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Cap.1. Introduccion general y objetivos
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Moloney murine leukemia virus

Coleccion Britanica de Cultivos Tipo
Numero mas probable

Peso molecular nominal limite

Grado Centigrado

Pauta de lectura abierta

Peso/volumen

Tampén fosfato salino

Reaccion en cadena de la porimerasa

-Log10 de la concentracion de hidrogeniones
pH isoeléctrico

Particula virica

Retrotranscripcion

Hospital Ramon y Cajal (Madrid)

Caldo de triptona de soja

Unidades

Unidades formadoras de colonias

Unidades formadoras de calvas

Voltio

Volumen/volumen
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VHA Virus de la Hepatitis A

VHE Virus de la Hepatitis E

Xg Fuerza centrifuga relativa

X-gal 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido

En este listado no se incluyen unidades de medida, ni otras abreviaturas de términos cientificos
utilizados de forma convencional en publicaciones internacionales.
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1.1. LOS ORIGENES DE LA VIROLOGIA AMBIENTAL

La Virologia Ambiental como ciencia aparecido hace mas de 50 afios, a partir de la
deteccion de poliovirus en aguas contaminadas.

Durante 30 afios, desde su descubrimiento en 1908, se habia pensado que las
infecciones por poliovirus se iniciaban por via nasal, multiplicandose en el bulbo olfatorio, y
trasladandose a través de las fibras nerviosas directamente hacia el sistema nervioso central
(Metcalf y col., 1995). La poliomielitis fue considerada estrictamente una enfermedad
neurotropica, aunque no se conocia bien la naturaleza de su patogénesis ni el modo de
transmision.

A finales de la década de los 30 se demostré que los virus no solo se podian aislar a
partir de la médula espinal, sino que se excretaban durante semanas en grandes cantidades a
través de las heces de individuos infectados. A partir de entonces comenzo6 a considerarse
como una enfermedad entérica, posiblemente transmitida por el agua contaminada. Durante
1940-1945 se estudio la posibilidad de transmitir la infeccion a primates mediante inoculacion
de concentrados de aguas residuales, demostrando asi la presencia de particulas infecciosas en
el ambiente, aunque no la via de transmision fecal-oral.

A finales de los afios 40, se identificaron los coxsackievirus A y B, y posteriormente los
echovirus, que junto con poliovirus fueron reconocidos como familia. Todos los miembros
comparten similares propiedades quimicas y fisicas, tiene como habitat el tracto intestinal
humano, y se encuentran regularmente en aguas contaminadas. A pesar de esto hay pocas
evidencias directas que relacionen la presencia de enterovirus en aguas residuales como
causante de enfermedades de transmision hidrica.

Se han descrito importantes brotes de hepatitis viricas en diversos paises, como el
acontecido en Nueva Delhi entre diciembre de 1955 y enero de 1956, que afectd a 230.000
personas. El origen de la epidemia fue la contaminacion del rio que servia de fuente de
abastecimiento de la planta potabilizadora de aguas para el consumo doméstico, seis semanas
antes de la aparicion del brote epidémico. Durante el periodo de la contaminacion el agua fue
tratada con altas dosis de alumina y cloracion posterior para prevenir la aparicion de
enfermedades infecciosas de origen bacteriano y algunas de origen virico, aunque no se pudo
impedir la propagacion de la hepatitis virica. A raiz de la aparicion de este brote se iniciaron

estudios virologicos de las muestras de agua contaminada, aunque el agente etioldogico no
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pudo ser caracterizado hasta afios después. La trascendencia sanitaria de este brote epidémico
estimulo el nacimiento de una nueva disciplina a finales de los afios 50, con la creacion en la
India del Instituto Nacional de Investigaciones de Ingenieria y Medio Ambiente, y
posteriormente el grupo de Virologia Ambiental del “Baylor College of Medicine” en
Houston. Desde entonces hasta ahora han ido apareciendo en todo el mundo grupos

especializados en la investigacion de la contaminacion virica del medio ambiente.

1.2. ORIGEN Y DISTRIBUCION DE LOS VIRUS EN EL AMBIENTE

Los ecosistemas acuaticos contienen cantidades variables de virus de forma natural, que
constituyen un componente universal de la comunidad plancténica microbiana. La
concentracion de virus en aguas naturales no contaminadas (aguas marinas y lagos) se ha
estimado entre 10° y 10® particulas por ml (Berg y col., 1989; Bersheim, 1993; Maranger y
Bird, 1995; Pina y col., 1998a).

En las zonas cercanas a nticleos de poblacion adicionalmente el medio acuatico recibe
aportes de grandes concentraciones de virus que son excretados por el hombre y otros
animales a través de las heces y la orina de individuos infectados, incluso sin que presenten
signos de enfermedad aparentes. La duracion del periodo de excrecion fecal depende del
virus. Los adenovirus entéricos se encuentran en las heces 7-14 dias después del inicio de la
sintomatologia clinica, entre 3-4 dias en el caso de rotavirus pudiendo llegar a excretarse hasta
10" particulas de rotavirus por gramo. En el caso de poliovirus, la excrecion comienza a las
24 h del inicio de la infeccion y se prolonga durante varios meses (Melnick, 1984;
Schwatzbrod, 1995). La concentracion de estos virus en las aguas residuales puede llegar a ser
de 10° UFC/I. En las aguas superficiales la concentracion de virus es logicamente dependiente
del grado de contaminacion fecal, habiéndose detectado 10—10* UFC/I de agua de rio (World
Health Organization, 1979) y entre 1-10 UFC/I en agua de mar (Schwatzbrod, 1995).

Estos virus pueden sobrevivir durante varios meses en el medio, pueden resistir los
procesos de tratamiento convencionales del agua, incluso la cloraciéon con un nivel de
supervivencia superior al de las bacterias, pudiendo asi encontrarse lejos de la fuente original
de contaminacion, constituyendo un riesgo potencial de nuevas infecciones (World Health

Organization, 1979).
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Las vias de transmision de los virus en el medio ambiente son muy diversas (Figura
1.1.). Su conocimiento ha provocado una creciente alarma al comprobarse que la poblacion
esta expuesta a una gran variedad de posibilidades para adquirir una infeccion. Las distintas

vias de transmision incluyen:

& Ingestion de agua contaminada

& Ingestion de moluscos bivalvos o mariscos crudos o poco cocinados, que hayan crecido
en aguas que reciben aporte de aguas residuales

L Ingestion de vegetales que se han regado con aguas insuficientemente tratadas o que se
han cultivado en terrenos abonados con lodos de depuradora que contenian virus

infecciosos

&

Contacto con aguas de bafio que han recibido aporte de aguas contaminadas

&

Contacto con aerosoles generados a partir de aguas contaminadas

[ EXCRECIONES HUMANAS ]

|
v v v

[ Infiltracién en suelos J [ Aguas residuales ] [ Abono con lodos de depuradoras ]

v v y v
Mar | —— | Riosylagos _} Aguas subterraneas ] +— { Aguas de riego ]
, Y3 .

[ Moluscos bivalvos J Aguas de baifio ] Agua potable J [Verduras J [ Aerosoles J

HOMBRE

Figura 1.1.
Ruta de transmision fecal-oral de los virus entéricos humanos en el medio ambiente. Modificado de Melnick y col., 1978.




Cap.1. Introduccion general y objetivos

1.3. EL AGUA COMO AGENTE TRANSMISOR DE ENFERMEDADES
INFECCIOSAS: NECESIDAD DE CONTROL VIROLOGICO

Cada vez se manifiesta un mayor interés por la contaminacion del agua y el suelo por
virus. Este problema, como factor en la diseminaciéon de virosis, tiene consecuencias
trascendentes que aun no han sido plenamente evaluadas. La mayoria de los rios que sirven
como fuentes de agua potable transportan cantidades variables de aguas de desecho, que se
ven incrementadas en los periodos en que disminuye el caudal. La urbanizacion rapida tanto
de los paises desarrollados como de los paises en vias de desarrollo ha dado lugar a problemas
criticos en el suministro de agua y en la eliminacion de desechos. Las crecientes demandas de
fuentes de agua disponibles debidas al aumento de la poblacion mundial y a la concurrente
expansion de la industria hacen inevitable el aprovechamiento de las aguas residuales
domésticas.

Se ha estimado que aproximadamente 3.000 millones de personas en todo el mundo
carecen de sistemas de saneamiento. El 95% de las aguas residuales domésticas son vertidas
al medio sin ser tratadas. Como consecuencia de estas deficiencias sanitarias y de la falta de
aguas de bebida limpias, se ha estimado que cada afio 3.500 millones de personas contraen
alguna enfermedad de transmisién hidrica, y 3,3 millones de personas mueren anualmente de
enfermedades entéricas. La razon principal de esta situacion es el alto coste que supone la
puesta a punto de procesos de tratamiento, y el mantenimiento infraestructuras apropiadas que
permitan el control sanitario, de los que solamente se benefician el 6% de la poblacion
mundial (Niemczynowicz, 1997).

Para evaluar los riesgos causados por los virus presentes en el agua y en el suelo, hay
que considerar la dosis minima infecciosa para el hombre cuando estos virus son ingeridos,
ademas de otros factores como son el tipo de virus, la via de penetracion y la susceptibilidad
del huésped. Los datos disponibles demuestran que para una gama de virus de origen humano,
entre los que se incluye los enterovirus, dosis de 1-2 unidades infecciosa pueden producir
enfermedad (Schiff'y col., 1984; Gerba y Haas, 1988). El hecho de que se produzca infeccion
no implica en todos los casos que se desarrolle enfermedad. En el caso de la hepatitis A el
porcentaje de individuos con sintomatologia clinica aumenta con la edad (<5% en nifos, 75%
en adultos), contrariamente a la incidencia de la infeccion por rotavirus que afecta

mayoritariamente a nifios.
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La probabilidad de contraer una infeccion derivada de la exposicion a bajas dosis de
virus se ha evaluado asumiendo una distribucion aleatoria de los virus en el agua de bebida. El
riesgo anual de infeccion por enterovirus a una concentracion de 1 UFC/1000 1 suponiendo un
consumo de agua por individuo de 2 1/dia se ha estimado en mas de un caso por cada 10000

personas (Gerba y Haas, 1988).

1.3.1. Epidemiologia de las enfermedades viricas de transmision hidrica

Se ha descrito una incidencia de un 4,7% de brotes epidémicos de origen virico
transmitidos por el agua en USA entre 1975 y 1979, frente a un 56,3% de brotes relacionados
con aguas contaminadas de etiologia desconocida (Cliver, 1984). Se han documentado brotes
producidos coxsackievirus, echovirus, los virus de la hepatitis A y E, rotavirus y virus de
Norwalk relacionados con aguas de distribucion (Hejkal y col., 1982; Kaplan y col., 1982;
Hopkins y col., 1984; Gerba y col., 1984; Rab., y col., 1997), que se han vinculado al mal
funcionamiento de los sistemas de depuracion aplicados o a la contaminacion del sistema de
distribucion con aguas residuales. Gerba y col. en 1984, demostraron la presencia de rotavirus
y enterovirus en aguas sometidas a un proceso de potabilizacion en los que se cumplian con
los valores estandar de calidad para aguas potables (0 UFC coliformes/100 ml, concentracion
de cloro libre superior a 0,5 mg/l). En el mismo estudio se describe un brote de gastroenteritis
que afect6 a 7900 individuos, y 36 casos de hepatitis A relacionados con la contaminacion de
los pozos de suministro con aguas residuales. El agua de los pozos se sometia habitualmente a
un proceso de cloracion antes de distribuirse por la red. Los exdmenes virologicos permitieron
identificar coxsackievirus B2 y B3, y VHA en el agua residual de la comunidad y en el agua
de pozo, asi como coxsackievirus B3 en el agua de distribucion clorada. Los examenes
bacteriologicos no indicaban contaminacion fecal en el agua clorada, aunque los virus podian
sobrevivir al proceso (Gerba y col., 1984).

El riesgo relacionado con el uso de aguas recreativas (aguas de mar, rios y lagos,
piscinas) se asocia principalmente a la presencia de adenovirus, que provocan infecciones
oculares o respiratorias, de poco significado epidemiologico.

Los sistemas de tratamiento de aguas residuales pueden general aerosoles que se
transportan por el aire, y que actian como vehiculo de transmision de virus al ser inhalados
(Carducci y col.,, 1995; DeSerres y Lalibert, 1997). Esto puede tener consecuencias

epidemiologicas importantes en personas expuestas a aerosoles (trabajadores de plantas de
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tratamiento de aguas residuales, agricultores que utilizan aguas residuales o lodos en sus
campos). En el caso de la agricultura la utilizaciéon de aguas residuales depuradas o no, y la
utilizacion de lodos como abono podria conducir a la contaminacion de los vegetales
cultivados ya sea por contacto directo o con aerosoles. Ademas, se ha descrito la
incorporacion de virus por parte de las plantas irrigadas con aguas residuales a través de raices
o tallos danados. Los virus son transportados de forma pasiva a través del sistema conductor
de la planta hacia las partes aéreas (Katzenelson y Mills, 1984). La concentracion de virus de
origen humano es elevada en las capas superiores de suelos irrigados con aguas residuales o
abonados con lodos, y la tasa de supervivencia de los virus puede llegar a ser de varios meses,
como en el caso de poliovirus (Tierney y col., 1977), asi pues las plantas cultivadas podrian

incorporar virus a sus tejidos.

1.3.2. Normativa aplicable al control microbiologico del agua

La importancia para la salud publica de las aguas destinadas al consumo humano hace
necesaria la fijacion de normas de calidad. Con este fin se ha establecido la reglamentacion
técnico sanitaria para el abastecimiento y control de calidad de las aguas potables de consumo
publico (Directiva del Consejo 80/778/CEE Real Decreto 1138/1990). Esta normativa es
aplicable a todas las aguas destinadas al consumo humano, salvo las minerales naturales y las
medicinales, y establece que deben controlarse los siguientes parametros microbioldgicos
determinados por métodos analiticos estandarizados:

- Coliformes totales (concentracion maxima admisible <1 NMP/100 ml)

- Coliformes fecales (concentracion maxima admisible <I NMP/100 ml)

- Estreptococos fecales (concentracion maxima admisible <1 NMP/100 ml)

- Clostridios sulfitorreductores (concentracion maxima admisible <1 NMP/20 ml)

En situaciones particulares que requieran una especial vigilancia sanitaria del agua del
sistema conviene completar los andlisis con la determinacion de bacteribfagos fecales,
salmonela, estafilococos patogenos y enterovirus. Ademas, el agua no debe contener
organismos parasitos, ni algas, ni otros elementos figurados.

Asimismo, con el objetivo de controlar el riesgo sanitario que las aguas recreativas
representan para la salud humana, se aprobd la normativa que establece los estandares de

calidad relativos a las aguas de bafio (Directiva del Consejo 76/160/CEE; Real Decreto
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734/1988). En esta legislacion se establecen unos valores guia que deben cumplir el 80-90%
de las muestras analizadas:

- Coliformes totales (<500 ufc/100 ml en el 80% de las muestras)

- Coliformes fecales (<100 ufc/100 ml en el 80% de las muestras)

- Estreptococos fecales (<100 ufc/100 ml en el 90% de las muestras)

- Salmonela (0 ufc/l en el 95% de las muestras)

- Enterovirus (0 UFC/ 10 1 en el 95% de las muestras)

La valoracion de la calidad del agua que se lleva a cabo actualmente se basa
fundamentalmente en parametros bacterianos. El control rutinario de estos parametros puede
significar una mejora, aunque las limitaciones que presentan dichos estandares conducen a
una revision de la normativa y a considerar alternativas. En concreto, los indicadores
bacterianos no son un reflejo de la calidad virolégica del agua, ya que presentan una menor
supervivencia y una menor resistencia a los procesos de tratamiento de agua y a la
autodepuracion natural que los virus. Por otro lado, el control rutinario de enterovirus por las
técnicas clasicas de aislamiento en cultivo celular es laborioso, y conduce a resultados poco
fiables en cuanto a la baja sensibilidad de la técnica. Ademas, varias razones han permitido

concluir en que no es un buen pardmetro indicador:

= Gran parte de los enterovirus aislados del ambiente eran cepas de poliovirus vacunal. En
la actualidad la vacunacion se realiza en nifios de muy corta edad y, por tanto, las heces no
llegan a las aguas residuales sino que se eliminan en los pafiales.

= Los enterovirus son menos resistentes que otros virus patdogenos como el VHA cuando se
someten a determinados tratamientos.

= Los resultados que se presentan en esta tesis y otros que la han seguido han demostrado la
presencia de virus de origen humano en aguas residuales y naturales incluso en muestras

que no presentaban enterovirus.

Los datos existentes aprueban la necesidad de evaluar indicadores viricos alternativos.
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1.4. LOS MOLUSCOS BIVALVOS COMO AGENTES
TRANSMISORES DE ENFERMEDADES INFECCIOSAS

Los productos extraidos del mar constituyen una proporcion muy importante de los
recursos alimenticios a escala mundial. La actividad econdmica relacionada con la
explotacion de los criaderos naturales de moluscos bivalvos y el cultivo artificial tiene una
gran importancia en la Comunidad Europea. En nuestro pais, esta actividad econdmica de
gran trascendencia se ha desarrollado principalmente en el noroeste espafiol, en el que las rias
gallegas constituyen un ecosistema muy propicio para su desarrollo. Las especies explotadas
comercialmente incluye la ostra plana (Ostrea edulis), ostron (Crassostrea gigas), el mejillon
comun mediterraneo (Mytilus galloprovincialis) y atlantico (Mytilus edulis), varias especies
de almeja (Tapes spp., Mercenaria mercenaria), el berberecho (Cerastoderma edule), la
navaja (Ensis spp.), la vieira (Pecten maximus) (Lees, 2000). También existe una produccion
constante en el area del Delta del Ebro, donde se cultiva ostrén y mejillén principalmente.

El aumento de los aportes de aguas residuales al mar, debido al fuerte incremento de la
poblacion y a la actividad industrial han comprometido la calidad sanitaria de las zonas
costeras (Figura 1.2.). Esta situaciéon no solo conlleva cambios importantes en las
caracteristicas fisico-quimicas y biologicas del ecosistema marino, sino que constituye un
riesgo potencial para la salud publica derivado del consumo directo de organismos marinos y
de las actividades recreativas que se realizan en las aguas costeras contaminadas por aguas
residuales. Independientemente del comercio, la recoleccion no controlada se desarrolla a lo
largo de todo el litoral, y es precisamente esta actividad, con el consiguiente consumo directo
sin los debidos controles sanitarios y sin ser sometidos a depuracion, la que pueden
representar una via de transmision de ciertas enfermedades.

Los moluscos bivalvos son animales de caracter sedentario y de régimen alimentario
exclusivamente filtrador. Las branquias cubiertas de mucus y cilios vibratiles, ademas de
cumplir con la funcidén respiratoria, retienen las particulas en suspension, entre ellas,
bacterias, virus y protistas plancténicos (Di Girolamo y col., 1977). Asimismo las materias en
solucion contenidas en el agua también son absorbidas e incorporadas a su organismo. Los

productos ingeridos siguen diferentes caminos:

10



Cap.1. Introduccion general y objetivos

A) la materia organica, ciertos protistas planctonicos, sales minerales, factores de
crecimiento, constituyen su propio alimento que es asimilado por el animal,
distribuyéndose por toda sus anatomia.

B) otros microorganismos son retenidos en el tracto digestivo o en el aparato filtrador, y
generalmente no suelen ser nocivos para el animal, si bien en algunas ocasiones pueden
representar un riesgo para la salud del hombre en el caso de que hayan acumulado

bacterias patogenas, virus animales o biotoxinas producidas por dinoflagelados.

Formacion de
aerosoles

Resuspensién por
lluvia, oleaje, mareas,
dragados, etc.

Acumulacién en los moluscos
bivalvos durante su alimentacion

= £
Consumo por

Acumulacion en los crustaceos y/o peces

sedimentos

Figura 1.2.
Destino de los virus en los ecosistemas maritimos. Modificado de Melnick y Gerba, 1980.

Estos moluscos poseen un elevado ritmo de bombeo, que se ha estimado entre 0,5 y 4
litros por hora, dependiendo de su tamafio y de las condiciones ambientales, por lo que
constituyen verdaderos concentradores bioldgicos. Los animales fisiologicamente activos son
capaces de acumular virus muy rapidamente. Mitchell y col. en 1966 observaron que en agua
de mar conteniendo 10° UFC de Poliovirus tipo 1 por mililitro, la concentracién de virus en
las ostras podia ser 27 veces superior a la del agua de mar tras un tiempo de exposicion de 1 h.
Sin embargo, varios factores afectan la tasa de filtracion y la capacidad de bioacumulacion de
virus por los moluscos bivalvos:

1. El tipo de molusco y sus caracteristicas anatomicas tienen una gran influencia en la
retencion de virus. Asi pues, aquellos que viven en los sedimentos, que constituyen un
reservorio de microorganismos, suelen estar mas contaminados que moluscos que viven

en aguas abiertas.

11
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2. Elestado en el que se encuentra el virus (libre o adsorbido a particulas) juega también un
papel muy importante, siendo mas facil de acumular si estd unido a material suspendido
(Metcalf'y col., 1979)

3. Se ha observado una mayor tasa de acumulacion cuando la concentracion de virus en el
agua es alta. Varios estudios se han hecho en agua de mar con unas concentraciones de
virus de 10°-10° UFC/ml (Mesquita, 1988). Utilizando niveles de contaminacion
similares a los naturales (10°-10" UFC/ml) se han observado factores de bioacumulacion
entre 19 y 34 (Metcalf y col., 1979). A concentraciones de 10°—10” UFC/ml existe un
equilibrio entre la tasa de acumulacion y la tasa de depuracion (Landry y col., 1982).

En cuanto a la localizacion de los virus, estos se acumulan en el tracto digestivo. Otras
partes del cuerpo (branquias, manto, pie) tiene niveles de contaminacion similares al del agua
circundante (Power y Collins, 1990).

Los virus acumulados en los tejidos de los moluscos bivalvos pueden persistir y
permanecen viables durante mucho tiempo una vez que han sido recolectados hasta que son
consumidos (Tierney y col., 1982). Es por esto necesario procesos de descontaminacion
basados en la inmersion de los moluscos en agua de mar microbiolégicamente limpia,
desinfectada con ozono o radiacion ultravioleta, durante un periodo de 24 a 72 h. Las
bacterias fecales utilizadas como indicadores son eliminadas mas rapidamente que los virus
(Mesquita, 1988; Power y Collins, 1989), por tanto su ausencia no puede indicar que la

depuracion sea completa.

1.4.1. Epidemiologia de las infecciones atribuidas al consumo de moluscos

bivalvos

Varios patdogenos bacterianos estan involucrados en toxi-infecciones alimentarias
asociadas con el consumo de mariscos (Salmonella, Shigella, Campylobacter, Yersinia,
Clostridium, Vibrio, Plesiomonas, Aeromonas, Escherichia coli), aunque son los virus la
causa mas frecuente (Lipp y Rose, 1997). Se han descrito en todo el mundo numerosos brotes
de hepatitis A asociados al consumo de bivalvos (Lipp y Rose, 1997; Lees, 2000) (Tabla 1.1.),
entre ellos el ocurrido en Shanghai (China) en 1988 donde se documentaron 300.000 casos
relacionados con la ingestion de almejas recogidas en una zona que recibia aportes de agua

residual (Halliday y col., 1991). El consumo de bivalvos se ha relacionado con el 70% de las

12
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hepatitis de tipo A diagnosticadas en Italia, 19% en Alemania, 25% en el Reino Unido o el
11% en Japon (Lees, 2000).

Las gastroenteritis a menudo son también una consecuencia directa del consumo de
moluscos bivalvos contaminados con virus de Norwalk (Tabla 1.1.). En el Reino Unido, entre
1965 y 1983, el 37% de los brotes infecciosos declarados relacionados con el consumo de
bivalvos fueron causados por virus pequefios redondos, el 17% por el virus de la hepatitis A y
en el 43% no se identifico el agente (Lees, 2000).

Los datos epidemiologicos recogidos han demostrado estacionalidad en la aparicion de
infecciones producidas por el consumo de moluscos bivalvos, siendo mas predominantes en

los meses frios (Lees, 2000).

TABLA 1.1.
Infecciones viricas atribuidas al consumo de moluscos bivalvos®
Virus Afio Lugar N° casos Causa
VHA 1955 Suecia ? almejas
1961 Mississippi (USA) 84 ostras
1973 Luisiana (USA) 263 ostras
1978 Reino Unido 41 mejillones
1984 Livorno (Italia) 75 mejillones, almejas
1988 Shanghai (China) 300.000 almejas
1994 Italia 620 mejillones
1996 Puglia (Italia) 271 varias especies
Virus de Norwalk 1976-1977 Reino Unido 800 berberechos
1978 Sydney (Australia) 2000 ostras
1982 USA 1472 almejas, ostras
1983 USA 2000 almejas
1991 Canada 200 Ostras
Agente Snow Mountain 1977 Massachusetts (USA) 83 almejas
1980-1994 Nueva York (USA) 126 almejas

# Datos recogidos por LeGuyader y col., 1996; Lipp y Rose 1997; Wallace y col., 1999; Croci y col., 2000;
Lees, 2000.

1.4.2. Normativa aplicable a la produccion y comercializacion de

moluscos bivalvos

Resulta indispensable aplicar una normativa para controlar la calidad sanitaria de las

aguas destinadas a la produccion, asi como un reglamento de salubridad de los moluscos
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bivalvos. Como consecuencia de la adhesion de Espafia a la Comunidad Europea, se ha
efectuado la adecuacion de la normativa nacional sobre la materia a lo establecido por la
Directiva del Consejo 91/492/CEE. Asi pues, se ha establecido el Real Decreto 308/1993 y
571/1999 en los que se aprueba la reglamentacion técnico-sanitaria que fija las normas
aplicables a la produccion y comercializacion de moluscos bivalvos vivos, gasteropodos y
equinodermos destinados al consumo humano directo o a la transformacion previa a su
consumo.

Las zonas de produccion se han clasificado de acuerdo a las siguientes categorias:

& Zonas “tipo A”: en dichas zonas, los moluscos bivalvos vivos tendran menos de 300
coliformes fecales o menos de 230 E. coli por cada 100 g de carne de molusco y liquido
intervalvar. Los moluscos extraidos de estar regiones podran ser destinados al consumo
humano directo.

& Zonas “tipo B”: los moluscos bivalvos en estas zonas presentaran un indice igual o
inferior a 6000 coliformes fecales o 4600 E. coli por cada 100 g de carne en el 90% de las
muestras. Los animales procedentes de estas zonas destinaran al consumo humano tras
someterse a un tratamiento de depuracion o reinstalacion.

& Zonas “tipo C”: los moluscos bivalvos de estas zonas presentaran un indice inferior a
60.000 coliformes fecales por cada 100 g de carne. Los moluscos extraidos de estas zonas
podran ser destinados al consumo humano tras su reinstalacion durante un periodo
minimo de 12 meses, o tras una depuracion intensiva a fin de cumplir las condiciones
mencionadas anteriormente.

A falta de métodos habituales de deteccion de virus y de normativa en cuanto a la
calidad virolégica, el control sanitario se basa en el recuento de bacterias fecales. Asi pues,
los moluscos bivalvos destinados al consumo humano inmediato deben cumplir basicamente
con niveles establecidos para una zona de categoria A, y no contener salmonela en 25 g de
carne. Ademas, deben cumplir con las caracteristicas visuales propias de frescura y viabilidad

y no contener compuestos toxicos o nocivos (toxinas, metales pesados, pesticidas).
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1.5. BACTERIAS, PROTOZOOS Y PARASITOS TRANSMITIDOS
POR VIA HIDRICA

Ademas de los virus otros microorganismos patégenos tales como bacterias, protozoos

y parasitos, y toxinas producidas por cianobacterias, se transmiten por via hidrica o estan

asociados al consumo de moluscos bivalvos (Tabla 1.2.).

TABLAL1.2.
Microorganismos transmitidos por via hidrica
Tipo Especie Patologia

Bacterias Salmonella spp. Gastroenteritis
Shigella spp. Disenteria
Escherichia coli enteroinvasiva Disenteria
E. coli enterohemorragica Diarrea con sangre
E. coli enterotoxigénica Diarrea
Campylobacter spp. Gastroenteritis
Vibrio cholerae O1 Colera
V. cholerae no O1 Diarrea
V. vulnificus, V. parahaemolyticus Gastroenteritis

Patégenos oportunistas

Protozoos

Parasitos

Toxinas de cianobacterias

Yersinia enterocolitica

Pseudomonas aeruginosa
Mycobacterium spp.
Aeromonas spp.
Flavobacterium spp.
Acinetobacter spp.
Klebsiella spp.
Legionella spp.

Entamoeba histolytica

Giardia intestinalis, G. lamblia
Cryptosporidium parvum
Naegleria fowleri

Acanthamoeba spp.

Gonyaulax spp., Pyrodinium spp.
Procentrum spp., Dinophysis spp.

Schistosoma spp.
Dracunculus medinensis
Ancylostoma

Ascaris

Taenia

Microcystis aeruginosa

Diarrea con sangre

Infecciones oculares y del oido, dermatitis
Lesiones en la piel

Infecciones de heridas, diarrea

Meningitis

Meningitis, infecciones de heridas
Neumonia

Enfermedad del legionario

Disenteria

Giardiasis

Diarrea

Meningoencefalitis

Lesiones en la piel, conjuntivitis
Intoxicacion paralitica
Intoxicacion diarréica

Esquistosomiasis, dermatitis
Dracunculiasis

Trastornos gastrointestinales
Trastornos gastrointestinales
Trastornos gastrointestinales

Envenenamiento
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Las infecciones por bacterias se relacionan con el consumo de alimentos o agua
contaminados fecalmente, o la exposicion a aerosoles. Estas producen enfermedades del tracto
digestivo cuyo indice de gravedad va desde una ligera gastroenteritis hasta casos graves, y a
veces fatales, de disenteria, colera o fiebre tifoidea. Otros microorganismos cuya presencia en
el ambiente puede ser natural pueden producir graves enfermedades, e incluso algunos
microorganismos acudticos considerados como no patdégenos, pueden llegar a causar
enfermedades de tipo oportunista, sobre todo en personas inmunodeprimidas, hospitalizadas,
ancianos o nifios, en los que puede ocasionar infecciones de la piel y mucosas.

La dosis infecciosa es variable segin el microorganismo y el estado del hospedador. En
el caso de Salmonella typhi, la ingestion de unos pocos organismos puede causar enfermedad;
cuando se trata de Shigella flexneri, se requieren varios cientos de células, en tanto que seran
necesarios alrededor de 10® microganismos en el caso de E. coli enterotoxigénica o en Vibrio
cholerae (Organizacion Panaméricana de la Salud, 1987).

Los cistes y oocistes de parasitos intestinales tales como Giardia y Cryptosporidium son
excepcionalmente resistentes. Generalmente se encuentran en nimeros bajos en los ambientes
acuaticos, y normalmente no son detectables. Sin embargo, la dosis minima infecciosa suele
ser de un ciste o oociste, asi pues su presencia en aguas naturales constituye un riesgo
sanitario. Ciertos dinoflagelados de origen marino son capaces de producir toxinas que se
acumulan en los moluscos filtradores al ser ingeridos, sin que ello sea pernicioso para el
animal, pero que puede producir graves intoxicaciones en el hombre que pueden tener

desenlace fatal (Lopez, 1987).

1.6. VIRUS TRANSMITIDOS POR VIA HIDRICA

El hombre excreta una gran cantidad de virus distintos a través de las heces, la orina y
otras secreciones, que constituyen contaminantes del medio acuatico. Son causantes de una
gran variedad de enfermedades que afectan principalmente al tracto gastrointestinal, higado,

piel y mucosas, y sistema nervioso (Tabla 1.3.).
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1.7. ADENOVIRUS HUMANOS

1.7.1. Historia

Los primeros adenovirus humanos fueron aislados por Rowe y col., en 1953 a partir de
las glandulas adenoides. En estos tejidos se observaban cambios degenerativos resultantes de
la replicacion de un agente no identificado que se denomind “adenoid degeneration agent”.
En 1954, Hilleman y Werner consiguieron aislar un agente infeccioso a partir de secreciones
respiratorias, que inducia cambios citopaticos sobre lineas celulares de origen humano. Los
adenovirus fueron descritos como agentes etiologicos de enfermedades respiratorias agudas
(Hilleman y Werner, 1954), infecciones gastrointestinales, urinarias y oculares. También
suponen un problema como patdgenos oportunistas en individuos inmunodeprimidos.
Estudios epidemiologicos confirmaron que los adenovirus provocan una pequefia proporcion
de las enfermedades respiratorias en la poblacion general y un 5-10% en nifios.

El grupo “adenovirus” fue propuesto en 1956 por Enders y col., y posteriormente

aceptado por el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (Wildy, 1971).

1.7.2. Clasificacion

Los adenovirus constituyen una familia de virus de ADN (familia Adenoviridae) que
infectan al hombre y a un amplio rango de especies animales El género Mastadenovirus
comprende virus que infectan a mamiferos (hombre, mono, cerdo, oveja, caballo, ciervo,
perro, gato, tupaia, raton, ballena, etc.).

Los 47 serotipos adenovirus humanos (AdH) se clasifican en siete subgéneros, A-F, en
funcién de sus caracteristicas fisicoquimicas, biologicas e inmunologicas. El estudio del
genoma mediante hibridacion, restriccion enzimatica y secuenciacion corroboran esta

clasificacion. Algunas propiedades de los adenovirus humanos se describen en la Tabla 1.4.
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TABLA 1.4.
Clasificaciéon de los adenovirus humanos®

Subgénero Serotipo Homologia de secuencia (%) Oncogenicidad Enfermedad asociada

Intragenérico Intergenérico

A 12,18, 31 48-69 8-20 Elevada Meningoencefalitis, infecciones
entéricas
Bl 3,7,16,21 89-94 9-20 Débil Faringitis aguda, neumonia,

conjuntivitis, infecciones fatales
en neonatos

B2 11, 14, 34, 35 Nula Conjuntivitis, infecciones del
rifién y tracto urinario,
infecciones respiratorias,
infecciones en individuos

inmunodeprimidos
C 1,2,5,6 99-100 10-16 Nula Faringitis aguda, neumonia,
infecciones en individuos
inmunodeprimidos
D 8-10, 13, 15, 17, 94-99 4-17 Nula Queratoconjuntivitis epidémica,
19, 20, 22-30, 32, infecciones fatales en neonatos,
33, 36-39, 42-47 infecciones en individuos
inmunodeprimidos
E 4 4-23 Nula Infeccion respiratoria,
conjuntivitis
F 40, 41 62-69 15-22 Nula Diarrea

* Modificado de Wadell, 1984; Sharp y Wadell 1995; Hunter, 1997.

1.7.3. Oncogenicidad

Los diferentes serotipos se ha dividido en tres grupos en funcién de su capacidad
oncogénica observada en animales de experimentacion (Tabla 1.4.):
= Altamente oncogénicos: subgénero A, producen tumores en la mayoria de animales
infectados en un plazo de 4 meses.
= Débilmente oncogénicos: subgénero B, producen tumores en algunos animales en un
plazo de 4-18 meses.

= No oncogénicos: subgéneros C, D, Ey F.
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Todos los AdH tienen la capacidad de transformar células de raton in vitro. Las células
transformadas estan libres de virus infecciosos pero sintetizan proteinas viricas que pueden

detectarse mediante ensayos inmunologicos (Li, 1988).

1.7.4. Morfologia y estructura

Las particulas viricas presentan una capside desnuda de simetria icosaédrica (Figura
1.3.) con un diametro entre 70 y 90 nm, con un peso molecular de 175-185 KDa y una
densidad de flotacion de 1,33-1,34 g/cm en cloruro de cesio (Li, 1988). El virion contiene un

13% de ADN y un 87% de proteina (Green y col., 1963).

Proteina terminal H—Fibra ]
roteina terminal Penton Pentén

v~ base

Proteinas core
(V, Vily p)

ADN virico

Proteasa

<«—— 90 nm —>

Figura 1.3.
Diagrama de la particula virica de Ad2, mostrando las proteinas mayoritarias de la capside, proteinas estabilizadoras de la
capside y las proteinas core asociadas al ADN.

La particula esta formada por al menos 10 polipéptidos estructurales diferentes (Tabla
1.5.). La capside esta constituida por 252 capsémeros, y de la que surgen proyecciones
filamentosas con propiedades hemoaglutinantes. Los 240 hexones que forman las 20 caras
triangulares del icosaedro, estan dispuestos simétricamente de forma que cada uno queda
rodeado por otros 6 capsomeros. Los 12 vértices del virion contienen un capsémero con una
proyeccion en forma de antena (fibra), y que esta rodeado por otros 5 capsémeros formando

un penton.
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TABLA 1.5.
Proteinas integrantes de la capside de los adenovirus
Nombre Localizaciéon Funcion
I Monoémero del hexon Estructural
111 Penton base Penetracion
ITla Asociada al penton base Penetracion
v Fibra Union al receptor, hemoaglutinacion
A" Core: asociada al ADN y al penton base ~ Empaquetamiento del ADN? (similar a las histonas)
VI Polipéptido minoritario del hexon Estabilizacion/ensamblaje de la particula?
VII Core: asociada al ADN y al pentéon base ~ Similar a las histonas
VIII Polipéptido minoritario del hexon Estabilizacion/ensamblaje de la particula?
IX Polipéptido minoritario del hexon Estabilizacion/ensamblaje de la particula?
TP Proteina terminal unida al ADN Replicacion del ADN
1.7.5. Estabilidad

La particula virica es resistente a pH acido, a la bilis y enzimas proteoliticos, 1o que
permite la multiplicacioén en el intestino humano (Allard, 1992). Asimismo, la ausencia de
membranas o estructuras lipidicas hacen que sean resistentes a disolventes organicos (Green y

col., 1963).

1.7.6. Organizacion del genoma

El genoma esta constituido por una molécula de ADN de bicatenario lineal de 36-38 Kb
(Figura 1.4.), que codifica al menos 10 polipéptidos estructurales diferentes y 35 proteinas no
estructurales (Pettersson, 1984). Presenta una proteina de 55 KDa unida covalentemente al
extremo 5’ de cada una de las cadenas (Rekosh y col., 1977), y repeticiones invertidas
redundantes de 103-165 pb en los extremos (Shinagawa y col., 1987). Los dos extremos de la
molécula pueden funcionar como origen de replicacion. Las dos cadenas del ADN son

transcritas.
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Figura 1.4.

Organizacion del genoma de adenovirus. Las flechas indican la direccion de la transcripcion de las diferentes unidades. Ori,
origen de replicacion; TP, proteina terminal; Pol, polimerasa; E1A, E1B, E2A, E2B, E2E, E3, E4 genes tempranos; L1, L2,
L3, L4, L5, 11, 12, I3, IX, genes tardios; ML, genes tardios mayoritarios.

1.7.7. Variabilidad genética

Se ha podido observar una variabilidad genética que oscila entre un 48-99% de
homologia dentro de cada serotipo y un 4-20% entre diferentes serotipos (Tabla 1.4.). El
método utilizado comunmente para identificar diferencias genomicas entre adenovirus se basa
en el andlisis mediante enzimas de restriccion. Segun este analisis se han podido definir mas
de 200 tipos gendomicos que se diferencian en el patrén de restriccion (Li, 1988). La
secuenciacion del ADN de representantes de diferentes serotipos ha demostrado delecciones e

inserciones, y mutaciones puntuales (transiciones, transversiones) silenciosas.

1.7.8. Replicacion

La infeccidn se inicia con la unién de las fibras al receptor de la superficie de células
permisivas, y la internalizacién posiblemente por endocitosis. Una vez en el endosoma, una
bomba proteica dependiente de ATP hace que disminuya el pH, con lo que se altera la carga
neta de la capside virica. La interaccion de la capside virica con la membrana lipidica produce

la ruptura del endosoma, permitiendo el transporte del virion hasta el nucleo celular. La
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capside remanente se pierde durante la liberacion del core dentro del nucleo. La replicacion

del ADN, la transcripcion y la maduracion de los adenovirus tiene lugar en el nticleo celular

(Sharp y Wadell, 1995).

Durante el ciclo litico los genes viricos se expresan en tres fases (Li, 1988):

i) Fase temprana, que ocurre antes de la replicacion del ADN virico. Los genes tempranos
(E1A, E1B, E2A, E2B, E3 y E4) codifican proteinas esenciales involucradas en la
regulacion de la transcripcion viral, replicacion del ADN y responsables de la
transformacion celular. El procesamiento post-transcripcional de los ARNm es complejo.
Los ARNm maduros migran al citoplasma donde son traducidos a proteina.

ii) Fase intermedia, durante la cual se expresan las proteinas estructurales pIX y pIVa2 que
intervienen en la estabilizacion de la estructura de la capside.

iii) Fase tardia, caracterizada por la inhibicion de la replicacion y expresion de proteinas
celulares, y la expresion de los genes viricos que codifican las proteinas estructurales
(L1, L2, L3, L4 y L5). El procesamiento de los transcritos es complejo, y los ARNm
maduros se traducen en el citoplasma. Los polipéptidos estructurales son transportados
hasta el nucleo donde se inicia el ensamblaje de las particulas viricas. Treinta horas
después de la infeccion pueden haberse producido 10° particulas por célula que forman
cuerpos de inclusion cristalinos en el nucleo. La proporcion de particulas infectivas varia
entre 1/10 y 1/1000 segun los serotipos. Estas son liberadas de la célula por mecanismos

desconocidos.

1.7.9. Epidemiologia

Las infecciones por AdH estan muy extendidas a escala mundial. Entre 1967 y 1976 el
13% de los 135.702 aislados viricos asociados a enfermedades respiratorias en todo el mundo
se identificaron como adenovirus (Schmitz y col., 1983), ocupando el segundo Iugar después
del virus de la gripe que represent6d un 28% de los casos descritos.

Aproximadamente el 60% de las infecciones por AdH se producen en nifios menores de
4 anos (Figura 1.5.). El 47-55% de las infecciones son asintomdticas. Estudios
seroepidemiologicos sugieren que la incidencia real de las infecciones por AdH podria ser el

doble que las estimaciones hechas a partir de los aislados viricos (Sharp y Wadell, 1995).
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Figura 1.5.
Distribucion por edades de las infecciones por AdH (Sharp y Wadell, 1995).

La transmision de los AdH puede ocurrir en forma de casos esporadicos o en brotes
epidémicos. La via de transmision depende en gran medida del serotipo y de la enfermedad
asociada, pudiendo transmitirse a través de secreciones organicas, transmision aérea (p.e.
aerosoles generados por tos o estornudos), transmision hidrica (p.e. brotes de conjuntivitis
asociados a piscinas), transmision fecal-oral (Hunter, 1997).

El subgénero A representa el 0,5% de los aislados, la mayoria a partir de nifios de 0-11
meses de vida con enfermedad gastrointestinal. El1 91% se han recuperado a partir de las heces
(Schmitz y col., 1983, Sharp y Wadell, 1995).

Los miembros del subgénero B1 se han asociado a enfermedades respiratorias. Ad3 y
Ad7 representan el 13% y el 19,7% de los aislados reportados a la Organizacion Mundial de
la Salud respectivamente. Ambos serotipos aparecen en brotes epidémicos a intervalos de 4-5
afios, en nifilos menores de 4 anos.

Los serotipos pertenecientes al subgénero B2 representan el 1% de los aislados.
Producen infecciones persistentes del rifidon y del tracto urinario, pudiéndose excretar a través
de la orina durante periodos de seis meses de forma asintomatica (Sharp y Wadell, 1995).

Los aislados del subgénero C (Adl, Ad2, Ad5, Ad6) representan el 50% de las cepas
aisladas reportadas a la Organizacion Mundial de la Salud. Producen brotes epidémicos en
niflos menores de 4 afos. Las infecciones pueden ser persistentes, pudiéndose multiplicar en
las amigdalas y excretarse en las heces durante afios. En ocasiones las infecciones pueden

perpetuarse dentro de familias enteras (Sharp y Wadell, 1995).
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El subgénero D (23 serotipos) representa el 4,1% de los casos documentados, siendo
mas comunes las infecciones en Asia y Africa, donde producen infecciones oculares y del
tracto digestivo.

El subgénero E (Ad4) representa el 2,4% de los aislados reportados a la Organizacion
Mundial de la Salud. La mayoria de los casos descritos se producen en adultos, en los que
produce infecciones oculares y respiratorias.

El subgénero F comprende a Ad40 y Ad41, llamados adenovirus entéricos. Se excretan
en gran cantidad a través de las heces de nifios infectados (10'' particulas viricas/g heces). A
diferencia de los rotavirus, no existe estacionalidad pudiendo producir infecciones en nifios

durante todo el afio.

1.8. GENERO ENTEROVIRUS
1.8.1. Caracteristicas biologicas

Los Enterovirus fueron reconocidos como grupo en 1957 (Committee on the
Enteroviruses, 1957), englobando a Poliovirus, Coxsackievirus y Echovirus, cuyo habitat
natural era el intestino humano. Se definen como un grupo de virus pequefos, con una capside
de simetria icosaédrica, no envueltos, con un didmetro que oscila entre 27 y 30 nm. El
genoma esta formado por una molécula de ARN de cadena sencilla y polaridad positiva
poliadenilada. Los viriones son resistentes en medio acido (pH 3-5 durante 1-3 h), lo que hace
posible su supervivencia en el tubo digestivo. Su estabilidad frente a diferentes agentes se

describe en la Tabla 1.6.

TABLA 1.6.
Estabilidad de los enterovirus frente a diferentes agentes
Resistente Sensible
v'  antibidticos v"0,3% formaldehido
v desinfectantes v' 0,1 NHCI
v disolventes organicos v"0,3-0,5 ppm cloro residual
v' temperatura baja v 2-a-hidroxibencil-bencimidazol
v guanidina
v'  temperatura alta
v' ultravioleta
v' desecacion
v" colorantes vitales
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Los enterovirus son excretados abundantemente y regularmente a través de las heces
(hasta 10'° particulas por gramo de material fecal), y su presencia en las aguas contaminadas
puede proporcionar mucha informacion sobre la circulacion de los diferentes serotipos de
estos virus en la comunidad. Diversos estudios han demostrado la distribucion estacional de
los enterovirus en las aguas contaminadas y su persistencia durante periodos de tiempo
prolongados (Melnick, 1984). Ademas, su resistencia a procesos de tratamiento de aguas
hacen que puedan encontrarse en el efluente en concentraciones similares a las iniciales.

La via de entrada al organismo varia segln el virus y segun la patologia producida. La
infeccion puede producirse por via fecal-oral, respiratoria-oral, a través de secreciones
oculares y respiratorias, o a través de lesiones en la piel. El mecanismo de replicacion en las
células diana es el tipico de los virus con genoma de ARN de polaridad positiva: union al
receptor celular y entrada en la célula huésped, liberacion del ARN genomico, sintesis de

proteinas, replicacion del genoma y encapsidacion.

