 3) °C durant 6 mesos.

MgCl2 0,05 M
- Solucié de MgClz2 4,14 M 15mL
- Aigua bidestil {ada 1000 mL

Dissoldre per agitacié y esterilitzar a (121 + 3) °C durant 15 minuts. La solucié és estable a (5 + 3)

°C durant 6 mesos.

Hipoclorit sodic 0.1%
- Lleixiu (42,5 g/L NaCIO) 20 mL
- Aigua destil{ada 1000 mL

Dissoldre per agitacié. Cal preparar la solucié immediatament abans del seu Us.

Tiosulfat de sodi 2%
- Na2520s3 (Sodio Tiosulfato 5-hidrato, 141721, Panreac) 20 g
- Aigua destil dada 1000 mL

Dissoldre per agitacid i esterilitzar a (121 + 3) °C durant 15 minuts. La solucié és estable a

temperatura ambient durant 6 mesos.
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Tiosulfat de sodi 0,05%.
- Soluci¢ de tiosulfat de sodi 2% 2,5mL
- Aigua destil lada esteril 1000 mL

Dissoldre per agitacio. La solucié és estable a temperatura ambient durant 6 mesos.

Tampé d’elucié de bacteriofags

- Extracte de carn 10g
- Tween 80 (142050, Panreac) 30 mL
-NaCl 2929
- Roig de fenol (1mgmL) 10 mL

Dissoldre I'extracte de carni el NaCl en 1 L d’aigua destil{ada, afegir-hi les solucions de Tween
80 i de roig fenol i comprovar que el pH final sigui de 9. Esterilitzar a (121 + 3) °C durant 15 minuts.

La solucid és estable a (5 + 3) °C.

TAMPONS | REACTIUS EMPRATS EN TECNIQUES DE BIOLOGIA MOLECULAR

Extraccid, amplificacié i analisi d’ADN

Solucié estoc de DTT1M
- DTT (dithiotreitol, D-9779, Sigma) 0.0772 g
- Acetat sodic 0,01 M pH 5,2 0,5mL

Dissoldre per agitacié i esterilitzar per filtracidé amb I'ajuda de filfres de 0,22 um eésters de
cellulosa (Millex®-GS SLGS025BS, Millipore). Repartir en volums de 50 ulL en microtubs d'1,5 mL de

capacitat estérils. La solucid és estable a (-20 + 5)°C.

Solucié de DTT 0,02 M
-DIT1TM 10 uL
- TE esteril (10 mM Tris —0,1 mM EDTA) 490 pL

Dissoldre per agitacié i mantenir la solucié a (-20 + 5)°C.
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Acetat sodic 0,01 M pH 5,2
- Acetat sodic 0,082 g
- Aigua bidestil lada 100 mL

Dissoldre per agitacid i ajustar el pH a 5,2 amb dcid acétic glacial. Esterilitzar a (121 + 3) °C

durant 15 minuts.

TBE 10 x
- Tris base (A2264, AppliChem) 109 g
- Acid boric (203667, Calbiochem) 55,6 g
- EDTA (Titriplex® |ll, 1.08418.1000 Merck) 929
- Aigua bidestil fada 1000 mL

Dissoldre per agitacid en 400 mL d'aigua bidestil lada. Ajustar el pH a 8,3 amb NaOH 1M. Ajustar

a un volum final de 1 litre amb aigua bidestil lada. Esterilitzar a (121 + 3) °C durant 15 minuts.

TBE 1 x

A partir de la solucié concentrada de TBE 10 x dissoldre 1:10 (v:v) la solucié de TBE 10 x en aigua
bidestil lada estéril. Dissoldre per agitacié. Cal preparar la solucid immediatament abans de la

seva utilitzacio.

Tampéd de carrega

- Solucié de sacarosa 40%

o Sacarosa (5476, Merck) 40 g
o Aigua destillada 100 mL
- Blau de bromofenol (12370, US Biochemical Corp.) 250 mg

Dissoldre per agitacié. La solucié és estable a (5 + 3) °C.

Bromur d'Etidi 1%
- Bromur d’Etidi (A1151, AppliChem) 19
- Aigua bidestil {ada 100 mL

Dissoldre per agitacié. Mantenir la solucié a (5 + 3) °C protegida de la llum. En aquestes

condicions és estable durant llargs periodes de temps.
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Bromur d’etidi 0,002 pg ‘mL-!
- Solucié 1% de bromur d'etidii 200 pL
- Aigua destil {fada 1000 mL

Barrejar suaument per agitacié. Mantenir a temperatura ambient protegida de la llum. Es

recomana reemplacar la solucié quan es detecti una disminucid de I'activitat del producte.