Intestino delgado
(Invasion y multiplicacion)

Noédulos linfaticos mesentéricos
(Multiplicacion)

Torrente sanguineo
(Viremia primaria)

Otros focos de multiplicacién
(nddulos linfaticos sistémicos)

I

Aparicién de
anticuerpos

——r
——

Sistema nervioso central
(Invasion, multiplicacion,
diseminacion intraneural)

10— Altos niveles de
anticuerpos en el suero

n % Paralisis

v

12 Excrecion en las heces

Figura 1.6.
Patogénesis de la poliomielitis. Modificado de Melnick, 1997.
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En el caso de poliovirus la via de entrada es el tracto alimentario. El virus se multiplica
localmente en las amigdalas, placas de Peyer, intestino delgado y los nddulos linfaticos que
drenan esos tejidos, lo que conduce a la aparicion de virus en la garganta durante 1-2 semanas
tras la infeccion, y en las heces durante varias semanas. A partir de estos 6rganos se produce
la diseminacion del virus hacia el torrente sanguineo, proliferando en los nodulos linfaticos
sistémicos. La invasion del sistema nervioso central (SNC) se produce a través de la sangre o
a través de los axones de las fibras nerviosas periféricas. Una vez en el SNC, el virus se
propaga a través de la médula espinal y hasta el cerebro, pudiendo llegar a multiplicarse

activamente, lo que conduce a la destruccion de neuronas motoras y a paralisis (Figura 1.6.).

1.8.2. Epidemiologia

Los enterovirus son ubicuos en las zonas tropicales y subtropicales. En zonas calidas
donde prevalecen unas condiciones higiénico-sanitarias deficientes, el grado de infeccion en
nifos puede superar el 50% (Melnick, 1984), apareciendo durante todo el afo. En areas de
clima templado suelen encontrarse a finales del verano y principios del otofio. Los nifios son
los primeros individuos diana y act@ian como vehiculo de dispersion de la infeccion. Esta
suele producirse facilmente en el ambito familiar o en comunidades cerradas, donde el grado
de infeccion puede superar el 80%. Al mejorar las condiciones sanitarias en una comunidad se
limita la dispersion de los enterovirus aumentando asi la poblacion no inmunizada durante la
nifiez, que constituyen un grupo susceptible de infeccion durante la edad adulta.

La estrategia adoptada por la Organizacion Mundial de la Salud para la erradicacion de
la poliomielitis se basa en la inmunizaciéon masiva (Dowdle y Birmingham, 1997; Minor,
2000). Los patrones epidemiologicos de la poliomielitis se han alterado en la mayor parte del
mundo a raiz del inicio de la vacunacion a partir de 1955 (Figura 1.7.) consiguiendo eliminar
los casos producidos por cepas salvajes en muchos paises, incluyendo el continente americano

(Robbins y de Quadros, 1997).
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Inicio de la vacunacion
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Figura 1.7.

Reduccion en el nimero de casos de poliomielitis anuales a partir de la administracion de vacunas (Melnick, 1997).

A pesar de estas medidas, la poliomielitis sigue siendo endémica en algunas partes del
mundo, donde ocurren miles de casos anualmente. Los marcadores epidemioldgicos de la
enfermedad producida por enterovirus se basan en la aparicion de sintomas clinicos asociables
con patologias tipicas causadas por estos virus. La informacion sobre la abundancia relativa
de los diferentes serotipos de enterovirus que circulan en la poblacion se basa en el
aislamiento e identificacion de los virus a partir de especimenes clinicos (Hovi y col., 1996;
Grabow y col., 1999). Sin embargo, en muchas ocasiones las infecciones son subclinicas o
estan producidas por cepas no citopatogénicas. Como marcadores de la presencia de
infecciones en la poblacién deberian incluirse, ademads, la prevalencia de virus en las heces de

personas sanas y en las aguas residuales de la zona.

Se han descrito una gran diversidad de serotipos que pueden circular al mismo tiempo
entre la poblacion de un area determinada (Figura 1.8.), y variaciones anuales y estacionales
en la abundancia relativa de los diferentes serotipos (Hovi y col., 1996), pudiendo aparecer de

forma ciclica.
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Figura 1.8.

Poliovirus
9%

Coxsackie A
24%

Coxsackie B
8% EV 68-71

Echovirus
59%

Identificacion de los casos producidos por enterovirus durante 1970-1979 en Estados Unidos (Moore y col., 1982)

1.8.3. Clasificacion

Se han reconocido 66 serotipos diferentes de Enterovirus que se han clasificado en 5

subgrupos basandose en la patogenicidad en animales de experimentacion (Tabla 1.7.).

TABLA 1.7.

Clasificacion de los enterovirus humanos y enfermedades asociadas®

Subgrupo Serotipo Enfermedad asociada

Poliovirus 1-3 Meningitis, encefalitis, poliomielitis

Coxsackievirus A 1-22y24 Meningitis, encefalitis, paralisis, fiebre aftosa, herpangina,
pleuritis, estomatitis ulcerosa, catarro, faringitis, hepatitis,
conjuntivitis, linfoadenopatias, esplemomegalia

Coxsackievirus B 1-6 Meningitis, encefalitis, paralisis, catarro, mialgia, pericarditis,
miocarditis, pleuritis, gastroenteritis, hepatitis, conjuntivitis,
orquitis, linfoadenopatia, esplenomegalia

Echovirus 1-9, 11-21, 24-27, Meningitis, encefalitis, paralisis, pleuritis, gastroenteritis,

29-34 conjuntivitis
Enterovirus 68-71 Meningitis, encefalitis, paralisis, conjuntivitis, fiebre aftosa,

neumonia, faringitis, bronquiolitis

* Hunter, 1997.
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1.8.4. Poliovirus

La poliomielitis es una enfermedad infecciosa aguda que puede afectar seriamente al
sistema nervioso central, provocando la destruccion de las neuronas motoras de la médula
espinal que da lugar a paralisis flacida. Las primeras descripciones de esta enfermedad se han
encontrado en textos de la antigiiedad, pero no fue reconocida su importancia hasta finales del
siglo XVIII y principios del XIX, después de un incremento en las epidemias en Europa y
Norte América.
Los tres serotipos de poliovirus comparten algunos determinantes antigénicos, y existen
diferencias antigénicas entre cepas del mismo serotipo. Los epitopos responsables de la
induccion de la respuesta inmune estan localizados en las proteinas estructurales VP1, VP2 y
VP3.
El rango de huéspedes incluye al hombre y a algunos primates no humanos. La mayoria
de las cepas infectan y causan paralisis en monos infectados por inoculacion directa en el
sistema nervioso o por via oral.
En los afos 50 se desarrollaron dos tipos de vacunas con la finalidad de minimizar la
incidencia de las infecciones provocadas por los tres tipos de poliovirus:
= Vacuna de virus inactivados (IPV) desarrollada por J.E. Salk, obtenida a partir de los tres
serotipos de poliovirus multiplicados sobre lineas celulares inactivados con formol. Se
utilizan extensivamente en algunos paises europeos (Finlandia, Suecia, Holanda,
Francia). Inducen buenos niveles de respuesta humoral tras la administracion de la dosis
apropiada, pero se requiere dosis de recuerdo para mantener niveles adecuados de
anticuerpos. Al estar inactivados no existe la posibilidad de mutar o revertir hacia cepas
virulentas, ni producir enfermedad en individuos inmunodeprimidos.

= Vacuna de virus vivos atenuados (OPV) desarrollada por A.B. Sabin, se administra por
via oral y confiere inmunidad humoral e intestinal de larga duracion. Los virus se
multiplican en el intestino y se excretan en grandes cantidades a través de las heces. La
multiplicacion de los virus vacunales en las células intestinales impediria la proliferacion
de cepas salvajes. Al contener virus vivos existe la posibilidad de que aparezcan
mutaciones que les devuelvan caracteristicas virulentas, como fue el caso de la epidemia

de poliomielitis tipo 3 ocurrida en Polonia en 1968 con 464 casos (Martin y col., 2000).
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1.8.5. Coxsackievirus

El primer coxsackievirus fue aislado en 1948 en Nueva York a partir de las heces de
individuos con poliomielitis paralitica (Dalldorf y Sickles, 1948). Basandose en la
histopatologia producida en ratones lactantes se han clasificado en dos subgrupos
antigénicamente no relacionados: coxsackievirus A (CA) con 23 serotipos (1-22 y 24), y
coxsackievirus B (CB) con 6 serotipos. Las mutaciones puntuales y los fendmenos de
recombinacion son responsables de la diversidad genética y la variabilidad antigénica, al igual
que en otros virus con genoma de ARN (Santti y col., 1999; Halim y Ramsingh, 2000).

Los coxsackievirus estan distribuidos por todo el mundo, siendo cada serotipo
especifico de cada area geografica. En zonas de clima templado circulan durante el verano y
otofio. En zonas tropicales aparece durante todo el afio de forma endémica.

El reservorio natural son los nifios, en los que a menudo produce infecciones
asintomaticas, pudiendo excretarse en las heces durante semanas. La transmision se produce
principalmente por via fecal-oral, o a través de aerosoles cuando aparecen sintomas
pulmonares, durante brotes de conjuntivitis. La multiplicacion tiene lugar en la garganta,
intestino delgado y nddulos linfaticos.

Pueden crecer en lineas celulares derivadas de primates (del hombre o de monos), a
excepcion de algunos CA (serotipos 1-6). Producen efecto -citopatico visible con
aglobamiento celular y aspecto dendritico, completdndose el ciclo celular en 7-8 h. La
mayoria de las infecciones en el hombre son asintomaticas, pero puede llegar a producir un
amplio espectro de manifestaciones clinicas en el hombre y en animales (Tabla 1.7.), que
pueden afectar al sistema nervioso, piel y mucosas, musculo estriado, corazom, tracto
gastrointestinal, pancreas (asociado por datos epidemiologicos con la diabetes tipo I insulino-

dependiente), tracto respiratorio y 0jos.

1.8.6. Echovirus

Los Echovirus (enteric cytopathogenic human orphan virus) fueron definidos en 1955
como un grupo de virus no patogénicos para ratones (Committee on ECHO Viruses, 1955).

Se ha identificado 31 tipos: tipos 1-9, 11-27 y 29-33. Los tipos 22 y 23 han
demostrado diferencias biologicas en cuanto a la estrategia de replicacion y diferente

epidemiologia (Stanway y col., 1994). Estudios moleculares recientes han demostrado que la
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secuencia de nucledtidos y aminoacidos difiere de la de los demas echovirus (Hyypid y col.,
1992; Stanway y col., 1994), habiéndose clasificado en el nuevo género Parechovirus
(Stanway y Hyypid, 1999).

En ensayos sobre lineas celulares producen efecto citopatico sobre una gama de células
de origen humano y de otros primates, a excepcion de los tipos 22 y 23. Se han descrito
mutaciones y fendmenos de recombinacion que pueden alterar la patogenicidad y la
especificidad de huésped, y que tienen una funcién importante en la evolucion de estos virus
(Santti y col., 1999).

Los echovirus tienen una distribucion mundial. En areas de clima templado pueden
aislarse durante los meses de verano y principios del otofio, pudiendo producirse epidemias
ciclicas. En las regiones tropicales y subtropicales circula de forma endémica, dando lugar a
brotes asociados con la estacion de lluvias. Entre 1975 y 1983 la prevalencia de las
infecciones por echovirus fue de un 64%, de un total de 60.000 infecciones por enterovirus no
producidas por poliovirus (Kopecka, 1999). La transmision se produce por via fecal-oral,
multiplicdndose primeramente en la orofaringe, pasando al estomago y implantandose en el
tracto intestinal. La excrecion de virus puede persistir durante meses, y en casos de infeccion
persistente puede excretarse durante afos.

Las mayoria de las infecciones son asintomaticas, pero puede llegar a producir un

amplio espectro de manifestaciones clinicas que se resumen en la Tabla 1.7.

1.9. GENERO HEPATOVIRUS

1.9.1. Antecedentes historicos

La hepatitis viral es una enfermedad conocida desde la antigiiedad. Las primeras
descripciones de epidemias de ictericia se encuentran en la literatura china y en los trabajos de
Hipocrates, que datan del siglo V a. de C. La naturaleza infecciosa de la enfermedad también
se reconocid en el siglo VIII cuando el Papa Zacarias aludia el cardcter aparentemente
transmisible de la ictericia y la necesidad de mantener apartados a los enfermos.

Durante los siglos XVII y XVIII fueron frecuentes las epidemias en Europa entre la
poblacion civil y militar. En el siglo XIX se especul6 con que la posible causa de la ictericia

era la obstruccion biliar con un tapon de moco, por lo que se llamo “ictericia catarral”. A
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principios del siglo XX algunos cientificos empezaron a sospechar que el agente infeccioso
responsable de la enfermedad podria ser un virus. Durante esta época aparecieron evidencias
de una segunda forma de hepatitis transmitida aparentemente a través del suero humano: la
“hepatitis sérica”. El agente etiologico se denomind virus de la hepatitis B (VHB). Esta
enfermedad era claramente diferente de la hepatitis infecciosa, llamada hepatitis A, y su
agente etiologico se denomind virus de la hepatitis A (VHA) (Melnick, 1995; Séanchez-
Tapias, 1995; Hollinger y Ticehurst, 1990). Las dos enfermedades se diferenciaban
claramente en el periodo de incubacion (2-4 semanas en la hepatitis A versus 1-3 meses en la
hepatitis B) y en la via de transmision (fecal-oral en la hepatitis A versus transmision
parenteral/sexual en la hepatitis B) (Hunter, 1997).

El virus responsable de la hepatitis A se consiguié propagar en primates no humanos en
1967. Estos estudios proporcionaron los primeros datos sobre las alteraciones que la infeccion
producia en el higado (Deinhardt y col., 1967).

En 1973 se consigui6 visualizar por microscopia inmunoelectronica particulas viricas de
27 nm a partir de heces pacientes, que reaccionaban con un anticuerpo especifico procedente
de suero de un persona convaleciente (Feinstone y col., 1973). Esta particula se identifico
como el virus de la hepatitis A. Numerosos intentos para cultivar el virus sobre lineas
celulares fracasaron. Unicamente los modelos animales permitian obtener virus purificados
para poder iniciar estudios genéticos y realizar pruebas de estabilidad frente a diferentes
agentes fisico-quimicos. Al mismo tiempo se comenzaron a desarrollar ensayos que permitian
diagnosticar la enfermedad y que hicieron posible iniciar estudios seroepidemiologicos.

En 1979 se consigui6 la multiplicacion in vitro del VHA sobre células derivadas de
higado o de rifion de mono (Provost y Hilleman, 1979). En los ultimos 20 afios se ha
avanzado de forma espectacular en el conocimiento de la hepatitis a y su agente etiologico. Se
ha conseguido clonar y secuenciar el genoma el VHA (Ticehurst y col., 1983; Linemeyer y
col., 1985; Cohen y col., 1987b; Paul y col., 1987; Lemon y col., 1987; Lemon y col., 1992),
se ha estudiado su estructura antigénica (Lemon y col., 1991), el mecanismo de replicacion
viral (Agnes y col., 1994; Bishop y Anderson, 1997a y b), las mutaciones que permiten la
adaptacion al cultivo in vitro (Cohen y col., 1987a; Emerson y col., 1993; Graff'y col., 1994;
Zhang y col., 1995), y se han realizado estudios epidemioldgicos (Jansen y col., 1990;
Papaevangelou, 1992; Robertson y col., 1991 y 1992; Melnick, 1995). La posibilidad de

obtener grandes cantidades de virus sobre lineas celulares ha permitido la elaboracion de
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vacunas basadas en virus inactivados y se ha evaluado su utilizacion para prevenir la

enfermedad (Koff, 1998; Rosenthal, 1998; World Health Organization, 2000).

1.9.2. Clasificacion

Basandose en sus propiedades biofisicas, el virus de la hepatitis A se clasifico
inicialmente dentro de la familia Picornaviridae como miembro del género Enterovirus con el
nombre de enterovirus tipo 72. Sin embargo, existen caracteristicas que lo diferencian de los

demas picornavirus:

= La secuencia de nucleétidos y aminodcidos presentan baja homologia respecto a los
demas picornavirus.
= Dificil de cultivar sobre lineas celulares, y si se consigue, la replicacion es lenta y no

producen efecto citopatico.

4

Resistente a la temperatura, pH acidos y drogas que inactivan a muchos picornavirus.

4

Existe un tnico serotipo con un sitio antigénico inmunodominante.
= Anticuerpos monoclonales especificos de otros enterovirus no reaccionan frente a las

particulas del VHA.

Segin estos datos el VHA se ha clasificado en un grupo aparte dentro de los
picornavirus, como Unico miembro del género Hepatovirus. Sus principales caracteristicas se

resumen en la Tabla 1.8
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TABLA 1.8.

Caracteristicas del virus de la hepatitis A

Familia
Genero
Serotipos
Genotipos

Acido nucleico

Tamaiio del genoma
Pautas de lectura abierta
Tamaiio de la particula
Envuelta

Densidad de flotacion
Coeficiente de sedimentacion
Via de transmision
Células diana

Replicacion

Proteinas estructurales
Proteinas no estructurales

Picornaviridae

Hepatovirus

Uno

Cuatro de origen humano

Tres de primates no humanos

ARN de cadena sencilla lineal de polaridad positiva
7,48 Kb

Una de 6,7 Kb

27-28 nm, icosaédrica

Ninguna

1,33-1,34 g/cm3 en cloruro de cesio
156-160 S

Fecal-oral

Hepatocitos

Citoplasma de los hepatocitos

VP1, VP2, VP3, VP4

2A, 2B, 2C, 3A, 3B, 3C, VPg

1.9.3. Propiedades fisico-quimicas y estabilidad del virion

Los viriones son particulas de 27-32 nm de diametro con simetria isosaédrica, sin
envuelta y sin estructuras superficiales (Feinstone y col., 1973). Morfologicamente no se
diferencia de los demas picornavirus. Las particulas presentan una densidad de flotacion de
1,32-1,34 g/cm3 en cloruro de cesio, y un coeficiente de sedimentacion de 156-160 S en
soluciones neutras de sacarosa. A partir de suspensiones fecales o en cultivos infectados se
han podido detectar particulas no infecciosas que podrian corresponder a proviriones
inmaduros con o sin ARN (Niiesch y col., 1989; Bishop y Anderson, 1997a; Polish y col.,
1999).

La capacidad de resistencia del VHA frente a diferentes agentes quimicos y en

condiciones ambientales se describen en la Tabla 1.9.
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TABLA 1.9.
Resistencia del VHA frente a diferentes agentes®
Agente Condiciones Estabilidad

Estabilidad al calor  a4°C durante semanas-meses estable
de -20 a -70°C durante afios estable
a 50°C durante 1 h estable
a 60°C durante 1 h predominantemente estable
a 60°C durante 10 h predominantemente inactivado
a 98-100°C durante 5 min completamente inactivado
autoclavado 121°C 20 min inactivado

Resistencia al pH apH3 durante 3 h a 25°C estable

Solventes eter, cloroformo, freon, resistente
triclorotrifluoroetano

Cloro 10-15 ppm cloro durante 30 min inactivado
3-10 mg/I hipoclorito sédico durante 5-15 min inactivado

Otros agentes 1 g/l cloramina-T 15 min a 20°C estable
300 mg/I acido percloroacético 15 min a 20°C estable
3% formalina 5 min 25°C inactivado
0,03% [-propiolactona 72ha4°C inactivado
30 mg/l permanganato potasico 5 min inactivado
3 mg/l yodo 5 min inactivado
radiacion ultravioleta 197 pW/cm? 4 min Inactivado

Condiciones
ambientales

Aguas naturales y residuales,
suelos, sedimentos marinos,
bivalvos, alimentos
Desecacion

Superficies

durante dias-meses

a < -20°C durante afios
durante dias-meses

mayor estabilidad que poliovirus

estable
estable

* Peterson y col., 1983; Sobsey y col., 1988; Hollinger y Ticehurst, 1990

1.9.4. Organizacion gendémica

El genoma esta constituido por una molécula de ARN monocatenerio lineal de 7,48 Kb,
de polaridad positiva. El extremo 5’ estd unido covalentemente a una proteina VPg, y el
extremo 3’ es poliadenilado. Se diferencian tres regiones (Figura 1.9.):

i) Region no codificante del extremo 5°, que comprende aproximadamente el 10% del
genoma. Es la region mas conservada del genoma, con mas de un 92% de identidad
entre las diferentes cepas (Beard y Lemon, 1999). Contiene el punto de union al
ribosoma (IRES).

ii) Un unico ORF que codifica las proteinas viricas: en la region P1 las proteinas de la

capside, y en la regiéon P2 y P3 las proteinas no estructurales. EI ARN gendémico
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codifica una poliproteina de 2227 aa (253 kDa) que es procesada para dar lugar a las
proteinas de la capside (VP4, VP3, VP2 y VP1), y a las proteinas no estructurales (2A,
2B, 2C; 3A, 3B = VPg, 3C = proteasa, 3D = ARN polimerasa).

iii) Region no codificante del extremo 3, altamente estructurada y notablemente variable

entre diferentes cepas (hasta un 20%).

Proteinas estructurales Proteinas no estructurales
i P1 > P2 > P3 >
776 3107 6000 7416 7418 nt
_VPg  NTR 1AI 1B 1C 1D |2A| 2B I 2C I 3A ISBI 3C I 3D NTR A(n)
5 i i ~: VPg Proteasa  Polimerasa 3
[ VPO VP3 1D2A = pX |
vea] [ ve2 VP3 VP1 | [2a ]

Figura 1.9.
Organizacion del genoma del virus de la hepatitis A y procesamiento de las proteinas estructurales.

1.9.5. Heterogeneidad genética

Los primeros estudios indicaron que la secuencia de nucledtidos del VHA estaba muy
conservada entre cepas aisladas de diferentes areas geograficas. Sin embargo, la comparacion
de la secuencia de nucleotidos de la region VP1/2A de aislados de origen humano y animal ha
conducido a la identificacion de mas de un centenar de cepas que se han clasificado en siete
genotipos (I-VII), que difieren en un 15-25%, y en subgenotipos que se diferencian en un
7,5% (Robertson y col., 1992). La mayoria de las cepas de origen humano se engloban en los
genotipos [ y III (Tabla 1.10.), distribuidos por todo el mundo. Los genotipos Il y VII estan
representados por dos unicas cepas también de origen humano. Tres cepas identificadas como
genotipos [V, V y VI s6lo se han encontrado en primates no humanos. Dentro de esta region
del genoma, las cepas del mismo genotipo difieren en menos de un 3% incluso aquellas
aisladas con afios de diferencia, lo que sugiere una tasa de mutacion muy baja (Esteban y

col.,1999).
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TABLA 1.10.

Distribucién en genotipos de las cepas del VHA®

Genotipo Cepas Lugar de origen Afio de aislamiento

1A GBM Alemania 1976

MS-1 Willowbrook, N.Y., USA 1964

LA Los Angeles, Ca., USA 1975

HAS-15 Phoenix, Ariz., USA 1979

SD-11 San Diego, Ca., USA 1974

CR326 Costa Rica 1960

Arg90 Argentina 1990

RDJ Brasilia, Brasil 1980

CpP Reino Unido 1979

RM238 Checoslovaquia 1982

Carina Italia 1986

2424 Lituania 1985

China81 Shanghai, China 1981

KRMO031 Saga, Japon 1977

SR082 Bangkok, Tailandia 1987

1B HM-175 Australia 1976

MBB Norte de Africa 1978

Agll Atenas, Grecia 1983

Jor88 Aman, Jordania 1988

TKMO005 Iraq y Japon 1981

H153 Tunicia y Suecia 1981

11 CF-53 Clermont-Ferrand, Francia 1979

IIIA GA76 Georgia, USA 1976

H-122 Malmo, Suecia 1979

SMA292 Senang, Malasia 1986

TKO023 Kathmandu, Nepal 1989

India90 India 1990

PA21 Panama (4otus trivirgatus) 1980

111B KPH Copenhague, Dinamarca 1979

KRMO16 Saga, Japon 1977

A-162 Aichi, Japén 1990

v Cyl45 Filipinas y USA 1988
(Macaca fascicularis)

\'% AGM-27 Kenia y Rusia 1985

(Cercopithecus aethiops)

VI IMS5 Indonesia y Rusia 1985
(Macaca fascicularis)

Vil SLF88 Sierra Leona 1988

* Robertson y col., 1992. En los genotipos I, I y I1I se indican solo algunas de las cepas.
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A pesar de la existencia de diferentes genotipos, existe inicamente un serotipo del VHA
causante de infeccion en humanos, y no se han descrito diferencias en el curso clinico de la
enfermedad producida por las diferentes cepas.

Se han podido seleccionar cepas adaptadas al cultivo celular sobre diferentes lineas,
cepas atenuadas y variantes sensibles a la temperatura que presentan mutaciones puntuales
distribuidas a lo largo de todo el genoma (Emerson y col., 1993; Funkhouser y col., 1994;
Zhang y col., 1995; Funkhouser y col., 1996). La region 5’NTR, aunque es la zona mas
conservada entre las diferentes cepas, contiene el 29% de las mutaciones que diferencian

cepas atenuadas de cepas salvajes (Cohen y col., 1987a).

1.9.6. Patogénesis y patologia

La principal via de transmision es el contacto fecal-oral y el reservorio de la infeccion lo
constituyen unicamente personas con infeccion aguda que eliminan el virus en las heces
durante el periodo de incubacion, hasta aproximadamente 15 dias después de la aparicion de
la sintomatologia.

La infeccion por el VHA ofrece un cuadro clinico variado, desde la infeccion subclinica
a hepatitis clinico con o sin ictericia, hasta enfermedad fulminante, coma y muerte. Los nifios
suelen presentar infecciones subclinicas. La frecuencia y gravedad de los sintomas aumenta
con la edad, siendo los pacientes adultos mas viejos los mas propensos a desarrollar
complicaciones graves. En general es una infeccion autolimitada y habitualmente de
pronostico benigno, no suele evolucionar hacia la cronicidad aunque se han descrito casos de
hepatitis A recidivante, y en solo una pequefa proporcion de episodios se manifiesta de forma
fulminante con un deterioro rapido de la funcidén hepatica que conduce a un desenlace fatal.

La duracion de la enfermedad también varia, pero la mayoria de los pacientes tiende a
recuperarse a partir de la tercera semana. Se diferencian cuatro fases (Figura 1.10.):

i)  Periodo de incubacion, entre 15-50 dias, que se inicia en el momento de la exposicion al
virus y se prolonga hasta el momento de la aparicion de los primeros sintomas (orina
oscura y evidencias bioquimicas).

ii) Fase prodromica, de 2 a 10 dias, en la que aparecen todos los sintomas clinicos que
preceden a la fase aguda: fiebre, dolor de cabeza, dolor abdominal, fatiga, vomitos,

malestar, etc.

39



Cap.1. Introduccion general y objetivos

iii) Fase aguda, de aproximadamente 3 semanas. En la mayoria de los pacientes se desarrolla

ictericia durante las dos primeras semanas. El higado se agranda y el dafio hepatico se

hace evidente por los niveles séricos elevados de transaminasas hepaticas y bilirrubina.

iv) Fase de convalecencia. Se produce la normalizacion paulatina de los parametros

Ictericia y biliuria

alterados, que conduce a la recuperacion del enfermo. Suele tener una duracion de unas

cuatro semanas.

Viremia

| Sintomas |

[Fiebre ]

| Hepatomegalia |

Transaminasas

Excrecion en heces

:
1
Anticuerpos :
1 IgM 19G
1
1
Exposicion :
= 1
1
1
1
|l 1 1 1 1 1 1 1 T 1 ] 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Semanas
post-infeccion
| Incubacion Fase aguda Fase de convalecencia Inmunidad
Figura 1.10.

Evolucion de la enfermedad producida por el VHA.
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1.9.6.1. Complicaciones de la infeccion por el VHA

La hepatitis colestatica es una complicacion poco comun que se caracteriza por una
ictericia severa que puede persistir durante meses. La aparicion de fiebre, prurito, pérdida de
peso son algunos de los signos de esta variedad, junto con la presencia de niveles elevados de
bilirrubina y fosfatasa alcalina en el suero, orina y heces oscuras, y cambios en los parametros
sanguineos (Koff, 1998).

La hepatitis A recidivante es un fendmeno también poco frecuente, pero se han descrito
casos de infeccion por VHA de larga duracion, caracterizadas por un patron polifasico en los
niveles de enzimas hepaticos y la presencia de viremia durante un periodo prolongado
(Raimondo y col., 1986; Inoue y col., 1996; Yotsuyanagi y col., 1996; Fujiwara y col., 1997;
Koff, 1998).

La hepatitis A fulminante se ha descrito en un 0,14-0,35% de los casos (Debray y col.,
1997). Este proceso incluye la presencia de niveles séricos de bilirrubina elevados, fiebre,
letargia, encefalopatia, necrosis hepatica y fallo de multiples 6rganos que puede conducir a la

muerte en un 70-95% de los pacientes (Koff, 1998).

1.9.7. Rango de huéspedes y propagacion virica

Solo el hombre y varias especies de primates (Pan troglodites, Aotus trivirgatus,
Saquinus mystax, S. labiatus) son susceptibles a la infeccion por el VHA. La enfermedad en
primates no humanos es mas leve que en el hombre. Varias especies de macacos pueden ser
también infectados con el VHA pero en general son menos susceptibles.

En animales infectados se ha demostrado que el virus se replica en los hepatocitos,
observandose por microscopia electronica la formacion de vesiculas citoplasmaticas que
contienen particulas viricas. En dichos animales también se ha observado en las células de
Kupffer, bazo, nédulos linfaticos abdominales y células glomerulares del intestino (Schulman
y col., 1976).

El aislamiento de cepas salvajes del VHA sobre lineas celulares es dificil y tedioso. Las
cepas salvajes replican de forma lenta, producen poco efecto citopatico o este no es
discernible, y tienden a establecer infecciones persistentes (Siegl y col., 1993). Solamente se
ha conseguido la propagacion del virus sobre células de primate: células primarias de rifion de

mono verde africano (AGMK) y derivadas (BS-C-1, Vero, BGMK), células fetales de riién
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de mono rhesus (FRhK4, FRhK6, Frp/3), y células de hepatoma humano (PLC/PRF/5). En
cepas bien adaptadas al cultivo celular puede tardar semanas para alcanzar titulos maximos de
10° TCIDsg por ml de lisado.

El mecanismo de replicacion virica es similar al de otros picornavirus. El virus se une a
células en cultivo por un mecanismo dependiente de calcio (Bishop y col., 1997b).
Recientemente se ha identificado una glicoproteina de la superficie celular como posible
receptor (Kaplan y col., 1996).

La replicacion del genoma implica la formacion de una molécula de ARN intermediaria
de polaridad negativa, presente en muy baja cantidad en las células infectadas (0,02% del
ARN virico total) (Cohen, 1989; Agnés y col., 1994; Anderson y col., 1988).Este ARN(-)
sirve de molde para la sintesis del ARN(+). La replicacion del ARN virico se produce durante
varios dias, después se reduce la sintesis de ARN y se establece una infeccion persistente. El
ARN de polaridad positiva es encapsidado rapidamente, quedando asi reducida la cantidad de
ARN disponible para servir de molde en la replicacion.

La traduccion se inicia bajo el control del IRES localizado en la regiéon 5° no
codificante. Este es poco eficiente en comparacion con otros picornavirus, lo que contribuye a
la replicacion lenta y no citolitica del virus. El IRES interacciona con factores celulares que
inician la traduccion dependiente de cap. Los codones de iniciacion son dos (nucleotidos 735-
737 y 741-743), iniciandose la traduccion de la poliproteina a partir del segundo (Baroudy y
col., 1985).

Diversos agentes que inhiben el crecimiento de poliovirus y otros picornavirus no
afectan al VHA, incluyendo arildona, disoxaril, 3’-metilquercetina, 2,4-dicloropirimidina,
guanidina, y 2-(a-hidroxibencil)-bencimidazol. La replicacion del VHA se ve afectada por
antiviricos como la ribavirina, amantadina y 2-desoxi-d-glucosa (Hollinger y Ticehurst,

1990).

1.9.8. Diagnostico

La técnica de diagnostico mas utilizada son los ensayos inmunoenzimaticos, que
permiten detectar anticuerpos de tipo IgM o IgG. Estos tests son lo suficientemente sensibles
y especificos (Koff, 1998). Los anticuerpos IgM aparecen de 3 a 7 semanas después de la
infeccion, alcanzan su valor maximo a los 15 dias de su aparicioén, y van declinando hasta

llegar a desaparecer en un intervalo de 3-6 meses. Los anticuerpos de la clase IgG comienzan
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a producirse a los 8-10 dias del comienzo de los sintomas clinicos, alcanzar el maximo a las
pocas semanas, y van disminuyendo para alcanzar un nivel bajo que se mantiene durante toda
la vida (Maroto y Bernal, 1995).

La presencia de antigeno es detectable en las heces del paciente de 6-13 dias antes de
comenzar el proceso clinico hasta 4 semanas después de éste (Maroto y Bernal 1995). Para
ello se han utilizado diversas técnicas: inmunomicroscopia electronica (Feinstone y col.,
1973), cultivos sobre diversas lineas celulares, enzimoinmunoanalisis y radioinmunoanalisis,
que proporcionan una baja sensibilidad. Se han utilizado técnicas moleculares de
amplificacion de acidos nucleicos (RT-PCR), que permite detectar concentraciones bajas de

virus en sangre y heces (Yotsuyanagi y col., 1996; Fujiwara y col., 1997).

1.9.9. Prevencion y tratamiento

La mejor forma de prevenir esta enfermedad consiste en una educacion sanitaria
adecuada, el control de los alimentos y fuentes de abastecimiento de agua, y una profilaxis
pasiva o activa.

La inmunizacién pasiva con IgG anti-VHA humana ha sido la principal via de
prevencion durante 50 afios, y es todavia utilizada en casos de post-exposicion y en regiones
hiperendémicas. No obstante la proteccion depende de dosis administrada y es de corta
duracion (Koff, 1998).

El desarrollo de técnicas para cultivar el VHA sobre lineas celulares ha permitido
generar suficiente cantidad de virus para la produccion de vacunas. Se han desarrollado
diversas vacunas de virus inactivados. En la actualidad existen cuatro vacunas
comercializadas de virus inactivados con formaldehido, que son altamente inmunogénicas y
confieren proteccion al 100% de los individuos durante al menos 20 afios (Koff, 1998; World
Health Organization, 2000).

En caso de infeccion, no se dispone de un tratamiento especifico para la hepatitis A.
Unicamente se prescribe la administracion de corticosteroides en casos de colestasis

(Ampurdanés y col., 1995).
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1.9.10. Epidemiologia

1.9.10.1. Modelos epidemiologicos

La hepatitis A es una enfermedad de distribucion mundial, que puede presentarse en
forma de casos esporadicos o bien en brotes epidémicos. Segun el nivel de prevalencia se
pueden distinguir cuatro modelos epidemioldgicos: endemicidad alta, intermedia, baja y muy

baja (Figura 1.11.y 1.12.).

B Endemicidad alta
@ endemicidad media
[ Endemicidad baja

] Endemicidad muv baia

Figura 1.11.
Epidemiologia mundial de la hepatitis A.

La incidencia mas alta de infeccion por el VHA en el mundo se encuentra en paises
subdesarrollados, donde las condiciones de vida y los estandares de higiene y saneamiento
deficientes favorecen la difusion del virus. En estas regiones del mundo, clasificadas como
areas de alta endemicidad para la hepatitis A, la exposicidn al virus es universal en la infancia
(seroprevalencia superior al 90%) (Melnick, 1995; World Health Organization, 2000). Como
resultado, aunque se comunica un niimero de casos clinicos (30-100 casos por 10° hab al afio)
no son datos reales, al ser la mayoria de los casos asintomaticos o bien pasan desapercibidos
entre la amplia serie de enfermedades prevalentes en la zona. El mecanismo principal de

transmision es el consumo de agua o alimentos contaminados.
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En paises en vias de desarrollo donde las condiciones higiénico-sanitarias han mejorado
en las ultimas décadas, aparece un segundo modelo epidemiologico: endemicidad intermedia
(20-30 casos por 10° hab al afio). En estas regiones la transmision se produce principalmente
de persona a persona, a menudo con brotes periddicos. La incidencia en la poblacion infantil
es mas baja (seroprevalencia del 20-30%) (Dominguez y col., 1995), lo que produce un
aumento en los adultos jovenes expuestos a la infeccion con manifestaciones clinicas.

En paises desarrollados aparece el modelo de endemicidad baja. En estas zonas la
enfermedad ocurre principalmente en adolescentes y adultos pertenecientes a grupos de riesgo
(homosexuales, usuarios de drogas intravenosas), personas que han viajado a paises de
endemicidad media o alta, y en ciertos grupos sociales. Ocasionalmente aparecen brotes
asociados al consumo de agua o alimentos contaminados (World Health Organization, 2000).
La prevalencia de anticuerpos es baja en la poblacion infantil (<10%) y moderada en la
poblacion adulta (30-70%) (Melnick, 1995; Dominguez y col., 1995).

El cuarto modelo aparece en paises con nivel socioecondmico muy elevado (paises
escandinavos, Suiza, Japon). En estas regiones las infecciones por el VHA estan
desapareciendo. La seroprevalencia en adultos jovenes es inferior al 10% y en la poblacion de

edad mas avanzada se sitia entre 30-60% (Dominguez y col., 1995).

100 Alta

Intermedia
Baja

Muy baja

Prevalencia de anti-VHA (%)

0 10 20 30 40 50 60 70
Edad (afios)

Figura 1.12.
Seroprevalencia de anticuerpos anti-VHA en las 4reas correspondientes a los cuatro modelos de incidencia.
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1.9.10.2. Epidemiologia de la hepatitis A en Catalufia

El area mediterranea se considera una zona de endemicidad intermedia. En Cataluiia, a
partir de 1990 la hepatitis A es una enfermedad de declaracion individualizada obligatoria. Se
ha podido observar que en nuestro pais, al igual que en otros paises desarrollados, se ha
producido un cambio en el patron epidemioldgico, observandose un retraso en la edad de la
infeccion (Papaevangelou, 1992), siendo previsible que aumente la incidencia de las formas
clinicas de la infeccion, puesto que las formas asintomaticas son mas frecuentes en niflos que
en adultos (Dominguez y col., 1995). La distribucién de los casos declarados en Catalufia
durante 1997 demuestra que el 75% corresponden a individuos menores de 30 afios (Figura

1.13.) (Departament de Sanitat i Seguretat Social, 1998).

30

25

20

15 1

% casos

10 1

<5 59 10-14 15-19 20-29 30-39 40-49 50-59 >60

grupos de edad

Figura 1.13.
Distribucion por edades de los casos declarados en Cataluiia durante 1997 (Departament de Sanitat i Seguretat Social, 1998).

El contacto con una persona infectada es factor de riesgo mas frecuente implicado en la
transmision de la infeccion (Figura 1.14.). En una proporcién mas baja se sitiian el contacto
con niflos y la asistencia a guarderias. No obstante, la aparicion de la enfermedad a edades
cada vez mas avanzadas hace que los viajes a zonas endémicas, la ingestion de marisco crudo,
la aparicion de brotes de origen alimentario o las practicas homosexuales adquieran una

mayor importancia.
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Desconocido

47% Practicas homosexuales
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Contacto directo
31%

Figura 1.14.
Factores de riesgo asociados a la infeccion por el VHA (Dominguez y col., 1995).

Se ha podido observar una disminucion de la tasa de incidencia en la Gltima década,
pasando de un 10,6 por 10° hab en 1991 hasta un 2,8 por 10° hab en 1995, y un nuevo
aumento hasta alcanzar un 8,3 por 10° hab en 1998 (Figura 1.15.). Durante el afio 1999 la tasa
de incidencia se encuentra dentro de los valores normales (Departament de Sanitat i Seguretat
Social, 2000). En general el nimero de casos en varones es entre 1,4-1,6 veces superior a la
tasa de incidencia en mujeres (Departament de Sanitat i Seguretat Social, 1991-1999). No se
dispone de estudios que permitan cuantificar la subnotificacion, pero es probable que ésta sea

importante por la frecuente levedad de la enfermedad.
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Figura 1.15.

Variacion en la tasa de incidencia de la hepatitis A en Catalufia (n° casos por 10° hab) entre 1990 y 1999 (Departament de
Sanitat i Seguretat Social, 1991-2000).
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La distribucion temporal de los casos de hepatitis A declarados a lo largo del afio,
muestra una acumulacioén de casos hacia finales del invierno y primavera (de febrero a mayo)
para descender hasta un minimo en el mes de agosto. Este patron es el que cabria esperar
considerando que muchos de los brotes presentan una transmision persona-persona en el
ambito de guarderias y colegios. Otro pico ocurre en los meses de otofio, relacionado con
viajes a zonas endémicas durante las vacaciones estivales (Melnick, 1995).

En las areas donde la circulacion del VHA es baja, aparece un patron ciclico. En los
afnos de pico maximo, que ocurren en intervalos de 5-10 afos, el virus circula ampliamente en
la poblacion provocando un aumento en el niimero de casos, y como consecuencia un
aumento en la inmunidad. Esto limita la posterior propagacion del virus. La circulacion del
VHA continua disminuyendo hasta que aparecen suficientes individuos jovenes no inmunes

para permitir la difusion del virus, y conducir asi a un nuevo maximo.

1.10. VIRUS DE LA HEPATITIS E

1.10.1. Antecedentes historicos

Una proporcion significativa de los casos de hepatitis aguda de origen virico en
individuos jovenes o de mediana edad en paises subdesarrollados esta provocada por un
agente infeccioso serologicamente no relacionado con el virus de la hepatitis A (VHA). Esta
enfermedad produce brotes epidémicos o casos esporadicos endémicos, asociados con la
ingestion de agua contaminada fecalmente. Esta forma de hepatitis se llamo en un principio
hepatitis no-A/no-B de transmision entérica (ET-NANBH), para distinguirlo de la hepatitis
virica no-A/no-B de transmision parenteral (hepatitis C).

Los primeros casos bien documentados de hepatitis E proceden de una epidemia que
tuvo lugar en Nueva Delhi (India) en 1955-56, donde se identificaron 29.000 casos de
hepatitis ictérica después debido a la contaminacion fecal del agua de distribucion de la
ciudad. Una epidemia similar de hepatitis virica ocurrid entre diciembre de 1975 y enero de
1976 en Ahmedabad (India). En ambos casos se pensd que el agente causal era el VHA
debido a las similaridades clinicas y epidemiologicas, pero un estudio serolégico retrospectivo
reveld que el agente etioldgico no habia sido el VHA ni el virus de la hepatitis B (VHB).

Ademas, existian datos epidemiologicos que demostraban una exposicion universal al VHA
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durante la infancia en paises subdesarrollados, por tanto, era dificil entender la existencia de
grandes epidemias producidas por este agente en una poblacién inmunizada.

Se han descrito también grandes epidemias de hepatitis E en diversas partes del mundo
entre jovenes y personas de mediana edad, y aproximadamente el 18% de las mujeres
embarazadas murieron como consecuencia de la infeccion (Tabla 1.11.).

El agente virico asociado a la ET-NANBH fue aislado a mediados de la década de los
80 por M.S. Balayan. A partir de una suspension fecal obtenida a partir de un paciente con
sintomas de hepatitis, consiguié transmitir la enfermedad por via oral a un voluntario sano
que previamente habia sufrido hepatitis A. El individuo infectado manifestdé sintomas de
hepatitis 36 dias después de la ingestion de la suspension fecal. Se pudieron visualizar por
microscopia inmunoelectronica particulas viricas de aproximadamente 30 nm de diametro en
las heces del voluntario entre los 28 y 45 dias después de la exposicion, y desarrollo
anticuerpos contra el virus recuperado de sus heces. La enfermedad pudo transmitirse también
a primates inoculados con la suspension fecal, y asimismo se confirmé la excrecion de
particulas viricas en las heces.

Estudios posteriores han conseguido caracterizar y clonar este agente infeccioso, que
fue nombrado oficialmente virus de la hepatitis E (VHE) por el ‘International Commitee on

Taxonomy of Viruses’ (ICTV).

TABLA 1.11.
Principales brotes epidémicos de hepatitis E
Lugar Afio N° casos
Nueva Delhi (India) 1955 29.000
Kirgizia (Rusia) 1955-56 10.800
Valle de Katmandu (Nepal) 1973-74 10.000
Ahmedabad (India) 1975-76 =30.000
Mandalay (Birmania) 1976-77 20.000
Kashmir (India) 1978-82 52.000
Argelia 1980-81 780
Tortiya (Costa de Marfil) 1983-84 =800
Etiopia 1985-86 2.000
Xinjiang (China) 1986-88 120.000
Somalia 1988 11.400
Kanpur (India) 1990-91 79.000
Xinjiang (China) 1992-97 300.000
Islamabad (Pakistan) 1993-94 3.827
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1.10.2. Propiedades fisico-quimicas del virion

Los viriones son particulas de 32-34 nm de didmetro esféricas y sin envuelta, con
espiculas e indentaciones en la superficie aunque menos pronunciadas que el virus de
Norwalk. El coeficiente de sedimentacion es de 183 S, y tiene una densidad de flotacion de
1,29 g/ml en tartrato potasico/glicerol. Se ha descrito la extrema fragilidad de la particula, que
pierde facilmente su integridad cuando se somete a procesos de congelacion-descongelacion,
precipitacion, dialisis o altas concentraciones salinas (Krawzcynski, 1993). Sin embargo, la
particula parece ser estable en el ambiente cuando se somete a condiciones desfavorables
como la radiacion solar, desecacion, elevadas temperaturas, baja presion osmotica, etc.

(Balayan, 1997).

1.10.3. Organizacion genOmica

El genoma estd formado por una molécula de ARN de cadena sencilla de
aproximadamente 7,5 Kb, de polaridad positiva. Presenta dos regiones no codificantes, en el
extremo 5° de 27 nucledtidos, y en el extremo 3’ de 63 bases (desde el nucledtido 7128 hasta
el 7194). En el extremo 5’ se ha demostrado la existencia de una estructura tipo cap, y en el
extremo 3’ aparece una cola de adenosinas, caracteristicas tipicas de los ARNm eucariotas. El
analisis de la secuencia de las cepas del VHE conocidas indic6 la presencia de tres pautas de
lectura abiertas (ORFs) (Figura 1.16.):

&  El ORF1 se extiende desde el nucledtido 28 hasta el 5107 (5079 bases). Se han
detectado motivos conservados correspondientes a proteinas viricas funcionales que
incluyen una metiltransferasa, una papain-like proteasa, una helicasa y una ARN
polimerasa. Las regiones denominadas dominio X e Y, identificadas por su homologia
con otros virus de ARN de polaridad positiva, no tiene una funciéon biologica conocida
(Koonin y col., 1992).

% El ORF2 localizado hacia el extremo 3’ de la molécula de ARN, se extiende desde el
nucleoétido 5147 hasta el 7127 (1980 bases), y codifica la proteina de la capside de 660
aminoacidos. La region localizada cerca del extremo N-terminal de la proteina tiene una
funcion asociada con la encapsidacion del ARN gendmico. Se han localizado puntos de
glicosilacion aunque la funcion de la proteina glicosilada se desconoce (Zafrullah y col.,

1999). Un epitopo inmunogénico localizado en el extremo C-terminal se ha utilizado en
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la diagnosis de la infeccion por VHE (Khudyakov y col., 1993).

% El ORF3 localizado entre los nucledtidos 5106 y 5475 (369 bases), solapado
parcialmente con los anteriores, codifica una pequena proteina fosforilada
inmunogénica de 123 aa, que tiene parece estar asociada con el citoesqueleto celular,

aunque su funcion se desconoce (Zafrullah y col., 1997).

ORF3
Estructural?

AUG UAA
nt5106 nt 5475

ORF1
Proteinas no estructurales
wp ol 11 2] 3 [45] 6 [ 7 8
AUG UGA
nt 28 nt 5107
5 NCR ORF2

Proteinas estructurales

Poli A

AUG UAG
nt 5147 nt 7127

3'NCR

Figura 1.16.