Immunodeteccié

TBS-Tween 5 x

- Tris Base (A2264, AppliChem) 6,055 g
- NaCl 40,9 g
- Tween 20 (Merck) 5mL
- Aigua bidestil {ada 1000 mL

Dissoldre per agitacid i esterilitzar a (121 + 3) °C durant 15 minuts. La solucié és estable a (5 + 3)

°C.

TBS-Tween 1 x
- TBS-Tween 5 x 100 mL
- Aigua bidestil lada esteéril 400 mL

Dissoldre per agitacid la barreja en una ampolla estéril. Preparar immediatament abans de la

seva utilitzacio.

Tampé de bloqueig

- TBS-Tween 5 x 100 mL
- BSA (Albumin, Bovine Fraction V, A%647, Sigma) 159
- Aigua bidestil lada estéril 400 mL

Dissoldre per agitacié. Preparar immediatament abans de la seva utilitzacié.

Tris-HCI 1M pH 9,5
- Tris base (A2264, AppliChem) 60,57 g

- Aigua bidestil {ada 500 mL
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Dissoldre per agitacio, ajustar el pH a 9,5 amb HCI i esterilitzar a (121 £ 3) °C durant 15 minuts. La

solucid és estable a temperatura ambient.

Hibridacié molecular

Tampé 1
- Acid maleic (141882, Panreac) 1,69
-NaCl 889
- Aigua bidestil {ada 1000 mL

Dissoldre per agitacié. Ajustar el pH a 7,5 amb NaOH en pols. Esterilitzar a (121 + 3) °C durant 15

minuts. La solucid és estable a temperatura ambient.

Tampé de Rentat (Protocol deteccié de digoxigenina)
-Tampod 1 1000 mL
- Tween 20 (109280, Merck) 3g

Afegir el Tween 20 al tampd 1 préviament esterilitzat. Dissoldre per agitacié. La solucié és estable

a tfemperatura ambient.

Tampé 2
-Tampd 1 900 mL
- Solucid estoc de Blocking Reagent 100 mL

Barrejar els components préviament esterilitzats en condicions aseptiques. La solucié és estable a

tfemperatura ambient.

Tampd 3
- Tris-HCI TM pH 9,5 100 mL
-NaCl 1M 100 mL
-MgClz T M 50 mL
- Aigua bidestil {ada 750 mL

Dissoldre per agitacié totfs els components préviament esterilitzats en condicions d'asépsia. Es

preferible preparar la solucié immediatament abans de la seva utilitzacio.
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Solucid estoc de Blocking Reagent
- Blocking Reagent (1 096 176, Roche) 109
-Tampd 1 100 mL

Dissoldre per agitacié i esterilitzar a (121 + 3) °C durant 15 minuts. La solucié és estable a (5 + 3)°C.

Cal comprovar I'esterilitat abans de la seva utilitzacié.

Tampd de revelat amb substrat colorimeétric
-Tampod 3 T mL
- NBT/BCIP Stock Solution 20 ul

(18,75 mg'mL! 4-Nitro blue tetrazolium
chloride i 9,4 mg-mL?' 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-phosphate, toluidine-salt en 67%
DMSO (v:v); 1 681 451, Roche)

Dissoldre per agitacié. Preparar immediatament abans de la seva utilitzacié.

Tampod de revelat amb substrat luminiscent
-Tampd 3 T mL
- CSPD (1 655 884, Roche) 10 uL

Dissoldre per agitacié. Preparar immediatament abans de la seva utilitzacid.

Reactiv de Denhart

- Ficoll™ 400 (17-0400-01, Amersham Pharmacia Biotech) 10g

- Polyvinyl-pyrrolidone (Povidone; PVP-40, Sigma) 10g
- BSA (Albumin, Bovine Fraction V, A%647, Sigma) 10g
- Aigua bidestil {ada 500 mL

Dissoldre per agitacié i esterilitzar per filfracié a través de filtres de baixa adsorcid proteica
(PVDF). La solucié és estable a (-20 + 5)°C.