Organizacion genomica del VHE (modificado de Tam y col., 1999). El orden de los genes no estructurales del ORF1 es: (1)
metiltransferasa, (2) dominio Y, (3) papain-like proteasa, (4) region hipervariable, (5) dominio rico en prolina, (6) dominio
X, (7) helicasa, y (8) ARN polimerasa ARN dependiente. AUG, coddn de inicio de traduccion; UAA/UAG/UGA, codones de
final de traduccion; nt, posicion segun la cepa de Birmania (Tam y col., 1991).

1.10.4. Heterogeneidad genética

Se han identificado 8 genotipos a partir del estudio de la secuencia de nucledtidos de las
cepas aisladas en diferentes regiones (Figura 1.17.). Se han podido aislar y secuenciar total o
parcialmente cepas de VHE en Asia, Africa, Europa y América. Las cepas asiaticas
(Birmania, India, China y Pakistdn) presentan un 93-100% de identidad en las regiones
codificantes (<10% divergencia en el ORF1 y 2, 2% en el ORF3), y un 98-100% de identidad
en la secuencia de nucledtidos. La cepa aislada en Méjico es la que esta filogenéticamente
mas alejada de demas como demuestran los estudios de comparacion de secuencias. La region
5’NTR, que en la mayoria de las cepas presenta 26-27 nucledtidos, so6lo tiene 3 nucledtidos en
la cepa mejicana. En el ORF1 difiere de las cepas asiaticas en un 25% de la secuencia de

nucleétidos y un 17% en la secuencia de aminoacidos, 20% y 7% en el ORF2 y 10% y 13%
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en el ORF3. El analisis de las secuencias parciales de varias cepas aisladas en Africa (Argelia,
Chad, Marruecos y Egipto) indica que estan relacionadas con las cepas asiaticas.
Simultaneamente a la realizacion de esta tesis se han identificado cepas del VHE en Grecia,
Italia y en Estados Unidos. Estas nuevas cepas son claramente divergentes respecto a las
anteriores (15-25% divergencia en la secuencia de nucleotidos, 2-4% divergencia en la
secuencia de aminoacidos) (Figura 1.17.).

La heterogeneidad genética encontrada entre las cepas de paises endémicos y las nuevas
cepas procedentes de paises considerados previamente como no endémicos sugiere que el
VHE debe haberse dispersado geograficamente en la antigiiedad y que han evolucionado de

forma diferente.

Genotipo V Genotipo VI
Europa | Europal Il

. Grecia
Genotipo Il

América del Norte

Genotipo ViI
Europa lll

\ Genotipo Vil

América del Sur

Genotipo Ic fr—- Argentina
Norte de Africa ’
Egipto
Marruecos \

Genotipo la Genotipo Il
Asia | América central

Estados Unidos
(origen humano y porcino)

India
Birmania
Nepal
(Espana)

Genotipo Ib Genotipo IV
Asiall Asia lll

China
Taiwan
Figura 1.17.

Distribucion en genotipos de las cepas del VHE aisladas en paises endémicos y no endémicos, segiin datos de varios autores
(Wang y col., 1999; Schlauder y col., 1999; Schlauder y col., 2000). La longitud y disposicion de las ramas no indica relacion
evolutiva.
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1.10.5. Clasificacion taxonomica

Las caracteristicas morfologicas y su organizacion genOmica similares al virus de
Norwalk y otros calicivirus, hicieron que se clasificara provisionalmente dentro de la familia
Caliciviridae. Estudios moleculares posteriores han demostrado una baja homologia con este
grupo, y cierto nivel de similitud con las regiones helicasa y polimerasa de togavirus (Koonin
y col., 1992; Berke y Matson, 2000). La posicion taxondomica del VHE es pues incierta,
habiendo sido definido por el ICTV el género “Hepatitis E-like viruses” (Pringle, 1999).

1.10.6. Replicacion

Al igual que otros virus hepatotropicos, el cultivo sobre lineas celulares ha sido muy
dificil y solo se ha conseguido la multiplicaciéon poco eficiente de algunas cepas aisladas en
China, Rusia y Birmania (Kazachkov y col., 1992; Huang y col., 1995; Tam y col., 1996).

La estrategia de replicacion no ha sido todavia bien caracterizada. EI mecanismo de
union al receptor, entrada y desencapsidacion de la particula viral se desconoce. La presencia
del dominio metiltransferasa sugiri6 la presencia de una estructura tipo cap en el extremo 5’
de la molécula, ya que es el enzima responsable de la metilacion de la guanosina terminal para
producir la estructura m’G(5*)ppp(5°)X. Después de la desencapsidacion, el genoma de 7,5
Kb es traducido probablemente via mecanismos celulares que reconocen el ARN capped. El
procesamiento de la poliproteina codificada por el ORF1 puede producirse mediante proteasas
celulares, aunque también podria intervenir la papain-like proteasa virica. Se ha podido
detectar por PCR un intermediario replicativo de ARN de cadena negativa en tejido hepatico
infectado. A partir de éste se generarian cadenas de ARN de polaridad positiva de 7,5 Kb
(gendémico y mensajero), y dos ARN subgendémicos mensajeros de 3,7 y 2,0 Kb. Estos se han
podido detectar por Northern-blot en tejido infectado, y podrian estar relacionados con la
expresion del ORF2 y ORF3. Asi pues la estrategia de expresion del virus implicaria el uso de

las tres pautas de lectura abierta y por lo menos tres ARNm.
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1.10.7. Manifestaciones clinicas

El curso de la infeccion producida en primates no humanos es similar a la del hombre.
(Figura 1.18.) y se ha estudiado como modelo experimental.

El periodo de incubacion es de 3 a 8 semanas, hasta la aparicion de un incremento en la
actividad de los enzimas hepdaticos (alanina aminotransferasa, aspartato aminotransferasa,
fosfatasa alcalina y y-glutamil-transferasa), que puede seguir un patron unimodal o bimodal.
La deteccion del antigeno en el higado se produce al mismo tiempo que la viremia y la
excrecion en las heces. Al igual que en la hepatitis A, la respuesta inmune aparece al final del
periodo de incubacion o durante la fase aguda de la enfermedad y se caracteriza por la
aparicion rapida de IgM y IgG anti-VHE. Al igual que en la hepatitis A, la viremia podria
persistir durante algiin tiempo después de la aparicion de la respuesta inmune, sugiriendo la
presencia de complejos inmunes.

En el hombre uno de los sintomas clinicos es la ictericia, que aparece al mismo tiempo
que el aumento de los niveles de transaminasas, y puede persistir durante 15-40 dias. Esto
suele ir acompafiado con la excrecion de orina y heces de color oscuro. En ocasiones se dan
casos de hepatitis E subclinica en que no aparece ictericia. Otros sintomas asociados con la
infeccion por VHE sintomatica incluyen malestar (95-100% casos), anorexia (66-100%),
vomitos (29-100%), dolor abdominal (37-82%), fiebre (23-97%) y hepatomegalia (10-85%).
Menos comun es la aparicion de diarrea, artralgia, prurito y urticaria (Mast y Krawczynski,
1996).

Generalmente la hepatitis E ocurre de forma autolimitada, acabando con la completa
recuperacion del enfermo y no progresa hacia una enfermedad hepatica cronica. En ocasiones
se han descrito casos de hepatitis E fulminante. Aunque el indice de mortalidad media
producida por hepatitis E en la poblacion general es de 0,5-1%, en mujeres embarazadas
puede llegar a ser del 15-25% durante el tercer trimestre de gestacion. El mecanismo que
conduce al fallo hepatico fulminante durante el embarazo es desconocido (Mast y

Krawczynski, 1996).
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Histopatologia
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Figura 1.18.
Fases, sintomas y evolucion de la respuesta inmune tras una infeccion con el VHE. Los datos sobre viremia y excrecion en
heces estan basados en analisis por PCR (modificado de Purcell, 1996).

1.10.8. Histopatologia

La entrada del virus en el organismo huésped suele ser principalmente via oral por
consumo de agua o alimentos contaminados, o por contacto directo persona-persona. En
mujeres embarazadas infectadas puede producirse transmision vertical. El sitio de replicacion
primaria podria ser el tracto intestinal, y llegaria hasta el higado a través de la vena porta. El
virus replicaria en los hepatocitos y seria liberado a la bilis y al torrente sanguineo.

Los cambios histopatoldgicos producidos por la infeccion por VHE se estudiaron a
partir de biopsias obtenidas a partir de pacientes procedentes de dos brotes epidémicos
ocurridos en la India y en Ghana entre 1962 y 1963, y partir de primates infectados. Se
observaron dos tipos de patologia: colestatica y estandar. El tipo colestatico o obstructivo se
caracteriza por la presencia de estasis biliar en los canaliculos y transformacion glandular de

los hepatocitos, con aparicion poco frecuente de cuerpos acidofilos y focos de necrosis. La
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hepatitis virica de tipo estandar se caracteriza por la aparicion de focos de necrosis con
acumulacion de macrofagos mononucleares, células de Kupffer activadas y linfocitos. Se
observaron también células hepaticas globulares y degeneracion de los mismos con formacion

de cuerpos acidofilos.

1.10.9. Rango de huéspedes

Ademas del hombre, parece ser que diversas especies animales pueden ser infectadas
por cepas del VHE. Se ha detectado la presencia de anticuerpos anti-VHE de forma natural en
varias especies de primates salvajes, en animales domésticos (cerdos, pollos, vacas, ovejas,
cabras) (Balayan y col., 1990; Clayson y col., 1995; Tien y col., 1997; Favorov y col., 1998) y
en varias especies de roedores (Kabrane-Lazizi y col., 1999; Favorov y col., 2000). La
naturaleza zoondtica del VHE se ha demostrado recientemente con el aislamiento de un cepa
de origen porcino (Meng y col., 1997).

La infeccion experimental se ha comprobado en mas de 10 especies de primates no
humanos, cerdos y roedores (Balayan y col., 1990; Tsarev y col., 1993a; Meng y col., 1998b;
Maneerat y col., 1996). El rango de huéspedes depende de la cepa de VHE.

1.10.10. Diagnostico

El método tradicional para el diagnostico de la infeccion por VHE ha sido la deteccion
de particulas viricas en muestras de heces por microscopia inmunoelectrénica (IEM). Ente
método es altamente especifico pero dificil de aplicar a muestras clinicas que no suelen
contener suficiente cantidad de particulas para ser visualizadas. Posteriormente se desarrollo
un ensayo de bloqueo inmunofluorescente para detectar anticuerpos anti-VHE en suero, pero
esta prueba no podia distinguir entre una infeccion reciente o antigua.

Una vez clonado y secuenciado el genoma del VHE, se desarrollaron ensayos de
Western-blot e inmunoenzimaticos (ELISA) para detectar anticuerpos anti-VHE utilizando
proteinas recombinantes o péptidos sintéticos que contuvieran epitopos inmunodominantes de
las regiones ORF2 y 3. Estos ultimos permiten detectar IgM e IgG, y han demostrado ser lo
suficientemente sensibles (93,5%) y especificos (99% para 1gM y 97% para IgG). Se ha
conseguido clonar el ORF2 completo en baculovirus y se ha expresado en células de insecto,

obteniendo una proteina nativa soluble llamada 62K y 55K (procedente de la cepa de
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Birmania y de Pakistan respectivamente), que contiene epitopos adicionales, presumiblemente
conformacionales, que no aparecen en las demas proteinas recombinantes. Esta proteina
puede ser de gran utilidad para estudios epidemiologicos a gran escala, y ha demostrado ser
efectiva en pruebas experimentales de vacunacion.

El conocimiento de la secuencia de nucledtidos de varias cepas del VHE hizo posible la
puesta a punto técnicas basadas en la amplificacidn enzimadtica especifica de regiones
gendmicas, que han demostrado una gran sensibilidad y especificidad. Estas técnicas basadas
en PCR son aplicables a todo tipo de muestras clinicas (suero, heces, tejido hepatico), asi
como a muestras ambientales (agua, moluscos bivalvos). Este tipo de técnicas puede aportar

mucha informacién sobre la epidemiologia del VHE.
1.10.11. Prevencion y control

Actualmente no existe una terapia contra la hepatitis E, ni existe una vacuna
comercializada. En este aspecto se ha estado trabajando en varias aproximaciones.

La falta de un sistema in vitro para poder multiplicar el VHE ha hecho imposible el
desarrollo de vacunas de virus inactivados o atenuados. Se han evaluado varias proteinas
recombinantes como potenciales candidatas para la elaboracion de una vacuna. La secuencia
de aminoécidos de la proteina codificada por el ORF2 presenta un 93% de identidad entre las
cepas mas divergentes y un 99% entre las cepas filogenéticamente mas cercanas aisladas en
Asia, sugiriendo la presencia de un determinante inmunologico bien conservado comun a
todas las cepas. Se ha demostrado, ademas, que primates infectados con cepas de VHE son
resistentes a posteriores infecciones con otras cepas. Estudios experimentales hechos en
primates utilizando las proteinas recombinantes 62K y 55K del ORF2, han demostrado que
son capaces de proporcionar proteccion contra la infeccion por el VHE.

Recientemente se ha estudiado la posibilidad de obtener una vacuna de ADN.
Experimentos realizados en ratones han demostrado que la inoculacion directa de un vector de
expresion eucariota conteniendo la secuencia completa del ORF3, es capaz de inducir la
respuesta humoral (Fengmin y col.,1996).

Hasta el momento la tnica via para prevenir la infeccion por VHE es la utilizacion de
aguas de abastecimiento sin contaminacion fecal, evitar el consumo de alimentos no

cocinados y la aplicacion de medidas higiénico-sanitarias apropiadas.
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1.10.12. Epidemiologia

Basandose en los datos sobre la existencia de epidemias confirmadas serologicamente o
de casos esporadicos recurrentes, se ha comprobado que el area de distribucion de la hepatitis
E abarca la mayoria de los paises tropicales y subtropicales (Figura 1.19.). Se han descrito
brotes epidémicos en Asia (India, Pakistan, Nepal, Birmania, Borneo, China, Rusia), Africa
(Somalia, Sudan, Argelia, Costa de Marfil, Kenia) y en América del Norte (Mégjico), y casos
esporadicos en varios paises europeos (Reino Unido, Holanda, Alemania, Noruega, Francia,
Italia, Grecia, Espafia, Austria) y en Estados Unidos, en ocasiones importados de zonas
endémicas. Se han propuesto algunos parametros para la clasificacion de estas zonas (Tabla

1.12.).

TABLA 1.12.
Diferencias entre regiones endémicas y no endémicas para el VHE
Endémica No endémica
Incidencia de la hepatitis E v Alta v' Bajaonula
Manifestaciones epidemiologicas v Brotes de magnitud variable v’ Casos esporadicos
(importados?)
Condiciones sanitarias v Pobres v' Adecuadas
Transmision por aguas v Frecuente v' Nula
contaminadas
Habitos higiénicos v" Sélo en ciertos grupos sociales v'  Adecuados en la poblacion
general
Reservorio no humano del VHE v" Muy probable v' Probablemente cerdos o otros
animales domésticos
Casos documentados v' Algunos v" Todos
Condiciones climaticas v" Clima calido v" Clima templado
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Figura 1.19.
Paises en que existen evidencias de casos de hepatitis E epidémicos o esporadicos

[ Zonas endémicas confirmadas serologicamente, con brotes epidémicos documentados o casos
esporadicos recurrentes (mas del 25% de los casos de hepatitis no-ABC son debidos al VHE)

[ Zonas no endémicas con casos esporadicos documentados

I Zona con casos esporadicos documentados en esta tesis
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En paises subdesarrollados la infeccion por VHE es una de las causas principales de
morbilidad y mortalidad entre los individuos de 15-45 afios. La prevalencia de anticuerpos
anti-VHE en la poblacion general de zonas endémicas es de un 3-26%: <5% en nifios menores
de 10 anos, y 10-40% en individuos de 20-30 afios, sin diferencias entre sexos (Arankalle y
col., 1995). En paises no endémicos, la prevalencia de anti-VHE es de 1-3%, mas alta que lo
que cabria esperar considerando los pocos casos existentes de hepatitis E esporadica, a
menudo importados de areas epidémicas. Estos datos sugieren la existencia de infecciones
subclinicas, probablemente provocadas por cepas atenuadas. Recientes estudios demuestran la
existencia de reservorios animales de cepas del VHE. Esto podria estar relacionado con la
relativa alta prevalencia de anticuerpos en la poblacion de paises no endémicos.

El factor mas importante que favorece la transmision del VHE son las condiciones de
saneamiento deficientes. Las epidemias mas severas se produjeron en poblaciones donde no
existen sistemas recogida y tratamiento de residuos fecales. Esto puede producir la
contaminacion de las fuentes de abastecimiento de agua durante las épocas de lluvias, y la
consiguiente aparicion de brotes epidémicos con distribucion estacional.

Las caracteristicas epidemioldgicas mas importantes se resumen en la Tabla 1.13.

TABLA1.13.
Caracteristicas clinicas y epidemioldgicas para el reconocimiento de la infeccion por VHE en
zonas endémicas

Caracteristicas epidemiologicas Caracteristicas clinicas
» Transmision fecal-oral » Periodo de incubacion de 15-40 dias
» Brotes provocados por consumo de agua » Casos de hepatitis fulminante

contaminada fecalmente

» Distribucion geografica: paises tropicales y » Formas severas en mujeres gestantes,
subtropicales con un =20% de mortalidad
» Aparicion estacional: mayor incidencia » No deja secuelas

durante la época de lluvias

» Prevalencia especifica de edad: mayor » Histopatologia variable
incidencia en individuos de 15-40 afios

» Transmision en ciertos grupos » Formas subclinicas
socioecondmicos grupos

» Posibilidad de un reservorio animal
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1.11. EL DESARROLLO DE METODOS DE DETECCION DE
VIRUS EN EL MEDIO AMBIENTE

1.11.1. Métodos de concentracion de virus a partir de muestras ambientales

Las aguas residuales urbanas contienen concentraciones de virus suficientemente
elevadas que permiten la deteccion directa, o tras una etapa sencilla de concentracion. Pero en
ocasiones los virus entéricos se encuentran en el medio acudtico en cantidades muy pequeiias,
lo que hace que sea necesario la concentracion de grandes volumenes de agua. Este paso
constituye uno de los problemas principales de la virologia ambiental.

La mayor parte de los métodos de recuperacion de virus aprovechan las propiedades de
los virus como macromoléculas proteicas. Los virus se comportan en el medio como un
coloide hidrofilo en el que la carga eléctrica neta varia en funcion del pH y de la fuerza i6nica
del medio. Tienen, ademas, la capacidad de adsorberse sobre particulas en suspension o
soportes de cualquier tipo.

Un buen método de concentracion debe ser lo mas simple, rapido y barato posible, debe
proporcionar altas tasas de recuperacion y ser aplicable a la recuperacion de diferentes virus.
El concentrado viral obtenido debe estar libre de posibles sustancias toxicas o inhibidoras
presentes en las muestras para que pueda ser utilizado en los procesos de deteccion de
subsiguientes.

Se han propuesto mas de 30 métodos de concentracion, aunque no existe un método
universal aplicable a todo tipo de agua y a todo tipo de virus. La metodologia debe escogerse
en funcion de los diferentes factores:

- La concentracion viral, variable segun el tipo de agua, el virus de interés y la estacion, a la
vez que dependiente de factores geograficos y climaticos.

- El tipo de agua, ya que las variaciones en sus caracteristicas fisico-quimicas y en la
cantidad de materia organica afectan a la capacidad de agregacion de los virus, asi como a
la eficiencia de algunos métodos.

- El tipo de virus, ya que ciertos métodos podrian provocar la inactivacion de algunos virus.
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En la Tabla 1.14. se recogen las caracteristicas principales de algunos de los métodos de

concentracion aplicados a la recuperacion de virus a partir de muestras de aguas de diversos

origenes.

TABLA 1.14.

Métodos de concentracion de virus a partir de muestras de agua de diversos origenes

Método Material Utilizacion Volumen procesable
Electroforesis reconcentracion pequefio
Electroosmosis reconcentracion pequeiio
Separacion de fases = sulfato de dextrano aguas muy turbias pequeio

= polietilenglicol
Me¢étodo de las gasas = gasa hidrofila aguas turbias indefinido
Floculacion inorganica = sulfato amonico, cloruro como método secundario pequefio
férrico, sulfato de aluminio
Floculacion organica = extracto de carne como método secundario pequefio
Adsorcion—elucion = filtros electronegativos muestras poco turbias grande
= filtros electropositivos muestras poco turbias grande

Ultrafiltracion

Ultracentrifugacion

= polvo de vidrio
= lana de vidrio

= membranas de celulosa
= membranas de poliétersulfona

muestras poco turbias

cualquier tipo de agua

muestras muy turbias o
como método secundario

medio-grande

variable segun la
turbidez

pequetio

?Lucena y col., 1991

1.11.1.1. Concentracion de virus por filtracion—elucion

Los métodos de concentracion por adsorcion-elucion sobre diferentes soportes

responden a la capacidad de los virus para asociarse a diferentes materiales: membranas o

cartuchos filtrantes, polvo de vidrio, lana de vidrio, sales metalicas, polielectrolitos insolubles,

carbon activo (Lucena y col., 1991). En estas uniones representan un papel fundamental la
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composicion quimica de los soportes, la fuerza iénica y el pH del medio, y la presencia de
materia organica en suspension o proteinas.

La mayor parte de los virus presentes en el medio hidrico son virus desnudos, sin
envueltas lipidicas alrededor de la capside proteica. Esta contiene aminoécidos con grupos
ionizables que confieren a los virus una carga eléctrica dependiente del pH. El punto
isoeléctrico (pHi) del virus permite conocer la carga global del mismo en unas condiciones
determinadas de pH. Una gran parte de los virus al pH natural del agua, poseen una carga
global negativa (Mandel, 1971) que les permite unirse sobre un soporte cargado positivamente
mediante atracciones de tipo electrostatico.

Los filtros microporosos con carga neta electropositiva se han utilizado de forma
estandar en estudios ambientales, ya sea en forma de membranas o en forma de cartuchos
filtrantes. Los filtros electropositivos Zeta Plus 50S o 60S (CUNO div.) estan compuestos de
celulosa con carga modificada, y permanecen cargados positivamente a pHs inferiores a 6
(Sobsey y Jones, 1979). Estos filtros permiten la adsorcion de virus a pH de 5,5-7,5 o de 3,5—
6,0 respectivamente, con una eficiencia en la recuperaciéon media de un 64% (Sobsey y Jones,
1979; Sobsey y Glass, 1980). Ma y col., en 1994, evaluaron la eficiencia en la recuperacion de
Polio-1 a partir de agua de distribucion utilizando cartuchos filtrantes MK y 1MDS, siendo de
73 y 90% respectivamente.

La utilizacion de filtros microporosos con carga neta electronegativa requiere la
acidificacion de la muestra de agua o la adicion de sales (NaCl, MgCl,, AlICI3) (Shields y
Farrah, 1983; Lukasik y col., 2000) para promover la adsorcidn, lo cual contribuye a eliminar
las fuerzas electrostaticas de repulsion entre los viriones y la superficie de los filtros (Lucena
y col., 1991). La utilizacion de esta técnica se ve limitada por la inactivacion de ciertos virus a
pHs acidos.

La adsorcion de los virus sobre la superficie de filtros microporosos se ve afectada por
la temperatura, el pH, la turbidez y la concentracion de materia organica en suspension, que
hacen variar la eficiencia de la recuperacion. La materia organica disuelta y las particulas
coloidales en suspension presentes en las muestras pueden provocar la colmatacion de los
filtros, limitando asi el volumen maximo que se puede procesar. Estas pueden, ademas,
competir con los virus en la adsorcion sobre los filtros. La elucion de los virus a partir de los
soportes se hace con soluciones alcalinas, preferiblemente conteniendo extracto de carne o

glicinaa pHs entre 9y 11.
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1.11.1.2. Concentracion de virus por floculacion orgdnica

La floculaciéon organica aplicada cominmente como método de concentracion
secundaria, se basa en la capacidad que tienen las proteinas para formar floculos a pHs acidos
inferiores a su pHi. Los virus presenten en solucidon son atrapados entre los floculos
permitiendo asi su recuperacion. Se utilizan el extracto de carne, la caseina o la leche
descremada en polvo. Es una técnica sencilla, economica y rapida, aunque los resultados
obtenidos dependen del virus.

La precipitacion con sulfato de amonio—extracto de carne permite la precipitacion de las
proteinas a pH neutro. Este método es aplicable a la concentracion de virus sensibles al pH,
aunque existe el inconveniente de la toxicidad del sulfato de amonio que puede afectar a
células en cultivo o a posteriores reacciones enzimaticas. Alternativamente se ha utilizado la
precipitacion con polietilenglicol. Esta técnica eficaz y econdmica, aunque lenta, es aplicable
a cualquier virus, permitiendo una recuperacion que se aproxima al 100% (Lucena y col.,

1991).

1.11.1.3. Concentracion de virus por ultracentrifugacion

Basadas en la capacidad de los virus de sedimentar cuando son sometidos a una fuerza
centrifuga. Aplicable solo a pequefios volimenes de agua, se ha utilizado con éxito para
recuperar virus a partir de aguas con gran cantidad de materia organica o como método de
reconcentracion, con una eficiencia en la recuperacion de Poliovirus tipo 1 de un 70% (Puig y

col., 1994).
1.11.1.4. Concentracion de virus por ultrafiltracion

La ultrafiltracién permite la separacién mecanica de las particulas en funcidon de su peso
molecular. Se utilizan membranas con un didmetro de poro inferior al tamafo de los virus
(peso molecular nominal limite entre 10° y 10° Da) para permitir su retencion. La suspension
virica puede pasar a través de la membrana perpendicularmente o circular tangencialmente a
la superficie. Son métodos de gran sensibilidad aunque el caudal de filtraciéon suele ser
pequeio y limitado por la colmatacion de los filtros. Se ha aplicado comunmente a aguas muy

limpias y como método de concentracion secundaria.
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1.11.2. Métodos de deteccion e identificacion de virus en muestras

ambientales

En la mayoria de los casos el analisis viroldgico e identificacion se efectiia después del
proceso de concentracion de particulas viricas a partir de la muestra. Los sistemas de
deteccion e identificacion desarrollados son complejos, econdmicamente caros y se requiere
de personal y equipamiento especializados. En la Tabla 1.15. se resumen las ventajas e

inconvenientes de algunos de estos métodos.

TABLA 1.15.
Métodos de deteccion e identificacién de virus
Método Ventajas Inconvenientes
Inoculacion en animales = Permite estudiar = M¢étodo lento y costoso
patogenicidad = Aplicable solo a algunos virus
Cultivo celular = Permite estudiar = Sensibilidad variable en funciéon de la
viabilidad linea celular y el tipo de virus
= Permiten cuantificar = Aplicable solo para algunos virus
particulas infecciosas = Necesidad de personal bien preparado
= Método lento y caro
= Necesidad de utilizar de forma
combinada técnicas inmunoldgicas o
moleculares
Microscopia electronica = Rapidez = Baja sensibilidad (como minimo 10°
= Informacion morfologica particulas/ml)
= Posibilidad de confusion ya que el
diagnoéstico se realiza basandose en
criterios morfologicos
Técnicas inmunologicas = Permiten detectar el = Baja sensibilidad
antigeno
Técnicas moleculares = Proporcionan la mdxima = Requiere el conocimiento de la
< Hibridacion rapidez, sensibilidad y secuencia de nucleotidos del virus
< PCR especificidad = No proporciona informaciéon sobre
= Permite detectar virus viabilidad (posibilidad de detectar
que no se multiplican particulas no infecciosas o genomas
sobre lineas celulares libres)
= Permiten realizar = Necesidad de personal bien preparado e
estudios filogenéticos y infraestructura adecuada
epidemioldgicos = Métodos muy sensibles a sustancias

inhibidoras de las reacciones

enzimaticas
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El desarrollo de las técnicas moleculares ha permitido la deteccion e identificacion de
bajas concentraciones de virus en muestras de diversos origenes, proporcionando la maxima
sensibilidad y especificidad.

La amplificacion de fragmentos cortos de ADN utilizando una reaccién en cadena
catalizada por un enzima ADN polimerasa termoestable fue descrita por Mullis y Faloona en
1987. El proceso requiere del conocimiento previo de segmentos del genoma del organismo
que se desea detectar, que permitan el disefio de oligonucledtidos especificos funcionen como
cebadores y que flanqueen un fragmento del genoma. La amplificacion de genomas de ARN
requiere un primer paso de sintesis de ADNc mediante un enzima ADN polimerasa ARN
dependiente (transcriptasa inversa) (Figura 1.20.). El proceso implica una etapa de
desnaturalizacion de las cadenas molde iniciales, una etapa de hibridacion de los cebadores
con las secuencias complementarias, y una etapa de elongacion de las cadenas generando dos
moléculas de ADN de doble cadena idénticas. El nimero de copias aumenta de forma
exponencial en cada ciclo segun la ecuacion Nx2°, donde N es el nimero de moléculas diana
iniciales y ¢ es el nimero de ciclos. La aplicacion de esta técnica permite la deteccion de
aproximadamente 10° moléculas de ADN inicial, sensibilidad que puede incrementarse
continuando con una segunda amplificacion utilizando cebadores internos o con hibridacion.
La sensibilidad méxima se obtiene por PCR seguido de PCR anidada que permite detectar una
molécula de ADN (Allard y col., 1992; Puig y col., 1994).

El principal problema que resulta de la aplicacion de las técnicas de amplificacion
gendmica en estudios ambientales, es la presencia de sustancias de diferente naturaleza
quimica capaces de inhibir la accion de los enzimas utilizados en la reaccion (Wilson, 1997).
Por otro lado, la extrema sensibilidad hace indispensable mantener las medidas de control de
contaminaciones cruzadas con material previamente amplificado, que podrian dar lugar a
falsos positivos (Kitchin y Bootman, 1993).

En la actualidad la mayoria de los protocolos de deteccion e identificacion de virus
estan basados en técnicas moleculares. La utilizacion de técnicas moleculares no implica la
eliminacion de la practica de los métodos tradicionales. Las primeras permiten incrementar la
sensibilidad y especificidad, y proporcionan resultados en el menor tiempo posible.
Contrariamente, la deteccion molecular de virus no aporta informacion sobre la viabilidad de
las particulas viricas (Sobsey y col., 1998), caracteristica evidenciada tinicamente mediante

los estudios de infectividad frente a células huésped.
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1.12. MICROORGANISMOS MODELO PARA EL CONTROL DE
LA CALIDAD DEL AGUA

1.12.1. El concepto de microorganismo indice e indicador

La deteccion de microorganismos patdgenos transmitidos por el agua requiere la
utilizacion de técnicas a menudo muy costosas en términos econdmicos y que no
proporcionan una adecuada rapidez y eficiencia en el diagnostico. En ocasiones se hace
imposible la identificacion de ciertos microorganismos por métodos convencionales. No es de
ningin modo factible incluir pruebas moleculares para detectar todos los microorganismos
patdgenos de interés. Estas dificultades han conducido a la busqueda de microorganismos
modelo de la calidad del agua, que quedd asociado desde un principio a los microorganismos
que se encuentran formando parte de la flora microbiana de las heces.

El grupo de la IAWPRC en 1991 establecio el concepto de microorganismo modelo de
la calidad virologica del agua, diferenciando entre dos funciones: indice e indicador. Un
organismo indice proporciona informacion sobre la posible presencia de determinados
patdgenos, y de los posibles riesgos sanitarios que pueden representar para la salud. Un
organismo indicador aporta datos sobre los efectos de un proceso de tratamiento o a la calidad
de un cierto producto.

Las caracteristicas que debe cumplir un organismo para poder ser utilizado como

modelo fueron descritas por G. Berg en 1978:

& Debe estar asociado a la fuente del patdgeno (en este caso las heces humanas) y no
encontrarse en aguas no contaminadas.

% Debe estar presente en concentraciones superiores a la del patogeno en las heces de los
individuos infectados.

% Debe existir correlacion entre el indicador y el patdgeno, de manera que al cuantificar el
indicador se tenga una estima del nimero de patdgenos.

U Ha de presentar un comportamiento similar al del patogeno, esto es, no multiplicarse en el
medio externo, y exhibir como minimo, igual resistencia a los procesos de inactivacion y

depuracion que los virus a controlar.
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% La metodologia utilizada para su deteccion y/o cuantificacion debe ser sencilla, rapida y
econdmica, y aplicable a cualquier tipo de agua.

& El test utilizado debe detectar especificamente el microorganismo indicador y no debe dar
falsos positivos o negativos.

% El microorganismo indicador no ha de ser patdgeno ni comportar riesgo alguno para la

salud humana.

1.12.2. Indicadores bacterianos

La normativa medioambiental de los paises desarrollados respecto a la calidad sanitaria
del agua se basan en el cumplimiento de unos niveles guia de poblaciones bacterianas en un
determinado volumen de agua. Los examenes bacterioldgicos ofrecen la prueba més sensible
para detectar la contaminacion fecal reciente. Las bacterias se excretan en cantidades
constantes de aproximadamente 10® por gramo de heces, pudiendo encontrarse tanto en heces
humanas como en heces de otros animales de sangre caliente.

Las bacterias coliformes totales (CT) y fecales (CF) se han estado utilizando desde hace
tiempo de forma rutinaria para controlar la calidad sanitaria del agua principalmente por estar
asociados a contaminacion fecal, y por poder detectarse de forma facil y rdpida (APHA,
1995).

Los estreptococos fecales (EF) o enterococos (Enterococcus faecalis, E. faecieum, E
durans, E. hirae, E. bovis, E. avium) han sido probablemente el grupo de microorganismos
mas extensamente estudiados como posibles indicadores fecales, encontrandose en las heces
humanas en menor concentracion que los CF (10° por gramo), y en las heces animales puede
llegar a 10°-107 por gramo. En aguas residuales, los estreptococos fecales tienden a estar
presentes en concentraciones 10-100 veces inferiores que los coliformes fecales, aunque
parecen ser mas persistentes (Sinton y col.,, 1998). Varias aproximaciones han sido
consideradas para la utilizacion de los EF como indicadores: el estudio de la relacion CF:EF
(>4 en las heces humanas, <0,7 en las heces animales) y la identificacion de especies de
enterococos.

Las esporas de clostridios son extremadamente estables en el ambiente y resistente los
procesos de tratamiento y desinfeccion. Dentro de este grupo, Clostridium perfringens es

altamente especifico de contaminacion fecal, por esto se ha considerado como un buen
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indicador de la posible presencia de virus y cistes u oocistes de protozoos en aguas tratadas
(Grabow 1996).

Las bifidobacterias se encuentran en grandes cantidades en las heces humanas (10" por
gramo) y de algunos animales. Se han detectado en aguas contaminadas, aunque su potencial
utilidad como microorganismo indicador ha sido poco estudiada (Sinton y col., 1998).

Varias especies de Bacteroides estan presentes en las heces humanas en concentraciones
100 veces superiores a las de E. coli, y en bajas cantidades en las heces animales, lo que ha
sugerido su potencial utilidad como indicador (Allsop y Stickler, 1985).

Una gran variedad de otros indicadores microbianos se han utilizado para estudiar la
calidad sanitaria del agua potable, incluyendo Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus

aureus, Legionella spp., Candida albicans y endotoxinas (APHA, 1995; Grabow, 1996).
1.12.3. Indicadores viricos

La mayoria de los virus transmitidos por via hidrica son excepcionalmente resistentes a
la inactivacion natural, a los procesos de tratamiento del agua y desinfeccion que eliminan o
inactivan los patégenos mas sensibles y los indicadores bacterianos, por lo que son mas
persistentes en el medio (Lucena y col., 1988; Girones y col., 1989a; Pirtle y Beran, 1991;
Hurst, 1991; Nasser y col., 1993). Estos virus se excretan por periodos de tiempo cortos en
cantidades que pueden llegar a 10> por gramo de heces (World Health Organization, 1979;
Melnick, 1984).

Se han estudiado varios grupos de bacteriofagos de bacterias entéricas (colifagos
somaticos, colifagos F-especificos, fagos de Bacteroides fragilis) y de virus de origen humano
(enterovirus y adenovirus humanos) (IAWRPC, 1991; Puig y col., 1994; Pina y col., 1998c).
Todos ellos presentan buenas posibilidades pero también inconvenientes para realizar su
funcién como indicador.

Los colifagos somaticos son aquellos que se adsorben sobre los receptores situados en la
pared bacteriana de cepas de E. coli. Constituyen un grupo de morfologia heterogénea, que
estan presentes en las heces humanas y en la mayoria de las especies animales en
concentraciones de <10-10° UFC/g (IAWRPC, 1991). Son los més abundantes en aguas
residuales donde se han encontrado valores de 10°-10° UFC/ml. Excepcionalmente los
colifagos somaticos pueden multiplicarse en aguas no contaminadas utilizando como huésped

especies bacterianas indigenas. Desde el punto de vista metodologico son los mas faciles de
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detectar y enumerar. Su persistencia en el medio es similar a la de los virus humanos, aunque
son mas sensibles a procesos de tratamiento de aguas (IAWRPC, 1991; Havelaar, 1993).

Los colifagos F-especificos de la familia /noviridae (genoma de ADN monocatenario) y
Leviviridae (genoma de ARN monocatenario) se adsorben especificamente sobre los pelos
sexuales codificados por plasmidos del grupo F de incompatibilidad de la cepa huésped. Son
poco frecuentes en las heces humanas y animales, aunque las concentraciones en aguas
residuales pueden llegar a 10°-10* UFC/ml, lo que sugiere la posibilidad de que se
multipliquen en ambientes que reciben un aporte directo de material fecal. Su persistencia en
el medio y su resistencia a procesos de desinfeccion son comparables con las de los
enterovirus y reovirus (IAWRPC, 1991; Havelaar, 1993).

Los fagos de Bacteroides fragilis se excretan en concentraciones de hasta 10° UFC/g en
el 10% de la poblacion (Tartera y Jofre, 1987), aunque se encuentran en bajas concentraciones
en las aguas residuales (<1-10° UFC/ml). No se multiplican en el medio debido a la baja
estabilidad de la bacteria huésped y a sus caracteristicas anaerobias. Su resistencia a diferentes
tratamientos y a la inactivacidon natural es superior a la de los otros grupos de bacteriofagos,
similar a la de poliovirus (Jofre y col., 1986; IAWPRC, 1991; Jofre y col., 1995), e inferior
que el virus de la hepatitis A (Abad y col., 1994), por lo que se han evaluado como un indice
de contaminacion fecal (IAWPRC, 1991; Lucena y col., 1996).

El recuento de enterovirus infecciosos sobre lineas celulares ha sido un parametro de
control considerado durante mucho tiempo, aun con las dificultades de trabajo que esta
metodologia implica. Los enterovirus no son excretados de forma regular por la poblacion, y
en ausencia de brotes la mayoria de los enterovirus presentes en el ambiente eran poliovirus
de origen vacunal. En la actualidad, en los paises desarrollados la vacuna oral contra la
poliomielitis se administra a edades muy tempranas. Los virus que se multiplican en el
intestino se excretan en las heces y se eliminan en los pafiales que son tratados como residuos
solidos, lo que limita la difusion al medio acuatico. Las dosis vacunales posteriores producen
una baja tasa de multiplicacion en el intestino. Por este motivo en los paises desarrollados ha
ido disminuyendo la prevalencia de poliovirus vacunales en el medio.

Los adenovirus humanos se excretan en grandes cantidades a través de las heces y orina
de individuos infectados, a veces sin que presenten sintomas de enfermedad. Muchos
serotipos son dificiles de cultivar sobre lineas celulares, por lo que durante mucho tiempo
pueden haber estado infravalorados en muestras ambientales. El desarrollo de técnicas de

deteccion molecular han permitido documentar una mayor prevalencia de adenovirus
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humanos en aguas residuales, naturales y moluscos bivalvos, en comparacion con los

enterovirus (Puig y col., 1994; Girones y col., 1995; Pina y col., 1998c), aunque se requieren

mas estudios para dilucidar la posible utilidad del test de deteccion molecular de adenovirus

como modelo.

1.13. OBJETIVOS GENERALES

Los objetivos principales planteados son los siguientes:

Desarrollar una metodologia de elevada sensibilidad y especificidad basada en técnicas
moleculares para la deteccion de virus entéricos de origen humano, concretamente
Adenovirus humanos, Enterovirus, virus de la Hepatitis A y virus de la Hepatitis E.

Definir un método de recuperacioén de particulas viricas a partir de muestras de aguas
residuales y ambientales, y moluscos bivalvos. Adaptar el método seleccionado con la
aplicacion de técnicas de ultrafiltracion para facilitar su uso en laboratorios de Salud
Publica.

Aplicar la metodologia desarrollada para evaluar los niveles de contaminacion virica
presente en el medio en diferentes periodos del afio.

Evaluar la utilizacion del test de deteccion molecular de adenovirus humanos como indice
de contaminacion virica de origen humano.

Estudiar la diversidad genética del virus de la Hepatitis A circulante en la poblacion, a
partir de aislados ambientales y clinicos.

Evaluar la presencia del virus de la Hepatitis E en una zona no endémica, y estudiar sus
caracteristicas genéticas.

Analizar la capacidad infecciosa de los VHE detectados en el medio acudtico, y la
estabilidad de la particula virica.

Evaluar la posible existencia de un reservorio animal del virus de la Hepatitis E en nuestro
pais.
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Cap.2. La contaminacion viral de las aguas superficiales y residuales

2.1. INTRODUCCION

El hombre excreta en grandes cantidades mas de un centenar de virus diferentes a través
de las heces y la orina, que llegan a las aguas residuales. Su gran estabilidad hace que en
muchas ocasiones los procesos de depuracion actualmente aplicados no consigan eliminarlos
completamente, pudiendo asi dispersarse en el medio. La transmision se produce a través de
la ingestion de aguas contaminadas con aguas residuales, moluscos bivalvos o otros alimentos
contaminados.

La contaminacion virica del medio acuatico ha sido extensamente estudiada al ser un
tema de importante repercusion sanitaria. Esto implica en un primer momento el desarrollo y
la aplicacion de métodos de concentracion de virus que en ocasiones no son lo
suficientemente eficaces. Ademas, los mecanismos utilizados para su detecciéon han estado
basados en la multiplicacién sobre lineas celulares, lo que supone una baja sensibilidad,
lentitud en el diagnostico, y un coste elevado. Por otro lado, puede resultar imposible
conseguir la multiplicaciéon de muchos virus in vitro, o lo hacen de forma lenta y poco
eficiente, o bien no producen efecto citopatico visible. La utilizacion de varias lineas celulares
o el desarrollo de técnicas que permitan detectar cada uno de los virus de interés de forma
individualizada no es factible econdmicamente. Por este motivo se ha planteado la utilizacion
de indicadores que proporcionen informacion sobre la posible presencia de microorganismos
patdgenos de forma indirecta. Se ha demostrado que los indicadores bacterianos clasicos no
reflejan la presencia de patogenos viricos, ya que los virus son mas resistentes a los procesos
de inactivacion y tratamientos de depuracion del agua (Bosch y col., 1986; Wyer y col.,
1995). Por este motivo, el control de la calidad microbiologica del agua deberia incluir
rutinariamente analisis de parametros virologicos.

Actualmente el tnico parametro virico reconocido por la normativa Europea sobre la
calidad del agua es la presencia de enterovirus infecciosos aislados sobre lineas celulares
(Directiva 80/778/CEE para aguas de consumo, Directiva 76/160/CEE para aguas de bafo).
Varios grupos de fagos de bacterias entéricas han sido propuestos como posibles indicadores
de particulas viricas infecciosas, entre ellos los fagos de Bacteroides fragilis (Lucena y col.,

1996; IAWPRC, 1991).
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La complejidad de andlisis relacionados con la deteccion de los virus presentes en el
agua pasa por una primera etapa de recuperacion de pequenias cantidades de virus a partir de
grandes volumenes de agua. Dada la heterogeneidad de los diferentes tipos de agua
(concentracion de materia organica, sélidos en suspension, salinidad, pH), no existe una
metodologia universal y, ademas, el rendimiento de cada método varia segtn los virus que se
quieran concentrar. Este es sin duda uno de los puntos clave que condiciona en gran medida el
¢xito de la metodologia aplicada para la deteccién, ya que en ocasiones estos procesos
consiguen a la vez recuperar sustancias inhibidoras de diversa naturaleza (acidos hiimicos y
falvicos, contaminantes quimicos, fluidos bioldgicos, detergentes, polisacaridos, etc.) que
interfieren en los subsiguientes procesos de deteccion (Wilson, 1997).

En los ultimos afios se han producido importantes avances con el desarrollo de las
técnicas moleculares. Esta metodologia proporciona una mayor sensibilidad y especificidad,
permitiendo asi una identificacion directa de los virus de forma rapida. Estas técnicas han sido
utilizadas con éxito en numerosos estudios ambientales (Girones y col., 1993; Puig y col.,
1994; Girones y col., 1995; Pina y col., 1998c; Vantarakis y Papapetropoulou, 1998 y 1999;
Chapron y col., 2000), aunque requieren la aplicacién de normas de trabajo estrictas que
deben ser practicadas por personal altamente especializado para que los resultados sean del
todo fiables.

La contaminacion virologica del medio acuatico en el area de Barcelona ha sido
evaluada por diferentes técnicas: determinacion de la presencia de enterovirus infecciosos
(Bosch y col., 1986; Lucena y col., 1988), evaluacion de la presencia de virus entéricos de
origen humano por técnicas de amplificacion molecular (Pina y col., 1998c¢), deteccion de
fagos de Bact. fragilis (Jofre y col., 1986; Puig y col., 2000), tipificacion de bacteriofagos F-
especificos por hibridacién (Schaper y Jofre, 2000). El 4rea metropolitana de Barcelona
representa una poblacion de aproximadamente 2.000.000 de personas. Los rios Besds y
Llobregat, localizados al norte y al sur de Barcelona respectivamente, reciben una gran
cantidad de aguas residuales urbanas e industriales procedentes de los nucleos urbanos
colindantes. Ambos rios, de caracteristicas tipicamente mediterrdneas, presentan un bajo
caudal que minimiza el efecto de dilucién, siendo los principales causantes de la
contaminacion fecal y quimica de las aguas del litoral de Barcelona, utilizadas
extensivamente para uso recreativo (Bosch y col.,, 1986; Lucena y col., 1988). El rio

Llobregat, ademas, junto con el Ter sirven de fuentes de abastecimiento de agua a una amplia
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zona de Catalufa tras el tratamiento de sus aguas en plantas potabilizadoras (ETAP). Es por

esto importante el control viroldgico tanto del agua sin tratar como del agua potabilizada.

En este capitulo se describe el desarrollo y aplicacion de una metodologia que permite
estudiar la contaminacion virica del medio acuatico. Las técnicas descritas se han aplicado al
control viroldgico de aguas residuales, aguas del rio Llobregat y Ter y agua del litoral del
Barcelonés durante el periodo comprendido entre 1994 y 1999. Los objetivos planteados en

este estudio fueron:

» Describir una metodologia sensible y especifica basada en técnicas de amplificacion
molecular de acidos nucleicos para la deteccion de virus entéricos de origen humano que

son excretados al ambiente.

» Aplicar esta metodologia para estudiar la contaminacion virica en muestras de agua de

diversos origenes (aguas residuales, aguas de rio y de mar).

» Estandarizar el método de deteccion para facilitar que las técnicas desarrolladas puedan

ser aplicadas en laboratorios de Salud Publica.