Esperma de salmé 10 mg mL-!
- Sperm Nuclei Type II-S: Crude; From Salmon (S-3126, Sigma) 100 mg
- Aigua bidestil lada esteril 10 mL

Dissoldre per agitacid. La solucid és estable a (-20 + 5)°C. Cal bullir-la abans d'afegir-la al tampéd

d'hibridacié durant la preparacié d'aquest.
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SDS 10%
- Sodium dodecyl sulfate 100 g
- Aigua bidestil lada 1000 mL

Dissoldre per agitacid i esterilitzar a (121 + 3) °C durant 15 minuts. La solucid és estable a

temperatura ambient.

20x SSC
- NaCl 17539
- Citrat sodic (tri-sodio citrato 2-hidrato, 141655, Panreac) 88,2 g
- Aigua bidestil {ada 1000 mL

Dissoldre per agitacid. Ajustar el pH a 7,0 i esterilitzar a (121 + 3) °C durant 15 minuts. La solucid és

estable a temperatura ambient.

Tampo de rentat 6x SSC + 0,6% SDS

- 20x SSC 170 mL
- SDS 10% 30 mL
- Aigua bidestil lada estéril 300 mL

Barrejar els components préviament esterilitzats en condicions aseptiques. La solucid és estable a

temperatura ambient.

Tampé de rentat 2x SSC + 0,6% SDS

- 20x SSC 50 mL
- SDS 10% 30 mL
- Aigua bidestil lada estéril 420 mL

Barrejar els components préviament esterilitzats en condicions aséptiques. La solucid és estable a

temperatura ambient.
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Tampé de lisi
- Isotiocianat de Guanidina (G6639 , Sigma) 129
- TrisHCI 0,1 M pH 6,4 esteéril 10 mL
Dissoldre per agitacié en un bany a 60°C. Seguidament afegir:
-EDTA02MpH 8 2,2 mL
- Tritd X-100 (1.08605, Merck) 247 ul

Dissoldre per agitacié. El tampd és estable a temperatura ambient, en la foscor durant 3

setmanes.
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DILUENTS I MEDIS DE CULTIV

DILUENTS
Peptona salina
- Peptona(Bactopeptona, 211677, Beckton Dickinson) [e]
- NaCl 859
- Aigua destil {fada 1000 mL

Dissoldre per agitacié i esterilitzar a (121 + 3) oC durant 15 minuts. La solucié és estable a (5 + 3) °C

durant 6 mesos.

Ringer 1/4
- Ringer 2,59
- Aigua destil{ada 1000 mL

Dissoldre per agitacié y esterilitzar a (121 + 3) °C durant 15 minuts. La solucié és estable a

temperatura ambient durant 6 mesos.

MEDIS DE CULTIU

Medis de cultiv emprats en bacteriologia

TSB
- TSB (Brou de Triptona i Soja, 2-200, Scharlau) 309
- Aigua destil dada 1000 mL

Dissoldre per agitacié i esterilitzar a (121 + 3) °C durant 15 minuts. La solucid és estable a (5 + 3) °C
durant 30 dies.

TSA

- TSA (Agar de Triptona i Soja, 1-200, Scharlau) 409

- Aigua destil dfada 1000 mL
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Dissoldre per agitacié i esterilitzar a (121 + 3) °C durant 15 minuts. El medi preparat és estable a (5
+ 3) °C durant 30 dies.

m FC Agar
-m FC Agar (267720, Difco) 52¢g
- Acid rosolic 1% 10 mL
- Aigua destil {fada 1000 mL

Ressuspendre per agitacié el m FC agar escalfant-lo a I'hora fins a I'ebullicié. Mantenir I'ebullicié
durant 1 minut per tal que es dissolgui completament i en aquest moment afegir I'dcid rosolic.
Mantenir I'agitacid i I'ebulliciéd durant 1 minut més. El medi preparat és estable a (5 £+ 3) °C durant
30 dies.

Solucié d’'acid rosolic 1%
- Acid rosolic (Bacto Rosolic Acid, 3228-09-1, Difco) 01g
- NaOH 0,2 M estéril 10 mL

Afegir I'acid rosolic a la solucid de NaOH i dissoldre per agitacio.

Fluorocult®
- Fluorocult® LMX brou (1.10620, Merck) 17 g
- Agar per a bacteriologia (7-004, Scharlau) 159
- Aigua destil {ada 1000 mL

Dissoldre per agitacié i esterilitzar a (121 + 3) °C durant 15 minuts. El medi preparat és estable a (5
+ 3) °C durant 30 dies.

mEnterococcus Agar
- mEnterococcus Agar (274620, Difco) 42 g
- Aigua destil {lada 1000 mL

Ressuspendre per agitacié el mEnterococcus agar escalfant-lo a I'hora fins a I'ebullicié. Mantenir
I'ebullicid durant 1 minut per tal que es dissolgui completament. Refredar fins a 50 °C
aproximadament i dispensar immediatament a les plaques. El medi preparat és estable a (5 + 3)
°C durant 30 dies.
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Agar Bilis Esculina
- Bile Esculin Agar (287920, Difco) 64 g
- Aigua destil {ada 1000 mL

Dissoldre per agitacid i esterilitzar a (121 + 3) °C durant 15 minuts. El medi preparat és estable a (5
+ 3) °C durant 30 dies.

SPS
- SPS Agar (01-050, Scharlau) 41,349
- Aigua destil dlada 1000 mL

Dissoldre per agitacié i esterilitzar a (121 + 3) °C durant 15 minuts.

Medis emprats en técniques de cultiv cel {ular

Medi de Manteniment - MEM 1% SFB
- Minimum Essential Medium (MEM) 9.39 9

Eagle (modified)auto-pow®(1110024,
ICN Biomedicals, Inc., Ohio, USA)

- Aigua bidestil {ada 940 mL

Dissoldre per agitacid i esterilitzar a (121 + 3) °C durant 15 minuts. El medi preparat és estable a (5
+ 3) °C durant 30 dies.

Treballant a la cabina de flux laminar, afegir:

= 20 mL de NaHCOs al 7.5% (Sodium Bicarbonate 7,5%, 25 080-060, Gibco BRL, Life Technologies,

Paisley, Scotland) — concentracié final 26,8 mM.

= 10 mL de tampd Hepes (Hepes Buffer 1M, BE17-737E, Bio Whittaker Europe, Verviers, Belgium) —

concentracio final 10 mM.

* 10 mL de L-Glutamina (L-Glutamine 200 mM in 0,85% NaCl solution, BE17-605E, Bio Whittaker

Europe, Verviers, Belgium) — concentracié final 2 mM.

* 10 mL de Penicil lina/Estreptomicina (Penicillin/Streptomycin 10000 units mL-' Penicillin G sodium
10000 pg'mL?! Streptomycin sulfate in 0,85% saline, 15140-122, Gibco BRL, Life Technologies,
Paisley, Scotland) — concentracié final 100 UmL' de Penicilliina G, 100 ugmL!

d’Estreptomicina.

* 10 mL de Sérum Fetal Bovi (FBS South American Origin, DE14-801F, Bio Whittaker Europe,

Verviers, Belgium).

El medi completament preparat té una durada maxima de 15 dies.
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Medi de Manteniment - MEM 2% SFB
- Minimum Essential Medium (MEM) Eagle auto-pow® 92,39 9
- Aigua bidestil {ada 920 mL

Dissoldre per agitacid i esterilitzar a (121 + 3) °C durant 15 minuts. El medi preparat és estable a (5
+ 3) °C durant 30 dies.

Treballant a la cabina de flux laminar, afegir:

» 20 mL de NaHCOs al 7.5% — concentracié final 26,8 mM.

* 10 mL de tampd Hepes 1M — concentracié final 10 mM.

» 10 mL de L-Glutamina 200 mM — concentracid final 2 mM.

* 10 mL d’aminodcids no essencials 100 x — concentracié final 1 x.

* 10 mL de Penicillina/Estreptomicina — concentracié final 100 U'mL! de Penicildina G, 100

ug ‘mL! d'Estreptomicina.
= 10 mL de Sérum Fetal Bovi.

El medi completament preparat té una durada maxima de 15 dies.

Medi de Creixement - MEM 5% SFB
- Minimum Essential Medium (MEM) Eagle auto-pow® 9,399
- Aigua bidestil {ada 900 mL

Dissoldre per agitacié i esterilitzar a (121 + 3) °C durant 15 minuts. El medi preparat és estable a (5
+ 3) °C durant 30 dies.

Treballant a la cabina de flux laminar, afegir:
* 20 mL de NaHCOs al 7.5% — concentracio final 26,8 mM.