» Estudiar la distribucion de los adenovirus humanos, enterovirus y virus de la hepatitis A
en las aguas estudiadas. Esto permitiria valorar el riesgo sanitario que representan estos

virus para la poblacion.

» Comparar los datos obtenidos sobre virus humanos con la presencia de otros indicadores
de contaminacion fecal propuestos (coliformes fecales, colifagos somaticos, colifagos F-

especificos, bacteriofagos de Bact. fragilis y enterovirus infecciosos).

» Evaluar la posibilidad de la utilizacion del test de deteccion de adenovirus humanos por
PCR como indice molecular de la presencia de contaminacion viral de origen humano en

el ambiente.

» ldentificar una posible variacion estacional y/o anual de la contaminacion viral en nuestra

region.
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2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. LINEAS CELULARES Y CEPAS VIRICAS

Se utilizaron las lineas celulares HEp-2, A549, BGM y FRhK-4, que permitieron
obtener los cultivos de Adenovirus 2 y 12 (Ad2 y Adl12), Poliovirus tipo 1 y VHA (cepa

pHM-175) utilizados como suspensiones control para posteriores experimentos (Tabla 2.1.).

TABLA 2.1.
Virus animales y lineas celulares sobre las que se han obtenido
los estocs de laboratorio

Virus Cepa Linea celular
Adenovirus Adenovirus tipo 2 (Ad2) HEp-2, A549
Adenovirus tipo 12 (Ad12)
Enterovirus Poliovirus tipo 1 LSc 2ab BGM
Virus de la hepatitis A pHM-175 FRhK-4

2.2.1.1. Descripcion de las diferentes lineas celulares

La linea celular HEp-2, establecida por Moore y col. en 1952 (Moore y col., 1955), de
morfologia epitelial, proviene de un carcinoma epidérmico de laringe humano. Se ha utilizado
para la multiplicacion de adenovirus humanos.

La linea celular A549 iniciada en 1972 (Giard y col., 1973) a partir de un explante de
tejido canceroso pulmonar humano, se utilizo para la propagacion de adenovirus humanos.

La linea celular BGM deriva de células de rifion de mono verde africano (Cercopithecus
aethiops). Presenta una morfologia fibroblastica, y permiten la multiplicacion de Poliovirus

tipo 1, 2 y 3, Echovirus tipo 3, 6, 7, 9, 11, 12 y 27, Coxsackievirus tipo A, B1, B2 y B3,
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Reovirus tipo 1 y mixoma. Es, ademads, la linea cominmente utilizada para la titulacion de
enterovirus en muestras ambientales (Schwartzbrod, 1991).

La linea celular FRhK-4 es una linea epiteliode y continua derivada de células
embrionarias de rifidn mono rhesus (Macaca mulatta), y permiten la multiplicacion del virus

de la hepatitis A de la cepa pHM-175 (Cromeans y col., 1987; Funkhouser y col., 1994).

2.2.1.2. Mantenimiento de las lineas celulares

Las lineas celulares fueron propagadas en medio minimo de Eagle (MEM) con sales de
Earle, suplementado con 1,5% de bicarbonato sédico, 2 mM de L-glutamina, 15 mM de
tampon HEPES (4cido N-2-hidroxietilpiperacin-N’-2-etanosulfonico), aminoacidos no
esenciales, 100 U/ml de penicilina, 100 ng/l de estreptomicina y suero fetal bovino (FBS)
(medio de crecimiento) (5% de FBS para las células HEp-2, A549 y BGM; 15% para las
células FRhK-4), utilizando frascos de cultivo celular de poliestireno de 25 cm?, 75 cm® o 175
cm’ de superficie segin convenia. Las células se incubaban a 37°C en reposo hasta llegar a
formar una monocapa confluente. Una vez llegado a este estadio, en el caso de las células
BGM y FRhK-4 que no iban a ser inmediatamente subcultivadas ni infectadas, el medio de
crecimiento se sustituia por medio de mantenimiento con un 1% o un 2% de FBS
respectivamente, y se mantenian a 33°C.

El subcultivo de las diferentes lineas celulares con la finalidad de obtener una mayor
superficie de células confluentes, se hizo basicamente siguiendo el mismo protocolo para
todas ellas (Freshney, 1987). Las células se subcultivaban cada 7-10 dias siguiendo el

protocolo que se detalla a continuacion:

» Decantar del medio de crecimiento.

» Lavar con 3-4 ml de PBS pH 7,3.

* Decantar del PBS.

= Dispersar las células por adicion de 2-3 ml de wuna soluciébn de
0,25% tripsina - 0,02% EDTA.

» Eliminar el exceso de tripsina una vez observado su efecto sobre las células. En el caso de
las células FRhK-4 se esperaba a que el proceso de desagregacion estuviera mas avanzado
y no se descartaba la tripsina.

* Afadir 5-10 ml del medio de crecimiento correspondiente.
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Homogeneizar la suspension celular.

Repartir en frascos de tamafio apropiado. Habitualmente se hicieron pases 1:3.

Anadir un volumen de medio de cultivo apropiado al tamafio de frasco con el que se esta
trabajando.

Incubar a 37°C hasta obtener una monocapa de células confluentes.

2.2.1.3. Cepas viricas

Para obtener suspensiones viricas que se utilizaron como muestras control en

experimentos posteriores, se siguid la metodologia que se detalla a continuacion.

2.2.1.3.1. Obtencion de una suspension de Ad2 o AdI2

Para la obtencion de una suspension de Ad2 o Ad12 se siguid el siguiente método:

Se parti6 de frascos de cultivo celular de 25 cm® con una monocapa de células confluentes
de la linea HEp-2 o0 A549, en medio de crecimiento a 37°C.

Retirar el medio de crecimiento y lavar con 5-10 ml de PBS.

Inocular con 50 pl de una suspension de Ad2 o Ad12 y 400 ul de medio de infeccion
(MEM suplementado con 1,5% de bicarbonato sédico, 2 mM de L-glutamina, 15 mM de
tampon HEPES, aminoacidos no esenciales, 200 U/ml de penicilina, 200 pg/l de
estreptomicina y 2% de FBS).

Incubar a 37°C durante 60 min.

Acabado el periodo de adsorcion afadir 10 ml de medio de infeccion.

Incubar a 37°C durante 24 h. Transcurrido este tiempo sustituir el medio de infeccién por
medio fresco.

Incubar a 37°C hasta que el efecto citopatico sea visible (aproximadamente 10 dias post-
infeccion).

Recuperar las células infectadas por centrifugacion a 12.000 xg durante 10 min a 4°C
(centrifuga Beckman J2-21, rotor JA20)

Resuspender el sedimento en 4 ml de PBS y conservar a —80°C.
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2.2.1.3.2. Obtencion de una suspension de Poliovirus tipo 1 (LSc 2ab)

La cepa de Poliovirus tipo 1 LSc 2ab es una cepa atenuada utilizada como vacuna oral
para prevenir la poliomielitis, que derivada de la cepa virulenta Mahoney [PV1(M)]. Crece
sobre la linea celular BGM produciendo la lisis en un plazo de 3-4 dias. Para la obtencion de

una suspension de Poliovirus tipo 1 LSc 2ab se sigui6 el siguiente protocolo:

= Se parti6 de frascos de cultivo celular de 75 cm? con una monocapa de células confluentes
de la linea BGM, en medio de crecimiento a 37°C.

= Retirar el medio de crecimiento y lavar con 5-10 ml de PBS.

= Inocular con 1 ml de una suspension viral (10°-10" UFC/ml).

* Incubar a 37°C durante 60 min.

» Acabado el periodo de adsorcion afiadir 30 ml de medio de infeccion.

* Incubar a 37°C durante 24 h. Transcurrido este tiempo sustituir el medio de cultivo por
medio de mantenimiento fresco.

» Incubar a 37°C hasta que el efecto citopatico sea visible (entre 3-4 dias post-infeccion), y
prolongar hasta que todas las células hayan sido lisadas.

» Una vez aparecido el efecto citopatico, someter los frascos a 3 ciclos de congelacion a
—80°C y descongelacion para liberar los virus asociados a las células. La suspension

obtenida se repartié en crioviales y se conservé a —80°C.

2.2.1.3.3.0btencion de una suspension de VHA pHM-175

La cepa pHM-175 del virus de la hepatitis A es una cepa citopatica derivada de la HM-
175 (no citopatica), que crece en la linea celular FRhK-4 produciendo la lisis en un plazo de
5-6 dias (Cromeans y col., 1987). Para la obtencion de una suspension del VHA pHM-175 se

sigui6 el siguiente método:

= Se parti6 de frascos de cultivo celular de 75 cm® con una monocapa de células confluentes
de la linea FRhK-4, en medio de crecimiento con 15% de FBS, a 37°C.

= Retirar el medio de crecimiento y lavar con 5-10 ml de PBS.

* Inocular con 1 ml de una suspension viral.

= Incubar a 37°C durante 60 min.
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= Acabado el periodo de adsorcion afiadir 30 ml de medio de infeccion.

= Incubar a 37°C durante 24 h. Transcurrido este tiempo sustituir el medio de cultivo por
medio fresco.

= Incubar a 37°C hasta que el efecto citopatico sea visible (aproximadamente 9 dias).

= Someter los frascos a 3 ciclos de congelacion a —80°C y descongelacion para liberar los
virus asociados a las células. La suspension obtenida se repartid en crioviales y se

conservo a —80°C.

2.2.2. DESCRIPCION DE LAS MUESTRAS ESTUDIADAS

Para estudiar la contaminacion virologica de las aguas superficiales del area de
Barcelona, se tomaron muestras de diversos origenes con diferente grado de contaminacion
fecal. El procesamiento y la metodologia utilizada para el andlisis de los diferentes
parametros microbiologicos y virologicos en cada tipo de muestra se resumen en la Figura

2.1

2.2.2.1. Muestras de agua residual urbana

La planta depuradora de San Adrian de Besos, construida y puesta en servicio en el afio
1979, recibe un caudal de 670.000 m*/dia provenientes del area urbana de Barcelona, que es
representativo de una poblacion de aproximadamente 1.800.000 habitantes (nucleos urbanos
de Barcelona, San Adrian de Besos, Badalona, Santa Coloma de Gramanet).

Se tomaron 41 muestras provenientes de la entrada de la depuradora, del punto situado
después de las rejillas de desbaste. Cada muestra se recogié en un contenedor de polietileno
de 500 o 1000 ml estéril, y se conservé a 4°C por un tiempo no superior a 8 h, hasta que eran
procesadas. Los niveles de contaminacion microbioldgica caracteristicos de este tipo de agua
se describen en la Tabla 2.2.

Se tomaron 3 muestras de la salida de la depuradora, una vez sometidas al tratamiento.
Igualmente se recogieron en contenedores de polietileno de 500 o 1000 ml, y se conservaron a
4°C por un tiempo no superior a 8 h, hasta que eran procesadas. Los niveles de contaminacion

microbioldgica estimados de este tipo de muestra se describen en la Tabla 2.2.
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2.2.2.2. Muestras de agua de rio

Se analizaron 56 muestras de agua del rio Llobregat tomadas a su paso por el municipio
de Abrera, y 10 muestras de agua del rio Ter recogidas a la altura de la localidad de Cardedeu.
Debido al gran volumen de agua necesario para los analisis, se realizé una concentracion
primaria sobre el terreno, segun el método descrito en el apartado 2.2.3.2. Los niveles
coliformes y bacteriofagos caracteristicos de este tipo de muestras se describen en la Tabla

2.2.

2.2.2.3. Muestras de agua de mar

Se analizaron 23 muestras de agua de mar tomadas en diferentes puntos a lo largo de la linea
de costa de Barcelona: 14 muestras de 50 1 que se concentraron sobre el terreno por el mismo
método que las aguas de rio (apartado 2.2.3.2.), y 9 muestras de 500 ml que se recogieron en
contenedores de polietileno estériles y se conservaron a 4°C por un tiempo no superior a 8 h,
hasta que eran procesadas. Los niveles coliformes y bacteriofagos estimados en agua de mar

se describen en la Tabla 2.2.

TABLA 2.2.
Parametros microbioldgicos caracteristicos de las muestras de agua estudiadas

Muestras Bacteriologia Bacteriofagos

(ufc/100ml) (UFC/100ml)
Coliformes Colifagos Colifagos Fagos de

fecales somaticos F-especificos  Bact. fragilis

Agua residual urbana® entrada 10°—107 10°-10° 10°-10° 10— 10°
salida 10* - 10’ 10° - 10° 10' - 10° 10-10°
Agua de rio Llobregat™® 10— 10° 10°-10° 10— 10° <10-10°
Ter® <10 <10 -10? <10 -10° <10 -10°
Agua de mar* 10' - 10* 10-10° 10— 10° <10-10°

? Lasobras, 1997

®Vidal y col., 1997

¢ Jofre y col., 1995

4 Jofre y col., 1986; Tartera y Jofre, 1987
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Heces de
animales

Agua residual Agua de rio Agua de mar

Colimetria
Titulacién de fagos y
EV infecciosos

A
Concentracion primaria

Filtracion-elucién > Filtros electropositivos
» Filtros de acetato-nitrato
de celulosa

Titulaciéon de EV
infecciosos

>| Recuperacion de particulas viricas

Elucién y concentracion por:
» Ultrafiltracion
» Ultracentrifugacion

ARN de EV, VHA

Extraccion de acidos nucleicos

Sintesis de ADNc

ADN de Ad

> Amplificacion por PCR

» Primera amplificacion (iniciadores externos)
» Segunda amplificacion (iniciadores internos)

Anadlisis por electroforesis

Figura 2.1.
Andlisis de muestras de agua ambientales, residuales y heces de animales.
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2.2.2.4. Muestras de origen animal

2.2.2.4.1. Muestras de agua residual de mataderos de ganado

Para identificar el origen humano o animal de los virus detectados se tomaron 17
muestras de aguas residuales de diferentes mataderos: Macoba (cerdos), Mafrica (corderos,
terneras y cerdos), E. Gremiel (cabritos y terneras), E. Palleja (corderos y terneras) y Freisa
(pollos). Las muestras contenian orina, heces y el contenido intestinal de los animales diluido
en agua. Se recogieron en botellas de vidrio estériles y se conservaron 4°C por un tiempo no
superior a 8 h, hasta que eran procesadas. Los niveles medios de contaminacion bacteriana se
estimaron en 10> ufc de coliformes fecales/100 ml (A. Puig, 1998). Se conocia que ocho de
las muestras contenian contaminacion fecal de origen humano, pues se habian mezclado con

las aguas residuales provenientes de los sanitarios del matadero.
2.2.2.4.2. Muestras de heces de animales de granja

Se tomaron 12 muestras de heces de diferentes animales de granjas: vacas, gallinas,
pollos, patos, cerdos, corderos. Se recogieron en contenedores estériles y se conservaron a
4°C por un tiempo no superior a 8 h, hasta que eran procesadas. Cada muestra era una mezcla
de las heces de 5-8 animales en el caso de las vacas, 10-12 corderos o cerdos, y mas de 20
gallinas, pollos o patos. Los niveles de contaminacion bacteriana se estimaron en 10*-10° ufc

de coliformes fecales/100 ml (A. Puig, 1998).

2.2.3. RECUPERACION DE PARTICULAS VIRICAS

En las muestras de agua ambientales, la cantidad de virus suele ser baja, lo que supone
tener que concentrar las particulas viricas presentes en estas muestras en un volumen pequefio
antes de proceder a la deteccion de los virus. A la hora de elegir un método de concentracion

se tuvo en cuenta el grado de contaminacidn que presentaba el tipo de agua a analizar.
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2.2.3.1. Recuperacion de particulas viricas a partir de agua

residual urbana

2.2.3.1.1. Recuperacion de particulas viricas por ultracentrifugacion

El método de recuperacion de particulas viricas se selecciond a partir de estudios
previos, en que se habian ensayado varios métodos de tratamiento de la muestra (Girones y
col., 1993; Puig y col., 1994). El método que demostré una mayor eficiencia esta basado en la
recuperacion de las particulas viricas por ultracentrifugacion, elucion y posterior
concentracion.

Se centrifugaron 40 ml de agua residual en una ultracentrifuga Beckman L8-60M (rotor
70.1 Ti) a 229.600 xg durante 1 h a 4°C para recuperar el material en suspension junto con los
virus. Las particulas viricas retenidas en el sedimento se eluyeron con 4 ml de tampoén glicina
0,25 M pH 9,5 en hielo durante 30 min. Tras la adicion de 4 ml de PBS 2x, los so6lidos en
suspension se separaron por centrifugacion a 3000 xg (Medifuge) durante 20 min. Las
particulas viricas contenidas en el sobrenadante se recuperaron por ultracentrifugacion a
229.600 xg durante 1 h a 4°C, y fueron finalmente resuspendidas en 100 pl de PBS. Esto
supone un grado de concentracion de unas 400 veces.

Este método fue adaptado para su aplicacion en la concentracion de virus a partir de los

diversos tipos de muestras analizadas en el presente trabajo.

2.2.3.1.2. Recuperacion de particulas viricas por ultrafiltracion

Se utilizaron unidades de ultrafiltracion por centrifugacion Ultrafree®-15 (Millipore)
(Figura 2.2.) que contienen una membrana Biomax  de alto caudal de poliétersulfona de peso
molecular nominal limite (NMWL) de 100.000 Da. Esta membrana retiene las particulas
>100.000 Da (p.ej. virus) y permite el paso de particulas mas pequefias. Se sigui6 el protocolo

que se describe a continuacion:

= Disponer la unidad de filtracién en un tubo de 50 ml estéril.
= Pre-lavar el filtro: afiadir 10 ml de agua bidestilada estéril en la unidad de filtracion, y
centrifugar en una centrifuga Beckman TJ-6 (rotor basculante TH4) a 2000 xg durante 10

min.
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Descartar el filtrado.

Repartir 45 ml de agua residual en tres unidades de filtracion pre-lavadas (15 ml por
unidad).

Centrifugar en una centrifuga Beckman TJ-6 (rotor basculante TH4) a 2000 xg durante 1
h a temperatura ambiente. El tiempo de filtracion depende de la cantidad de material en
suspension presente en la muestra. El volumen de concentrado dentro de la unidad debe
reducirse a aproximadamente 100 pl. En el caso de que quede més volumen, se aconseja
una centrifugacion adicional hasta que el volumen de concentrado sea el indicado.
Descartar el filtrado.

Eluir el concentrado obtenido a partir de 45 ml de agua residual con 4 ml de tampon
glicina 0,25 M pH 9,5. Intentar recuperar todo el material retenido en la unidad y sobre las
membranas. Se recomienda la utilizacion de vortex.

Pasar el eluido a un tubo de plastico estéril e incubar 30 min en hielo, agitando cada 10
min.

Anadir 4 ml de PBS 2x.

Eliminar el material particulado centrifugando 30 min a 3000 xg a 4°C.

Recuperar el sobrenadante y poner en una nueva unidad de filtracion pre-lavada.
Centrifugar en una centrifuga Beckman TJ-6 (rotor basculante TH4) a 2000 xg durante 1
h a temperatura ambiente. El volumen de concentrado final dentro de la unidad debe ser
de 110 pl. En el caso de que quede mas volumen, se aconseja una centrifugacion adicional
hasta que el volumen de concentrado sea el indicado. En el caso de que el volumen del
concentrado recuperado sea menor, se debe corregir con PBS.

Recuperar el concentrado retenido en la unidad de filtracion intentando recoger el material
adsorbido sobre la membrana agitando con vortex. Después de esta agitacion conviene
centrifugar 2 min (Beckman TJ-6, rotor basculante TH4) a 2000 xg, y recoger el volumen
de concentrado con ayuda de una pipeta Pasteur.

Conservar el concentrado a —80°C.
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Membrana
Filtro Ultrafree®15

Peso molecular nominal limite (NMWL)

Bolsillo recogedor del concentrado

4 Tubo recogedor del filtrado

Figura 2.2. )
Esquema de la unidad de filtracién Ultrafree®-15 (Millipore) utilizada para la concentracion de
particulas viricas por ultrafiltracion.

2.2.3.1.3. Evaluacion de la eficiencia del método de recuperacion de

particulas viricas

La eficiencia del método de recuperacion de particulas viricas por ultracentrifugacion o
ultrafiltracion se evaluo a partir de muestras de agua residual que se procesaron paralelamente
por los dos métodos descritos en los apartados 2.2.3.1.1. y 2.2.3.1.2. Se compard el limite de
deteccion de adenovirus humanos y enterovirus naturales por PCR anidada.

Al mismo tiempo, se afiadid Poliovirus tipo 1 (estoc 3x10” UFC/ml) en muestras de
agua residual que previamente habian dada un resultado negativo para EV, a una
concentracion final de 6,6x10° UFC/ml. Las muestras dopadas se procesaron paralelamente
por los dos métodos de concentracién descritos y se evalud la eficiencia del proceso

comparando el limite de deteccion por PCR.
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2.2.3.2. Recuperacion de particulas viricas a partir de agua de rio

La baja concentracion de virus en este tipo de muestra hace que sea necesario partir de
un mayor volumen de agua. Debido a esto se realiz6 una concentracion primaria por el
método de filtracion-elucion sobre cartuchos filtrantes electropositivos (tipo Zeta-plus,
CUNO div.) de acuerdo con el método descrito por Sobsey y Jones en 1979, seguida de una
concentracion secundaria por ultracentrifugacion segun lo descrito para aguas residuales.

En las muestras tomadas del rio Llobregat, se concentraron volumenes comprendidos
entre 50 y 250 I, dependiendo de la turbidez. En las muestras del rio Ter, el volumen de agua
filtrada fue del orden de 250 1. En ambos casos la concentracion se hizo directamente sobre el
terreno a un caudal de 2-3 litros por minuto. Tras la filtracion, los cartuchos se transportaron
inmediatamente al laboratorio inmersos en una solucion de TSB y se mantuvieron en dicho
medio hasta su procesamiento. Los virus adsorbidos sobre el filtro se eluyeron con 1000 ml
de tampodn glicina 0,25 M pH 9,5-10,5. Posteriormente se afiadié un 3% de extracto de carne,
y se ajusto el pH a 3,5-4. Las muestras se mantuvieron en agitaciéon suave durante 30 min a
temperatura ambiente para permitir la concentracion de las particulas viricas por floculacion
organica. Seguidamente se recuperd el material floculado por centrifugacion a 8500 xg
durante 20 min (Beckman J2-21), el sedimento se resuspendi6 en 50 ml de PBS y se
neutraliz6 el pH.

La descontaminacién y detoxificacion del concentrado final se realizd con cloroformo
al 30% v/v, agitacion durante 30 min, y separacion de las fases por centrifugacion a 1500 xg
o decantacion. El cloroformo residual se elimind por aireacion en condiciones asépticas. Se
reservaron 20 ml de este concentrado para la titulacion de enterovirus por cultivo celular
sobre células BGM. Los 20 ml restantes se sometieron a una concentraciéon secundaria
siguiendo el protocolo descrito anteriormente para aguas residuales (apartado 2.2.3.1.1).
Segun esta metodologia, 100 ul de concentrado de particulas viricas representan 20-100 1 de
agua del rio Llobregat, o 100 | de agua del rio Ter en el punto de captacion, lo que supone un

. : 6 107
grado de concentracion de aproximadamente 10°-10" veces.
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2.2.3.3. Recuperacion de particulas viricas a partir de agua de

mar

Catorce muestras de agua de mar se concentraron utilizando filtros electropositivos de
igual manera que las aguas de rio, seguido de una concentracion secundaria por
ultracentrifugacion.

Nueve muestras adicionales se sometieron a una concentracion primaria utilizando una
modificacion del método descrito por Sinton y col. en 1996, aplicado a la recuperacion de
bacteriéfagos (Sinton y col., 1996). Se filtraron 500 ml de agua de mar a través de una
membrana de acetato-nitrato de celulosa de 0,22 um de diametro de poro (Millipore). Los
virus retenidos sobre el filtro por atraccion electrostatica, se eluyeron con 2 ml de tampon
glicina pH 9,5 en agitacion durante 30 min. Tras afiadir 2 ml de PBS 2x, los so6lidos en
suspension se eliminaron por centrifugacion a 3000 xg (Medifuge) durante 20 min. Las
particulas viricas contenidas en el sobrenadante se recuperaron por ultracentrifugacion a
229.600 xg durante 1 h a 4°C, y fueron finalmente resuspendidas en 100 ul de PBS. El
concentrado de particulas viricas se guarddé a —80°C para su posterior analisis. Esto supone

una concentracion de unas 5000 veces.

2.2.3.4. Recuperacion de particulas viricas a partir de muestras de

origen animal

Las particulas viricas contenidas en el agua residual de mataderos se recuperaron por
ultracentrifugacion segun se indica en el apartado 2.2.3.1.1.

A partir de 20 g de heces se realizé una suspension al 10% en PBS pH 7,3, y se dejaba
separar el material particulado por gravedad. A partir de esta suspension se recuperaban las

particulas viricas por ultracentrifugacion (apartado 2.2.3.1.1.).
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2.24. PARAMETROS DE  CONTAMINACION FECAL
COMPLEMENTARIOS ANALIZADOS EN MUESTRAS
DE AGUA AMBIENTALES

En las muestras de agua ambientales en las que se ha estudiado la contaminacion virica
por técnicas moleculares se analizaron, ademads, otros parametros cldsicos de control
microbiologico:

- Enterovirus infecciosos.
- Colifagos somaticos y F-especificos.
- Bacteridfagos de Bact. fragilis.
- Coliformes fecales.
Estos analisis fueron realizados por Jordi Dellundé, Javier Méndez, Laura Mocé¢ y Nuria

Queralt, y amablemente cedidos para ser utilizados en este estudio.

2.2.4.1. Cuantificacion de enterovirus infecciosos

La determinacién de la presencia de enterovirus infecciosos se realizd por inoculacion
de las muestras de agua residual y agua de rio, previamente descontaminadas con cloroformo,
sobre células BGM. Se prepararon placas de cultivo de 56,7 cm” (92x21 mm) con células
BGM, que se incubaron en medio de crecimiento a 37°C en una atmosfera enriquecida con un
5% de CO,, hasta obtener una monocapa confluente. Se eliminé el medio de crecimiento y se
inocularon 20 ml de concentrado de agua de rio o agua residual (1 ml/placa). Las placas se
incubaron 60 min a 37°C en atmosfera con un 5% de CO, para permitir la adsorcion virica.
Pasado este tiempo se elimind el indéculo y se cubrieron las células con medio MEM
suplementado con 1,5% de bicarbonato so6dico, 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml de
penicilina, 100 pg/l de estreptomicina y 0,7% de agar purificado. Las placas se incubaron
durante 5 dias a 37°C en atmosfera con un 5% de CO,. Pasado este tiempo se retir6 el medio,

se afiadio una solucion colorante fijadora y se realizé el recuento de UFC.
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2.2.4.2. Cuantificacion de colifagos somaticos y F-especificos

La cuantificacion de bacteriéfagos en muestras de agua entre 1994-1996 se realizd
siguiendo el método 1. En las muestras recogidas entre 1997-1999 los andlisis se realizaron

siguiendo el método 2.

2.2.4.2.1. Método 1

El recuento de colifagos somaticos y F-especificos presentes en las muestras se hizo por
el método de la doble capa de agar (Adams, 1959). Se obtuvieron cultivos de Escherichia coli
de la cepa CN13 (ATCC 700609) en caldo triptona suplementado con 100 mg/l de acido
nalidixico (Armon y Kott, 1993), y de la cepa HS (pF+ amp’) (Debartolomeis y Cabelli, 1991)
en caldo triptona suplementado con 15 mg/l de estreptomicina y ampicilina, que se incubaron
a 37°C durante 18-22 h. A partir de estos cultivos se realizaba una dilucién 1:10 en medio
fresco y se incubaba a 37°C hasta llegar a la fase exponencial.

Las muestras de agua residual se descontaminaron por filtracion a través de membranas
de difluoruro de polivinilideno (baja adsorcion proteica) de 0,22 um de didmetro de poro
(Millipore) (Tartera y col., 1992), y se realizaron las diluciones adecuadas en tampon para
fagos (20 mM Na,HPO4 — 22 mM KH,PO4 — 85 mM NaCl — 1 mM MgSO4 — 0,1 mM CaCl).
Se prepararon alicuotas de 2,5 ml de medio triptona—0,7% agar suplementado con los
antibioticos apropiados, en tubos de plastico que se mantenian a 45°C, y se inoculaban 0,5 ml
de un cultivo en fase exponencial (£. coli CN13 para la titulacion de colifagos somaticos o
E. coli HS para el recuento de colifagos F-especificos), y 1 ml de la muestra a analizar. Una
vez homogeneizado se dispensaba sobre placas de Petri de 90 mm de didmetro que contenian
medio triptona—1,5% agar con los antibidticos apropiados. Las placas se incubaron a 37°C
durante 18-22 h y se realizd el recuento de las calvas de lisis (UFC). El titulo se obtuvo por
media aritmética de los recuentos de 2 o mds placas correspondientes a un volumen de
muestra o de una dilucidon que contenia menos de 300 UFC. Los resultados se expresaron en

UFC/ml.
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2.2.4.2.2. Método 2

Alternativamente la titulacion de colifagos somaticos se hizo segin la normativa
ISO/CD 10705-2 (Anénimo, 1997), utilizando las cepas E. coli WG5 (ATCC 700078)
(Grabow y col., 1986), y el recuento de colifagos F-especificos segiin la normativa ISO
10705-1 (Andénimo, 1996) utilizando la cepa de Salmonella typhimurium WG49 (NCTC
12484; ATCC 700730).

2.2.4.3. Cuantificacion de bacteriofagos de Bacteroides fragilis

Los recuentos de bacteriéfagos de Bact. fragilis en muestras de agua de 1994-1996 se
realizaron siguiendo el método A. En las muestras de 1997-1999 los anélisis se realizaron

siguiendo el método B.

2.2.4.3.1. Método A

El recuento de fagos que infectan a Bact. fragilis presentes en las muestras se hizo por
el método de la doble capa de agar (Adams, 1959) adaptada al cultivo en anaerobiosis
(Tartera y Jofre, 1987). Se obtuvieron cultivos de la cepa HSP40 de Bact. fragilis (ATCC
15477) en medio BPRM (Bacteroides Phage Recovery Medium) (Tartera y col., 1992),
incubando a 37°C durante 18-22 h, en condiciones de anaerobiosis conseguidas en jarras
GasPak (Oxoid) y utilizando kits Anaerocult® A (Merck) que creaban una atmoésfera libre de
oxigeno. A partir del crecimiento se realizaba una dilucion 1:10 en medio fresco y se
incubaba a 37°C en anaerobiosis hasta llegar a la fase exponencial (DOgy = 0,3).

Las muestras se descontaminaron por filtracion y se realizaron las diluciones adecuadas
en tampon para fagos. Se prepararon alicuotas de 2,5 ml de medio BPRM-0,7% agar en tubos
de plastico que se mantenian a 45°C, y se inoculaban 0,5 ml de un cultivo en fase exponencial
(10® ufc), y 1 ml de la muestra a analizar. Una vez homogeneizado se dispensaba sobre placas
de Petri de 90 mm de diametro que contenian medio BPRM-1,5% agar. Las placas se
incubaron a 37°C durante 18-22 h en anaerobiosis, y pasado este tiempo se realizé el recuento

de UFC/ml.
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2.2.4.3.2. Método B

Alternativamente la titulacion de bacteriofagos que infectan a Bact. fragilis se hizo
segun la normativa ISO/WD 10705-4 (An6nimo), utilizando como huésped la cepa RYC2056
(ATCC 700786) (Puig y col., 1997).

2.2.4.4. Cuantificacion de coliformes fecales

Para la enumeraciéon de bacterias coliformes fecales presentes en las muestras se
realizaron diluciones de las muestras a analizar en Ringer % y se filtraron al vacio 100, 10y 1
ml de la dilucion correspondiente, a través de un filtro de acetato-nitrato de celulosa de 0,45
um de diametro de poro (Millipore). Los filtros se dispusieron sobre la superficie de placas de
Petri con agar Bacto mFC, y se incubaron a 44+1°C durante 18-22 h. Transcurrido este

tiempo se realizé el recuento de ufc.

2.2.5. DETECCION MOLECULAR DE VIRUS ENTERICOS

La deteccion molecular de virus entéricos (adenovirus humanos, enterovirus y virus de
la hepatitis A) se realiz6 por PCR o RT-PCR anidada, que permiten la amplificacion

enzimatica de secuencias gendmicas especificas.

2.2.5.1. Extraccion de acidos nucleicos

Durante los estudios previos se compararon tres métodos de extraccion de acidos
nucleicos (Puig y col., 1994). El primer método testado fue descrito por Chomczynski y col.,
en 1987, y se basaba en la utilizacién de guanidinium isotiocianato (GuSCN) — fenol —
cloroformo para la extraccion de acidos nucleicos y precipitacion de los mismos con etanol.
El segundo método ensayado, descrito por Yamada y col., en 1990, se basa en la utilizacion
de GuSCN vy adsorcion de los acidos nucleicos sobre polvo de vidrio. El tercer método

descrito por Boom y col., en 1990, utiliza GuSCN y adsorcion de los acidos nucleicos sobre
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particulas de silice, y demostr6 ser el mas eficiente, siendo la recuperacion un 13,04—-118,9%
superior que la obtenida por el método de Chomczynski (Puig y col., 1994).

El método seleccionado utilizaba una soluciéon de GuSCN 5 M en Tris-HCI1 0,1 M
pH 6,4 — EDTA 22 mM — Triton X-100 1,3% (p/v) (tampon de lisis) para desnaturalizar las
proteinas de las capsides viricas y como inhibidor de las ribonucleasas (ARNasas) del medio.
Los 4cidos nucleicos libres se adsorben sobre la superficie de particulas de silice y se
recuperan por centrifugacion. Seguidamente se realizaban dos lavados consecutivos con una
solucion de GuSCN 5 M en Tris-HCl 0,1 pH 6,4 (tampén de lavado), dos lavados
consecutivos con etanol 70% frio, y un lavado con acetona. La solucidon de 4cidos nucleicos
final se obtenia por elucion con Tris-HCl 10 mM pH 8,0 — EDTA 0,1 mM — ditiotreitol
(DTT) 1 mM - inhibidor de ARNasas 0,24 U/ul (tampdn de elucion). A partir de 50 pl de
suspension de particulas viricas se obtenian 50 pl de solucion de acidos nucleicos, que se

analizaban inmediatamente o bien se conservaban a —20°C hasta el momento del analisis.

2.2.5.2. Diseiio de iniciadores especificos para la deteccion de

adenovirus humanos, enterovirus y virus de la hepatitis A

2.2.5.2.1. Iniciadores especificos de adenovirus humanos

Los iniciadores especificos externos para detectar adenovirus fueron seleccionados a
partir de estudios previos de Allard y col. (1990). Los iniciadores externos hexAA1885 y
hexAA1913 flanquean la region comprendida entre los nucledtidos 18858 y 19158 de Ad2,
dentro del gen que codifica la proteina hexon (Figura 2.3.; Tabla 2.4.) de la capside virica. Su
especificidad se comprob¢ frente a los 47 serotipos de adenovirus humanos descritos (Tabla
2.3.), pudiéndose detectar todos ellos por PCR (Allard y col., 1990; Puig y col., 1994).

Dentro de la region amplificada por los iniciadores externos se localizaron dos regiones
conservadas que permitieron disefiar un par de iniciadores internos nehexAA1893 vy
nehexAA1905 (Allard y col., 1992) (Tabla 2.4.). Estos iniciadores flanquean la region entre
los nucledtidos 18937 y 19079 de Ad2 (Figura 2.3.). Su especificidad se habia comprobado en
estudios previos frente a los 47 serotipos de adenovirus humanos (Tabla 2.3.), pudiéndose

detectar todos por PCR (Allard y col., 1992; Puig y col., 1994).
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TABLA 2.3.
Origen y caracteristicas de las cepas de adenovirus utilizadas en los experimentos de amplificacion®

Serotipo Subgénero Cepa Descripcion Origen del aislamiento
Adl C YoR/Chile Genoma tipo 1p Tejido adenoide
Ad2 C Ado6 Prototipo Tejido adenoide
Ad3 B1 GB Prototipo Lavado nasal
Ad4 E R167 Prototipo Lavado faringeo
Ad5 C Ad75 Prototipo Adenoide

Ad6 C Ton99 Prototipo Amigdalas

Ad7 B1 Gomen Prototipo Lavado faringeo
AdS8 D Trim Prototipo Exudado ocular
Ad9 D Hicks Prototipo Heces

Ad10 D JJ. Prototipo Exudado ocular
Adl1 B2 Slobitski Prototipo Heces

Ad12 A F-3072/86 Tipo prototipico Heces

Ad13 D AA. Prototipo Heces

Adl4 B2 DeWitt Prototipo Exudado faringeo
Adl15 D Ch38 Prototipo Exudado ocular
Adl16 Bl Wigard Tipo prototipico Exudado ocular
Adl17 D Ch22 Prototipo Exudado ocular
Ad18 A D.C. Prototipo Exudado rectal
Ad19 D 587 Prototipo Conjuntiva
Ad20 D 931 Prototipo Conjuntiva
Ad21 B1 SBL Tipo prototipico Conjuntiva
Ad22 D 2711 Prototipo Conjuntiva
Ad23 D SBL Tipo prototipico Conjuntiva
Ad24 D 3153 Prototipo Conjuntiva
Ad25 D BP-1 Prototipo Exudado rectal
Ad26 D BP-2 Prototipo Exudado rectal
Ad27 D BP-4 Prototipo Exudado rectal
Ad28 D BP-5 Prototipo Exudado rectal
Ad29 D BP-6 Prototipo Exudado rectal
Ad30 D BP-7 Prototipo Exudado rectal
Ad31 A 1315/63 Prototipo Heces

Ad32 D H.H. Prototipo Exudado rectal
Ad33 D DJ. Prototipo Exudado rectal
Ad34 B2 259 Tipo prototipico Orina

Ad35 B2 12221/80 Tipo prototipico Pulmon y rifién
Ad36 D 275 Prototipo Heces

Ad37 D GW Prototipo Ojo

Ad38 D 70/17368 Tipo prototipico Heces

Ad39 D 81/13027 Tipo prototipico Heces

Ad40 F Hovi X Prototipo Heces

Ad4l F Tak Prototipo Heces

Ad42 D Paris 54 Prototipo Heces

Ad43 D 1309 Prototipo Heces y orina
Ad44 D 1584 Prototipo Heces

Ad45 D 1590 Prototipo Heces

Ad46 D 1594 Prototipo Heces, bronquios
Ad47 D 1601 Prototipo Heces

* Puig y col., 1994.
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penton core fibras
L1 L2 L3 L4 L5

lE1AE1R | Hexon [|E2A E3 E4 | 30-36
2B

Tamario del producto

HexAA1885 > < HexAA1913 300 pb
ne Hex1893 > < neHex1905 142 pb

Figura 2.3.
Localizacion de los iniciadores especificos utilizados para la amplificacion de adenovirus humanos.

La sensibilidad del método de deteccion por PCR utilizando los dos pares de iniciadores
se evalud en estudios previos a partir diluciones decimales seriadas de una suspension de
ADN de Ad2 y Ad41, pudiendo llegar a detectar el ADN correspondiente a 10° particulas
viricas (38 fg de ADN inicial) tras 30 ciclos de amplificacion con los iniciadores externos y

hasta 1 particula (0,038 fg de ADN) tras realizar PCR anidada (Allard y col., 1990 y 1992).

2.2.5.2.2. Iniciadores especificos de enterovirus

Los iniciadores especificos para la deteccion de enterovirus se seleccionaron a partir del
alineamiento de las regiones no codificantes del extremo 5’ del genoma de varias cepas
previamente secuenciadas (Jenkins y col., 1987; Hyypid y col., 1989; Auvinen y col., 1989;
Chapman y col., 1990; Gow y col., 1991). Los iniciadores externos Entl y Ent2 flanquean la
region comprendida entre los nucleodtidos 64 y 597 de Coxsackievirus B4, dentro de la region
no codificante del extremo 5’ (Figura 2.4.; Tabla 2.4.).

Dentro de la region amplificada por los iniciadores externos se disefiaron un par de
iniciadores internos neEntl y neEnt2, que limitan la region entre los nucledtidos 430 y 567 de
Coxsackievirus B4 (Figura 2.4.; Tabla 2.4.). Su especificidad fue evaluada frente a 24 cepas
de enterovirus (Echovirus tipo 2, 5, 6, 7, 9, 11, 15, 18, 19, 21, 25, 27, 29 30; Coxsackievirus
tipo A9, B1, B2, B3, B4, BS, B6; Poliovirus tipo 1, 2, 3), pudiéndose detectar todos ellos por
PCR (Puig y col., 1994).
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Proteinas de la capside Proteinas no estructurales 7,4 kb

VP NTR VPO I VP3 VP1 I 2A | 2B | 2C | 3A I 3B | 3C | 3D NTR A(n)

Tamario del producto
Ent1 > < Ent2 533 pb
neEnt1 > < neEnt2 137 pb

Figura 2.4.
Localizacion de los iniciadores utilizados para la amplificacion de enterovirus

La sensibilidad de los dos pares de iniciadores se evalu6 a partir de diluciones
decimales seriadas de una suspension de ARN de Poliovirus tipo 1, Coxsackievirus B2 y
Echovirus 11, estudiando el limite de deteccion tras 30 ciclos de PCR seguido de PCR
anidada, pudiendo llegar a detectar hasta 1-10 particulas viricas (Puig y col., 1994).

2.2.5.2.3. Iniciadores especificos del VHA

Los iniciadores especificos para la deteccion del VHA se seleccionaron a partir del
alineamiento de las regiones no codificantes del extremo 5’ del genoma de varias cepas del
VHA previamente secuenciadas. Los iniciadores externos VHA1 y VHA?2 flanquean la region
comprendida entre los nucledtidos 332 y 700 de la cepa HM-175 (Cohen y col., 1987) dentro
de la region no codificante del extremo 5° (Figura 2.5.; Tabla 2.4.). Se disefiaron un par de
iniciadores internos neVHA1 y neVHA2, que flanquean la region entre los nucledtidos 680 y
391 (Tabla 2.4.).

La sensibilidad de los dos pares de iniciadores se evalué a partir de diluciones
decimales seriadas de una suspension de ARN obtenido a partir de la suspension control de la
cepa HM-175, estudiando el limite de deteccion por PCR utilizando las dos parejas de

iniciadores.
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Proteinas de la capside Proteinas no estructurales 7,8 kb
_VPg  NTR |1A| 1B I 1C | 1D I 2A |ZB| 2C I 3A |3B| 3C I 3D NTR  A(n)

B VP4.. VP2 VP3 VP1 VPg Proteasa Polimerasa 3

Tamafio del producto
VHA1 > <VHA2 368 pb
neVHA1 > < neVHA2 290 pb

Figura 2.5.
Localizacion de los iniciadores especificos utilizados para la amplificacion de VHA

TABLA 2.4.
Oligonucleétidos utilizados para la deteccion por PCR adenovirus humanos, enterovirus y
virus de la hepatitis A

Virus® Posicion Nombre Tm (°C)’ Tamaiio del Secuencia

producto

Ad2 18858-18883"  hexAA1885 78 300 pb 5-GCCGCAGTGGTCTTACATGCACATC-3'

Ad40 19136-19158°  hexAA1913 74 5'-CAGCACGCCGCGGATGTCAAAGT-3'

Ad41 18937-18960°  nehexAA1893 78 142 pb 5'-GCCACCGAGACGTACTTCAGCCTG-3'

19051-19079°  nehexAA1905 92 5-TTGTACGAGTACGCGGTATCCTCGCGGTC-3'

Polio 1 64-83° Ent 1° 62 533 pb 5'-CGGTACCTTTGTA/GCGCCTGT-3"

CV B4 578-597° Ent 2 58 5-ATTGTCACCATAAGCAGCCA-3'
430-450° neEnt 1 70 137 pb 5-TCCGGCCCCTGAATGCGGCTA-3'
547-567° neEnt 2 62 5-GAAACACGGACACCCAAAGTA-3'

VHA 332-352¢ VHALI 64 368 pb 5-TTGGAACGTCACCTTGCAGTG-3’
680-700° VHA2 64 5-CTGAGTACCTCAGAGGCAAAC-3’
371-391¢ neVHAI 58 290 pb 5-ATCTCTTTGATCTTCCACAAG-3’
641-661¢ neVHA2 64 5-GAACAGTCCAGCTGTCAATGG-3’

@ 6 o o o

Ad, Adenovirus; CV, Coxsackievirus; VHA, virus de la hepatitis A

La posicion se refiere a la region hexon de Ad2

La posicion se refiere a la region 5’NTR de Coxsackievirus B4

La posicion se refiere a la region S’NTR de la cepa HM-175 del VHA (Cohen y col., 1987b)
Modificado de Gow y col. (1991)

La temperatura de fusion se calcul6 segun la ecuacion Tm =4 x (n° pares GC) + 2 x (n°pares AT)
A en poliovirus, G en coxsackievirus
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2.2.5.3. Deteccion de acidos nucleicos por amplificacion

enzimatica

2.2.5.3.1. Sintesis de ADNc

La mezcla de reaccion para la reaccion de transcripcion inversa contenia 5 ul de la
solucion de acidos nucleicos, 1,5 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3 a 25°C), 50 mM KCl
(tampén 11 1%, Perkin-Elmer), 10 nmol de cada desoxinucleétido trifosfato y 20 pmol del
iniciador externo Ent2 complementario al ARN de enterovirus, o del iniciador VHA?2 para el
VHA. La mezcla de reaccion se incubo a 95°C durante 5 min para desnaturalizar el ARN, y
seguidamente se anadieron 10 pmol de DTT, 10 U de inhibidor de ARNasas y 50 U de
transcriptasa inversa del virus de la leucemia murina de Moloney (MMLV-RT). El volumen
de reaccion final fue de 10 pl. La sintesis de ADNc se realiz6 a 42°C durante 30 min, seguido

de una incubacion a 95°C 5 min para desnaturalizar los enzimas.

2.2.5.3.2. Reaccion de amplificacion

La reaccion de amplificacion a partir de ADNc se hizo en un volumen total de 50 ul que
contenian 10 pl de la soluciéon de ADNc, 1,5 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3 a 25°C),
50 mM KCI (tampoén 11 1%, Perkin-Elmer), 20 pmol del iniciador externo Entl, o del iniciador
VHAI1 para VHA, y 2 U de AmpliTaq® ADN polimerasa (Perkin-Elmer).

Asimismo, cuando se partia de ADN adenovirus, la reaccion de amplificacion se
realizaba en un volumen total de 50 pl que contenian, 10 pl de solucién de acidos nucleicos,
1,5 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3 a 25°C), 50 mM KCl (tampo6n II 1x, Perkin-Elmer),
12,5 nmol de cada desoxinucleotido trifosfato, 4 pmol de los iniciadores externos especificos
de adenovirus humanos hexAA1885 y hexAA1913, y 2 U de AmpliTaqg® ADN polimerasa
(Perkin-Elmer).

La mezcla de reaccion se incubd en un termociclador programable GeneAmp PCR
System 2400 (Perkin-Elmer). En el primer ciclo de amplificacion la desnaturalizacion se llevo
a cabo a 94°C durante 3 min, seguido de 30 ciclos de amplificacion. Las condiciones fueron,

desnaturalizacion a 92°C durante 90 s, hibridacion del iniciador a 55°C durante 75 s y
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extension a 72°C durante 90 s. Tras los 30 ciclos se realizd una extension final a 72°C durante
5 min.
El volumen de agua equivalente al volumen de 4cidos nucleicos analizado en cada

reaccion se recoge en la Tabla 2.5.

2.2.5.3.3. PCR anidada

Se realiz6 una segunda reaccion de amplificacion utilizando iniciadores internos. La
reaccion se llevd a cabo en un volumen final de 50 pl que contenian, 1 pl del producto de la
primera, 1,5 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3 a 25°C), 50 mM KCI (tampon IT 1x,
Perkin-Elmer), 12,5 nmol de cada desoxinucleo6tido trifosfato, 9 pmol de los iniciadores
internos especificos de enterovirus o VHA, o 3,5 pmol de los iniciadores internos especificos
de adenovirus humanos, y 2 U de AmpliTaq® ADN polimerasa (Perkin-Elmer). La reaccion

se llevo a cabo bajo las mismas condiciones que la primera PCR.

TABLA 2.5.
Volumen de agua equivalente analizado por PCR anidada
Tipo de Método de concentracion Volumen Volumen analizado
muestra concentrado

Deteccion de Deteccion de
ADN virico ARN virico

Agua residual Ultracentrifugacion o ultrafiltracion 40 ml 4 ml 2 ml

Rio Llobregat Filtracion-elucion con filtros 50-2501 2-101 1-51
electropositivos y ultracentrifugacion

Rio Ter Filtracion-elucion con filtros 2501 101 51
electropositivos y ultracentrifugacion

Aguademar 1. Filtracion-elucion con filtros 501 21 11
electropositivos y ultracentrifugacion
2. Filtracion-elucion con filtros de 500 ml 50 ml 25 ml
acetato-nitrato de celulosa y
ultracentrifugacion
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2.2.5.3.4. Control de calidad del método de amplificacion

Para reducir la posibilidad de contaminaciéon cruzada con moléculas de ADN
amplificado producto de reacciones previas, se siguieron las medidas de control basicas:

V' Se trabajo en areas separadas para la manipulacion de las muestras y extraccion de acidos
nucleicos, reactivos de amplificacion y manipulacion de muestras amplificadas, utilizando
material especifico para cada uno de estos procesos.

v’ Se utilizaban puntas de pipeta con filtro hidrofobo, y material plastico libre de nucleasas.

v Se analizaban las muestras directas y una dilucion 1/10 para reducir la posibilidad de
falsos negativos debido a la presencia de sustancias inhibidoras de la reaccion de
amplificacion.

v Todas las muestras fueron analizadas dos veces en experimentos independientes.

v En todas las reacciones se incluia un control positivo, que consistia en acidos nucleicos
extraidos a partir del estoc de virus que nos interesaba detectar. Se incluia también un
control negativo de muestra sin acidos nucleicos por cada dos tubos en que se inoculaban
los acidos nucleicos a analizar.

v Existen medidas de control basadas en la utilizacién del enzima de restriccién Alul para
evitar contaminaciones cuando se parte de ARN, o la utilizacion del enzima uracil-ADN-
glicosilasa cuando se trabaja con ADN. Esto se utiliz6 en estudios previos (Puig y col.,
1994), pero se considerd que no era necesario para el analisis rutinario, ya que supone

modificaciones del método estdndar de PCR y un encarecimiento de la técnica.

2.2.5.3.5. Analisis de los resultados

Los resultados de la primera amplificacion se analizaron por electroforesis horizontal en
gel de agarosa (Seakem ME, FMC Bioproducts) al 1,5% en TBE 1x (Tris base 90 mM —
EDTA 2,4 mM — acido borico 90 mM). Se analizaron alicuotas de 10-15 ul a las que se habia
afiadido 2-3 pl de tampon de carga (0,25% azul de bromofenol, 0,25% xilen-cianol, 25%
ficoll tipo 400 en agua). Las bandas de ADN se separaron en un campo eléctrico a 100 V
durante 30 min—1 h.

El producto de la PCR anidada (10-15 pl) se analizd también por electroforesis
horizontal en gel de agarosa al 3% (2% NuSieve GTG-1% Seakem ME, FMC Bioproducts)
en TBE 1x a 100 V durante 1 h.
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El ADN amplificado se tifidé en una solucion de bromuro de etidio 0,5 ug/ml durante 15-
30 min. Las bandas se visualizaron en un transiluminador de luz ultravioleta Fotodyne, y en
caso necesario se realizaron fotografias del gel utilizando una cdmara Polaroid MP-4.
Alternativamente la visualizacion y registro de las bandas se hizo utilizando el sistema

ImageMaster" VDS (Pharmacia-Biotech).
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2.3. RESULTADOS

2.3.1. SENSIBILIDAD DEL METODO DE DETECCION
MOLECULAR DE VIRUS ENTERICOS DE ORIGEN
HUMANO

La sensibilidad del método de deteccion de virus entéricos por amplificacion enzimatica
especifica de acidos nucleicos se evalu6 inicialmente a partir de suspensiones viricas control,
analizando diluciones decimales seriadas del ADN o ARN extraido. Posteriormente se evalud
la eficiencia en la recuperacion y deteccion de virus a partir de muestras de agua de diversos

origenes suplementadas con virus.
2.3.1.1. Sensibilidad en la deteccion de AdH

Se estudio el limite de deteccion utilizando los iniciadores externos especificos de AdH
para realizar 30 ciclos de amplificacion, pudiéndose detectar bandas visibles hasta la dilucion
107, que corresponderia a 10° particulas viricas purificadas de Ad2 (Figura 2.6.A). En
combinacion con los iniciadores internos, se pudo detectar ADN amplificado hasta la dilucion
10" que corresponde aproximadamente a 1 copia de ADN virico después de realizar una
primera PCR con los iniciadores externos seguida de una PCR anidada con los iniciadores
internos (Figura 2.6.B). Estos datos confirmaban la sensibilidad demostrada en estudios

previos (Allard y col., 1990 y 1992).

104



Cap.2. La contaminacion viral de las aguas superficiales y residuales

A. B.

10" 102 10° 10* 10° 10° 107 10® 10®° 10"°10™ M 10" 102 10° 10* 10° 10° 107 10® 10®° 10"°10™ ™

142 pb>

10° 10 10" 10° 10° 10* 10° 10> 10 1 10" PV 10° 10%® 10” 10° 10° 10* 10° 10> 10 1 10" PV

Figura 2.6.

Sensibilidad en la deteccion de Ad2 por PCR tras 30 ciclos de amplificacion con iniciadores externos (A), seguido de 30
ciclos de con iniciadores internos (B). Se indica en la parte superior las diluciones de la suspension de ADN analizadas, y en
la parte inferior el equivalente en copias gendmicas. M, marcador de peso molecular ®X174 digerido con Hae II1.

2.3.1.2. Sensibilidad en la deteccion de EV

Se estudid el limite de deteccion molecular de EV en sucesivos experimentos,
utilizando iniciadores especificos. Se visualizaron bandas hasta la dilucién 10™ tras 30 ciclos
de amplificacion con iniciadores externos correspondiente a 5x10° UFC, y hasta la dilucién
107, equivalente a 5x10~° UFC tras una segunda amplificacion con iniciadores internos
(Figura 2.7.). La relacion entre particulas viricas/particulas infecciosas estimada por otros
autores estd entre 100 y 1000 (Rotbart, 1990; Severini y col., 1993), por tanto, podemos llegar
a detectar el ARN correspondiente a 1-10 PV/reaccion. Estos resultados estdn en
concordancia con la sensibilidad evaluada en estudios previos a partir de suspensiones de
Poliovirus tipo 1, Coxsackievirus B4 y Echovirus 11 (Puig y col., 1994). Segun estos datos, el
método de deteccion molecular proporciona una sensibilidad de 100 a 1000 veces superior
que las técnicas cléasicas de cultivo celular (Puig y col., 1994; Gilgen y col., 1997; Puig y col.,
2000).
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A. B.

10° 10" 10% 10° 10* 10° 10° 107 10% ™ 10° 10" 10% 10° 10* 10° 10° 107 10° Mm

533 pb>

137 pb>

10* 10° 10* 10" 10° 10" 10% 10° 10* UFCs 10* 10® 10° 10" 10° 10" 102 10° 10*

Figura 2.7.

Sensibilidad en la deteccion de EV por PCR tras 30 ciclos de amplificacion con iniciadores externos (A), seguido de 30
ciclos de con iniciadores internos (B). Se indica en la parte superior las diluciones de la suspension de ARN analizadas y en
la parte inferior el n° de UFC correspondientes. M, marcador de peso molecular ®X174 digerido con Hae III.

2.3.1.3. Sensibilidad en la deteccion del VHA

Se estudid el limite de deteccion molecular del VHA utilizando iniciadores especificos.
Se pudieron visualizar bandas hasta la dilucion 107 tras 30 ciclos de amplificaciéon con
iniciadores externos, y hasta la dilucién 10 tras una segunda amplificacion con iniciadores
internos (Figura 2.8.). Esto corresponderia a un nivel de sensibilidad de 1 equivalente
gendmico (EG), definido como el nimero de moléculas de ARN presentes en la muestra mas

diluida que puede detectarse por PCR anidada (Meng y col., 1998).

A. B.
102 10 10® 10° 10° 107 c- M

2 10° 10* 10° 10° 107 C- M

10
Figura 2.8.

Sensibilidad en la deteccion del VHA por PCR tras 30 ciclos de amplificacion con iniciadores externos (A), seguido de 30
ciclos de con iniciadores internos (B). Se indica en la parte superior las diluciones de la suspension de ARN analizadas. C—,
control negativo; M, marcador de peso molecular ®X174 digerido con Hae III.

368 pb >
290 pb >
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2.3.1.4. Valoracion de la sensibilidad del método de deteccion

molecular en muestras de agua ambientales

2.3.1.4.1. Muestras de agua residual suplementadas con Poliovirus tipo 1 y

Ad2

Para evaluar la eficiencia del método de recuperacion de particulas viricas, extraccion
de 4cidos nucleicos y deteccion molecular, se afiadieron alicuotas de las suspensiones control
de Ad2 y Poliovirus tipo 1 a muestras de agua residual, y se compar6 la sensibilidad respecto
al limite de deteccion molecular a partir de los estocs. Para esto se seleccionaron muestras que
en analisis previos habian dado un resultado negativo para AdH y EV.

Se pudo observar en estos experimentos que el limite de deteccion para ambos virus era
habitualmente 10 veces inferior al esperado, por lo que se pudo estimar que en el proceso de
recuperacion de virus y extraccion de los acidos nucleicos se perdia aproximadamente 1xlog

respecto a la concentracion de virus inoculada.

2.3.14.1.1. Recuperacion de particulas viricas por ultracentrifugacion versus

ultrafiltracion

Los resultados obtenidos indicaron que no existian diferencias en la deteccion por PCR
de adenovirus o enterovirus comparando las muestras concentradas por ultracentrifugacion o
por ultrafiltracion, después de una primera amplificacion utilizando iniciadores externos. Tras
realizar una segunda PCR con iniciadores internos, se observo una diferencia de £1/2xlog en
la deteccion de AdH comparando las muestras ultracentrifugadas respecto las muestras

ultrafiltradas (Tabla 2.6.).

107



Resultados

TABLA 2.6.
Limite de deteccion AdH por PCR anidada en muestras de agua
residual concentradas por ultracentrifugacion o por ultrafiltracion

Muestra y Dilucion del ADN testada
tratamiento®

103 10732 10 1072 107

1C + + + - —
1F + + — — —
2C + - - - -
2F + + — — —
3C + + + — _
3F + + - - -
4C + + + — —
4F + + — — —

* C, ultracentrifugada; F, ultrafiltrada

En la deteccion de enterovirus no se observa una mayor eficiencia de un método
respecto a otro, variando los resultados en *1xlog al analizar las muestras concentradas por
los diferentes métodos (Tabla 2.7.). Estas variaciones son facilmente explicables debido al
tipo de muestras analizadas, en las que la contaminacién virica no estd completamente
homogeneizada. El limite de deteccion calculado a partir de la muestra 3, en la que se afiadio
Poliovirus tipo 1 a una concentracion final de 6,6x10° UFC/ml de agua, estaria entre 1,3x10"
y 1,3x107 UFC (entre 13 y 130 particulas viricas iniciales).

La recuperacion de particulas viricas por ultrafiltracion utilizando dispositivos de
filtracion Ultrafree®—15 (Millipore) es aplicable al control virologico rutinario de aguas con
una elevada carga virica. Este sistema podria sustituir a la concentracion por

ultracentrifugacion, que supone un gasto mas elevado en equipamiento.
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TABLA 2.7.
Limite de deteccion de enterovirus por RT-PCR anidada en muestras de agua residual concentradas
por ultracentrifugacién o por ultrafiltracién

Muestra y Diluciéon del ARN
tratamiento”

1077 102 10 1032 10* 1072 105 10° 107 1072 10 107%2

1C + + + + + - - na na na na na
1F + + + - — na na na na na na na
2C + + + + — — na na na na na na
2F + + + + — — na na na na na na
3°C + + + + + + + + + — — -
3°F + + + + + + + + + + + -

* C, ultracenarifugada; F, ultrafiltrada
® na, no analizado
¢ A la muestra 3 se le afiadié Poliovirus tipo 1 (6,6x10° UFC/ml de agua)

2.3.1.4.2. Eficiencia en la recuperacion de virus a partir de muestras de agua

de mar por filtracion

Se afiadié Poliovirus tipo 1 (60 UFC/ml de agua) y Ad2 (2-20 EG/ml agua) a dos
muestras de agua de mar. Tras 30 min de contacto a temperatura ambiente, los virus se
recuperaron por filtracion a través de filtros de acetato-nitrato de celulosa como se indica en
el apartado 2.2.3.3., y se estudio el limite de deteccion.

Se detectd EV por RT-PCR anidada hasta la dilucion 10 del ARN, equivalente a
5x107" UFC (15-150 PV). En el caso de Ad2 se detectaron bandas visibles hasta la dilucién
10"'-10 que contendrian el ADN equivalente a 10-100 PV iniciales.
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2.3.2. EVALUACION DE LA ESPECIFICIDAD EN LA
DETECCION MOLECULAR DE VIRUS DE ORIGEN
HUMANO

Para demostrar el origen humano de los virus detectados por PCR en muestras de agua
residual y aguas superficiales, se evaluo la posibilidad de detectar virus en muestras de origen

animal con elevado contenido de material fecal.

2.3.2.1. Agua residual de mataderos de ganado

Se analizaron 17 muestras de agua residual de mataderos de ganado, 9 de las cuales no
presentaban contaminacion cruzada de origen humano.

Se pudo detectar la presencia de Ad tras 30 ciclos de amplificacién con iniciadores
externos en las muestras numero #E2 (cabritos y terneras) y #E3 (corderos y terneras) con
contaminacion fecal de origen humano, y en la muestra #E11 (cerdos, corderos y terneras) sin
contaminacion fecal de origen humano. En los tres casos, la segunda amplificacion con
iniciadores internos dio resultado negativo. Estudios previos habian demostrado que los
iniciadores externos utilizados para la deteccion de adenovirus podian también amplificar
adenovirus de origen bovino (serotipos 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8 y 9), ovino (serotipos 2, 3,4y 5)y
porcino (serotipos 1, 2 y 3) (Allard, 1992), pero la utilizacion combinada con los iniciadores
internos permite la deteccion especifica de los 47 serotipos de adenovirus de origen humano
(Allard y col., 1992). Solamente se detect6 AdH por PCR anidada en 4 de las 8 muestras que
presentaban contaminacion fecal de origen humano procedente de los sanitarios de la
instalacién (Tabla 2.8.). No se detectaron AdH en las muestras sin contaminacion fecal de
origen humano.

Ocho de las muestras dieron un resultado positivo para EV: 5 de las 8 muestras con
posible contaminacion fecal de origen humano, y en 3 de las 9 muestras con contaminacioén
de origen animal (Tabla 2.8.), lo que indica la posibilidad de detectar algunos enterovirus de

origen animal. Todas las muestras analizadas eran negativas para el VHA.

110



Cap.2. La contaminacion viral de las aguas superficiales y residuales

TABLA 2.8.
Analisis de muestras de agua residual de mataderos

Muestra Origen Contaminacion fecal Analisis por PCR anidada®
de origen humano

AdH EV VHA

#E1 Cerdos Si + + -
#E2 Cabritos y terneras Si - - -
#E3 Corderos y terneras Si — - -
#E4 Pollos Si + — -
#ES Cerdos Si + + —
#E6 Cerdos Si + + —
#E7 Cerdos Si - + -
#ES8 Cerdos Si - + -
#E9 Corderos y terneras No — + -
#E10 Corderos y terneras No — + -
#E11 Cerdos, corderos y terneras No - + —
#E12 Cerdos, corderos y terneras No — — -
#E13 Cerdos, corderos y terneras No - — —
#E14 Cerdos, corderos y terneras No - — —
#E15 Cerdos, corderos y terneras No - - -
#E16 Cerdos, corderos y terneras No - - -
#E17 Cerdos, corderos y terneras No - - -

* Resultados por PCR anidada en 4 ml de agua residual para la deteccion de adenovirus, y 2 ml para enterovirus y virus
de la hepatitis A.

2.3.2.2. Muestras de heces de origen animal

En 2 muestras de heces de origen porcino se detectaron Ad tras 30 ciclos de
amplificacion con iniciadores externos. Sin embargo, ninguna de las 12 muestras de heces
analizadas (vacas, gallinas, pollos, patos, cerdos, corderos) dio resultado positivo para
adenovirus o enterovirus por PCR o RT-PCR anidada.

Para evaluar la presencia de inhibidores de la reaccion se afadieron niveles bajos de
Ad2 y Poliovirus tipo 1 (10* PV) a dos muestras de heces de cerdo y una muestra de heces de
gallina, y Poliovirus tipo 1 a una muestra de heces de pollo, dos de vaca y una de cordero. En
todos los casos las muestras dieron un resultado positivo en 0,4 g o en 0,04 g de heces.

Para estimar la eficiencia de la recuperacion de particulas viricas a partir de muestras de
heces, y la sensibilidad del método de deteccion se afiadid Poliovirus tipo 1 a dos muestras de
heces de cerdo, a una concentracion de 3x10* UFC por gramo (3x10°~3x10" PV/g). Tras la

recuperacion de las particulas viricas, posterior extraccion de acidos nucleicos y anélisis por
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RT-PCR anidada de diluciones decimales, se observaron bandas visibles hasta la dilucion
10, que contenia la cantidad de ARN correspondiente a 1,5-15 particulas viricas en 5 pg de
heces analizados. Segliin estos experimentos no se observa la presencia de sustancias

inhibidoras de la reaccion de amplificacion.

2.3.3. CONTAMINACION VIRICA DEL MEDIO AMBIENTE
DE ORIGEN FECAL HUMANO

2.3.3.1. Presencia de virus entéricos en agua residuales

En este estudio se analizaron 41 muestras de agua residual doméstica no tratada,
procedente de la entrada del EDAR de San Adrian de Bes6s: 12 muestras mensualmente
durante 1994-1995, y 29 muestras tomadas aleatoriamente entre 1996-1999.

Los resultados obtenidos por PCR anidada demostraron la presencia de AdH en 30 de
las 39 muestras de agua residual no tratada tras 30 ciclos de amplificaciéon (76,9%), y en 39 de
las 41 muestras tras realizar PCR anidada (95,12%) en 4 ml de agua (Tabla 2.9.).

Se detect6 ARN de EV en 10 de 36 muestras (27,7%) tras realizar 30 ciclos de
amplificacion, y en 27 de 38 muestras de agua residual (71,05%) por PCR anidada en 2 ml de
agua. Solamente 1 de 15 (6,66%) fue positiva en cultivo celular en 20 ml de agua
(0,7 UFC/ml). Cinco de las 15 muestras inoculadas sobre BGM demostraron una toxicidad
elevada (33,3%), por lo tanto, la presencia de enterovirus infecciosos podria estar
infravalorada.

La presencia de otros patogenos viricos como el VHA se observo en 19 de las 39
muestras estudiadas (48,7%), en 2 ml de agua tras realizar RT-PCR anidada. Una de las
muestras positivas presentaba también AdH, y 13 eran, ademas, positivas para AdH y EV
simultdneamente (Tabla 2.9.) (Figura 2.9.). Las caracteristicas genéticas de algunas de las

cepas del VHA detectadas se describen en el Capitulo 4 de este trabajo.
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TABLA 2.9.
Analisis microbioldgico y virolégico de muestras de agua residual
Muestra Analisis por PCR" Bacteriéfagos™
AdH EV VHA Colifagos Colifagos Fagos de

somaticos F-especificos Bact. fragilis

Primera Anidada Primera Anidada Primera Anidada

28/09/94 + + - - - - 1,0x10° 2,5%10? 4,4x10"
21/10/94 - + - + - + 1,4x10° 1,7x10? 3,3x10"
17/11/94 + + - - - - 7,7%107 2,8x107 6,2x10"
16/12/94 + + - - - - 1,4x10° 9,4x10' 7,4x10'
26/01/95 +(-1) + - - - - 1,3x10° 1,1x10? 3,4x10'
23/02/95 +(-1) + - - - - 8,9x10° 1,1x10? 4,1x10'
31/03/95 - - - - - - 1,9x10° 1,1x10° 2,5x10"
27/04/95 +(-1) + - +(-1) - - 6,6x10° 8,0x10? 4,9x10"
16/05/95 - + +0) + - - 4,0x10° 1,8x10° 2,1x10?
30/06/95 +(-1) + - +(-1) - + 7,0x10° 5,3x10? 3,4x10"
28/07/95 - + - - - +0) 1,2x10° 9,9%10? 8,5x10!
31/08/95 - + - +(-1) - - 9,9x10° 2,1x10° 1,6x10?
12/02/96 +(-2) +(-4) - + - + 5,2x10° 1,0x10° 1,1x10?
24/04/96 +(-2) + - - - - 1,8x10* 2,7x10° 4,8x10'
10/09/96 - + - - - - 1,9x10* 9,4x10° 3,2x10"
17/06/97 +(-1) + - + - + 3,9x10* 3,3x10° 7,0x10'
01/08/97 +(0) + +(-1) + - + 2,3x10* 1,9x10° 8,0x10"
08/08/97 +(0) + - - - - 2,6x10* 2,2x10° 2,0x10'
22/08/97 - + - + - - 5,2x10* 4,3x10° 1,2x10?
25/08/97 - + +(-1) + - - 3,1x10* 2,6x10° 4,0x10'
29/08/97 +(0) + +(0) + - - 6,8x10* 5,7x10° 3,5x10?
29/09/97 +(-1) + +(-1) + - + na na 1,2x10°
07/10/97 +(-1) + - + - +(0) 4,4x10* 2,5x10° 5,3x10
21/10/97 +(-1) + +(-1) + - - 4,8x10* 6,9x10° 2,5%10
28/10/97 +(-1) + na’ na na na na na na

06/11/97 +(-1) + - + - +(0) na na na

11/11/97 +(-1) + na na na na 2,6x10* 1,6x10° 4,6x10'
19/11/97 +(-2) +(-3) +(-1) +(-3) - +(-1) 8,0x10* na na

05/12/97 +(-1) + (-4) +(-1) +(-3) - +(0) 2,7x10* 3,7x10° 1,1x10?
17/12/97 - - - - - - 3,5%10° 2,4x10? 7,7x10"
30/12/97 +(-1) + +(0) + - - 2,0x10* 4,3x10° 1,1x10?
09/01/98 +(0) + - + - + 1,0x10* 4,8x10° 1,1x10?
12/01/98 +(0) +(-2) +(0) + - - 1,0x10* 2,8%x10° 1,2x10?
16/01/98 +(0) +(-1) - + - +(0) 7,0x10° na 5,8x10"
23/01/98 +(0) +(-2) — + - +(0) 1,8x10* na 8,5x10!
02/02/98 +(0) +(2) - + - +(0) 1,9x10* na 8,0x10"
11/02/98 +(0) +(-2) - + - +(0) 1,4x10* na 4,4x10"
25/04/98 +(-1) +(-4) - + - - 1,0x10° 1,0x10° 1,0x10"
22/03/99 +(-3) +(-4) +(-2) +(-4) - +(-2) 2,7x10* 8,2x107 8,0x10"
26/03/99 +(-1) +(-3) +(-1) +(-3) - +(-1) 2,3x10* 8,6x107 1,1x10?
16/04/99 +(-1) +(-4) na na - +(-1) 6,1x10° 2,0x10° 2,0x10"

* Resultados por PCR anidada en 4 ml de agua residual para la deteccion de adenovirus, y 2 ml para enterovirus y virus de la
hepatitis A . Se indica entre paréntesis la Gltima dilucion positiva por PCR. AdH, adenovirus humanos; EV, enterovirus; VHA, virus
de la hepatitis A

® Resultados expresados en UFC/ml de muestra

¢ Datos aportados por J. Méndez y J. Dellundé

4 ha, no analizado
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Figura 2.9.

Electroforesis en gel de agarosa mostrando los resultados obtenidos por PCR para la deteccion de AdH, EV y
VHA en una muestra de agua residual de San Adrian. A) RT-PCR y B) PCR anidada. C—, controles
negativos; C+, controles positivos; M, marcador de peso molecular X174 (Hae III).

Los resultados obtenidos a partir del analisis de las tres muestras de efluente de la planta
nos indican que el tratamiento no elimina completamente los virus, ya que se detectaron AdH

en 2 de las 3 muestras de efluente, y bacteridfagos, en concentraciones similares a las de

muestras no tratadas (Tabla 2.10.).

TABLA 2.10.
Analisis de muestras de agua residual de la salida de la depuradora
Muestra Anilisis por PCR anidada® Bacteriéfagos”*
AdH EV VHA Colifagos Colifagos Fagos de
somaticos F-especificos  Bact. fragilis
12/02/96  + (-1)/+(-3) - - 1,3x10° 1,7x10° 6,2x10'
24/04/96  +(-2)/ + (-4) - - 3,0x10° 9,8x10" 1,4x10°
10/09/96 - - - 7,3x10° 2,4x107 2,3x10'

* Resultados por PCR anidada en 4 ml de agua residual para la deteccion de adenovirus, y 2 ml para enterovirus y virus de la

hepatitis A. Se indica: 1* PCR (limite de deteccion)/2* PCR (limite de deteccion). AdH, adenovirus humanos; EV,
enterovirus; VHA, virus de la hepatitis A

® Resultados expresados en UFC/ml de muestra
¢ Datos aportados por J. Méndez y J. Dellundé

114



Cap.2. La contaminacion viral de las aguas superficiales y residuales

2.3.3.1.1. Concentracion de virus entéricos de origen humano en agua

residual no tratada y en efluente primario

La concentracion de los tres virus de origen humano estudiados en muestras de agua no
tratada se valor6 a partir del experimento de la dilucion limite que da un resultado positivo
por PCR. Se estimd la concentraciéon de AdH y EV en muestras de agua no tratada entre
<1-10 PV/ml y 10* PV/ml. La concentracién de VHA se estimé entre <1-10 EG/ml y 10°
EG/ml (Tabla 2.11.).

En muestras de efluente la concentracion de AdH estimada estaria dentro del mismo
rango que en algunas de las muestras no tratadas, mientras que los niveles de EV y VHA

serian inferiores a 1-10 PV o0 EG/ml.

TABLA 2.11.
Concentracion de virus entéricos de origen humano estimada en las muestras de agua residual
Resultado Reaccion de N° de muestras Porcentaje Concentracion
amplificacion estimada

Primera Anidada

Presencia de AdH | negativo - - 2/41 4,8 <1-10 PV/ml
positivo - + 7/39 17,3 >1-10 — 10* PV/ml
+ + 30/39 76,9 >10% - 10* PV/ml

Presencia de EV | negativo - - 11/38 28,9 <1-10 PV/ml
positivo - + 15/38 39,4 >1-10 — 10° PV/ml
+ + 12/38 31,5 >10° - 10* PV/ml

Presencia de VHA | negativo - - 21/39 53,8 <1-10 EG/ml
positivo - + 19/39 48,7 >1-10 —10* EG/ml

2.3.3.1.2. Analisis estadistico

Se estudid la relacion entre la presencia de virus entéricos de origen humano y los
niveles de los tres bacteriofagos propuestos como indicadores de contaminacion fecal. El
modelo, para cada variable respuesta (AdH, EV y VHA), incluye el logaritmo de las variables
colifagos somadticos, colifagos F-especificos y fagos de Bact. fragilis como variables

explicativas.
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El modelo logistico aplicado no muestra una relacion significativa entre Ln[colifagos
somaticos], Ln[colifagos F-especificos], Ln[fagos de Bact. fragilis] respecto a las variables
binarias AdH y VHA. En cambio EV presenta una relacion estadisticamente significativa con
Ln[colifagos somaticos] y Ln[fagos de Bact. fragilis], que se mantiene en la variable

combinada EV/VHA, con un nivel de significacion del 5% (Tabla 2.12.).

TABLA 2.12.
Relacion entre los parametros microbiolégicos medidos en agua residual

Variable binaria

AdH EV VHA EV/VHA
Tamano de la muestra 33 31 32 31
P valor Ln[somaticos] 0,1788 0,0006* 0,6038 0,0038*
P valor Ln [F-especificos] 0,3605 0,1845 0,9264 0,5347
P valor Ln [fagos Bact. fragilis] 0,4323 0,0179* 0,4967 0,0096*

* Nivel de significacion del 5%

2.3.3.2. Presencia de virus entéricos en agua naturales

Se aplico el método de deteccion molecular para evaluar la presencia de virus entéricos
de origen humano en muestras de aguas naturales con diferentes niveles de contaminacion
fecal:

- muestras de agua del rio Llobregat
- muestras de agua del rio Ter

- muestras de agua de mar
2.3.3.2.1. Contaminacion virica del agua del rio Llobregat

Se analizaron 56 muestras de agua del rio Llobregat, recogidas a la altura del municipio
de Abrera. Las muestras del rio Llobregat presentan unos niveles de coliformes fecales entre
10%-10° ufc en 100 ml. Otras caracteristicas microbioldgicas se resumen en la Tabla 2.2.

Los virus que se detectaron con mayor frecuencia en las muestras analizadas fueron los

AdH. Los resultados obtenidos por PCR anidada demostraron la presencia de AdH en 49 de
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las 56 muestras de agua de rio (87,50%), analizando un volumen de muestra de 2-10 I (Tabla
2.13.). Se detecto ARN de EV por RT-PCR anidada en 23 de 56 muestras (41,07%) en 1-5 1
de agua, mientras que s6lo 8 de 56 (14,28%) mostraron la presencia de particulas infecciosas
sobre células BGM (1-4 UFC en 20 ml de concentrado equivalente a 20-100 1 de agua). Esto
demuestra una sensibilidad superior de la deteccion molecular en comparacion con las
técnicas de cultivo celular. Dos de las muestras que presentaron positividad en cultivo celular
dieron un resultado negativo por PCR anidada (muestras 10/94 y 12/94a), lo que sugiere la
posibilidad de estar detectando particulas infecciosas de otros virus (probablemente reovirus)
que pueden también multiplicarse sobre la misma linea celular.

La presencia del VHA se demostrd en 22 de las 56 muestras estudiadas (39,28%), en 1-
5 1 de agua. Diez de las muestras presentaban también AdH, y el resto eran, ademas, positivas
para AdH y EV simultdneamente (Tabla 2.13.) (Figura 2.10.). Las caracteristicas genéticas

algunas de las cepas del VHA detectadas se describen en el Capitulo 4 de este trabajo.

Agua de rio

Figura 2.10.

Electroforesis en gel de agarosa mostrando los resultados obtenidos por PCR para la deteccion de AdH,
EV y VHA en una muestra del rio Llobregat. A) primera PCR, y B) PCR anidada. C—, controles
negativos; C+, controles positivos; M, marcador de peso molecular ®X174 (Hae III).
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TABLA 2.13.
Analisis de muestras de agua del rio Llobregat
Muestra Analisis por PCR anidada® Analisis por Bacteriologia®
cultivo celular®
AdH EV VHA EV¢ Coliformes fecales*
01/94 + — - 0 19200
02/94 - - - 0 8000
03/94 + 0 108
04/94 + - - 0 100
05/94 + + — 0 0
06/94 + - - 0 1000
07/94 + — - 0 0
08/94 + + + 0 8000
09/94 + + + 0 8000
10/94 + - - 2 4000
11/94 + - + 0 4800
12/94a + - + 0 2000
12/94b + - - 0 na’
12/94¢ + - + 0 na
12/94d + - + 4 na
01/95 + — 0 6800
02/95 + - - 0 1000
03/95 + - + 0 200
05/95 — — - 0 4200
06/95 - - 0 39000
08/95 - - - 0 43000
09/95 + - + 0 3800
10/95 - - - 0 6000
11/95 + — - 0 2400
12/95 + — + 0 3200
02/96 + - - 0 4400
03/96 + + + 0 10000
04/96 + + + 2 1000
05/96 + + — 0 2950
06/96 — — - 0 2800
07/96 + + + 0 16000
09/96 - - - 0 na
10/96 + - + 0 900
11/96 + + + 0 na
12/96 + - + 0 na
02/97 + + + 0 na
02/97 + + - 0 8000
03/97 + + — 0 2000
04/97 + + - 0 15300
05/97 + - + 0 7200
06/97 + + - 1 10500
07/97 + + — 0 2200
08/97 + - + 1 9800
09/97 + + 0 10000
11/97 + + - 0 103000
12/97 + + + 2 63000
01/98 + + - 0 na
02/98 + + + 2 na
03/98 + + + 1 na
04/98 + - - 0 na
07/98 + - 0 na
08/98 + + - 0 na
09/98 + - - 0 na
10/98 + - - 0 na
11/98 + + - 0 na
12/98 + + + 0 na

* Resultados por PCR anidada en 2 ml de concentrado (equivalente a 2—10 1 de agua del rio Llobregat) para la deteccion de
adenovirus, y 1 ml de concentrado para enterovirus y hepatitis A (equivalente a 1-5 1 de agua del rio Llobregat)

® Analisis realizados por J. Méndez, J. Dellundé, L. Mocé y N. Queralt

¢ Resultados por cultivo celular sobre BGM en 20 ml de concentrado (equivalente a 20-100 1 de agua del Llobregat)

4 ufc/100 ml de agua

¢ na, no analizado
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El anélisis estadistico aplicando el modelo logistico indic6 la falta de correlacion entre
la presencia de virus entéricos de origen humano y los coliformes fecales como indice de
contaminacion, ya que en muestras que no presentaban coliformes se demostro la presencia
de AdH y EV (Tabla 2.13.)

La concentracidon de los tres virus estudiados que infectan al hombre en muestras de
agua del rio Llobregat se estimé a partir del experimento de la dilucion limite. Se pudo
estimar que la concentracion de AdH oscilaba entre <1-5 PV/l y 10° PV/L. Los niveles de EV
estarian entre <10' PV/l y 10’ PV/1, y la concentracion de VHA se estimé entre <10' PV/l y
10> PV/1 (Tabla 2.14.). En comparacion con las muestras de agua residual, se ha observado
una disminucion en los niveles de AdH y EV de 3—4 unidades logaritmicas, y de 3 logaritmos

en los niveles del VHA, en el caso de las muestras positivas.

TABLA 2.14.
Concentracion de virus entéricos de origen humano estimada en las muestras de agua del rio Llobregat
Resultado Reaccion de N° de muestras Porcentaje Concentracion
amplificacion estimada

Primera Anidada

Presencia de AdH negativo - - 7/56 12,5 <1-5PV/
positivo - + 29/39 74,3 >1-5-10°PV/l
+ + 8/39 20,5 >10* - 10°PV/I
Presencia de EV negativo — — 33/56 58,9 <10 PV/1
positivo - + 23/56 41,1 >10—-10°PV/I
Presencia de VHA negativo - - 34/56 60,7 <10 EG/1
positivo - + 22/56 39,3 >10 - 10> EG/I

2.3.3.2.2. Contaminacion virica del agua del rio Ter

Se analizaron 10 muestras de agua del rio Ter, recogidas a la altura del municipio de
Cardedeu. Las muestras del rio Ter presentan niveles de contaminacion fecal menores que el
rio Llobregat, siendo los recuentos de coliformes fecales inferiores a 10 ufc en 100 ml. Otras
caracteristicas microbiologicas se resumen en la Tabla 2.2.

Los resultados obtenidos por PCR anidada dieron un resultado positivo para AdH en 6

de las 10 muestras, en 2-10 1 de agua analizada (Tabla 2.15.). Se detect6 la presencia de EV
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por RT-PCR anidada en 4 de 10 muestras en 1-5 1 de agua, mientras que s6lo 1 mostré la
presencia de particulas infecciosas sobre células BGM (1 UFC en 20 ml de concentrado
equivalente a 20-100 1 de agua) (Tabla 2.15.).

La presencia del VHA se detect6 en 2 de las 10 muestras estudiadas, en 1-5 | de agua:
una era, ademas, positiva para AdH, y la otra positiva para AdH y EV por PCR anidada.

De nuevo se ha podido observar que muestras con niveles habituales de coliformes
fecales inferiores a 10 ufc/100 ml presentan concentraciones detectables de AdH, EV o VHA.
La concentracion estimada de AdH a partir de los experimentos de la dilucion limite estaria
entre <1-10 PV/l en las muestras negativas, siendo el maximo 10 PV/l en las muestras
positivas. En el caso de EV y VHA la concentracion maxima estaria entre 1-10 PV o EG por

litro en las muestras positivas.

TABLA 2.15.
Analisis de muestras de agua de rio Ter

Muestras  Anilisis por PCR anidada® Analisis por Bacteriologia®
cultivo celular®

AdH EV VHA EV¢ Coliformes fecales®
01/96 + - +(0) 0 <10
04/96 - - - 0 <10
07/96 - - - 0 <10
03/97 - - - 0 1
06/97 +(0) +(0) +(0) 0 na’
12/97 +(-1)  +(0) - 1 na
03/98 — — — 0 na
07/98 + - — 0 na
10/98 +(0) +(0) - 0 na
12/98 + + — 0 na

* Resultados por PCR anidada en 2 ml de concentrado (equivalente a 10 | de agua del rio Ter) para la
deteccion de adenovirus, y 1 ml de concentrado para enterovirus y hepatitis A (equivalente a 5 | de
agua). Se indica entre paréntesis la Gltima dilucion positiva por PCR anidada.

® Datos apartados por los colaboradores indicados en el apartado 1.2.4.

¢ Resultados por cultivo celular sobre BGM en 20 ml de concentrado (equivalente a 100 1 de agua)

4 ufc/100 ml de muestra

°na, no analizado
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2.3.3.2.3. Contaminacion virica del agua de mar

Se analizaron 23 muestras de agua del mar, recogidas en diferentes puntos a lo largo de
la costa del Barcelonés, en la linea de playa. Estas muestras presentan niveles de coliformes
fecales entre 10" y 10* ufc en 100 ml. Otras caracteristicas microbioldgicas se resumen en la
Tabla 2.2.

La recuperacion de particulas viricas en 14 de las muestras, recogidas entre los meses
de julio y septiembre de 1995, se realizd siguiendo el mismo protocolo aplicado a las
muestras de agua de rio. Los andlisis por PCR anidada dieron resultado negativo para todos
los virus estudiados, aunque se podian detectar EV por RT-PCR en 3 muestras que fueron
suplementadas con Poliovirus tipo 1. Asimismo, ninguna de las muestras dio resultado
positivo sobre células BGM.

Nueve muestras recogidas entre diciembre de 1996 y abril de 1997 se concentraron por
filtracion-elucion sobre filtros de acetato-nitrato de celulosa seguido de elucion y
ultracentrifugacion (apartado 2.2.3.3.). Las muestras 1-4, que presentan niveles de coliformes
fecales del orden de 10* ufc/100 ml fueron tomadas en puntos proximos a la desembocadura
del emisario de San Adrian (Tabla 2.16.). Los resultados obtenidos por PCR anidada dieron
un resultado positivo para AdH en 7 de las 9 muestras, en 50 ml de agua analizada. Se detectd
la presencia de EV por RT-PCR anidada en 4 de 9 muestras en 25 ml de agua. La presencia
del VHA se demostrd en 3 de las 9 muestras estudiadas, en 25 ml de agua: una positiva
también para AdH, y 2 positivas simultineamente para AdH y EV (Tabla 2.16.).

La concentracion maxima de particulas viricas estimada a partir del experimento de la
dilucién limite seria de 2 PV de AdH por ml, y entre 0,4 PV de EV 0 0,4 EG de VHA por ml
en las muestras positivas.

Se ha observado equivalencia entre las muestras positivas para AdH y las muestras
positivas para fagos de Bact. fragilis, excepto en la muestra 8 en que no se detectaron fagos
en 100 ml de agua, mientras que el andlisis por PCR o RT-PCR anidada dio un resultado

positivo para AdH en 50 ml de muestra y para EV en 25 ml de muestra (Tabla 2.16.).
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TABLA 2.16.
Analisis microbioldgico y virologico de muestras de agua de mar

Muestras  Anilisis por PCR anidada®  Bacteriologia®  Bacteriofagos®

AdH EV VHA Coliformes Fagos de
fecales® Bact. fragilis®

1 +(-1) +(0) +(0) 16875 1

2 +(0) - +(0) 13800 na’

3 +(-1) +(0) +(0) 11400 na

4 +(0) - - 24540 na

5 - - - 430 0

6 +(0) - - 220 0,58

7 +(-1) +(0) - 330 1,16

8 +(0) +(0) - 160 0

9 - - - 100 0

* Resultados por PCR anidada en 50 ml de agua de mar para la deteccién de adenovirus, y 25 ml para
enterovirus y hepatitis A. Se indica entre paréntesis la ultima dilucion positiva por PCR anidada.

® Datos proporcionados por J. Méndez y J. Dellundé

°ufc/100 ml de agua

4UFC/100 ml de agua

¢ na, no analizado

2.3.3.3. Variacion anual y estacional de la contaminacion virica en

el ambiente

A partir de los datos obtenidos sobre la prevalencia de los virus entéricos de origen
humano en aguas residuales y superficiales en el periodo 1994—-1999 se ha podido observar la
evolucion anual y estacional de la contaminacion virica del medio.

Los datos obtenidos indican diferencias en los niveles de contaminacion viral entre las
muestras de diversos origenes, detectando niveles superiores de los tres virus de origen
humano estudiados en aguas residuales, y los niveles inferiores en las muestras del rio Ter,
donde el factor de dilucion es mayor. Los AdH se encuentran con mayor frecuencia en
cualquier tipo de medio (Figura 2.11.).

Se construyeron tablas de contingencia, y mediante el analisis estadistico exacto de
Fisher se comprobd que no existian diferencias significativas entre la prevalencia de AdH y
VHA en agua residual y en el agua del rio Llobregat, encontrando diferencias en la

prevalencia de EV en ambos medios.
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Figura 2.11.

Prevalencia de AdH, EV y VHA en aguas superficiales y residuales.

Teniendo en cuenta los datos obtenidos a partir del estudio de la contaminacién virica
del rio Llobregat, se ha podido apreciar una disminucién en todos los pardmetros viricos
estudiados durante el afio 1995. AdH se detectaron en un 93% de las muestras durante 1994,
reduciéndose hasta el 60% en 1995, seguido de una recuperacion para llegar a ser positivas el
100% de las muestras en 1997 y 1998 (Figura 2.12.).

En el caso de EV, se observo una disminucion en 1995 pasando de ser detectado ARN
por PCR en un 20% y enterovirus infecciosos en un 13,3%, a no detectarse en ninguna
muestra durante 1995. Posteriormente los niveles alcanzaron un maximo en 1997 con un
81,8% de las muestras positivas por PCR, y un 27,2% de las muestras con enterovirus

infecciosos sobre células BGM (Figura 2.12.).
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Evolucién de la contaminacion virica del rio Llobregat entre 1994 y 1998.

Los niveles de VHA observados en el rio Llobregat durante todo el periodo oscilan
entre un 30 y un 50% (Figura 2.12.), con un minimo durante 1995 que coincide con valores

minimos en la tasa de incidencia registrada durante el mismo ano (Figura 2.13.).

% VHA LLobregat 60 N° casos/10° hab
—a— 50 | r8 —o—
40 | --
30
20 -

10 1

0 0
1994 1995 1996 1997 1998
Afo

Figura 2.13.
Evolucioén en la tasa de incidencia de la hepatitis A y de la prevalencia del VHA en agua del rio Llobregat durante el periodo
1994-1998.

Considerando todos los datos combinados sobre la prevalencia de AdH, EV y VHA
obtenidos de los andlisis de las muestras de aguas residuales y aguas naturales superficiales,
se ha podido observar su evolucion estacional (Figura 2.14.). Nuestros datos sugieren que los

tres parametros estudiados aparecen durante todos los meses del afio (Figura 2.14.A.), si bien
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se puede apreciar una mayor frecuencia en la deteccion de AdH y VHA en los meses mas

frios, y EV ligeramente mas abundante en verano (Figura 2.14.B.).
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Variacion estacional de la contaminacion virica del medio acuatico (datos combinados a partir de todas las muestras).
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2.4. DISCUSION

Una gran cantidad de virus de origen humano se excretan a través de las heces y la orina
de individuos infectados. Estos llegan a las aguas residuales y se dispersan en el medio,
pudiendo llegar a contaminar posibles fuentes de abastecimiento de agua y alimentos que se
convierten en focos potenciales de nuevas infecciones. En estos medios la concentracion de
virus suele ser habitualmente muy baja. En muchos brotes de enfermedades de transmision
hidrica presumiblemente de origen virico, es dificil identificar el agente etioldgico debido a la
falta de métodos lo suficientemente sensibles y fiables. En este capitulo se ha descrito una
metodologia basada en técnicas moleculares para la deteccion de virus entéricos de origen
humano que son excretados al medio ambiente. El procedimiento descrito se ha aplicado al
estudio de muestras de aguas superficiales con diferente grado de contaminacién (aguas
residuales, aguas de rio y de mar), y se ha modificado para facilitar su aplicacion en
laboratorios de Salud Publica y empresas interesadas en el control microbiologico del agua.

La concentracion de particulas viricas a partir de las muestras de agua supone el
desarrollo de técnicas lo mas simple posibles que permitan la méxima eficiencia, evitando la
recuperacion de moléculas inhibidoras de las subsiguientes reacciones enzimaticas que nos
permitiran detectar el genoma virico. Las muestras de agua residual analizadas del area
metropolitana de Barcelona contienen una alta concentracion de material fecal, por lo que no
se requiere la concentracion de grandes volimenes para poder analizar los diversos
parametros viricos. El método aplicado basado en la recuperacion de los virus adsorbidos a
materia organica, elucidon y posterior concentracion por ultracentrifugacién en un pequeiio
volumen puede ser aplicado a muestras con diversos grados de contaminacion fecal,
permitiendo ademds la eliminacidon de sustancias inhibidoras de la PCR que suponen un
problema muy comun en el analisis de muestras ambientales (Kopecka y col., 1993; Wilson,
1997). Estudios previos demostraron un porcentaje de recuperacion de Poliovirus tipo 1 a
partir de aguas residuales de un 70% (Puig y col., 1994).