= 10 mL de tampd Hepes 1M — concentracio final 10 mM.

10 mL de L-Glutamina 200 mM — concentracio final 2 mM.

* 10 mL de Penicillina/Estreptomicina — concentracié final 100 U-mL! de Penicildina G, 100

ug ‘mL! d'Estreptomicina.
= 50 mL de Sérum Fetal Bovi.

El medi completament preparat té una durada maxima de 15 dies.
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Medi de Creixement - MEM 5% SFB, NEAA
- Minimum Essential Medium (MEM) Eagle auto-pow® 92,39 9
- Aigua bidestil lada 890 mL

Dissoldre per agitacid i esterilitzar a (121 + 3) °C durant 15 minuts. El medi preparat és estable a (5
+ 3) °C durant 30 dies.

Treballant a la cabina de flux laminar, afegir:

* 20 mL de NaHCOs3 al 7.5% — concentracié final 26,8 mM.

* 10 mL de tampd Hepes 1M — concentracid final 10 mM.

» 10 mL de L-Glutamina 200 mM — concentracid final 2 mM.

* 10 mL d’aminodcids no essencials 100 x — concentracié final 1 x.

* 10 mL de Penicillina/Estreptomicina — concentracié final 100 U'mL! de Penicildina G, 100

ug ‘mL! d'Estreptomicina.
= 50 mL de Serum Fetal Bovi.

El medi completament preparat té una durada maxima de 15 dies.

Medi de Creixement - MEM 10% SFB, NEAA
- Minimum Essential Medium (MEM) Eagle auto-pow® 9,399
- Aigua bidestil fada 840 mL

Dissoldre per agitacio i esterilitzar a (121 + 3) °C durant 15 minuts. El medi preparat és estable a (5
+ 3) °C durant 30 dies.

Treballant a la cabina de flux laminar, afegir:

» 20 mL de NaHCOs al 7.5% — concentracioé final 26,8 mM.

= 10 mL de tampdé Hepes 1M — concentracié final 10 mM.

* 10 mL de L-Glutamina 200 mM — concentracio final 2 mM.

* 10 mL d’aminodcids no essencials 100 x — concentracio final 1 x.

* 10 mL de Penicillina/Estreptomicina — concentracié final 100 U-mL! de Penicildina G, 100

ug ‘mL! d'Estreptomicina.
* 100 mL de Sérum Fetal Bovi.

El medi completament preparat té una durada maxima de 15 dies.
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Medi per a la preparacié de suspensions cel ulars
- Minimum Essential Medium (MEM) Eagle auto-pow® 92,39 9
- Aigua bidestil {ada 940 mL

Dissoldre per agitacid i esterilitzar a (121 + 3) °C durant 15 minuts. El medi preparat és estable a (5
+ 3) °C durant 30 dies.

Treballant a la cabina de flux laminar, afegir:

* 20 mL de NaHCOs3 al 7.5% — concentracié final 26,8 mM.
* 10 mL de tampd Hepes 1 M— concentracié final 10 mM.

» 10 mL de L-Glutamina 200 mM — concentracid final 2 mM.

* 10 mL de Penicillina/Estreptomicina — concentracié final 100 U'mL! de Penicildina G, 100

ug ‘mL! d'Estreptomicina.
* 10 mL de Sérum Fetal Bovi.

= 5 mL de solucié de clorur de magnesi 2% — concentracié final 0,01%

5 mL Nistatina (Nystatin 10000 U-mL1 in DPBS, N1638 Sigma) — concentracid final 50 u-mL!.
»= 5 mL Gentamicina (Gentamicin 10 mg-mL, G1272 Sigma) — concentracié final 50 ug - mL-.
= 2 mL Ceftazidime (10000 pg mL', GlaxoWellcome) — concentracid final 20 pg -mL'.

El medi completament preparat es manté estable a (5 £ 3) °C un maxim de 15 dies.

Medi post-infeccié — MEM 2 x (Métode de monocapa)
- Minimum Essential Medium (MEM) Eagle auto-pow® 9.39 9
- Aigua bidestil {ada 440 mL

Dissoldre per agitacié i esterilitzar a (121 + 3) °C durant 15 minuts. El medi preparat és estable a (5
+ 3) °C durant 30 dies.