En muestras con niveles medios o bajos de contaminacién (muestras de agua de rio y
mar), sin embargo, es necesario una concentracion primaria. La recuperacion de virus por

filtracion-elucion sobre filtros electropositivos (Sobsey y Jones, 1979; Sobsey y Glass, 1980)
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seguido de floculacidon organica, ha sido aplicado en estudios ambientales (APHA, 1995;
Vidal y col., 1997; Abbaszadegan y col., 1999) y en nuestros trabajos se obtuvieron buenos
resultados en aguas de rio. La utilizacion de extracto de carne favorece la elucion de los virus
a partir de los filtros electropositivos (Sobsey y Jones, 1979; Sobsey y Glass, 1980), pero
puede interferir con los métodos moleculares de deteccion si no se elimina posteriormente
durante la concentracion secundaria (Schwab y col., 1995), o bien durante la extraccion de
acidos nucleicos utilizando GuSCN (Gilgen y col., 1997).

Este mismo método aplicado a muestras de agua de mar no dio resultados positivos. La
adsorcion de las particulas viricas a la superficie de los filtros microporosos depende del pH,
la concentracion salina, los niveles de materia orgéanica en suspension, las caracteristicas de
las particulas viricas, y probablemente otros factores (Oshima y col., 1995; Lukasik y col.,
2000). Estudios previos habian demostrado su eficiencia en la recuperacion de reovirus pero
no de enterovirus (Muscillo y col., 1994; Patti y col., 1996). Alternativamente la filtracion-
elucion sobre filtros de acetato-nitrato de celulosa (Sinton y col., 1996) aplicado a este tipo de
muestras proporcionaba resultados satisfactorios en la recuperacion de bacteriofagos de
bacterias entéricas (N. Contreras, comunicacion personal), y segun nuestros datos permitia
también la recogida de virus entéricos de origen humano (Pina y col., 1998¢), simplificando
considerablemente la concentracion primaria de muestras de agua de mar.

En cualquier caso, la concentracion final de particulas viricas por ultracentrifugacion a
partir de cualquier tipo de muestra requiere un equipamiento muy costoso, que en muchos
casos no es asequible a laboratorios pequefios. Una alternativa seria la recuperacion de
particulas viricas por ultrafiltracion, aunque la colmatacion de los filtros suele ser rapida y el
caudal de filtracion pequefio. Los datos obtenidos en este estudio indican que la recuperacion
de particulas viricas a partir de pequefios volimenes por ultrafiltracion podria sustituir al
método convencional de concentracion por ultracentrifugacion en andlisis rutinarios,
pudiendo reducir asi considerablemente el gasto en equipamiento. La aplicacion de técnicas
de ultrafiltracion habia demostrado ser eficiente en la recuperacion de virus entéricos a partir
de agua de mar (Patti y col., 1996) y aguas potables (Soule y col., 2000), permitiendo una
reduccion del titulo de poliovirus de >6 log en ciertas soluciones (Oshima y col., 1995).

El procedimiento de extraccion de acidos nucleicos descrito por Boom y col. en 1990,
fue escogido a partir de estudios previos en que se compararon varios métodos (Puig y col.,
1994). Este método utiliza el GuSCN para la desnaturalizacion de las cépsides proteicas y

ribonucleasas. Los acidos nucleicos libres se adsorben sobre la superficie de particulas de
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silice, lo que permite que puedan ser lavados para eliminar sustancias inhibidoras. La elucién
final permite la méxima recuperacion de acidos nucleicos (ADN o ARN) de una forma simple
y barata, en un tiempo maximo de 2 h.

Los iniciadores utilizados para la deteccion de adenovirus, escogidos a partir de
estudios previos (Allard y col., 1990; Allard y col., 1992; Girones y col., 1993; Puig y col.,
1994), permiten detectar todos los serotipos de adenovirus humanos. Cuando se utilizan de
forma combinada para realizar PCR anidada se puede llegar a detectar el ADN
correspondiente a una particula virica, y han demostrado una gran especificidad (Allard,
1992; Pina y col., 1998c). Asimismo los iniciadores especificos de enterovirus permiten la
deteccion de 24 serotipos de enterovirus (Puig y col., 1994) con un nivel de sensibilidad de
10°-10" UFC, que segiin lo estimado corresponderia 1-10 particulas viricas. Estos resultados
concuerdan con los datos obtenidos por otros autores utilizando la PCR anidada para el
analisis de muestras clinicas (Severini y col., 1993). Segun esto, la sensibilidad obtenida por
el método de deteccion molecular seria de 100 a 1000 veces superior a la proporcionada por
las técnicas clasicas de cultivo celular (Puig y col., 1994; Gilgen y col., 1997; Puig y col.,
2000).

La deteccion de virus entéricos de origen humano por las técnicas moleculares
desarrolladas proporciona la maxima sensibilidad y especificidad, y permite obtener datos
reales sobre la prevalencia de estos patogenos en el ambiente, solucionando asi las
limitaciones técnicas que suponen el aislamiento de muchos de estos virus sobre lineas
celulares. En estudios previos realizados en aguas residuales y aguas de rio, se aislaron sobre
lineas celulares una gran cantidad de reovirus y enterovirus, siendo los adenovirus los menos
prevalentes (Irving y Smith, 1981; Sellwood y col., 1981). No obstante es dificil conseguir
multiplicar y aislar muchos adenovirus ya que sobre misma linea pueden ser infectada por
mas de un virus, y los de crecimiento lento son subestimados cuando existen virus de
crecimiento mas rapido (Irving y Smith, 1981; Sellwood y col., 1981; Tani y col., 1995). La
utilizacion de varias lineas celulares para el aislamiento e identificacion de diversos virus
supone, un coste muy elevado y no garantiza la obtencién de resultados fiables (Irving y
Smith, 1981; Tani y col., 1992; Tani y col., 1995). Muchos virus, ademas, no producen efecto
citopatico y su deteccion e identificacion final implicaria la utilizacion de técnicas
inmunologicas o moleculares (Van Loon y col., 1999; Grabow y col., 1999). La utilizacion de
forma combinada el cultivo celular seguido de RT-PCR para facilitar la deteccion de virus de

crecimiento lento o que no producen efecto citopatico, puede reducir los efectos de los
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inhibidores de la PCR y permite ademas el andlisis de volumenes mayores de muestra
(Chapron y col., 2000), aunque implica una mayor complejidad de la técnica y un aumento en
el coste econdomico.

Segun nuestros datos el nimero de muestras positivas para adenovirus humanos es mas
alto que lo descrito en trabajos previos (Sellwood y col., 1981; Tani y col., 1992; Tani y col.,
1995) debido a la mayor sensibilidad de la técnica utilizada frente al cultivo celular (Girones
y col., 1993; Puig y col., 1994; Pina y col., 1998c), y aparecen con mas frecuencia que los
EV. Se detectaron AdH en un 95% de las muestras de agua residual, un 87% de las muestras
del rio Llobregat, un 60% de las muestras del rio Ter, y un 77% de las muestras de agua de
mar recogidas en puntos con elevados niveles de contaminacion fecal. Los estudios realizados
a partir de muestras con elevado contenido en material fecal de origen animal corroboran los
estudios previos que habian indicado la posibilidad de detectar alguna cepa de origen animal
por PCR utilizando solamente los iniciadores externos (Allard, 1992). La utilizacién
combinada de los dos pares de iniciadores, sin embargo, asegura la deteccion de adenovirus
de origen exclusivamente humano.

De forma clasica, siguiendo los métodos estandar generalmente aceptados, se han
estado utilizando los enterovirus detectados sobre lineas celulares como indice de la presencia
de otros virus entéricos humanos. Varios estudios han demostrado que la mayoria de los
enterovirus aislados a partir de muestras ambientales sobre lineas celulares serian cepas de
poliovirus de origen vacunal (Lucena y col., 1986; Sellwood y col., 1995; Grabow y col.,
1999). En Espaiia, al igual que en muchos otros paises, la vacuna oral contra la poliomielitis
se administra actualmente en nifios en edades muy tempranas (2, 4 y 15 meses), lo que limita
la dispersion de los virus en el ambiente, ya que se eliminan en los pafiales y son tratados
como residuos solidos. La ultima dosis de virus atenuados que acostumbra a administrarse a
los 6 afios de edad normalmente no se multiplica en el intestino. Esto podria influir en una
disminuciéon de las cepas vacunales circulantes. En ocasiones, ademas, la titulacion de EV
infecciosos no es posible debido a la toxicidad elevada de las muestras. Recientemente se han
descrito métodos alternativos al método clasico de titulacion sobre monocapas de células
BGM, que permiten el recuento de enterovirus adsorbidos sobre filtros de nitrato de celulosa
(Papageorgiou y col., 2000), simplificando considerablemente su enumeracion.

Diversas razones apoyan la hipotesis que los adenovirus humanos detectados por PCR
podria ser considerado como un indice de contaminacion fecal virica de origen humano mejor

que los enterovirus:
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1. Su origen es exclusivamente humano, excretdndose en grandes cantidades a través de las
heces y la orina, y no se multiplican en el ambiente.

2. Los adenovirus y el VHA son mas estables en el ambiente que los enterovirus, y mas
resistentes a la radiacion ultravioleta y procesos de tratamiento de depuracion (Irving y Smith,
1981; Peterson y col., 1983; Enriquez y col., 1995; Gantzer y col., 1998).

3. El alto nimero de muestras positivas para adenovirus y otros virus de origen humano, y
negativas para enterovirus en cualquier ambiente. (Irving y Smith, 1981; Puig y col., 1994;
Pina y col., 1998c; Vantarakis y Papapetropoulou, 1998 y 1999).

4. La deteccion de adenovirus humanos por PCR anidada proporciona informacion sobre la
calidad virologica del agua de forma rapida (aproximadamente 48 h), siendo la técnica mas
sensible y especifica.

La deteccion de ARN gendémico de EV por RT-PCR anidada resulta, ademas, mas
compleja debido a la necesidad de pasar por un proceso de sintesis de ADNc. Este paso
implica una manipulacion adicional de la muestra que hace aumentar el riesgo de
contaminaciones cruzadas. La ausencia de EV en una muestra no se relaciona en muchos
casos con la ausencia de otros virus como el VHA.

Se compararon las concentraciones de colifagos somaticos, colifagos F-especificos y
fagos de Bacteroides fragilis con la cantidad de virus de origen humano detectados por PCR
en muestras de agua residual. Se encontr6 correlacion significativa entre la presencia de virus
humanos (EV y VHA) respecto a la presencia de colifagos somaticos y fagos de Bact. fragilis.
Estos datos son consistentes con los estudios realizados por Gantzer y col., en 1998, que
habian demostrado una correlacion significativa entre la concentracion de colifagos somaticos
y fagos de Bact. fragilis y la presencia de enterovirus infecciosos o la presencia de ARN
gendmico de enterovirus. La falta de correlacion observada entre AdH respecto a los demas
parametros es probablemente debida a la elevada prevalencia en todas las muestras
analizadas.

El estudio de las muestras de agua de rio confirma la falta de correlacion entre
coliformes fecales y la presencia de virus de origen humano determinados por PCR, ya que
muestras con valores inferiores a 10 ufc/100 ml dieron resultado positivo para AdH, y EV o
VHA. Los indicadores bacterianos utilizados normalmente, presentan limitaciones para
asegurar la ausencia de parésitos y virus en el medio (Bosch y col., 1986; Nasser y col., 1993;
Wyer y col., 1995). La determinacion de la presencia de enterovirus infecciosos sobre células

BGM no proporciona la suficiente sensibilidad para ser aceptado como indice de la presencia
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de otros virus, como se deduce del bajo porcentaje de muestras positivas (9 muestras con 1-4
UFC/20-100 1 de agua de 66 muestras de agua de rio analizadas), en comparacion con la
deteccion de ARN de EV por RT-PCR anidada (27 muestras positivas de 66 muestras de agua
de rio analizadas). Estos resultados son probablemente debidos a la mayor eficiencia del
método, la deteccion de particulas no infecciosas que no se multiplican en cultivo celular pero
que son detectadas por técnicas moleculares (Gantzer y col., 1998), y a la presencia de cepas
no citopatogénicas (Grabow y col., 1999).

Aungque los virus entéricos son excretados al ambiente en grandes cantidades (de 10° a
10" particulas por gramo de heces), una gran proporcion son particulas no infecciosas. En
cultivos celulares se ha observado una relacion entre particulas formadoras de
calvas/particulas fisicas de 1:100 a 1:1000. Los virus excretados al medio estan sometidos a
procesos de inactivacion natural que afectan a su supervivencia y estabilidad de la particula
virica (Schwartzbrod, 1991; Girones y col., 1989a; Girones y col., 1989b). Estos se deben
principalmente a factores fisicos (luz, temperatura, fenomenos de adsorcidon, agregacion,
presion hidrostatica), quimicos (pH, metales pesados, oxigeno disuelto, iones) y bioticos,
entre los que encuentran la actividad de ciertas bacterias y algas, depredacion y la naturaleza
del propio virus.

Se ha estudiado la estabilidad a lo largo del tiempo de Poliovirus tipo 1 en agua residual
y en PBS a 20°C, demostrando que el titulo por PCR se mantiene igual que el inicial en
cualquier medio hasta los dos meses después de iniciar el experimento (Capitulo 5).

La deteccion de EV, VHA o cualquier otro virus con genoma de ARN demuestra en
cualquier caso la presencia de ARN virico encapsidado, puesto que el ARN libre seria
rapidamente degradado (Limsawat y Ohgaki, 1997; Kopecka y col., 1993). Se ha descrito la
presencia de enzimas con actividad endorribonucleasa asociada con ciertos virus de ARN de
origen animal, que seria también responsable de la inactivacion virica sin afectar a las
capsides (Kolakofsky y Altman, 1978; Denoya y col., 1978a; Denoya y col., 1978b; Scodeller
y col, 1984). EI ADN al ser mas estable podria persistir durante més tiempo en el ambiente.
Jiang y Paul en 1995, demostraron la presencia de ADN libre en ecosistemas marinos como
parte del ADN filtrable.

La deteccion molecular por amplificacion enzimatica puede servir como indice de la
presencia de virus pero no implica necesariamente que sean particulas infectivas, indica en
cualquier caso una fuente de contaminacion viral y un riesgo potencial (Abbaszadegan y col.,

1999). El riesgo de infeccion real que supone la presencia de virus en el ambiente es dificil de
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predecir, y esto implica el conocimiento de la dosis infecciosa minima. Los datos disponibles
indican que para algunos virus de origen humano, entre los que se encuentran los enterovirus,
dosis de 1-2 UFC podrian producir una infeccion. El riesgo anual de infeccion por enterovirus
se ha estimado en 1:10000 personas, suponiendo una concentraciéon de 1 UFC/1000 1 de agua
de bebida y asumiendo una ingestion de 2 I/persona/dia (Gerba y Haas, 1988).

Los datos recogidos durante el periodo 1994-1999 permiten observar la evolucion
estacional y anual de los pardmetros viricos estudiados. Estos sugieren que los tres virus
estudiados aparecen durante todos los meses del afio, si bien se puede apreciar una mayor
frecuencia en la deteccion de AdH y VHA en los meses mas frios, y EV ligeramente mas
abundante en verano. Estos datos concuerdan con la bibliografia en cuanto a la distribucion
temporal de los casos de hepatitis A declarados a lo largo del afio, que muestra una
acumulacion hacia finales del invierno (Dominguez y col., 1995). En cuanto a los EV,
estudios anteriores habian demostrado una mayor frecuencia en aguas superficiales durante
los meses de verano y otofio (Sellwood y col., 1981; Krikelis y col., 1985; Carducci y col.,
1995; Hovi y col., 1996). Diversos factores quimicos, fisicos y microbiologicos afectan a la
estabilidad y supervivencia de las particulas viricas en el medio acudtico, entre ellos las
variaciones estacionales en la temperatura del agua (las bajas temperaturas del agua durante
los meses frios aumentan el tiempo de supervivencia de los virus) (Geldenhuys y Pretorious,
1989; Gantzer y col., 1998) y los periodos de lluvias (Hurst, 1991).

Los resultados obtenidos a partir del analisis periddico de muestras del rio Llobregat
entre 1994 y 1998 sugieren la existencia de oscilaciones anuales de la contaminacion viral,
encontrandose un minimo en el afio 1995. Estudios previos habian apuntado a la posibilidad
de aparecer patrones ciclicos en la incidencia de ciertas infecciones viricas, que dan lugar a
afios de altos niveles de aislamientos precedidos por afios de bajos niveles de virus (Walter y
col.,, 1982). La dindmica para cada virus es diferente. En el caso del VHA, los registros
sanitarios describen un minimo en la tasa de incidencia de la enfermedad durante el afio 1995
en Catalufia y una recuperacion posterior (Departament de Sanitat i Seguretat Social, 1991-
2000). Las infecciones por AdH o EV son mas dificiles de documentar debido a la gran
cantidad de casos asintomaticos, casos cuyo agente etioldgico no ha sido identificado y a que
las enfermedades que causan no son de declaracion obligatoria (Gerba y Haas, 1988; Hovi y
col., 1996).

La utilizacion de las técnicas moleculares en estudios ambientales proporciona

informacion muy valiosa a tiempo real sobre la incidencia de las infecciones viricas en la
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poblacion, que de otra forma no podrian identificarse. La utilizacion de la PCR como
herramienta habitual aplicada al control viroldgico de las aguas superficiales requiere la
aplicacion de normas de trabajo estrictas para evitar falsos negativos y contaminaciones
cruzadas, y personal especializado. Alternativamente la PCR es una herramienta que permite
obtener datos epidemiologicos muy valiosos, como puede ser el estudio de la variabilidad de
cepas de un virus que circulan entre la poblacion (Pina y col., 1998b; Pina y col., 2000;

Bofill-Mas y col., 2000) y que se discutiran en los capitulos 4 y 5 de este trabajo.
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Cap. 3. Deteccion de virus entéricos de origen humano en moluscos bivalvos

3.1. INTRODUCCION

Numerosos brotes infecciosos de origen virico estan relacionados con el consumo de
moluscos bivalvos que han crecido en aguas contaminadas, principalmente hepatitis A y
gastroenteritis por virus de Norwalk.

La falta de métodos estandarizados que permitan el control virolégico de los moluscos
bivalvos hace necesario el desarrollo de estrategias que hagan posible el estudio de la
contaminacion virica, de forma sencilla y rapida, que no supongan un elevado coste
econdmico y que puedan ser aplicables de forma rutinaria por laboratorios de diagnoéstico.

Con el propdsito de controlar esta problematica, se ha establecido una normativa para
controlar la calidad sanitaria de las aguas destinadas a la producciéon, asi como la
reglamentacion técnico—sanitaria que fija las normas aplicables a la produccién y
comercializacion de moluscos bivalvos vivos destinados al consumo humano directo o a la
transformacion previa a su consumo (Directiva del Consejo 91/492/CEE; Real Decreto
308/1993 y 571/1999), y que se describe en el Capitulo 1 de esta memoria. Sin embargo esta
legislacion unicamente contempla pardmetros bacterianos, que no son de ningun modo
descriptivos de la calidad virologica de las muestras en cuestion. Esto ha conducido a la
evaluacion de indicadores alternativos, entre ellos, virus de origen humano (enterovirus y
adenovirus humanos) (Pina y col., 1998c) y los bacteridfagos de bacterias entéricas (Lucena y
col., 1994; Doré y col., 2000; Muniain-Mujika y col., 2000).

El estudio de la contaminacion virica de los moluscos bivalvos requiere la aplicacion de
métodos facilmente reproducibles y que demuestren la maxima eficiencia, Unicamente
conseguido con las técnicas moleculares. Esto supone varias limitaciones:

i)  La recuperacion de particulas viricas. Se han propuesto numerosos métodos para la
extraccion y concentracion de bajas cantidades de virus a partir de los tejidos de
moluscos bivalvos, la mayoria muy complejos. Estos incluyen la elucion con soluciones
acidas (Sobsey y col., 1978) o basicas (Atmar y col., 1993; Lees y col., 1994; Héfliger y
col., 1997; Pina y col., 1998c), floculacion organica (Lucena y col., 1991), precipitacion
con polietilenglicol (Lees y col., 1994; Atmar y col., 1995), junto con la adicién de

polielectrolitos (Atmar y col., 1995) o tratamientos con freén para eliminar sustancias
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iii)

inhibidoras (Lees y col., 1994), y concentracion por ultracentrifugaciéon (Pina y col.,
1998c¢) o ultrafiltracion (Sobsey y col., 1978; Lees y col., 1994).

La extraccion de acidos nucleicos. Junto con el primer paso debe ser capaz de eliminar
las sustancias inhibidoras que podrian interferir en el proceso de deteccion. Varias
aproximaciones han utilizado la digestion con proteinasa K, seguido de extraccion con
fenol y precipitacion con etanol y bromuro de cetilmetilamonio (CTAB) (Schwab y col.,
1998); extraccion mediante lisis con guanidinium isotiocianato y recuperacion de los
acidos nucleicos por adsorcion sobre soportes de silice (Lees y col., 1994; Pina y col.,
1998c).

La técnica de deteccion de virus. Debe proporcionar la maxima sensibilidad y
especificidad, y permitir la deteccidon y/o identificacion de virus en el minimo tiempo
posible. Se han propuesto varias estrategias, entre ellas la ampliacién enzimatica por

RT-PCR o PCR, seguido de hibridacién con sondas especificas o PCR anidada.

En este capitulo se describe la adecuacion de la metodologia descrita en el Capitulo 2 al

estudio de la contaminacion virica de los moluscos bivalvos. Los objetivos planteados en este

capitulo son:

*

Desarrollar una metodologia lo més simple posible para recuperar las particulas viricas a
partir del tejido de moluscos bivalvos, y que permita, ademas, la eliminacion de sustancias

inhibidoras de los procesos de deteccion posteriores.
Valorar la eficiencia de la recuperacion y deteccion de virus a partir de muestras dopadas.

Aplicar la metodologia desarrollada para detectar virus patdégenos de origen humano en

moluscos bivalvos.
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3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. ESTUDIO DE MUESTRAS DE MEJILLONES DE
MERCADO

Para valorar inicialmente la posibilidad de aplicar la metodologia descrita en el Capitulo
2 de este trabajo al estudio de la contaminacion virica de los moluscos bivalvos, se utilizaron
muestras de mejillones de mercado que tedricamente cumplieran la normativa de la Union
Europea en cuanto a niveles bacterianos maximos para ser considerados aptos para el

consumeo.

3.2.1.1. Valoracion de la eficiencia en recuperacion de virus a

partir de tejido de mejillon

Para el estudio inicial se tomaron 3 muestras de mejillones depurados comerciales
(Mytilus galloprovincialis). Los animales se limpiaron externamente con agua y etanol antes
de proceder a su apertura en condiciones asépticas.

Se homogeneizaron 50 g de mejillon con una batidora descartando el liquido
intervalvar, y se doparon con Poliovirus tipo 1 (10° UFC/g de tejido), incubando durante de 30
min a temperatura ambiente en agitacion. Los virus adsorbidos se eluyeron con 50 ml de
tampon glicina 0,25 M pH 9,5 en hielo durante 30 min en agitacion. Tras la adicion de 20 ml
de PBS 2x, los so6lidos en suspension se separaron por centrifugacion a 48.400 xg (centrifuga
Beckman J2-21, rotor JA20) durante 30 min. Las particulas viricas contenidas en el
sobrenadante (aproximadamente 40 ml) se recuperaron por ultracentrifugacion a 229.600 xg
durante 1 h a 4°C, y fueron finalmente resuspendidas en 100 ul de PBS.

Paralelamente se realizo el mismo tratamiento a los mejillones sin dopar siguiendo el

método descrito.
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La extraccion de acidos nucleicos a partir de los concentrados viricos se realizdo como se
describe en el apartado 2.2.5.1., y se realizaron diluciones decimales seriadas de la suspension
obtenida para evaluar el limite de deteccion por amplificacion enzimatica.

La deteccion molecular de Poliovirus tipo 1 en las muestras de mejillones de mercado
suplementadas o no con virus, se realizdé como se describe en el Capitulo 2 (apartado 2.2.5.),

analizando el equivalente a 0,5 g de tejido por reaccion.

3.2.2. ESTUDIO DE MUESTRAS DE MOLUSCOS BIVALVOS
NATURALES

3.2.2.1. Muestras de bivalvos naturales

Para el estudio de muestras de bivalvos naturales se recogieron 4 muestras de mejillones
(M. galloprovincialis) y 1 muestra de almejas (Mercenaria mercenaria) en la bahia de Alfacs
del delta del Ebro. Se tomaron, ademas, 2 muestras de mejillones en la zona costera de Gava.
Las muestras se conservaron a 4°C y se transportaron inmediatamente al laboratorio para su
procesamiento. Los animales se limpiaron externamente con agua y etanol antes de proceder a

su apertura en condiciones asépticas.

3.2.2.2. Recuperacion de virus a partir de muestras naturales

Se homogeneizaron 100 g de tejido con una batidora, descartando previamente el
liquido intervalvar. Los virus adsorbidos se eluyeron con 200 ml de tampoén glicina 0,25 M
pH 10+0,2 en agitacion orbital durante 30 min. Tras la eliminacion de los sélidos en
suspension por centrifugacion a 2500xg (centrifuga Beckman J2-21, rotor JA10) durante 15
min a 4°C, se recogid el sobrenadante que se ajustd a pH 7+0,2 con HCI 35% (clarificado-1),
y se reservd 100 ml de esta suspension para posteriores analisis. El resto (aproximadamente
200 ml) se centrifug6 a 48.400 xg (centrifuga Beckman J2-21, rotor JA20) durante 45 min a
4°C, y se recogio el sobrenadante (clarificado-2) para el analisis de virus de origen humano.
Las particulas viricas contenidas en 8 ml de clarificado-2 se recuperaron por

ultracentrifugacion a 229.600 xg durante 1 h a 4°C, y fueron finalmente resuspendidas en 200
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ul de PBS, obteniendo un concentrado virico de aproximadamente 300 ul, que se conservo a —

80°C hasta el momento de su analisis.

3.2.2.3. Indicadores clasicos de contaminacion

3.2.2.3.1. Coliformes fecales

Se mezclaron 50 g de tejido homogeneizado con 50 ml de PBS durante 20 min en
agitacion. Se hicieron diluciones decimales en solucion tamponada Ringer '4. El recuento de
coliformes fecales en las muestras de moluscos bivalvos naturales se realizd siguiendo

métodos estandarizados (APHA, 1995). Estos andlisis fueron realizados por Frangoise Lhoest.

3.2.2.3.2. Enterovirus infecciosos

La determinacion de la presencia de enterovirus infecciosos se realizd basicamente
como se indico en el apartado 2.2.4.1. Se inocul6 5 ml de clarificado-2 (equivalente a 2 g de
tejido) previamente descontaminado con cloroformo, sobre células BGM creciendo en placas
de cultivo de 56,7 cm? (92x21 mm) (1 ml 0 0,5 ml por placa), que se incubaron 60 min a 37°C
en una atmosfera con un 5% de CO; para permitir la adsorcion virica. Pasado este tiempo se
eliminod el indculo y se cubrieron las células con medio MEM suplementado con 1,5% de
bicarbonato sddico, 2 mM de L-glutamina, 200 U/ml de penicilina, 200 ng/l1 de estreptomicina
y 0,7% de agar purificado. Las placas se incubaron durante 5 dias a 37°C en una atmosfera
con un 5% de CO,. Pasado este tiempo se retird el medio, y se afiadié una solucion colorante

fijadora.

3.2.2.4. Deteccion molecular de virus de origen humano

3.2.2.4.1. Extraccion de dacidos nucleicos

La extraccion de acidos nucleicos se realizd basicamente por el método de Boom
(Boom y col., 1990) con algunas modificaciones. De manera breve: a partir de 300 pl de

concentrado virico se realizaron 3 extracciones en paralelo, utilizando para cada una 950 ul de
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tampon de lisis, 60 pl de suspension de particulas de silice y 100 pl de concentrado virico.
Seguidamente se realizaban dos lavados consecutivos con 1 ml de tampon de lavado, dos
lavados consecutivos con 1 ml de etanol 70% frio, y un lavado con acetona. La solucion de
acidos nucleicos final se obtenia por elucion con 50 ul de tampon de elucion. La suspension
de acidos nucleicos recuperada a partir del primer tubo se ajustaba a 50 ul y se utilizaba para
la elucién de los acidos nucleicos del segundo tubo, repitiendo la misma operacion para la
elucion de los 4cidos nucleicos del tercer tubo. Asi pues, a partir de 300 pl de suspension de
particulas viricas se obtenian 50 pl de solucidon de 4acidos nucleicos, que se analizaban

inmediatamente o bien se conservaban a —20°C hasta el momento del anélisis.

3.2.2.4.2. Amplificacion enzimdtica

El procedimiento seguido para la deteccion de AdH, EV y VHA en moluscos bivalvos
se basa en el descrito en el Capitulo 2 con algunas modificaciones para poder analizar el
equivalente a un mayor volumen de tejido.

La mezcla de reaccion para la reaccion de transcripcion inversa contenia 25 ul de la
solucion de 4cidos nucleicos, 1,5 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3 a 25°C), 50 mM KCl
(tampoén 1T 1%, Perkin-Elmer), 50 nmol de cada desoxinucledtido trifosfato y 100 pmol del
iniciador externo Ent2 o VHA2. La mezcla de reaccion se incub6 a 95°C durante 5 min para
desnaturalizar el ARN, y seguidamente se afiadieron 50 pmol de DTT, 50 U de inhibidor de
ARNasas y 250 U de transcriptasa inversa del virus de la leucemia murina de Moloney
(MMLV-RT). El volumen de reaccion final fue de 50 pl. La sintesis de ADNc se realizd a
42°C durante 30 min, seguido de una incubacion a 95°C 5 min para desnaturalizar los
enzimas.

La reaccion de amplificacion a partir de ADNc se hizo en un volumen total de 100 pl
que contenian 50 pl de la solucion de ADNc, 1,5 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3 a
25°C), 50 mM KCI (tampoén II 1x, Perkin-Elmer), 100 pmol del iniciador externo Entl o
VHALI, y 4 U de AmpliTaq” ADN polimerasa (Perkin-Elmer). Asimismo, cuando se partia de
ADN adenovirus, la reaccion de amplificacion se realizaba en un volumen total de 100 pl que
contenian, 25 pul de solucion de acidos nucleicos, 1,5 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3 a
25°C), 50 mM KCI (tampoén II 1x, Perkin-Elmer), 25 nmol de cada desoxinucleétido
trifosfato, 8 pmol de los iniciadores externos especificos de adenovirus humanos hexAA1885

y hexAA1913,y 4 U de AmpliTaq” ADN polimerasa (Perkin-Elmer).
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La mezcla de reaccion se incubd en un termociclador programable GenedAmp PCR
System 2400 (Perkin-Elmer). En el primer ciclo de amplificacion la desnaturalizacion se llevo
a cabo a 94°C durante 3 min, seguido de 30 ciclos de amplificacion. Las condiciones fueron,
desnaturalizacién a 92°C durante 90 s, hibridacion del iniciador a 55°C durante 75 s y
extension a 72°C durante 90 s. Tras los 30 ciclos se realizé una extension final a 72°C durante
5 min.

La PCR anidada se realizd bajo las mismas condiciones descritas en el apartado
2.2.5.33.

Los resultados se analizaron por electroforesis horizontal en gel de agarosa y tincion

con bromuro de etidio (apartado 2.2.5.3.5.).
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3.3. RESULTADOS

3.3.1. VALORACION DE LA EFICIENCIA DE LA
RECUPERACION Y DETECCION DE VIRUS A PARTIR
DE MEJILLONES DOPADOS

Para evaluar la eficiencia del método de recuperacion de particulas viricas y deteccion
molecular inicial se realizaron pruebas preliminares con mejillones de mercado en las que se
afiadieron 10° UFC de Poliovirus tipo 1 por gramo, que se procesaban en paralelo junto con
las muestras sin dopar.

Las muestras de mejillones en las que se afiadieron virus dieron resultado positivo por
RT-PCR anidada en 0,5 g de tejido. Los resultados obtenidos a partir del analisis de
diluciones decimales demostraron un nivel de deteccion de 1 UFC en 0,5 g de tejido analizado
en la reacciéon (10°~10° PV en 0,5 g), que es 2xlog inferior en comparacién con la sensibilidad
estimada a partir de las suspensiones de Poliovirus tipo 1 control (10? UFC/reaccion, 1-10
PV/reaccion) (Tabla 3.1.). Las muestras de mejillones sin dopar dieron resultado negativo

para la presencia de enterovirus.

TABLA 3.1.
Valoracion de la eficiencia del método de recuperacion y deteccion de virus a partir
de mejillones de mercado dopados

Diluciéon del ARN UFC/reaccion Estoc de Poliovirus tipo 1 Mejillén dopado®
RT-PCR PCR anidada RT-PCR PCR anidada

directa 10° + + + +
10" 10* + + + +
10 10° + + + +
102 10° + + + +
10 10! + + - +
10° 10° + + - +
10 10" - + - -
107 10 - + - -
10°® 10° - — - -

*Resultado del andlisis de 0,5 g de tejido en la dilucion directa
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A partir de estos resultados se decidio mejorar el método de recuperacion de particulas
viricas utilizado (apartado 3.2.1.1), introduciendo dos pasos de clarificacion del concentrado
por centrifugacion para eliminar material en suspension. Se modificé también el protocolo de
extraccion de acidos nucleicos y de deteccion molecular de virus para poder analizar un
mayor volumen de tejido por reaccion. Estas modificaciones se ensayaron en moluscos

bivalvos naturales.

3.3.2. CONTAMINACION VIRICA DE LOS MOLUSCOS
BIVALVOS NATURALES

Se analizaron moluscos procedentes de dos areas con diferente grado de contaminacion
de acuerdo con la informacion facilitada por el Centro Nacional de Acuicultura.

Todas las muestras de mejillones procedentes del Delta del Ebro (punto 1) dieron un
resultado negativo para los virus de origen humano estudiados. Los niveles de coliformes
fecales oscilaban entre 10% y 10* ufc/100 g (Tabla 3.2.), siendo <6000 ufc/100 g en el 50% de
las muestras estudiadas como corresponde a una zona clasificada como de categoria B.

Las muestras de mejillones de Gava, recogidas en una zona cercana a la salida de un
emisario submarino, y una muestra de almejas procedente del punto 2 del Delta del Ebro,
presentaron niveles detectables de AdH y EV en 3,6 g de tejido, y valores de coliformes

superiores a 10* ufc/100 g (Tabla 3.2.), caracteristicos de una zona muy contaminada.

TABLA 3.2.
Parametros estudiados en moluscos bivalvos
Punto de Muestra Especie Analisis por PCR anidada® Coliformes fecales®
AdH EV VHA
Delta del Ebro #1 mejillon — - - 27500
(punto 1) #2 mejillon - - - 5500
#3 mejillon - - - 75000
#4 mejillon - - - 200
#5 mejillon - - - na
Gava #6 mejillon + + - 22000
#7 mejillon + + — 30000
Delta del Ebro #8 almeja + + - 48000
(punto 2)

* Resultado del andlisis de 3,6 g de tejido para cada virus.
°ufe/100 g de tejido. Datos aportados por F. Lhoest
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Para evaluar la posible presencia de inhibidores de la reacciéon de amplificacion, se
suplementaron 5 muestras que previamente habian dado un resultado negativo para EV con
Poliovirus tipo 1 (10" UFC/g), y con 10° UFC/ml de clarificado-2 en una muestra de Gava. El
andlisis por PCR permiti6 detectar ARN en todas las muestras dopadas con una sensibilidad
de 10" UFC/reaccion equivalente a 10—100 particulas (Tabla 3.3.). Este resultado es similar al
obtenido cuando se analizaban muestras de agua residual dopadas (Capitulo 2). Estos datos
sugieren la ausencia de inhibidores de la reaccion de amplificacion, y una eficiencia superior
del método de concentracion y deteccion aplicado respecto al los primeros estudios realizados

con mejillones de mercado.

TABLA 3.3.
Valoracion de la eficiencia del método de recuperacion y deteccion de virus a partir
de mejillones naturales dopados

Diluciéon del ARN UFC/reaccion Estoc de Poliovirus tipo 1 Mejillon dopado®

RT-PCR PCR anidada RT-PCR PCR anidada

directa 10° + + - +
10 107! - + - +
102 102 - + - -
107 102 - - nt® nt

*Resultado del analisis de 3,6 g de tejido en la dilucion directa
® nt, no testado

Todas las muestras mostraron una toxicidad elevada cuando fue inoculado sobre células
BGM el equivalente a 2 g de tejido, por lo que no se pudo evaluar la presencia de enterovirus

infecciosos.
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3.4. DISCUSION

En los ultimos afios el interés por evaluar y controlar la contaminacion virica de los
moluscos bivalvos ha conducido al desarrollo y aplicacion de diversos métodos de
recuperacion de las particulas viricas a partir de sus tejidos, y al desarrollo de estrategias para
valorar el riesgo sanitario que representan para la salud.

El analisis de la contaminacion virica de los moluscos bivalvos requiere en primer lugar
de un método de recuperacion de virus suficientemente eficiente, lo cual suele ser el paso
limitante. En este trabajo se ha desarrollado una metodologia de gran simplicidad que permite
la extraccion y concentracion de los virus acumulados por los moluscos bivalvos, que esta
basado en la elucion utilizando tampdn glicina, clarificacion y posterior recuperacion por
ultracentrifugacion. Estudios posteriores han confirmado que la utilizacion del tampon glicina
0,25 M a pH 10 como eluyente proporciona los mejores resultados frente a otros eluyentes
aplicados en previos estudios (Muniain-Mujika y col., 2000), como el tampdén borato con
extracto de carne (Lucena y col., 1994) o el tampodn glicina 0,25 M a pH 7,5 (Sobsey y col.,
1978). La utilizaciéon del tampon glicina a pHs bésicos como eluyente ha sido descrito
comunmente en varios estudios, aunque seguido de precipitacion o floculacion posterior
(Atmar y col., 1993; Lees y col., 1994; Héfliger y col., 1997).

Los ensayos realizados sobre células BGM demostraron una elevada toxicidad de las
suspensiones viricas, haciendo imposible el recuento de enterovirus infecciosos. El problema
de la elevada citotoxicidad de los extractos de moluscos bivalvos y similares habia sido
descrito previamente, pudiendo reducirse con la utilizacion de floculantes (Metcalf y col.,
1980; Seidel y col., 1983), lo que supone un encarecimiento y una mayor complejidad de la
técnica. De cualquier manera el cultivo celular no proporciona la suficiente sensibilidad ni
rapidez requerida en ensayos rutinarios, como se discutio ya en el Capitulo 2 de este trabajo,
facilitada inicamente por las técnicas moleculares.

El mayor obstaculo para la aplicacion rutinaria de técnicas de amplificacion molecular
de 4cido nucleicos es la presencia de inhibidores de la reaccion (Wilson, 1997). Algunos de
los inhibidores presentes en los tejidos de los moluscos bivalvos son polisacaridos (Atmar y

col., 1993). El método de extraccion de acidos nucleicos que utiliza GuSCN aplicado ha sido
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evaluado por otros autores, demostrando una mayor eficiencia en la eliminacion de
inhibidores frente a otros métodos testados (Puig y col.,, 1994; Lees y col., 1994). La
utilizacion de glicina combinado con la extraccion de &cidos nucleicos utilizando GuSCN
consigue eliminar eficientemente los inhibidores presentes en los concentrados de moluscos
bivalvos. Puesto que se ha demostrado, ademas, que los virus tienden a ser acumulados en el
tracto digestivo (Schwab y col., 1998), la utilizacion de solamente este dérgano en los andlisis
podria reducir la concentracioén de inhibidores.

La eficiencia del método de extraccion y deteccion molecular aplicado se evalu6 a partir
de muestras de mejillones naturales dopados, y es similar a lo observado cuando se analizaban
muestras de agua residual suplementadas con virus (Capitulo 1; Puig y col., 1994; Pina y col.,
1998c). La aplicacion de la metodologia desarrollada al andlisis de muestras naturales ha
permitido la deteccion de AdH y EV en muestras de mejillones y almejas procedentes de
zonas muy contaminadas, analizando 3,6 g de tejido. La sensibilidad observada fue de 10™
UFC/g de tejido, lo que equivale a 10-100 particulas teniendo en cuenta la proporcion de
particulas infecciosas/no infecciosas de 100-1000 (Puig y col., 1994). Esta sensibilidad es
superior a la obtenida en otros estudios que oscilaba entre 1 UFC/g y 10 UFC/g de tejido
(Jaykus y col., 1996; Hsieh y col., 1999). El método desarrollado constituye una herramienta
para evaluar la contaminacion virica de los moluscos bivalvos.

Las muestras de mejillones naturales analizados presentaron niveles de coliformes
fecales caracteristicos de zonas moderadamente y muy contaminadas. La normativa vigente
unicamente considera los coliformes como pardmetro indicador (Directiva del Consejo
91/492/CEE; Real Decreto 308/1993 y 571/1999). Sin embargo, varios trabajos han
demostrado que el control sanitario de los moluscos bivalvos deberia contemplar algin
parametro virico, ya que diversos brotes infecciosos de etiologia virica se han relacionado con
el consumo de moluscos que cumplian con los niveles bacterianos establecidos por la
normativa (Chalmers y McMillan, 1995; Doré y col., 2000). Esta situacion es debida en
ocasiones a que los procesos de depuracion de los moluscos bivalvos que se aplican
cumpliendo la normativa, son capaces de reducir la contaminacion bacteriana pero no
eliminan eficientemente los virus (Schwab y col., 1998), que siguen constituyendo un riesgo
sanitario. Varios grupos de bacteriofagos de bacterias entéricas han sido propuestos como
posibles indicadores alternativos a los coliformes, entre ellos los colifagos F-especificos
(Dor¢ y col., 2000) y los fagos de Bacteroides fragilis (Lucena y col. 1994; Muniain-Mujika y

col,, 2000). Su utilizaciobn como modelo podrian representar una ventaja en términos
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econdmicos para muchos laboratorios de analisis rutinarios, aunque sus limitaciones (Capitulo
1) supondrian la necesidad de combinar varias alternativas. El principal inconveniente en
ambos casos es que no presentan un origen exclusivamente humano, y en el caso de los fagos
de Bact. fragilis, ademas, la baja concentracion en que se encuentran en las aguas residuales.
Los resultados presentados en este estudio aportan datos sobre la eficiencia superior de
las técnicas moleculares frente a los ensayos en cultivo celular que se habian estado o
aplicando hasta el momento, por lo que se deberia considerar el test de deteccion molecular de
adenovirus humanos como posible indice de la presencia de virus humanos como
contaminantes de los moluscos bivalvos, aunque son necesarios estudios mas extensos que se

estan desarrollando en la actualidad.
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Cap.4. Epidemiologia molecular del virus de la hepatitis A

4.1. INTRODUCCION

La hepatitis A es una enfermedad de distribucion mundial, que puede presentarse en
forma de casos esporadicos o bien en brotes epidémicos. Se transmite por via fecal-oral o por
contacto persona-persona. Dada la capacidad del virus para sobrevivir en el ambiente durante
largos periodos, se producen brotes por el consumo de agua y alimentos consumidos crudos o
poco cocinados y que han estado en contacto con aguas contaminadas (vegetales y moluscos
bivalvos), asi como alimentos manipulados por personas infectadas.

Recoger datos epidemiologicos acerca de cualquier enfermedad es dificil, y mas atn si
como en el caso de la hepatitis A se producen casos leves o asintomdticos que pasan
inadvertidos y no estan registrados en los boletines epidemioldgicos. Estudios
seroepidemioldgicos han demostrado una seroprevalencia del 15-100% en la poblacion
general de diferentes regiones, y se estima que cada afio aparecen 1,5 millones de casos
(World Health Organization, 2000). La incidencia de la hepatitis A en una comunidad esta
relacionada directamente con los niveles de higiene y saneamiento, y con las condiciones
socioeconomicas. Asi pues, en regiones de endemicidad media, donde los estandares
sanitarios han mejorado en las ultimas décadas, y en paises desarrollados se ha producido un
cambio en el patron epidemioldgico, observandose una reduccidn en los niveles de circulacion
del VHA entre la poblacion infantil, y la aparicion de una poblacion creciente de individuos
no inmunes. Esta situacion tiene importantes implicaciones en la morbilidad y mortalidad, ya
que el aumento de las personas que llegan a la edad adulta sin haber estado en contacto con el
virus sugiere un aumento en la incidencia de la infeccion grave por hepatitis A clinica y sus
posibles complicaciones.

En Catalufia desde el afio 1990, la hepatitis A se considera una enfermedad de
declaracion individualizada obligatoria. La tasa de morbilidad en la ultima década ha oscilado
entre un 11,7 por 100.000 habitantes en 1990 y un 2,8 por 100.000 habitantes en 1995. En los
ultimos afos se ha observado un aumento de la incidencia alcanzando una tasa de 8,3 en 1998
(Departament de Sanitat i Seguretat Social, 1991-1998), siendo la seroprevalencia de un
67,8% en la poblacioén general con un 5% de seropositivos en el grupo de 5 a 14 afios de edad

(Bruguera y col., 1999).
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Aunque los datos clinicos son todavia numerosos, no se ha documentado en nuestra
region la variabilidad genética de las cepas del VHA circulantes en la poblacién. Se han
descrito mas de un centenar de cepas del VHA que se han distribuido en 7 genotipos (I, II, III
y VII de origen humano, y IV, V y VI aislados de primates no humanos) que difieren en un
15-25% en la region gendmica estudiada (Robertson y col., 1992). En general la secuencia de

nucleotidos y aminoécidos esta altamente conservada.

En este capitulo de la tesis se ha estudiado la epidemiologia de la infeccion por VHA en
nuestra region. Los objetivos planteados han sido los siguientes:
% Deteccion ¢ identificacion de las cepas del VHA que circulan en el ambiente.
% Identificacion de cepas del VHA que producen casos clinicos.

% Secuenciacion y analisis filogenético de los virus detectados.
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4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. IDENTIFICACION DEL VHA EN EL AMBIENTE

Para estudiar la diversidad de cepas del VHA circulantes en la poblacion y que son

excretadas al ambiente se tomaron muestras de agua de diversos origenes:

- Aguaresidual urbana de la entrada del EDAR de San Adrian de Besos.
- Agua del rio Llobregat a su paso por el municipio de Abrera.
- Agua del rio Ter a su paso por el municipio de Cardedeu.

- Agua de mar de diferentes puntos del litoral de la comarca del Barcelonés.

Las caracteristicas de estas muestras y su procesamiento se describen en el Capitulo 2

de este trabajo.

4.2.2. IDENTIFICACION DEL VHA EN PACIENTES CON
HEPATITIS AGUDA

Se seleccionaron 14 muestras de suero humano procedentes de pacientes con hepatitis
aguda de tipo A que habian acudido al hospital durante la primera semana de sintomas de la
enfermedad. Estas muestras fueron tomadas entre 1989 y 1999 en el servicio de urgencias del
Hospital General Universitario Valle de Hebron de Barcelona, y fueron cedidas por la Dra. M.
Buti. El patrén clinico de los pacientes fue analizado por el personal de dicho hospital, y se
realizd mediante ensayos inmunoenzimaticos comerciales (Abbott, North Chicago, IL) para la

deteccion de IgM anti-VHA.
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4.2.3. DETECCION Y CARACTERIZACION DE ARN-VHA EN
MUESTRAS DE AGUA AMBIENTALES Y SUEROS
HUMANOS

4.2.3.1. Extraccion de acidos nucleicos y amplificacion enzimatica

La extraccion de ARN se realizd6 por el método de Boom (Boom y col., 1990),
utilizando guanidinium isotiocianato para la lisis de las particulas viricas y adsorcion de los
acidos nucleicos sobre particulas de silice. A partir de la suspension de ARN se realizaba una
dilucién 1:10 en tampon de elucion.