Treballant a la cabina de flux laminar, afegir:

» 20 mL de NaHCOs al 7.5% — concentracioé final 26,8 mM.
= 10 mL de tampdé Hepes 1M — concentracio final 10 mM.

* 10 mL de L-Glutamina 200 mM — concentracid final 2 mM.

* 10 mL de Penicillina/Estreptomicina — concentracié final 100 U'mL! de Penicildina G, 100

ug ‘mL! d'Estreptomicina.
* 10 mL de Serum Fetal Bovi.

El medi completament preparat té una durada maxima de 15 dies.
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Medi post-infeccié — Agar 2 x (Métode de monocapa)
- Agar purificat (L28, Oxoid Ltd.) 7.59
- Aigua bidestil {ada 500 mL
Dissoldre per agitacié i esterilitzar a (121 + 3) °C durant 15 minuts.

Temperar I'agar 2 x i el MEM 2 x a 45°C aproximadament i barrejar agitant bé.

Medi post-infeccié - MEM 2 x (Métode d'assaig de clapes amb cél {ules en suspensid)
- Minimum Essential Medium (MEM) Eagle auto-pow® 1,88 g
- Aigua bidestil {ada 80 mL

Dissoldre per agitacid i esterilitzar a (121 + 3) °C durant 15 minuts. El medi preparat és estable a (5
+ 3) °C durant 30 dies.

Treballant a la cabina de flux laminar, afegir:

* 4 mL de NaHCOs al 7.5% — concentracio final 26,8 mM.
= 2 mL de tampd Hepes 1M — concentracié final 10 mM.

» 2 mL de L-Glutamina 200 mM — concentracié final 2 mM.

* 2 mL de Penicillina/Estreptomicina — concentracid final 100 U'mL! de Penicildina G, 100

ug ‘mL! d'Estreptomicina.
* 6 mL de Sérum Fetal Bovi.

* 1 mL de clorur de magnesi 2% — concentracio final 0,01%.

1 mL Nistatina (Nystatin 10000 UmL" in DPBS, N1638 Sigma) — concentracié final 50 U-mL'.
* 1 mL Gentamicina (Gentamicin 10 mg-mL', G1272 Sigma) — concentracié final 50 pg - mL-.
* 1 mL de roig neutre 0,1%.

El medi completament preparat es manté estable a (5 + 3) °C un maxim de 15 dies.

Medi post-infeccié — MEM 2 x amb antibiotics (Métode Viraden i de doble capa)
- Minimum Essential Medium (MEM) Eagle auto-pow® 1.88 g
- Aigua bidestil lada 80 mL

Dissoldre per agitacié i esterilitzar a (121 + 3) °C durant 15 minuts. El medi preparat és estable a (5
+ 3) °C durant 30 dies.

Treballant a la cabina de flux laminar, afegir:
* 4 mL de NaHCO3 al 7.5% — concentracié final 26,8 mM.

* 2 mL de tampd Hepes 1M — concentracid final 10 mM.
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= 2 mL de L-Glutamina 200 mM — concentracio final 2 mM.

= 2 mL de Penicillina/Estreptomicina — concentracid final 100 U'mL! de Penicildina G, 100

ug ‘mL! d'Estreptomicina.
* 6 mL de Sérum Fetal Bovi.
= 1 mL de clorur de magnesi 2% — concentracio final 0,01%.
* 1 mL Nistatina (Nystatin 10000 U mL! in DPBS, N1638 Sigma) — concentracié final 50 U-mL-'.

* 1 mL Gentamicina (Gentamicin 10 mg-mL', G1272 Sigma) — concentracié final 50 ug mL!.

400 plL Ceftazidime (10000 ug mL', GlaxoWellcome) — concentracid final 20 ug mL-'.

El medi completament preparat es manté estable a (5 + 3) °C un maxim de 15 dies.

Agar 2% (Métode d'assaig de clapes amb cél{ules en suspensid, Viraden i de doble capa)
- Agar purificat (L28, Oxoid Ltd.) 29
- Aigua bidestil {ada 100 mL

Dissoldre per agitacié i esterilitzar a (121 + 3) °C durant 15 minuts.

Les solucions d'agar es poden deixar solidificar i fondre al microones quan es necessitin,
assegurant-se que I'agar queda ben dissolt. Aquesta operacid es pot redlitzar fins a 4 vegades

sense perdre eficiencia en la solidificacié de I'agar.
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