La reacciéon de transcripcion inversa contenia 5 pl de la solucion de ARN
(correspondiente a 0,2 o 2 ml de agua residual, de 0,1 a 5 1 de agua de rio, 2,5 0 25 ml de agua
de mar, 0,5 o 5 ul de suero), y se realizé como se indica en el apartado 2.2.5.3. En todas las
pruebas de deteccion se utilizaron los iniciadores que amplifican un fragmento de la region
5’NTR y VP1/2A (Tabla 4.1.). Los resultados se analizaron por electroforesis en geles de

agarosa al 3% (p/v) y tincion con bromuro de etidio.

TABLA 4.1.
Iniciadores utilizados para la amplificacion del virus de la hepatitis A por RT-PCR anidada
Regién  Posicion® Nombre Tm (°C)’ Tamaiio del Secuencia®
producto
5’NTR 332-352 VHA1 64 368 bo 5’-TTGGAACGTCACCTTGCAGTG-3’
680-700 VHA2 64 5’-CTGAGTACCTCAGAGGCAAAC-3’
371-391 neVHALI 58 290 bo 5’-ATCTCTTTGATCTTCCACAAG-3’
641-661 neVHA2 64 5’-GAACAGTCCAGCTGTCAATGG-3’
332-351 VHA1ld 62 376 bo 5’-TTGGRACGTCDCCTTGCAGT-3’
689-708 VHA2d 65 5’-AAATGCCCCTGRGTACCTCAG-3’
644-661 neVHA2d 57 290 bo 5>-GWAMWGTCCAGCWDYHAATGG-3’
VP1/2A  2906-2929 HHA1 59 532 bo 5’-TGCAAATTAYAAYCAYTCTGATGA-
3416-3438 HHA2 61 5-TTTCTGTCCATTTYTCATCATTC-3’
2940-2960 HHA3 48 436 bo 5-TTYAGTTGYTAYTTGTCTGT-3’
3357-3376 HHA4 55 5’-TCAAGAGTCCACACACTTC-3’

# La posicion corresponde a la secuencia de la cepa HM-175 del VHA (Cohen y col., 1987b)
® La temperatura de fusion se calculd segtn la ecuacion Tm = 4x (n° pares GC) + 2% (n° pares AT)
‘R=A0G;D=G,A0T; W=A0T;Y=CoT;M=A0C;H=A,ToC
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En todos los anélisis se siguieron las medidas de control basicas que se describen en el
apartado 2.2.5.3.4. para reducir la posibilidad de contaminacidon cruzada con moléculas de

ADN amplificado producto de reacciones previas, y para evitar falsos negativos.

4.2.3.1. Purificacion de fragmentos de ADN

La metodologia aplicada para la purificacion de fragmentos de ADN amplificado en
solucion o a partir de geles de agarosa se eligid en funcion de las caracteristicas del ADN y de
su concentracion: electroelucion en sacos de didlisis, y el kit de purificacion de productos de

PCR QIAquick (Qiagen).
4.2.3.1.1. Purificacion de fragmentos de ADN por electroelucion

Este método se utilizo en el caso de que el ADN producto de PCR no formara en el gel
de agarosa una tnica banda sino que aparecieran bandas accesorias.

El volumen total de ADN amplificado obtenido por PCR anidada se sometia a
electroforesis en un gel de agarosa al 3% (2% NuSieve GTG-1% Seakem ME, FMC.,

Bioproducts) en TBE 1%, que se habia preparado con los pocillos lo suficientemente grandes

para poder albergar toda la muestra. Los fragmentos de ADN se separaron en un campo
eléctrico a 100 V. durante aproximadamente 1 h. Pasado este tiempo, el ADN se tifi6 en una
solucion de bromuro de etidio 0,5 pg/ml durante 15-30 min. Las bandas se visualizaron en un
transiluminador de luz ultravioleta Fotodyne. El fragmento de agarosa que contenia el ADN
de interés se escindia con ayuda de un bisturi, y se procedia a extraer el ADN por
electroelucion. Para esto, el fragmento se disponia en un tubo de didlisis con un volumen
apropiado de TBE 0,5% (500 pl por centimetro), y una vez cerrado, se aplicaba un campo
eléctrico a 80 V en tampon TBE 0,5% durante 1 h. La completa elucion del ADN a partir del
gel de agarosa se comprob6 en el transiluminador.

Pasado este tiempo se recuperaba el ADN en solucidon en un microtubo. Para limpiar el
ADN se realizaban un lavado con un volumen de fenol (pH 8), mezclando por inversion y se
centrifugaba 2 min a 16.000 Xg. Una vez recuperada la fase acuosa en un microtubo, se
realizd un lavado con un volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) de la

misma manera, y se continu6 con un lavado con un volumen de cloroformo. EI ADN se
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precipitaba con etanol absoluto y 0,3 M de acetato sodico pH 5,5 a —20°C durante
aproximadamente 12 h, y se secd al vacio (Speed-Vac SC100). El ADN precipitado se
resuspendid en 30 pl de agua bidestilada estéril, y se guardaba a —20°C para posteriores

analisis.

4.2.3.1.2. Purificacion de fragmentos de ADN producto de PCR utilizando el
kit QlAquick (Qiagen)

Este método se utilizd en el caso de que el ADN producto de PCR formara en el gel de
agarosa una sola banda, sin que aparezcan bandas inespecificas. El método de purificacion
esta basado en la capacidad de los acidos nucleicos para unirse sobre membranas de gel de
silice en un medio con alta concentracion de sales (Vogelstein y col., 1979). Esto permite
realizar una serie de lavados para eliminar iniciadores y nucledtidos no incorporados, y
enzimas, y posteriormente eluir el ADN. La recuperacion suele ser de un 90-95% del ADN
(de 100 a 10 kb) (QIAquick Spin Handbook, Qiagen).

El procedimiento seguido fue el indicado por el fabricante. Brevemente, el ADN
producto de PCR en solucién se mezcldé con 5 volimenes del tampén PB (QIAgen), y se
dispuso en el tubo que contenia la membrana se silice. Tras centrifugar las muestras a

16.000 xg durante 1 min para permitir la uniéon del ADN a la membrana, se realiz6 un lavado
con 750 pl de tampon PE (QIAgen), y se volvid a centrifugar 2 min a 16.000 Xg para eliminar

los materiales no adsorbidos sobre la membrana. Finalmente el ADN se eluia con 30 ul de

TrisHCI pH 8,5, y se guardaba a —20°C para analisis posteriores.

4.2.3.2. Cuantificacion de la concentracion de ADN purificado

La cuantificacion de la concentracion del ADN purificado recuperado en solucion se
realizd en un gel de agarosa por comparacion con un patrén de ADN de concentraciones
conocidas. Se realizaron diluciones seriadas de ADN del fago ®X174 digerido con Hae III,
utilizado normalmente como patrén de peso molecular, y se cargaron en un gel de agarosa al
3% volumenes que contenian 250 ng, 125 ng, 62,5 ng, 31,25 ng y 15,62 ng del ADN patron,
junto con alicuotas de diluciones seriadas del ADN que se queria cuantificar. Los fragmentos

de ADN se separaron en un campo eléctrico y posteriormente se tifieron en una solucion de

158



Cap.4. Epidemiologia molecular del virus de la hepatitis A

bromuro de etidio. Las bandas se visualizaron y se registraron utilizando el sistema
ImageMaster*VDS (Pharmacia-Biotech). La concentracion de ADN en las muestras se
calculdé por comparacion de la intensidad de las bandas en cada diluciéon en relacion con la

intensidad de las bandas del ADN patron de tamafio molecular mas aproximado.

4.2.3.3. Reaccion de secuenciacion del ADN

La secuencia de nucledtidos de las dos cadenas del ADN amplificado se obtuvo
utilizando el sistema ABI PRISM™ Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction con
AmpliTaq® ADN polimerasa FS (Perkin-Elmer, Applied Biosystems), siguiendo las
instrucciones del fabricante. En todos los casos la reaccion de secuenciacion se realizo en un
volumen total de 10 pl que contenian 1,6 pmol del iniciador correspondiente neVHAIL o
neVHA?2 y aproximadamente 10 ng del ADN a analizar. La reaccion se llevaba a cabo en un
termociclador programable GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer) durante 25 ciclos de
desnaturalizacion a 96°C durante 10 s, hibridacion del iniciador a 50°C durante 5 s y extension
a 60°C durante 4 min. E1 ADN producto de la reaccion se precipitd con etanol 95% y acetato
sodico 0,3 M pH 5,5 durante 10 min en hielo. Tras centrifugar el ADN durante 20 min a
20.000 xg a temperatura ambiente, se lavaba con 125 pl de etanol 70%, y se secaba al vacio
en una centrifuga Speed-Vac SC100 durante 10 min. Las secuencias se analizaban en el
secuenciador automatico ABI PRISM™ 377 (Perkin-Elmer, Applied Biosystems; Servicios

Cientifico-Técnicos, UB).

4.2.3.4. Analisis de las secuencias

Las secuencias de nucleotidos obtenidas se compararon con aquellas contenidas en los
bancos de datos GenBank y EMBL (European Molecular Biology Library) utilizando el
programa BLASTN v.2.0.8 (Genetics Computers Group, Md., Wis.) (Altschul y col., 1997), y
se alinearon con los fragmentos homologos de las demas cepas de VHA mediante el programa
CLUSTALW v.1.8 (Thompson y col., 1994). El sombreado de los alineamientos para resaltar
las diferencias entre las secuencias se realizd con el programa GeneDoc v.2.5.000.

El estudio de la relacion filogenética entre las cepas detectadas y las demas cepas

descritas y depositadas en los bancos de datos se realizo utilizando diversos programas
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incluidos en el paquete PHYLIP (Felsenstein, 1993). La matriz de distancias genéticas se
calculd con el programa DNADIST por el método de la maxima verosimilitud. El arbol
filogenético se calculd a partir de la matriz de distancias con el programa NEIGHBOR
v.3.573c, utilizando el algoritmo UPGMA. La representacion grafica se hizo con el programa
TREEVIEW v.1.5 (Page, 1996).

Los nimeros de acceso de las secuencias de nucledtidos de las cepas de VHA

depositadas en el GenBank se recogen en la Tabla 4.2.

TABLA 4.2.
Secuencias de VHA utilizadas en el analisis filogenético
Cepa virica Lugar de Origen Genotipo N’ acceso Referencia
aislamiento y afio GenBank
HM-175 Australia, 1976 Humano 1B M14707 Cohen y col., 1987b
HM-175/24a -~ Humano IB M59810 Lemon y col., 1991
(células FRhK-4)
HM-175/43¢ =~ -—------- Humano 1B M59809 Lemon y col., 1991
(células FRhK-4)
HM-175/18f - Humano 1B M59808 Lemon y col., 1991
(células BS-C-1)
HM-175/TMK5 = —-———mm-- Humano 1B M16632 Cohen y col., 1987a
(células AGMK)
HAF-203 Brasil, 1992 Humano 1B AF268396  No publicado
MBB Norte de Africa, 1978 Humano 1B M20273 Paul y col., 1987
L-A-1 China Humano 1B AF314208  No publicado
LA USA, 1975 Humano IA K02990 Najarian y col., 1985
HAS-15 USA, 1979 Humano 1A X15464 Sverdlov y col., 1987
GBM Alemania, 1976 Humano 1A X75215 Graff'y col., 1994
CR326 Costa Rica, 1960 Humano 1A M10033 Linemeyer y col., 1985
FG Italia, 1985 Humano 1A X83302 Beneduce y col., 1995
FH1 Japon, 1998 Humano 1A AB020567  No publicado
FH2 Japén, 1998 Humano 1A AB020568  No publicado
FH3 Japon, 1998 Humano 1A AB020569  No publicado
AH1 Japon, 1998 Humano 1A AB020564  No publicado
AH2 Japon, 1998 Humano 1A AB020565  No publicado
AH3 Japon, 1998 Humano 1A AB020566  No publicado
CF53 Francia, 1979 Humano 11 M63025 Brown y col., 1991
PA21 Panama, 1980 Aotus trivirgatus 1A M63026 Brown y col., 1991
CY145 Filipinas, 1988 Macaca fascicularis v M59286 Nainan y col., 1991
AGM-27 Kenia, 1985 Cercopithecus aethiops A% D00924 Tsarev y col.,, 1991

160



Cap.4. Epidemiologia molecular del virus de la hepatitis A

4.3. RESULTADOS

4.3.1. CARACTERIZACION DE CEPAS DEL VHA A PARTIR
DE MUESTRAS AMBIENTALES

Para estudiar la diversidad de cepas del VHA circulantes en la poblacion se estudid la
secuencia del ADN amplificado producto de PCR anidada, obtenido a partir de las muestras
de agua residual, agua de rio y agua de mar descritas en el Capitulo 2. Se detect6 ARN del
VHA en 44 de las 128 muestras analizadas (34,3%) (Tabla 4.3.), y se estudio la secuencia de
la region amplificada del extremo 5’NTR en 27 muestras y de la region del VP1/2A en 16

muestras.
TABLA 4.3.

Deteccion del VHA en muestras de agua ambientales por RT-PCR anidada
Tipo de muestra N° muestras analizadas Presencia de VHA" N° muestras secuenciadas
Agua residual 39 19 18
Agua del rio Llobregat 56 21 9
Agua del rio Ter 10 2 2
Agua de mar 23 2 2

Total 128 44 31

# Muestras positivas en: 4 ml de agua residual, 1-5 | de agua de rio, 25 ml de agua de mar

4.3.1.1. Region 5S’NTR

Las secuencias obtenidas de la region 5’NTR se compararon entre si y con la de la cepa
HM-175 utilizada como control positivo, observandose un grado de identidad del 94,75-

99,1% (Figura 4.1.; Tabla 4.4.).

161



Resultados

400 * 420 * 440 * 460 * 480
Hl;.l— % ;36 g-}- 94 GGGTAGGCTACGGGTGAAACCTCTTAGGCTAATACTTCTATGAAGAGATGCCTTGGATAGGGTAACAGCGGCGGATATTGGTGAGTTGTTAAG
L1-05/00/ 04 . e et e e e e e e e e e e
SR=21 /00794 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
B e I 1
SA=30/06/905 . e e e e e e e B e e et e e e e e
SR=28/07/ 95 e e e e e e e e e e Y
L1-04/00/ 05 ottt ittt e e e e e e e e e e e e e e e e e
B R I 1 T
b R o 1
D I - - e
M=11/02/97D AL .ttt e e e e e e e e e e e e e e e e Tt ettt e [
L1-24/02/97
L1-21/05/97
SA-17/06/97
T-18/06/97
L1-06/08/97
SA-07/10/97
SA-06/11/97
SA-19/11/97
SA-05/12/97
L1-31/12/97
SA-09/01/98
SA-16/01/98
SA-23/01/98
SA-02/02/98
SA-11/02/98
L1-25/02/98
SA-22/03/99
SA=26/03/99 e e e e e e Y
* 500 * * * *
Hl;.l— % ;36 g-}- 94 ACAAAAACCATTCAACGCCGGAGGACTGACTCTCATCCAGTGGATGCATTGAGTGGATTGACTGTCGGGGCTGTCTTTAGGCTTAATTCCAGA
L1-05/00/04 .. e e e e e e e e )
SA-21/10/ 94 . e P
L1-15/00/04 oot e e e e e e e T
SA-30/06/95 ... [P T....A......... C....T..... CT....
SA-28/07/95 .. [P T....A......... C....TC....CT....
L1-04/00/05 o ittt it e e e e e e e e P
LL-18/012/ 05 oottt e e e e e e e e P
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D I I - - N P
M-11/02/97b
L1-24/02/97
L1-21/05/97
SA-17/06/97
T-18/06/97
L1-06/08/97
SA-07/10/97
SA-06/11/97
SA-19/11/97
SA-05/12/97
L1-31/12/97
SA-09/01/98
SA-16/01/98
SA-23/01/98
SA-02/02/98
SA-11/02/98
L1-25/02/98
SA-22/03/99
SR=26/03/90 e Ao, C....T..... C.....
580 * 600 * 620 *
HM-175/c+ CCTCTCTGTGCTTGGGGCAAACATCATTTGGCCTTAAATGGGATTCTGTGAGAGGGGATCCC 248
L1-05/09/94 A 248
SA-21/10/94 248
L1-15/11/94 248
SA-30/06/95 248
SA-28/07/95 248
L1-04/09/95 248
L1-18/12/95 248
T-17/01/96 248
M-11/02/97a 248
M-11/02/97b 248
L1-24/02/97 248
L1-21/05/97 248
SA-17/06/97 248
T-18/06/97 248
L1-06/08/97 248
SA-07/10/97 248
SA-06/11/97 248
SA-19/11/97 248
SA-05/12/97 248
L1-31/12/97 248
SA-09/01/98 248
SA-16/01/98 248
SA-23/01/98 248
SA-02/02/98 248
SA-11/02/98 248
L1-25/02/98 248
SA-22/03/99 248
SA-26/03/99 248
Figura 4.1.

Alineacion de la secuencia de nucledtidos de la region del 5S’NTR (248 nt) de las cepas del VHA detectadas en muestras de
agua ambientales respecto a la cepa HM-175 utilizada como control. Se indican sélo las diferencias.
SA, muestra de agua residual; L1, muestra de agua del rio Llobregat; T, muestra del rio Ter; M, agua de mar.

162



Cap.4. Epidemiologia molecular del virus de la hepatitis A

En 9 de las 28 muestras estudiadas (31%) la secuencia de nucleétidos diferia de la cepa
control solamente en los nucledtidos 551 y 591 (G en la cepa control, A en las cepas
ambientales) (99% de identidad). Dieciocho cepas presentaban entre 3 y 13 sustituciones en el
fragmento de 248 nt estudiado, entre las que se encontraban siempre las de los nucledtidos
551y 591 (Figura 4.1.).

Las secuencias se compararon con las regiones homologas de 23 cepas del VHA
caracterizadas previamente. En 13 muestras la cepa identificada era un 99,5-100% idéntica a
la cepa HM-175/wt. Se identificaron 5 variantes de la cepa MBB con un 96,7-99,5% de
identidad, 4 variantes de la cepa FG con un 97,9-98,7% de identidad, 1 variante de las cepas
FH3 con un 99,1% de identidad, y 4 variantes de las cepas GBM y LA con un 97,9-100% de
identidad. Segun estos datos, las muestras de agua ambientales contienen cepas del VHA

pertenecientes a los genotipos A y IB.

TABLA 44.
Comparacion con las cepas ambientales con otras cepas de VHA en la region del 5’NTR (248 nt)
Identidad con la cepa control Identidad con la cepa mas préxima
Muestra Nucledtidos  Porcentaje de Nucledtidos  Porcentaje de  Cepa mas similar
idénticos identidad idénticos identidad

L1-05/09/94 246 99,1% 248 100% HM-175, HAF-203
SA-21/10/94 246 99,1% 248 100% HM-175, HAF-203
L1-15/11/94 246 99,1% 248 100% HM-175, HAF-203
SA-30/06/95 236 95,1% 248 100% GBM, LA
SA-28/07/95 235 94,7% 247 99,6% GBM, LA, HAS-15
L1-04/09/95 246 99,1% 248 100% HM-175, HAF-203
L1-18/12/95 246 99,1% 248 100% HM-175, HAF-203
T-17/01/96 246 99,1% 248 100% HM-175, HAF-203
M-11/02/97a 240 96,7% 244 93,3% MBB
M-11/02/97b 246 99,1% 248 100% HM-175, HAF-203
L1-24/02/97 244 98,3% 246 99,1% MBB
L1-21/05/97 235 94,7% 246 99,1% FH3
SA-17/06/97 245 98,7% 247 99,5% HM-175, HAF-203
T-18/06/97 238 95,9% 240 96,7% MBB
L1-06/08/97 246 99,1% 248 100% HM-175, HAF-203
SA-07/10/97 238 95,9% 245 98,7% FG
SA-06/11/97 238 95,9% 245 98,7% FG
SA-19/11/97 245 98,7% 247 99,5% HM-175, HAF-203
SA-05/12/97 244 98,3% 247 99,5% HM-175, HAF-203
L1-31/12/97 246 99,1% 248 100% HM-175, HAF-203
SA-09/01/98 245 98,7% 247 99,6% HM-175, HAF-203
SA-16/01/98 237 95,5% 244 98,3% FG
SA-23/01/98 238 95,9% 244 98,3% GBM, LA, FG
SA-02/02/98 235 94,7% 243 97,9% GBM, LA
SA-11/02/98 237 95,5% 244 98,3% FG
L1-25/02/98 243 97,9% 247 99,5% MBB
SA-22/03/99 244 98,3% 246 99,1% MBB
SA-26/03/99 241 97,1% 243 97,9% GBM, LA
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4.3.1.2. Region VP1/2A

Las secuencias de nucledtidos se compararon con la de la cepa control, encontrando
entre 2 y 44 diferencias (Figura 4.2.), lo que representaba un 88,9-99,5% de identidad. En
todos los casos se observo la sustitucion de los nucle6tido C-3018 presente en la cepa control,
por un nucleo6tido timina caracteristico de las cepas salvajes.

La comparacioén con las secuencias de las cepas previamente caracterizadas permitid
identificar 3 cepas con un grado de identidad del 100% con variantes de la cepa HM-175y 2
cepas similares a la MBB con un 97,9-98,3% de identidad, todas ellas clasificadas como
genotipo IB. Se registraron también variantes con un 95,4-99,2% de similitud respecto a la
cepa GBM, FG y FH1 pertenecientes al genotipo A (Tabla 4.5.).

Los resultados demostraron una concordancia del 65% respecto a la identificacion
lograda a partir de los datos de las dos regiones estudiadas, con un 44% de cepas clasificadas

como genotipo IA y un 55% de variantes del genotipo IB.

TABLA 4.5.
Comparacion con las cepas ambientales con otras cepas de VHA en la region del VP1/2A (398 nt)
Identidad con la cepa control Identidad con la cepa mas préxima
Muestra Nucleétidos  Porcentaje de Nucleétidos  Porcentaje de  Cepa mas similar
idénticos identidad idénticos identidad

SA-21/10/94 354 88,9% 392 98,5% GBM
LI-15/11/94 393 98,7% 398 100% HM-175
SA-30/06/95 359 90,2% 395 99,2% GBM
SA-28/07/95 355 89,1% 393 98,7% GBM
L1-18/12/95 393 98,7% 398 100% HM-175
SA-12/02/96 374 93,9% 379 95,2% FG
SA-17/06/97 366 91,9% 383 96,2% GBM
SA-01/08/97 396 99,5% 398 100% HM-175
SA-19/11/97 356 89,4% 379 95,2% GBM
SA-05/12/97 355 89,1% 386 96,9% FH1
SA-16/01/98 369 92,7% 379 95,2% FG
SA-02/02/98 357 89,7% 380 95,4% GBM
SA-11/02/98 365 91,7% 380 95,4% FG
SA-22/03/99 374 93,9% 390 97,9% MBB
SA-26/03/99 359 90,2% 391 98,3% GBM
SA-16/04/99 376 94,4% 391 98,3% L-A-1
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2960 * 2980 * 3000 * 3020 * 3040 *
HM-175/c+ CACAGAACAATCAGAGTTTTATTTTCCCAGAGCTCCATTGAACTCAAATGCCATGTTACCCACTGAATCAATGATGAGCAGAATTGCAGCTGG
SA-21/10/94 .T. .T. .T. .GT G..T. .T.
L1-15/11/94
SA-30/06/95
SA-28/07/95
L1-18/12/95
SA-12/02/96
SA-17/06/97
SA-01/08/97
SA-19/11/97
SA-05/12/97
SA-16/01/98
SA-02/02/98
SA-11/02/98
SA-22/03/99
SA-26/03/99
SA-16/04/99

HM-175/c+
SA-21/10/94 ... ... A..G..C.G.....iiii i T..... A..... C..G...T.
L1-15/11/94
SA-30/06/95
SA-28/07/95
L1-18/12/95
SA-12/02/96
SA-17/06/97
SA-01/08/97
SA-19/11/97
SA-05/12/97
SA-16/01/98
SA-02/02/98
SA-11/02/98
SA-22/03/99
SA-26/03/99
SA-16/04/99

* 3160 * 3180 * 3200 * 3220 *
HM-175/c+
SA-21/10/94
L1-15/11/94
SA-30/06/95
SA-28/07/95
L1-18/12/95
SA-12/02/96
SA-17/06/97
SA-01/08/97
SA-19/11/97
SA-05/12/97
SA-16/01/98
SA-02/02/98
SA-11/02/98
SA-22/03/99
SA-26/03/99
SA-16/04/99

40 * 3260 * 3280 * 3300 * 3320 *
HM-175/c+ ACAAGCCAATATTTCTCTTTTTTATACTGAGGAGCATGAAATGATGAAGTTTTCCTGGAGAGGTGTGACTGCTGATACTAGAGCTTTAAGGAG
SA-21/10/94 T..G..T..A. . ...ttt A..... A..... T.o....... AL e G..A.
L1-15/11/94 A

SA-30/06/95
SA-28/07/95
L1-18/12/95
SA-12/02/96
SA-17/06/97
SA-01/08/97
SA-19/11/97
SA-05/12/97
SA-16/01/98
SA-02/02/98
SA-11/02/98
SA-22/03/99
SA-26/03/99
SA-16/04/99

HM-175/c+

SA-21/10/94
L1-15/11/94
SA-30/06/95
SA-28/07/95
L1-18/12/95
SA-12/02/96
SA-17/06/97
SA-01/08/97
SA-19/11/97
SA-05/12/97
SA-16/01/98
SA-02/02/98
SA-11/02/98
SA-22/03/99
SA-26/03/99
SA-16/04/99

R T

Figura 4.2.

Alineacion de la secuencia de nucleodtidos de la region del VP1/2A (398 nt) de las cepas del VHA detectadas en muestras de
agua ambientales respecto a la cepa HM-175 utilizada como control. Se indican solo las diferencias.

SA, muestra de agua residual; L1, muestra de agua del rio Llobregat.
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Cap. 5. Epidemiologia molecular del virus de la hepatitis E

5.1. INTRODUCCION

La hepatitis de tipo E es una enfermedad autolimitada transmitida entéricamente,
responsable de numerosos casos de hepatitis aguda esporadicos y epidémicos en paises
tropicales y subtropicales (Balayan, 1997). La infeccion estd generalmente asociada al
consumo de agua o alimentos, principalmente moluscos bivalvos, contaminados fecalmente.
En el continente europeo y Norte América, la infeccion por VHE es poco comun, y algunos
de los casos documentados son importados de zonas endémicas (Center for Disease Control
and Prevention, 1993; Zaaijer y col., 1993; Dupuy y col., 1998; Coursaget y col., 1994;
Janisch y col., 1997). Sin embargo, se han descrito casos esporadicos no asociados a viajes a
paises endémicos en Estados Unidos (Kwo y col., 1997), Holanda (Zaaijer y col., 1993),
Grecia (Psichogiou y col., 1995), Espafia (Torné y col., 1988; Romero-Gémez y col., 1997),
Portugal (Araujo y col., 1997), Alemania (Wang y col., 1993), Turquia (Koksal y col., 1994),
Italia (Zanetti y col., 1994; Cacopardo y col., 1997), Austria (Worm y col., 1998), Reino
Unido (McCrudden y col., 2000).

Diversos estudios serologicos han descrito prevalencias de anti-VHE que oscilan entre
1-3% en la poblacion general en diversos paises europeos (Balayan, 1997), incluido Espafia
(Jardiy col., 1993; Buti y col., 1995; Mateos y col., 1999), mas altas que lo que cabria esperar
considerando los pocos casos clinicos descritos. Estos datos sugieren la existencia de
infecciones subclinicas provocadas por virus circulantes en la poblacion, o bien que los tests
de diagnostico serologico no son fiables cuando son aplicados en zonas no endémicas, debido
a una baja especificidad.

La deteccion de anticuerpos anti-VHE en el suero de diversas especies de animales
salvajes y domésticos ha demostrado la posible implicacién de éstos como posible reservorio
de la infeccion. Ademas de en varias especies de primates, se ha observado la infeccion
natural en cerdos, pollos, ganado bovino y ovino, y roedores en regiones endémicas, con una
seroprevalencia de IgG similar a la observada en humanos de la misma zona (Yarbough,
1997). Recientemente se ha demostrado la presencia de anti-VHE en cerdos y ratas en Estados
Unidos (Meng y col., 1997; Kabrane-Lazizi y col., 1999; Favorov y col., 2000), y se ha
podido aislar y caracterizar una cepa de VHE de origen porcino (Meng y col., 1997). Estudios

moleculares han relacionado esta cepa con otras aisladas a partir de pacientes con hepatitis
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aguda en la misma region, y que presentan aproximadamente un 80% de identidad en la
secuencia de nucledtidos respecto a las cepas tipo procedentes de regiones endémicas (Meng
y col., 1997; Schlauder y col., 1998). De igual manera se ha aislado una cepa de VHE en
cerdos en Taiwan estrechamente relacionada con cepas de origen humano de la misma zona
endémica, pero genéticamente distintas a las aisladas en Estados Unidos (Hsieh y col., 1999).
Estos datos sugieren la posibilidad de infecciones inter-especificas, que podrian ser
responsables de la relativa elevada prevalencia de anti-VHE en paises no endémicos. Se
requieren mas estudios para evaluar la naturaleza zoonotica de la infeccion, y identificar
posibles reservorios de la enfermedad.

Resulta necesario documentar la presencia de cepas circulantes del VHE y la existencia
de casos autoctonos de infeccion aguda para poder evaluar la importancia sanitaria de la
infeccion por VHE poblaciones de areas geograficas consideradas como no endémicas. Dada
la dificultad para aislar el virus en cultivo celular, la amplificacion del ARN viral mediante
PCR en muestras clinicas, animales y ambientales parece ser la tunica alternativa valida en la

actualidad.

En este capitulo de la tesis se estudié la epidemiologia de la infeccion por VHE en una

zona considerada como no endémica. Para ello se plantearon los siguientes objetivos:
% Deteccion de las cepas del VHE presentes en el ambiente.

% Multiplicacion in vivo de la cepa BCN del VHE aislada a partir de agua residual, y analisis

bioquimico, seroldgico y virologico de la infeccidn en monos rhesus.
% Secuenciacion y clonaje de la cepa BCN del VHE.
% Identificacion de nuevas cepas del VHE en pacientes con hepatitis agudas.

% Evaluar la existencia de un reservorio animal del VHE en nuestra zona.
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5.2, MATERIALES Y METODOS

5.2.1. DETECCION E IDENTIFICACION DEL VHE EN AGUAS
RESIDUALES

5.2.1.1. Muestras de agua residual

Se analizaron 40 muestras de agua residual no tratada de la entrada de la planta
depuradora de San Adrian de Besos (Barcelona) durante el periodo comprendido entre
septiembre de 1994 y abril de 1999 (Tabla 5.1.). Las muestras se recogieron y se procesaron
como se indica en el Capitulo 1. Quince de las muestras se procesaron, ademds, por un
método que permitia una mayor concentracion de los virus presentes en las muestras.
Brevemente, 250 ml de agua residual se centrifug6 a 15.300 xg durante 1 h a 4°C (Beckman
J2-21, rotor JA-14) para recuperar el material particulado. Una vez eliminado parte del
sobrenadante, se resuspendia el precipitado en aproximadamente 90 ml del mismo. Cuarenta
mililitros de esta muestra pre-concentrada se volvian a centrifugar a 48.400 xg durante 3 h 45
min a 4°C (Beckman J2-21, rotor JA-20) para recuperar todo el material en suspension junto
con los virus. Las particulas viricas retenidas en el sedimento se eluyeron con 4 ml de tampon

glicina 0,25 M pH 9,5 en hielo durante 30 min. Tras la adicion de 4 ml de PBS 2x, los solidos
en suspension se separaron por centrifugacion a 3.000 xg (Medifuge) durante 20 min. Las
particulas viricas contenidas en el sobrenadante se recuperaron por ultracentrifugacion a
229.600 xg durante 1 h a 4°C, y fueron finalmente recogidas en 100 pl de PBS. El
concentrado virico y 50 ml de muestra pre-concentrada se conservaban a —80°C. Con este
tratamiento se conseguia una suspension de particulas viricas aproximadamente 1100 veces

mas concentrada que la muestra original.
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TABLA 5.1.
Muestras de agua residual en que se estudio la
presencia de VHE

Aifio N° muestras
1994 4
1995 8
1996 3
1997 16
1998 6
1999 3

Total 40

5.2.1.2. Suspensiones viricas control

Se utilizaron como controles para los experimentos de PCR suspensiones fecales al 10%
en PBS pH 7,3 obtenidas a partir de monos Macaca fascicularis infectados con la cepa de
origen humano de VHE Sar-55, que fueron cedidas por los Drs. S.U. Emerson y R.H. Purcell
(National Institutes of Health, USA). La concentracién de dichas suspensiones habia sido
determinada por infectividad en Macaca fascicularis (Tsarev y col., 1994), presentando un
titulo de 10° DIso/ml.

Se utilizaron como controles en los experimentos de estabilidad suspensiones de
Poliovirus tipo 1 LSc 2ab obtenidas por cultivo sobre células BGM (10”* PFU/ml), como se
indica en el apartado 2.2.1.3.2.

5.2.1.3. Deteccion de ARN de VHE en muestras de agua residual

La deteccion de ARN de VHE en muestras de agua residual se hizo basicamente como
se indica en el apartado 2.2.5., utilizando iniciadores especificos de VHE (Tabla 5.2.). La
extraccion de acidos nucleicos se realizd por el método descrito por Boom y col., segin se
describe en el apartado 2.2.5.1., utilizando GuSCN vy adsorcion de los acidos nucleicos sobre
particulas de silice. De cada una de las suspensiones de ARN obtenidas se realizé una

dilucion 1:10 en tampon de elucion.
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La reaccion de sintesis de ADNc contenia 5 ul de la solucion de ARN directa o de la
dilucion 1:10. Esto correspondia a 2 o 0,2 ml de agua residual concentrada por el método
habitual, o 5,5 0 0,55 ml de las muestras procesadas por el método que permitia una mayor
concentracion. El andlisis se realizd bajo las mismas condiciones descritas en el apartado
2.2.5.3., utilizando el iniciador externo 473R (Tabla 5.2.) complementario al ARN de VHE.
Se realizaron 30 ciclos de amplificacion con iniciadores externos (51-473R) y 30 ciclos con
iniciadores internos (101-383R). Estos cebadores reconocen la secuencia de ARN de las cepas
humanas del VHE.

Posteriormente se realiz6 el mismo analisis utilizando iniciadores degenerados de la
region del ORF2 que reconocen la secuencia de nucle6tidos del VHE de las cepas de origen
humano y porcino. Asi se realiz6 la sintesis de ADNc con el iniciador 6417R, seguido de 30
ciclos de amplificacion con iniciadores externos (5687d/6417R) y 30 ciclos con iniciadores
internos (5972d/6319Rd). Los resultados se analizaron por electroforesis en gel de agarosa y

tincion con bromuro de etidio.

TABLA 5.2.
Iniciadores utilizados para la deteccion de ARN-VHE por PCR anidada
Regiéon  Posicion® Reaccion Iniciador Producto Secuencia”
(pb)
VHE ORF1 51-70 Primera 51 422 5’-GGCTCCTGGCATCACTACTG-3’
451-473 Primera 473R 5’-CCTCGAAGCAGTAAGTGCGGTC-3’
101-120 Segunda 101 282 5’-ACTCTGCCCTTGCGAATGCT-3’
364-383 Segunda 383R 5’-TACCAACGCTGAACATCACG-3’
VHE ORF2°¢ 5687-5708 Primera 5687d 730 5’-AAYTATGCMCAGTACCGGGTTG-3’
6395-6417 Primera 6417R 5’-CCCTTATCCTGCTGAGCATTCTC-3’
5972-5993 Segunda 5972d 347 5’-GTYATGYTYTGCATACATGGCT-3’
6298-6319 Segunda 6319Rd 5’-AGCCGACGAAATYAATTCTGTC-3’

* La posicion se refiere a la secuencia de la cepa de Birmania (Tam y col, 1991)
"Y=CoT;M=A0C;V=G,A0C;B=G,ToC;R=A0G
¢ Los iniciadores degenerados del ORF2 fueron tomados de Meng y col., 1997

Para eliminar la posibilidad de falsos positivos debidos a contaminacién con ADN
amplificado producto de reacciones anteriores, se siguieron siempre las normas descritas en el

apartado 2.2.5.3.4., y cada analisis se realizo por duplicado en experimentos independientes.
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5.2.1.4. Sensibilidad del método de deteccion y evaluacion de la

estabilidad del VHE en agua residual

Para poder evaluar la sensibilidad del método utilizado para la deteccion de VHE, se
inoculd una suspension control de VHE Sar-55 en agua residual y en PBS pH 7,3, a una
concentracion final de 10° DIsy de VHE Sar-55 por mililitro. Paralelamente se inocul6
Poliovirus tipo 1 en PBS y en agua residual como control (10° PFU/ml muestra). Las muestras
se incubaron a 20°C, y se extrajeron volimenes de 1 ml a diferentes tiempos (0 h, 12 h, 24 h,
9 dias, 1 mes y 2 meses). Las particulas viricas contenidas en las alicuotas se concentraron por
ultracentrifugacion (apartado 2.2.3.1.1.), resuspendiendo el sedimento en 100 ul de PBS. Los
acidos nucleicos se extrajeron por el método descrito en el apartado 2.2.5.1. Se analizaron por
RT-PCR anidada diluciones decimales utilizando los iniciadores especificos correspondientes,
para estudiar el limite de deteccion para cada uno de los virus en los dos medios a lo largo del

tiempo.

5.2.1.5. Secuenciacion de los fragmentos de genoma viral

amplificado

Para confirmar los resultados obtenidos por RT-PCR anidada en las muestras de agua
residual urbana y descartar una posible contaminacion, se analizd la secuencia de nucledtidos
del ADN amplificado obtenido con los iniciadores del ORF1. Paralelamente se analiz6
también la secuencia de ADN del producto de PCR anidada obtenido a partir de la cepa
control Sar-55.

El ADN obtenido con los iniciadores del ORF1 se purifico por electroelucion (apartado
4.2.3.1.1.). La secuenciacion de las dos cadenas del ADN se realizé utilizando el sistema ABI
PRISM™ Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction con AmpliTaq® ADN polimerasa
FS (Perkin-Elmer, Applied Biosystems), siguiendo las instrucciones del fabricante (apartado
4.2.3.3.). La reaccion de secuenciacion se realizé en un volumen total de 10 ul que contenian
1,6 pmol del iniciador 101 o 383R y aproximadamente 10 ng del ADN a analizar. El ADN
producto de la reaccion se precipitd con etanol absoluto y acetato sodico 0,3 M pH 5,5

durante 10 min en hielo. Tras centrifugar el ADN durante 20 min a 20.000 xg, se secaba en
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una centrifuga Speed Vac durante 10 min y se analizaban con el secuenciador automatico ABI
PRISM™ 377 (Perkin-Elmer, Applied Biosystems).

La secuencia obtenida se compar6 con la region homologa de la cepa de VHE Sar-55
que se utilizdé como control, para descartar una posible contaminacion, y posteriormente con
las secuencias de las demas cepas de VHE depositadas en los bancos de datos GenBank y
EMBL (European Molecular Biology Library) mediante el programa FASTA del GCG v.9.0
(Genetic Computers’s Group, Md., Wisc.). Las secuencias se alinearon con el programa
CLUSTALW v.1.8 (Thompson y col., 1994), y se sombrearon con el programa GeneDoc
v.2.5.000. De este modo se pudo hacer una valoracién inicial de las diferencias que

presentaba la cepa detectada respecto a las demds previamente caracterizadas.

5.2.2. ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS DE LA
INFECCION PRODUCIDA POR LA CEPA BCN DEL
VHE

5.2.2.1. Cultivo de la cepa BCN del VHE en animales

experimentales

El estudio de las caracteristicas genéticas y patogenicidad de la cepa de VHE detectada
en agua residual requiere la multiplicaciéon del virus en un animal de experimentacion, dada la
dificultad para cultivar este virus sobre lineas celulares.

Dos monos rhesus (Macaca mulatta) previamente inmunizados contra la hepatitis A,
fueron inoculados por via intravenosa con 25 ml de agua residual (5 ml/dia en cada animal),

que previamente habia dado un resultado positivo por PCR.

5.2.2.2. Analisis bioquimico, serologico y viroldgico de la infeccion

Durante el periodo post-inoculaciéon se tomaron muestras de sangre y heces

semanalmente, para analizar la evolucion de la enfermedad.
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Se analiz6 la actividad de los enzimas hepaticos alanina aminotransferasa, isocitrato
deshidrogenasa y y-glutamil transferasa (Tsarev y col., 1992). La deteccion de anticuerpos

IgM e IgG se realizO por ensayo inmunoenzimatico ELISA, utilizando antigenos
recombinantes derivados del ORF2 de la cepa de Méjico y Birmania (Tsarev y col., 1992).
Este trabajo se realizd en colaboracion con los Drs. R.H. Purcell y S.U. Emerson (National
Institutes of Health, USA).

Para analizar la presencia de particulas viricas en la sangre y heces de los monos
inoculados, se analizaron por RT-PCR anidada alicuotas de suero y suspensiones fecales al
10% en PBS pH 7,3. La extraccion de acidos nucleicos se realizé por el método descrito por
Boom y col. en 1990. De cada una de las suspensiones de ARN obtenidas se realizd una
dilucién 1:10 en tampdn de elucion. Se analizaron 5 pl de la solucion de ARN directa o de la
dilucién 1:10 (correspondientes a 5 0 0,5 ul de suero o suspension fecal) por RT-PCR seguido
de PCR anidada siguiendo la metodologia que se indica en el apartado 2.2.5., utilizando los
iniciadores de deteccion del ORF1 (Tabla 5.2.). Los resultados se analizaron por electroforesis

en geles de agarosa 3% en TBE, y tincion con bromuro de etidio.

5.2.3. CARACTERIZACION DEL GENOMA DE LA CEPA BCN
DEL VHE

Para poder caracterizar con detalle la cepa de VHE aislada a partir de agua residual
urbana, se estudi6 la secuencia de nucleotidos de las particulas viricas contenidas en las heces
de los monos rhesus infectados experimentalmente. Esto permitiria establecer la relacion

filogenética respecto a otras cepas del VHE.

5.2.3.1. Amplificacion parcial del genoma de la cepa BCN

El método utilizado se basa en la amplificacion enzimatica de diferentes regiones
solapadas del genoma viral y el posterior analisis de la secuencia de los amplicones. Se
recogieron las secuencias gendomicas completas de 9 cepas del VHE depositadas en los bancos
de datos GenBank y EMBL, que se alinearon utilizando el programa CLUSTALW v.1.8

(Thompson y col., 1994), y se sombrearon las diferencias utilizando el programa PrettyBox
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(GCG, Md., Wis.). A partir de esta representacion se escogieron regiones conservadas y se
disefiaron iniciadores especificos que permitieran obtener fragmentos de ADN por PCR
anidada o semianidada (Tabla 5.3.), utilizando el programa OLIGO v.4.01s (National
Biosciences, Inc.). Se utilizaron estos iniciadores para obtener fragmentos de ADN
amplificado solapados a lo largo de todo el genoma del virus aislado. Esto proporcionaria
suficiente material genético para el posterior estudio de la secuencia de nucledtidos.

La extraccion de 4cidos nucleicos se realizé por el método de Boom (apartado 2.2.5.1.)
a partir de alicuotas de una suspension fecal al 10% obtenida a partir de los monos infectados
experimentalmente, que como se habia comprobado previamente, contenia particulas viricas
del VHE. En todos los casos la elucion se realizo en la mitad del volumen inicial para obtener
asi una solucion de ARN doble concentrada, y se realizaba una dilucion 1:10 en tampon de
elucion. A partir del ARN extraido, se realizo RT-PCR seguida de PCR anidada o
semianidada para poder amplificar diferentes regiones seguin se indica a continuacion (Figura

5.1).

5.2.3.1.1. Region 5’ORF1 (Dominio metiltransferasa)

A partir de 5 pl de ARN (correspondientes a 10 pul o 1 pl de suspension fecal) se
amplifico un fragmento de 668 pb por RT-PCR con los iniciadores 25/693R. A partir de este
producto se realizO6 PCR anidada con los iniciadores 51/473R y 101/383R, y PCR
semianidada con los iniciadores 25/383R y 101/693R (Tabla 5.3.; Figura 5.1.), bajo las
mismas condiciones indicadas en el apartado 2.2.5.3. Se obtuvieron cuatro fragmentos
solapados de 422, 282, 358 y 592 pb respectivamente, en suficiente cantidad para realizar

posteriores estudios.

5.2.3.1.2. Region ORF1 (Dominio Y — Proteasa)

Se utilizo el sistema Superscript One-Step™ RT-PCR (Gibco) y ELONGASE™ (Gibco)
para poder obtener un fragmento de 2115 pb por RT-PCR larga.
Diez microlitros de la solucion de ARN (diluciéon 2x10™, correspondiente a 2 pl de

suspension fecal) se desnaturalizaron durante 5 min a 65°C, y seguidamente se afiadieron 10

nmol de DTT y 10 U de inhibidor de ARNasas. La mezcla de reaccion contenia 11 pul de ARN
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desnaturalizado, mezcla de reaccion 1x suplementada con MgSO4 5 mM para conseguir una
concentracion final de 1,5 mM, 25 pmol de los iniciadores 101 y 2216R (Tabla 5.3.), 1 ul de
RT/Tag (Gibco) y 1 ul de ELONGASE™ (Gibco), en un volumen final de 50 pl. La mezcla de
reaccion se incubd en un termociclador GeneAmp PCR System 2400 (Perkin-Elmer) durante
45 min a 50°C para permitir la sintesis de ADNc, seguido de 2 min a 94°C, y a continuacion
se realizaron 40 ciclos de desnaturalizacion a 94°C 35 s, hibridacion a 55°C durante 30 s y
elongacion a 68°C durante 3 min, y una incubacion final a 68°C durante 10 min. El resultado
se analizo por electroforesis en gel de agarosa 1% y tincion en bromuro de etidio.

Para poder obtener suficiente ADN, a partir 5 ul ADN obtenido por RT-PCR larga se
realiz6é una segunda reaccion de amplificacion utilizando iniciadores internos, en un volumen
final de 50 pl que contenia, 1,5 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3 a 25°C), 50 mM KCl
(1xtampon 11, Perkin-Elmer), 12,5 nmol de cada desoxinucledtido trifosfato, 25 pmol de los
iniciadores 1000/1457R, 1000/1940R, 1698/1940R o 1698/2216R (Tabla 5.3.), y 2 U de
AmpliTaq® ADN polimerasa (Perkin-Elmer). La reaccion se llevo a cabo bajo las mismas
condiciones descritas en el apartado 2.2.5.3.3. El resultado se analiz6 por electroforesis en gel
de agarosa 3% y tincidon en bromuro de etidio, y se comprobo la sintesis de cuatro fragmentos

de 520, 1002, 260 y 537 pb respectivamente.

5.2.3.1.3. Region ORF1 (Anillo poli-Pro — Dominio X)

A partir de 2,5 pul de ARN (correspondientes a 5 pl de suspension fecal) se amplifico un
fragmento de 620 pb por RT-PCR con los iniciadores 2000/2700R. A partir de este producto
se realizd PCR semianidada con los iniciadores 2000/2450R (Tabla 5.3.; Figura 5.1.), bajo las
mismas condiciones indicadas en el apartado 2.2.5.3.3. Con esto se obtendria un fragmento de

370 pb.

5.2.3.1.4. Region ORF1 (Dominio X—Helicasa—ARN polimerasa)

Se utiliz6 el sistema Superscript One-Step™ RT-PCR (Gibco) y ELONGASE™ para poder
obtener un fragmento de 3623 pb por RT-PCR larga, que contenia 2/3 del ORF1, el ORF3
completo solapado con 1/3 del ORF2. La reaccion se llevd a cabo bajo las mismas

condiciones que para la amplificaciéon del dominio Y — proteasa, utilizando los iniciadores
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2000/5700R (25 pmol) (Tabla 5.3.), aunque al tratarse de un fragmento mas largo el tiempo
de elongacion se prolongo a 5 min.

A partir 10 ul ADN obtenido por RT-PCR larga se realizé una segunda amplificacion
utilizando los iniciadores internos 2540/5120R (Tabla 5.3.). Esto produciria un fragmento de
2587 pb. La reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 50 pl, que contenian 60 mM de
Tris-SO4 (pH 9,1 a 25°C), 18 mM de (NH4)2SO4, 1,5 mM de MgSOs, 200 uM de cada NTP y
1 pl de enzima ELONGASE . La mezcla de reaccion se incub6 durante 3 min a 94°C, y se
continu6 con 40 ciclos de desnaturalizaciéon a 94°C 1 min, hibridaciéon a 50°C 30 s y
elongacion a 68°C 4 min, y una elongacion final a 68°C durante 10 min. El resultado se

analizo6 por electroforesis en gel de agarosa al 1% y tincion con bromuro de etidio.

5.2.3.1.5. Region ORF1 (Helicasa — ARN polimerasa)

A partir de 2,5 pul de ARN (correspondientes a 5 pl de suspension fecal) se amplifico un
fragmento de 1012 pb por RT-PCR con los iniciadores 3000/4000R. A partir de este producto
se realizo PCR anidada con los iniciadores 3209/3740R y 3209/3474R, y PCR semianidada
con los iniciadores 3000/3474R (Tabla 5.3.; Figura 5.1.), bajo las mismas condiciones
indicadas en el apartado 2.2.5.3.3., para obtener tres fragmentos solapados de 551, 284 y 450

pb respectivamente.

5.2.3.1.6. Region ORF1 (ARN polimerasa)

A partir de 2,5 ul de ARN (correspondientes a 5 pl de suspension fecal) se amplifico un
fragmento de 746 pb por RT-PCR con los iniciadores 3740/4469R. A partir de este producto
se realizo PCR semianidada con los iniciadores 3740/4000R y 4000/4469R (Tabla 5.3.;
Figura 5.1.) (apartado 2.2.5.3.3), para obtener dos fragmentos de 314 y 450 pb

respectivamente.

5.2.3.1.7. Region 3°’°ORF1 — ORF3 — 5’ORF2

Se utilizo el sistema Superscript One-Step ™ RT-PCR (Gibco) y ELONGASE"™ para poder

obtener un fragmento de 2698 pb por RT-PCR larga, que contenia la zona de solapamiento de
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los tres ORFs. La reaccion se llevd a cabo bajo las mismas condiciones que para la
amplificacion del dominio Y — proteasa, utilizando los iniciadores 3740/6419R (35 pmol),
aunque al tratarse de un fragmento mas largo el tiempo de elongacion fue de 4 min.

A partir 10 ul ADN obtenido por RT-PCR larga se realizé una segunda amplificacion
utilizando los iniciadores internos 4000/6318R y 4380/6000R (Tabla 5.3.). Esto produciria
dos fragmentos de 2032 y 1597 pb. La reaccién se llevo a cabo en un volumen final de 50 pl,
que contenian 60 mM de Tris-SO4 (pH 9,1 a 25°C), 18 mM de (NH4),SO4, 1,5 mM de
MgS04, 200 uM de cada NTP y 1 pul de enzima ELONGASE . La mezcla de reaccién se
incubd durante 3 min a 94°C, y se continu6 con 40 ciclos de desnaturalizacion a 94°C 35 s,
hibridacion a 55°C 30 s y elongaciéon a 68°C 4 min, y una elongacion final a 68°C durante 10
min. El resultado se analiz6 por electroforesis en gel de agarosa al 1% y tincién con bromuro

de etidio.

5.2.3.1.8. Region 3’ORF2

A partir de 2,5 ul de ARN (correspondientes a 5 pl de suspension fecal) se amplificd un
fragmento de 760 pb por RT-PCR con los iniciadores 6240/7000R. A partir de este producto
se realiz6 PCR semianidada con los iniciadores 6240/6419R, 6318/7000R y 6419/7000R
(Tabla 5.3.; Figura 5.1.) (apartado 2.2.5.3.3), para obtener tres fragmentos solapados de 198,
682y 581 pb.

5.2.3.1.9. Region 3°’°ORF2 — 3’NTR — pA

A partir de 5 pl de ARN (correspondientes a 10 pl de suspension fecal) se amplificé un
fragmento de aproximadamente 240 pb por RT-PCR con los iniciadores 7000/pT. La reaccion
se llevo a cabo basicamente como se indica en el 2.2.5.3., afladiendo 25 pmol del iniciador
7000 y 0,5 pg del iniciador pT (Gibco), y la hibridacién de los iniciadores se realizo a 45°C. A
partir de este producto se realizo PCR semianidada con los iniciadores 7000/pTHE (Tabla

5.3.; Figura 5.1.), bajo las mismas condiciones indicadas en el apartado 2.2.5.3.3.
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TABLA 5.3.
Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion parcial y secuenciacion del genoma de la
cepa BCN del VHE
Region Posiciéon® Reaccion Nombre Tm (°C)" Secuencia
5°0ORF1: 25-44 Primera 25 64 5’-GCCATGGAGGCCCATCAGTT-3’
Metiltransferasa ~ 674-693 693R 62 5’-CCCTCATACGTCACCACAAC-3’
51-70 Primera/Anidada 51 70 5’-GGCTCCTGGCATCACTACTGCT-3’
451-473 473R 74 5’-CCGTCGAAGCAGTAAGTGCGGTC-3”
101-120 Anidada/Semianidada 101 68 5’-ACTCTGCCCTTGCGAATGCTGT-3’
364-383 383R 60 5’-TACCAACGCTGAACATCACG-3’
ORF1: 101-120 Primera larga 101 68 5’-ACTCTGCCCTTGCGAATGCTGT-3’
Dominio Y, 2197-2216 2216R 54 5’-CTACTAGGTATAGAAGGCTC-3
Proteasa 937-956 Anidada 1000 60 5’-ACCTCATGCTCCACTAAGTC-3’
1679-1698 1698 62 5’-CAGTAAAGGTCTCCCAGGTC-3’
1438-1457 1457R 60 5"-AGCCACTTCATGAAGCAGCA-3
1920-1939 1940R 62 5’-GTGAAACACCGGGGGCAAAA-3’
ORF1: 2081-2099 Primera 2000 62 5’-GGCATGTTTGGGAGTCGGC-3’
Anillo poli-Pro,  2681-2701 2700R 68 5’-GTATATGCCGGTCCCGAGGAG-3’
Dominio X 2432-2451 Semianidada 2450R 60 5’-TTAGACGCGTTAACGAGCCA-3’
ORF1: 2081-2099 Primera 2000 62 5’-GGCATGTTTGGGAGTCGGC-3’
Dominio X, 5685-5704 5700R 58 5’-CGGTACTGGGCATAATTAGA-3’
Helicasa, ARN 2539-2558 Anidada larga 2540 70 5’-CGACGGTGCGGCCGCGTACA-3’
polimerasa 5107-5126 5120R 52 5"-GCAAAAGACATGTTATTCAT-3’
ORF1: 3023-3041 Primera 3000 60 5’-GAGTTGCGTAATGCCTGGC-3’
Helicasa, 4017-4035 4000R 60 5’-GGGATAAAACGGGCGAGAG-3’
ARN polimerasa  3189-3209 Anidada/Semianidada 3209 68 5’-ACCCGAACCAGATCCCAGCCA-3’
3721-3740 3740R 68 5’-GGCAAGACGGCGGGAAGGCA-3’
3454-3473 3474R 68 5’-TGTAGGTAGCGCCCTGCGCC-3’
ORF1: 3721-3740 Primera 3740 68 5’-TGCCTTCCCGCCGTCTTGCC-3’
ARN polimerasa  4448-4467 4469R 58 5’-ATAATAGCACACTCTAGGCC-3’
4017-4035 Semianidada 4000 60 5’-CTCTCGCCCGTTTTATCCC-3’
4017-4035 4000R 60 5’-GGGATAAAACGGGCGAGAG-3’
3’ORF1-ORF3- 3721-3740 Primera larga 3740 68 5’-TGCCTTCCCGCCGTCTTGCC-3’
5’0ORF2 6400-6419 6419R 60 5’-ACCCTTATCCTGCTGAGCAT-3’
4017-4035 Anidada larga 4000 60 5’-CTCTCGCCCGTTTTATCCC-3’
6299-6319 6318R 62 5’-GCCGACGAAATCAATTCTGTC-3’
4381-4406 Anidada 4380 76 5’AAAGGCATCCATGGTGTTCGAGAATG-3’
5959-5978 6000R 60 5’-CATAACAAGACCAGAGGTGG-3’
5290-5309 Anidada 5293 64 5’-CTCCGCCCTTCGCAATCCC-3’
4995-5015 5000 60 5"-TCGTTCATAACCTGATTGGCA-3’
5685-5704 5700R 58 5’-CGGTACTGGGCATAATTAGA-3’
5485-5504 5503R 68 5’-GGTGTCATGGGCCGGAGCGA-3’
3’ORF2 6221-6240 Primera 6240 62 5’-AATGGTGTCGGTGAGATCGG-3’
6962-6981 7000R 62 5’-CCTCAAGCAATGCTAGCGCA-3’
6400-6419 Semianidada 6419 60 5’-ATGCTCAGCAGGATAAGGGT-3’
6299-6319 6318 62 5’-GACAGAATTGATTTCGTCGGC-3’
6400-6419 6419R 60 5’-ACCCTTATCCTGCTGAGCAT-3’
3’ORF2-3’'NTR- 6962-6981 Primera 7000 62 5’-TGCGCTAGCATTGCTTGAGG-3’
poliA 7205-... pT 32-36 57-T1245-3"
7190-7225 Semianidada pTHE 126 5’CCCAGATCTGGT,i)CAGGGAGCGCGAAAC-3’

* La posicion se refiere a la secuencia de la cepa de Birmania (Tam y col, 1991)
® La temperatura de fusion se calculd segiin la ecuacion Tm = 4 X (namero de pares GC) + 2 x (nimero de pares AT)
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5.2.3.2. Purificacion de fragmentos de ADN

La metodologia aplicada para la purificacion de fragmentos de ADN en soluciéon o a
partir de geles de agarosa se eligid en funcidn de las caracteristicas del ADN obtenido y de su
concentracion:

1) Electroelucion en sacos de dialisis (Capitulo 4, apartado 4.2.3.1.1.)

2) Purificacion de ADN producto de PCR utilizando el kit QIlAquick (Qiagen)

(Capitulo 4, apartado 4.2.3.1.2.)

3) Columnas de bolas de vidrio

El método de purificacion de fragmentos de ADN mediante columna de bolas de vidrio
se utiliz6 para purificar fragmentos de longitudes superiores a 1 kb a partir de geles de
agarosa de baja concentracion (1% en TBE). Una vez separadas las bandas, se tifieron durante
15 min en una solucion de bromuro de etidio 0,5 pg/ml, y se visualizaron en un
transiluminador de luz ultravioleta. Se recuperd la banda de interés por escision de la region
de agarosa que la contenia con ayuda de un bisturi. El fragmento de agarosa se dispuso en el
interior de un microtubo de 0,5 ml en el que se habia construido una columna de bolas de
vidrio y al que se la habia practicado un pequefio orificio en el fondo. La muestra se
centrifugd durante 4 min a 16.000 xg, para recuperar el ADN en solucion en un tubo situado
para recogerlo (Figura 5.2.). La completa elucion de la muestra a través de la columna de
bolas de vidrio se comprobd en el transiluminador. En el caso de visualizar restos de bromuro

de etidio en el tubo pequefio, se repetia la centrifugacion hasta completar la recuperacion.

Fragmento de
agarosa
Bolas de vidrio » Centrifugar —»
Solucién
de ADN
Figura 5.2.

Esquema de la columna de bolas de vidrio utilizada en la purificaciéon de ADN a partir de geles de agarosa
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Una vez recuperada la fase acuosa en un microtubo, se realizo6 un lavado con un
volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), y de la misma manera se continud
con un lavado con un volumen de cloroformo. E1 ADN se precipitaba con etanol absoluto y
0,3 M de acetato sédico pH 5,5 a —20°C durante aproximadamente 12 h, y se seco al vacio
(Speed-Vac SC100). EI ADN precipitado se resuspendié en el volumen inicial de agua

bidestilada estéril, y se guardaba a —20°C para posteriores analisis.

5.2.3.3. Cuantificacion de la concentracion de ADN purificado

La cuantificacion de la concentracion del ADN purificado recuperado en solucion se
realiz6 en un gel de agarosa por comparacion con un patrén de ADN de concentraciones
conocidas (Capitulo 4, apartado 4.2.3.2.). Para la cuantificaciéon de fragmentos pequefios (<1
kb) se realizaron diluciones seriadas de ADN del fago ®X174 digerido con Hae III, y se
cargaron en un gel de agarosa al 3% volimenes que contenian 250 ng, 125 ng, 62,5 ng, 31,25
ng y 15,62 ng del ADN patrén, junto con alicuotas de diluciones seriadas del ADN que se
queria cuantificar. En el caso de fragmentos mayores (>1 kb) se utilizO como patréon
diluciones del ADN del fago A digerido con Hind III, que contenian 125 ng, 62,5 ng, 31,25
ng, 15,62 y 7,81 ng de ADN, que se cargaron en geles de agarosa al 1% junto con diluciones
de la muestra. La concentracion de ADN en las muestras se calculd por comparacion de la
intensidad de las bandas en cada diluciéon con relacion a la banda del patron de tamafio

molecular mas aproximado.

5.2.3.4. Secuenciacion y analisis del ADN

La secuencia de nucleotidos de las dos cadenas del ADN se obtuvo utilizando el sistema
ABI PRISM™ Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction con AmpliTaq® ADN
polimerasa FS (Perkin-Elmer, Applied Biosystems), como se indica en el Capitulo 4 apartado
4.2.3.3. En todos los casos la reaccion de secuenciacion se realizé en un volumen total de 10
ul que contenian 1,6 pmol del iniciador correspondiente y un volumen equivalente a 10 ng del
ADN a analizar.

Las secuencias obtenidas de las dos cadenas se ensamblaron y se compararon con las

regiones analogas de las cepas de VHE depositadas en los bancos de datos mediante el
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programa BLASTN v.2.0.8 (GCG, Md., Wis.) (Altschul y col., 1997). Los fragmentos
homologos de las cepas de VHE se alinearon mediante el programa CLUSTALW v.1.8
(Thompson y col., 1994). El sombreado se realizd con el programa GeneDoc v.2.5.000.

La relacion filogenética entre las cepas detectadas y las demas cepas de VHE descritas y
depositadas en los bancos de datos se realizd por el método de la maxima verosimilitud
utilizando el programa DNAml v.3.572c contenido en el paquete PHYLIP v.3.5¢ (Felsenstein
1993). La bondad de los agrupamientos se determind analizando 100-1000 posibles
agrupamientos con los programas BOOTSTRAP, DNADIST, NEIGHBOR y CONSENSE,
contenidos en el paquete PHYLIP v.3.5c. La representacion grafica fue creada con el
programa TREEVIEW v.1.5 (Page, 1996).

La secuencia de las proteinas codificadas por cada fragmento se dedujo con el programa
MAP (GCG, Md. Wis.), y se compararon y se alinearon con las secuencias de otras cepas de

igual manera que las secuencias de nucledtidos.

5.2.4. CLONAJE DEL GENOMA DE LA CEPA BCN DEL VHE

5.2.4.1. Obtencion de los fragmentos de ADN para clonar

Para tener suficiente ADN para posteriores experimentos se clonaron tres regiones del

genoma de la cepa BCN del VHE:

- Region 5-ORF1, entre los nucledtidos 25 y 488, que engloba el segmento que
amplifican los iniciadores utilizados normalmente para la deteccion de VHE en
muestras ambientales

- Region hipervariable, entre los nucleotidos 1960 y 2450, que incluye una region
descrita como de alta variabilidad genética.

- Region ORF3, entre los nucledtidos 5021 y 5518, que incluye la region de

solapamiento de los tres ORFs, con el ORF3 completo.

La obtencion de los fragmentos de ADN se obtuvo por PCR anidada o semianidada a
partir de los fragmentos obtenidos con los iniciadores 25/693R, 1698/2700R y 5000/5700R
por RT-PCR siguiendo el método explicado anteriormente. Para la segunda amplificacion se

utilizé Pfu ADN polimerasa (Stratagene). Este enzima termoestable presenta una tasa de error
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1,8 veces inferior que la Tag ADN polimerasa, por lo que es adecuada para experimentos en
que se requiere una gran fidelidad. Su baja sensibilidad, sin embargo, hace imposible su uso
en los experimentos de deteccion, asi como en la primera amplificacion. La reaccion se llevo
a cabo en un volumen final de 50 pl, que contenian tampoén de la Pfu 1% (20 mM Tris-HCI pH
8,8, 10 mM KCIl, 10 mM (NH4),SO4, 0,1% Triton® X-100, 0,1 mg/ml BSA), 2,5 mM MgSOs,,
200 pM de cada ANTP, 25 pmol de cada iniciador, 5 pul del ADN molde y 2,5 U de Pfu ADN
polimerasa. El enzima se afadia en ultimo lugar para minimizar la degradacion de los
iniciadores debido a su actividad exonucleasa 3°-5°. La mezcla se incub6 a 95°C durante 3
min, y a continuacidn se hicieron 30 ciclos de incubacion durante 1 min a 95°C, 1 min a la
temperatura de hibridacion apropiada (Tabla 5.4.) y 1,5 min a 72°C, seguido de una extension
final a 72°C durante 5 min. Debido al bajo rendimiento obtenido en estas reacciones, cada uno
de los fragmentos se amplificé varias veces independientemente para conseguir suficiente
cantidad de ADN para los experimentos de clonaje. El resultado se analiz6 por electroforesis
en geles de agarosa al 3% y tincidon con bromuro de etidio. Posteriormente se purifico por
electroelucion seguido de fenolizacidén y precipitacion (apartado 4.2.3.1.1.) en etanol, y se

cuantificé la concentracion de ADN (apartado 4.2.3.2.) en las soluciones obtenidas.

TABLA 5.4.
Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion del ADN viral con Pfit ADN polimerasa
Fragmento Posicion” Iniciador T* de Producto Secuencia
clonado hibridacion (pb)

Region 5’ORF1 25-44 25 50°C 463 5’-GCCATGGAGGCCCATCAGTT-3’
469-488 480R 5’-CTACAGCCAGAAAACCCGTC-3’

Region hipervariable 1959-1979 1960 55°C 492 5’-GTCACCGCCTTCTGCTCTGC-3’
2432-2451 2450R 5’-TTAGACGCGTTAACGAGCCA-3’

Region ORF3 5023-5042 5030 59°C 495 5’-GGCTGTTGCTGATGGCAAGG-3’
5499-5518 5520R 5’-TCAGGCACTGGCGGGGTGTC-3’

* La posicion se refiere a la secuencia de la cepa de Birmania (Tam y col, 1991)
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5.2.4.2. Cepas bacterianas y vector

Las cepas bacterianas utilizadas en los experimentos de clonaje se describen en la Tabla

5.5.
TABLA 5.5.
Cepas bacterianas utilizadas para el clonaje del genoma de la cepa BCN del VHE
Cepa Caracteristicas genotipicas Fuente
E. coli XL1-Blue MRF’ D(mcrA)183 A (mcrCB-hsdSMR-mir) Stratagene, La Jolla, Calif.

173 endAl supEA4 thi-1 recAl gyrA96
relAl lac[F’ proAB lac® ZAM15
Tnl0(Tet")]

E. coli IM109 recAl endAl gyrA96 thi hsdR17 Promega Corp., Md., Wis.
(rg..my4) relAl supE44 N(lac-proAB)
[E> traD36 proAB lacl'ZAM15]

La estrategia adoptada para el clonaje de productos de PCR fue el sistema A/T. El
vector utilizado fue el pGEM"-T Easy (Promega Corp., Md., Wis.), que proviene del pGEM"-
5Zf(+) digerido con el enzima de restriccion EcoR V, y al que se le ha afiadido una timidina
en los extremos 3’ del vector linearizado (Figura 5.3.). La presencia de este 3’-T favorece la
eficiencia de la ligacion de productos de PCR, ya que crea un extremo compatible con los
extremos 3’-A del ADN generado por ciertas polimerasas termoestables (Clark, 1988). La
presencia de una zona de clonaje multiple permite la recuperacion del inserto mediante

digestion con un enzima de restriccion.

g

pGEM®-T Easy lacZ | BstZ |
Vector T Not |

(3018bp) Sacll

o
E:
E8739883332 88559882

Figura 5.3.
Mapa circular del vector pGEM®-T Easy (Promega) utilizado en los experimentos de clonaje de la cepa BCN del VHE.
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5.2.4.3. Reaccion de ‘tailing’

Los fragmentos de ADN obtenido por PCR utilizando la Pfu ADN polimerasa presentan
extremos romos, ya que este enzima no presenta la actividad desoxinucleotidil-transferasa
terminal que permite a otras polimerasas afiadir un nucledtido protuberante en los extremos 3’
de los amplicones. El clonaje de los fragmentos en un vector A/T requiere un paso previo para
modificar los extremos. Para ello, la reaccion de tailing se realizé en un volumen de 10 pl que
contenian aproximadamente 70 ng de ADN, 2,5 mM de MgCl,, 10 mM de Tris-HCI (pH 8,3 a
25°C), 50 de mM KCI, 0,2 mM de dATP y 4 U de AmpliTaq® ADN polimerasa (Perkin-

Elmer). La mezcla de reaccion se incubd a 70°C 45 min. EI ADN asi tratado se utilizd

directamente en los experimentos de clonaje.

5.2.4.4. Reaccion de ligacion

La reaccion de ligacion se realizd en un volumen de 10 pl que contenian 20-70 ng del
fragmento de ADN que se queria clonar, 50 ng de ADN del vector pPGEM®-T Easy, 30 mM de
Tris-HCI pH 7,8 — 10 mM MgCl, — 10 mM DTT — 1 mM de ATP y 3 U de enzima ligasa de
ADN del fago T4 (Promega). Las muestras se incubaron a 4°C durante 18-22 h.

5.2.4.5. Preparacion de células competentes

Las suspensiones de células bacterianas competentes se prepararon antes de ser
utilizadas y se conservaron a —80°C en CaCl, 0,1M — glicerol 15%.

Con el asa de siembra se rascé la superficie de los estocs de las células bacterianas que
se querian hacer competentes, conservados a —80°C, y se resuspendié en 50 ml de medio
Luria-Bertani (LB) si se trataba de E. coli IM109, o en LB suplementado con tetraciclina
(12,5 pg/ml) en el caso de E. coli XL1-Blue MRF’. Se incub6 la suspension en agitacion
(Centromat® C, 200 rpm) a 37°C durante 18-22 h. Se hizo una dilucion 1/50 del cultivo en
medio fresco LB o LB-tetraciclina, y se incubd a 37°C en agitacion hasta llegar a la fase
exponencial (DOgpp = 0,4-0,5). Tras incubar el cultivo en hielo durante 10 min, se
centrifugaron 10 ml del cultivo bacteriano a 3000 xg a 4°C durante 20 min. El sedimento se

resuspendié en MgCl, 0,1M frio (1/2 del volumen inicial), y se volvio a centrifugar bajo las
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mismas condiciones anteriores durante 10 min. Una vez descartada la solucion salina, se
resuspendioé el sedimento en CaCl, 0,IM frio (1/5 del volumen inicial). La suspension se
incubd en hielo durante 18-22 h, y seguidamente se recuperaron las células por centrifugaron
a 3000 xg a 4°C durante 10 min. El sedimento se resuspendié en CaCl, 0,1 M — glicerol 15%
(1/10 parte del volumen inicial). Esta suspension de células competentes se repartid en
microtubos de 1,5 ml (100 pl/tubo) y se congelaron al instante sumergiéndolos en un bafio de

nieve carbonica y etanol absoluto. Las células se guardaron a —80°C hasta su utilizacion.

5.2.4.6. Transformacion de células competentes

Se anadieron 70-120 ng de ADN producto de la ligacion inserto-vector a un tubo con
50-100 pl de células competentes descongeladas. La mezcla se incub6 en hielo durante 30
min. A continuacion se realizé un choque térmico para permitir la entrada del ADN en las
bacterias, sumergiendo los tubos que contenian las muestras en un bafo a 41°C durante 45
seg, y seguidamente en hielo durante 30 seg. Inmediatamente se afiadio a cada muestra 0,9 ml
de medio SOC, y se incubd a 37°C en agitacion durante 2 h. Tras este tiempo se sembraron
200 pl de cultivo en placas de medio LB suplementadas con tetraciclina (12,5 pg/ml) o sin

este antibidtico si se trataba de la cepa JM109, ampicilina (100 pg/ml), isopropyl-p-D-
tiogalactopirandsido (IPTG, 0,5 mM) y 5-bromo-4-cloro-3-indolil-f-D-galactopirandsido (X-
gal, 200 mg/ml), y se incubaron a 37°C durante 18-22 h.

5.2.4.7. Aislamiento y purificacion de ADN plasmidico

A partir de las placas sembradas, se seleccionaron aquellas colonias de bacterias
transformadas que posiblemente contenian inserto, que podian ser de color blanco o blanco
con el centro de la colonia azul, y se procediod al aislamiento del clon y a la identificacion de

la presencia de inserto.
5.2.4.7.1. Aislamiento de los clones

Con ayuda del asa de siembra se resembrd por estria cada colonia presuntamente

transformante en placas de medio LB suplementado con tetraciclina-ampicilina (para la cepa
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XL1-Blue MRF’) o s6lo con ampicilina (para la cepa JM109), IPTG y X-gal a la
concentracion apropiada. Las placas se incubaron a 37°C durante 18-22 h. Una vez aisladas
las colonias se inocularon en tubos de 5 ml de medio LB suplementado con tetraciclina y

ampicilina, o sélo con ampicilina a la concentraciéon adecuada. Los cultivos se incubaron a

37°C durante 18-22 h.

5.2.4.7.2. Purificacion de ADN plasmidico

El método aplicado para la recuperacion de ADN plasmidico estd basado en la lisis
alcalina de las células del cultivo (Sambroock y col., 1989) con modificaciones (M. Puig,
1998).

Los cultivos obtenidos a partir de cada clon se centrifugaron a 5000 xg durante 10 min,
y se descarto el sobrenadante. Las bacterias contenidas en el sedimento se resuspendieron en
100 ul de tampon de lisis (Tris-HC1 50 mM pH 8,0 — EDTA 10 mM — ARNasa A 0,1 mg/ml.
Seguidamente se afiadi6 a cada tubo 200 pl de una solucion de NaOH 0,2 M — SDS 1%,
homogeneizando la mezcla por inversion. Se incubd 5 min a temperatura ambiente, y se
afiadié 150 pl de acetato potasico 3 M pH 4,7 por tubo, mezclando por inversion. Los restos
celulares se separaron por centrifugacion a 10.000 xg durante 10 min. El sobrenadante se
recuperd en un nuevo tubo, se tratd con 300 pul de isopropanol y se volvid a centrifugar a
16.000 xg durante 30 min para precipitar el ADN. El precipitado obtenido se lavé con 500 pl
de etanol 70%, y se seco al vacio (Speed-Vac SC100). EI ADN plasmidico se resuspendi6 en
50 pul de agua bidestilada estéril.

5.2.4.8. Identificacion del inserto

Para comprobar la presencia de inserto en los plasmidos se realizaron digestiones con
endonucleasas de restriccion, y alternativamente se hizo PCR a partir de la colonia

directamente o de la solucion de ADN plasmidico.
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5.2.4.8.1. Identificacion del inserto mediante restriccion enzimdtica

Las digestiones enzimaticas del ADN plasmidico se hicieron con EcoR I (Promega),
siguiendo las instrucciones del proveedor. En las digestiones se utilizaron aproximadamente
3-5 pl de la solucion de ADN. Posteriormente los fragmentos generados se separaron por
electroforesis en geles horizontales de agarosa 1-1,5% en tampon TBE, y tinciéon con bromuro
de etidio. Los marcadores de peso molecular utilizados para este analisis fueron ADN del fago

®X-174 digerido con Hae 111 (Promega) y ADN del fago A digerido con Hind III o con Hind
Il — EcoR 1 (Promega).

5.2.4.8.2. Identificacion del inserto por PCR

La reaccion de amplificacion a partir de ADN plasmidico se hizo en un volumen total
de 50 pl que contenia 1 pl de la soluciéon de ADN, 1,5 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3 a
25°C), 50 mM KCl (Ixtampén II, Perkin-Elmer), 12,5 nmol de cada desoxinucleotido
trifosfato, 20 pmol de cada iniciador, y 2 U de AmpliTaq® ADN polimerasa (Perkin-Elmer).
La mezcla de reaccion se incubd en un termociclador programable GeneAmp PCR System
2400 (Perkin-Elmer). En el primer ciclo de amplificacion la desnaturalizacion se llevo a cabo
a 95°C durante 3 min, seguido de 30 ciclos de amplificacion. Las condiciones fueron,
desnaturalizacion a 95°C durante 1 min, hibridacién de los iniciadores correspondientes a 47-
55°C durante 1 min y extension a 72°C durante 1 min. Tras los 30 ciclos se realiz6 una
extension final a 72°C durante 5 min.

Alternativamente la identificacion del inserto se hizo por PCR partiendo directamente
de la colonia (Starnbach y col., 1989), bajo las mismas condiciones anteriormente indicadas.
El inoculo de la muestra se hizo con ayuda del asa de siembra resuspendiendo una pequefia

cantidad de cada colonia en cada tubo con la mezcla de reaccion de PCR.
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5.2.5. DESCRIPCION DE NUEVAS CEPAS DEL VHE EN
MUESTRAS CLINICAS HUMANAS

5.2.5.1. Muestras de suero humano

Se seleccionaron 37 muestras de suero humano tomadas entre octubre de 1989 y mayo
de 1999 en el servicio de urgencias del Hospital General Universitario Valle de Hebron de
Barcelona, procedentes de pacientes que habian acudido a la unidad durante la primera
semana de sintomas de hepatitis aguda. Estas muestras fueron amablemente cedidas por la
Dra. M. Buti.

El patron clinico de los pacientes fue analizado por el personal del Hospital General
Universitario Valle de Hebron. Catorce muestras provenian de pacientes con hepatitis aguda
tipo A, 8 de pacientes con hepatitis que presentaban anticuerpos IgG anti-VHE y 15 eran de
pacientes con hepatitis aguda no-A/no-E. Las hepatitis agudas viricas se definieron por la
presencia de los sintomas clinicos caracteristicos: niveles de alanina aminotransferasa en
suero superiores a 10 veces el valor normal y la exclusion de otras causas de enfermedad
hepatica, incluyendo medicacion, alcohol, enfermedad biliar, hepatitis autoinmune y otras
infecciones (citomegalovirus y virus de Epstein-Barr).

Para el diagnostico clinico del tipo de hepatitis se utilizaron ensayos inmunoenzimaticos
comerciales (Abbott, North Chicago, IL) para la deteccion de HBsAg, IgM anti-HBc, IgM
anti-VHA, IgG anti-VHE y anti-VHC. El ARN-VHC se detect6 por RT-PCR utilizando el kit
Amplicor VHC (Monitor Test Version 2.0, Roche Laboratories, Nueva Jersey, USA). Los
criterios de diagndstico fueron los siguientes:

- hepatitis A aguda, presencia de anticuerpos IgM anti-VHA
- hepatitis B aguda, presencia de anticuerpos IgM anti-HBc
- hepatitis C aguda, presencia de ARN-HCV por PCR y/o anticuerpos anti-VHC
- hepatitis E aguda, presencia de anticuerpos IgG anti-VHE
Los pacientes que no presentaban ninguno de estos marcadores se diagnosticaron como

hepatitis aguda no-A/no-E.
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5.2.6. DETECCION DE CEPAS RELACIONADAS CON EL VHE
EN CERDOS

Para poder evaluar la posible funcion de los cerdos como reservorio de cepas viricas
relacionadas con el VHE, se analiz6 la seroprevalencia de anticuerpos IgG en los cerdos, y se
intent6 identificar alguna de estas variantes a partir de muestras de heces y de agua residual de

mataderos porcinos.

5.2.6.1. Muestras de suero porcino

Se tomaron 60 muestras de suero de cerdos sanos (Sus scrofa domesticus) de diferentes
edades, procedentes de 6 granjas comerciales de Cataluna: 26 hembras reproductoras de 7
meses a 2 anos de edad, 24 cerdos de engorde de 5-6 meses, y 10 cochinillos de 3 semanas a 2

meses de edad. Las muestras fueron facilitadas por J. Piella.

5.2.6.2. Muestras de heces de cerdo

Se recogieron en contenedores estériles 6 muestras de heces de cerdos de diferentes
granjas, y se conservaron a 4°C por un tiempo no superior a 8 h, hasta que eran procesadas.
Cada muestra era una mezcla de las heces de 10-12 cerdos. La recuperacion de particulas
viricas se realizd mediante elucion con tampon glicina 0,25 M pH 9,5 a partir de una

suspension al 10% en PBS pH 7,3, como se indica en el apartado 2.2.3.4.

5.2.6.3. Muestras de agua residual de mataderos porcinos

Se tomaron 12 muestras de aguas residuales de dos mataderos de cerdos. Las muestras
contenian orina, heces y el contenido intestinal de los animales sacrificados diluido en agua.
Se recogieron en botellas de vidrio estériles y se conservaron a —80°C hasta que eran
procesadas. Se conocia que 5 muestras podian presentar un nivel bajo de contaminacion fecal

de origen humano y las otras 7 presentaban contaminacioén iinicamente de origen animal, pues
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los sanitarios de la planta desembocaban en un punto diferente al punto de muestreo. La

recuperacion de particulas viricas se realizdé como se indica en el apartado 2.2.3.1.1.

5.2.6.4. ELISA para la deteccion de anticuerpos IgG anti-VHE en

muestras de suero porcino

La deteccion de anticuerpos IgG anti-VHE se realizd6 por ELISA segin el método
descrito por Tsarev y col. para muestras de suero de chimpancé (Tsarev y col., 1993b) (Figura
5.4.). Los ensayos se realizaron en placas de poliestireno de 96 pocillos de fondo plano. Se
utilizé como antigeno una proteina recombinante truncada de 55 kDa codificada por el ORF2
de la cepa humana de VHE Sar-55, que habia sido clonada y expresada en baculovirus
(Tsarev y col., 1992 y 1993a; Meng y col., 1997 y 1998b) cedida por los Drs. S.U. Emerson y
R.H. Purcell (National Institutes of Health, USA). Las placas se cubrieron con
aproximadamente 0,6 pug de proteina antigénica por pocillo diluida en tampén carbonato pH
9,6, a 37°C durante 2 h. Tras eliminar la solucion de antigeno, se realizé un bloqueo con PBS
pH 7,3 —0,05% Tween-20 — 10% FBS — 0,5% gelatina (solucion de bloqueo).

Se analizaron 100 pl de las diluciones 1:20, 1:100, 1:200 y 1:1000 en solucion de
bloqueo de las muestras de suero de cerdo. Como control positivo se utilizd suero porcino
hiper-inmune procedente de un animal inoculado con la cepa de VHE Meng (Meng y col.,
1997), que se analiz6 en duplicado en cada test a una dilucioén 1:1000 en solucion de bloqueo.
Como controles negativos se utilizé suero pre-inmune de un cerdo no inoculado diluido 1:20,
1:100, 1:200 y 1:1000 en solucion de bloqueo, y un suero humano a una diluciéon 1:20 y
1:100. Los sueros porcinos hiper-inmune y pre-inmune fueron cedidos por los Drs. S.U.
Emerson y R.H. Purcell (National Institutes of Health, USA). Para permitir la union de los
anticuerpos al antigeno se incub6 a 37°C durante 30 min, y posteriormente se elimind
mediante cuatro lavados con solucion de lavado (PBS pH 7,3 — 0,05% Tween-20).

A continuacion se afiadieron 100 pl de una soluciéon 1:100 en solucién de bloqueo del
anticuerpo secundario. Se utilizé una IgG anti-IgG porcina obtenida en conejo y conjugada
con peroxidasa de rdbano (Sigma), y se incub6 a 37°C durante 30 min para permitir el
reconocimiento. El exceso de anticuerpo se elimind mediante cuatro lavados con solucion de
lavado, y el revelado se hizo con 100 pl/pocillo de una solucion de acido 2,2’-azino-bis(3-

etilbenztiazolin-6-sulfonico (ABTS) 0,2 mM, durante 30 min a temperatura ambiente. La
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densidad 6ptica a 405 nm se midi6 utilizando el lector Labsystems iEMS Reader MF y el
programa iEMS Ascent v.2.1. Las muestras de suero se consideraron positivas para la
presencia de anticuerpos anti-VHE si se cumplia que: la densidad oOptica era =0,2 y era mas

del doble de la densidad optica del suero pre-inmune a la misma dilucion.

O Antigeno
proteina recombinante del ORF2 (55 kDa)

< <
<

37°C 2h
lavado

D Bloqueo
FBS + gelatina

@ Anticuerpo primario
suero porcino

37°C 30 min
YA

AAA

lavado l ¢ Anticuerpo secundario llavado
IgG anti-IgG porcina/HRPO
37°C 30 min

£14% £

lavado l l lavado
T Revelado con ABTS

Temperatura ambiente 30 min

S\_/g":?

+ Lectura DO 405 nm

<& Antigeno i Anticuerpo secundario conjugado con
< Proteina bloqueante peroxidasa de rabano

A Anticuerpo especifico en suero S Substrato

A Anticuerpo inespecifico en suero ix? Producto

Figura 5.4.

ELISA para la deteccion de anticuerpos IgG anti-VHE en muestras de suero de cerdo.
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5.2.7. ANALISIS GENETICO DE NUEVAS CEPAS DEL VHE
EN MUESTRAS CLINICAS Y DE ORIGEN ANIMAL

5.2.7.1. Extraccion de acidos nucleicos

A partir de las muestras de suero la extraccion de acidos nucleicos se realizd por el
método de Boom y col., segiin se describe en el apartado 2.2.5.1., utilizando GuSCN vy
adsorcion de los 4cidos nucleicos sobre particulas de silice. Para las muestras de suero
humano, partiendo de 20-25 pl de suero se obtuvieron 20-25 pl de solucion de acidos
nucleicos. Para las muestras de suero porcino se siguié el mismo método y, ademas, se
hicieron extracciones a partir de 40 pl de suero para obtener 20 ul de solucion de acido
nucleicos doble concentrada. Tres muestras de suero porcino de 400 pl se ultracentrifugaron
(229.600 xg durante 1 h a 4°C) y se resuspendio el sedimento en 20 pl de PBS1x. A
continuacion se realizo la extraccion de &cidos nucleicos a partir de 10 pl de concentrado para

obtener 10 ul de solucion de ARN.

5.2.7.2. Sintesis de ADNc, amplificacion enzimatica vy

secuenciacion

La reacciéon de transcripcion inversa contenia 5 upl de la solucion de ARN
(correspondiente a 5 pl, 10 pl o 100 pl de suero), y se realizdé como se indica en el apartado
2.2.5.3.1. En todas las pruebas de deteccion se utilizaron los iniciadores degenerados de la
region de ORF2 (Tabla 5.2.) (Meng y col., 1997) que reconocen cepas de VHE humanas y de
origen porcino. Las muestras que resultaron positivas por este analisis, se sometieron a una
nueva reaccion de amplificacion utilizando iniciadores degenerados del extremo 5° del ORF1
(Tabla 5.6.) (Meng y col., 1998b; Schlauder y col., 1999) que también reconocen todas las
cepas del VHE.
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TABLA 5.6.
Oligonucleotidos utilizados para la amplificacion por PCR de ARN-VHE en muestras suero
Regiéon  Posicion” Reaccion Iniciador Producto Secuencia”
(pb)
VHE ORF1 12-33 Primera 12 548 5’-ATATGTGGTCGATGCCATGGAG-3"¢

541-560 Primera 560Rd 5’-CATVGCYTCBGCRACATCAG-3’

56-79 Segunda 56d 417 5"-CTGGCATYACTACTGCYATTGAGC-3"
451-473 Segunda 473Rd 5’-CCATCRARRCAGTAAGTGCGGTC-3"

* La posicion se refiere a la secuencia de la cepa de Birmania (Tam y col, 1991)
"Y=CoT;V=G,A0C;B=G,ToC;R=A0G

“ Tomado de Meng y col., 1998b

4 Tomado de Schlauder y col., 1999

Los resultados se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 3% (p/v) y tincion
con bromuro de etidio

En todos los analisis se siguieron las medidas de control basicas que se describen en el
apartado 2.2.5.3.4. para reducir la posibilidad de contaminacién cruzada con moléculas de
ADN amplificado producto de reacciones previas, y para evitar falsos negativos.

El ADN amplificado se purificé y se analizé la secuencia de nucledtidos como se indica

en el Capitulo 4.

5.2.7.3. Evaluacion de la sensibilidad de la reaccion de RT-PCR

anidada en muestras de suero y heces

Los iniciadores degenerados del ORF2 utilizados para detectar ARN del VHE en
muestras de suero, heces y aguas residuales de mataderos (Tabla 5.2.) fueron tomados a partir
de trabajos previos realizados por otros autores (Meng y col., 1997). Su sensibilidad fue
evaluada por medio de diversos andlisis.

Se analizaron por RT-PCR seguido de PCR anidada diluciones seriadas del ARN
extraido a partir de una alicuota de la suspension estoc de VHE Sar-55, que habia sido
previamente titulada por infectividad en monos (10° DIs¢/ml) (Tsarev y col., 1994). Del
mismo modo se analizaron diluciones obtenidas a partir de una suspension fecal de VHE

BCN para evaluar el limite de deteccion.
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Para poder evaluar una posible inhibicion de la reaccién de amplificacion debido al
efecto de sustancias inhibidoras presentes en el suero, 100 pl de suero porcino se suplementd
con una alicuota de 10 pl de suspension estoc de BCN. A continuacién se realizd extraccion
de acidos nucleicos, y se estudio el limite de deteccion del ARN virico en este tipo de
muestra.

Del mismo modo para poder descartar un resultado negativo debido a la inhibicion de la
reaccion de amplificacion, se suplementé una muestra de 1 g de heces con 10 pl de
suspension estoc de BCN. Tras un tiempo de contacto de 20 min, las particulas viricas se
eluyeron de las heces por adicion de 4 ml tampdn glicina 0,25 M pH 9,5 y agitacion durante
30 min a 4°C. Tras la adicion de 4 ml de PBS 2%, la materia organica en suspension se
elimino por centrifugacion a 12.000 xg durante 30 min, y el sobrenadante se ultracentrifugo6 a
229.600 xg. Las particulas viricas recogidas en el sedimento se recuperaron en 100 pl de
PBS. A continuacion se realizd extraccion de acidos nucleicos por el método descrito

anteriormente, y se estudio el limite de deteccion del ARN virico en este tipo de muestra.

5.2.7.4. Analisis del genoma de las nuevas cepas del VHE

Las secuencias de nucleotidos obtenidas se compararon con aquellas contenidas en los
bancos de datos GenBank y EMBL (European Molecular Biology Library) y se alinearon con
los fragmentos homologos de las cepas de VHE utilizando programas informaticos. La
relacion filogenética entre las cepas detectadas y las demas cepas de VHE descritas y
depositadas en los bancos de datos se realizé por el método de la maxima verosimilitud como
se indico en el apartado 5.2.3.4.

Los nimeros de acceso de las secuencias de nucledtidos de las cepas de VHE

depositadas en el GenBank se recogen en la Tabla 5.7.
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TABLA 5.7.
Secuencias de VHE utilizadas en el analisis filogenético
Cepa virica Lugar de aislamiento Origen del N° acceso en Referencia
aislamiento GenBank
Porcina Estados Unidos Suero de cerdo Af082843 Meng y col. 1997
US1 Estados Unidos Suero humano Af060668 Erker y col. 1999
USs2 Estados Unidos Suero humano Af060669 Erker y col. 1999
Indial Madras, India ? X99441 No publicado
India2 Hyderabad, India Suero humano Af076239 No publicado
India3 India ? X98292 Donati y col. 1997
Birmanial = Rangln, Birmania Heces humanas M73218 Tam y col. 1991
Birmania2  Rangtn, Birmania ? D10330 Aye y col. 1993
Barcelona  Barcelona, Espafia Agua residual urbana Af058984 Pina y col. 1998b
Nepal Katmandu, Nepal Heces humanas Af051830 Gouvea y col. 1998
Pakistan Sarghoda, Pakistan Heces humanas M80581 Tsarev y col. 1992
Chinal China Heces humanas L25547 Yiny col. 1994
China2 Xinjiang, China Heces humanas L08816 Biy col. 1993
China3 Xinjiang, China Suero humano D11092 Aye y col. 1992
China4 Uigh, China Heces humanas D11093 No publicado
China5 Kashi, China Heces humanas L25595 Yiny col. 1994
China6 Hebei, China ? M94177 Biy col. 1993
Marruecosl Marruecos Heces humanas Af010428 Chatterjee y col., 1997
Marruecos2 Marruecos Heces humanas Af065061 Meng y col. 1999
Egipto Egipto Heces humanas Af051351 Tsarev y col. 1999
Grecial Grecia Suero humano Af110388 Schlauder y col. 1999
Grecia2 Grecia Suero humano Af110389 Schlauder y col. 1999
Italial Italia Suero humano Af110387 Schlauder y col. 1999
Méjico Telixtac, Méjico Heces humanas M74506 Huang y col. 1992
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5.3. RESULTADOS

5.3.1. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE UNA CEPA
INFECCIOSA DEL VHE A PARTIR DE AGUA
RESIDUAL URBANA

5.3.1.1. Deteccion de cepas del VHE en muestras de agua residual

urbana

Se analizaron un total de 41 muestras de agua residual no tratada recogida de la planta
depuradora de San Adrian de Besos, por RT-PCR anidada utilizando los iniciadores
especificos de cepas humanas del VHE que amplifican la region 5° del ORF1.

En una primera etapa (1994-1995) se recogieron 15 muestras (una por mes), y se obtuvo
un concentrado virico por el método normal y siguiendo el proceso que permitia la
concentracion de las particulas contenidas en la muestra unas 1100 veces. Como resultado de
estos experimentos, una de las muestras (recogida el 31/08/95) dio resultado positivo por PCR
anidada en 5 pl de ARN de las diluciones directa y 1:10 (correspondiente a 2 y 0,2 ml de
muestra). El resultado se confirmé en dos experimentos sucesivos independientes realizados
bajo las mismas condiciones. En el andlisis de la suspension de particulas viricas super-
concentrado se repitio el resultado positivo en la misma muestra por PCR anidada en 5 pl de
la dilucion directa, equivalente a 5,5 ml de muestra. Dicha muestra dio resultado positivo para
la presencia de AdH y EV, y negativo para VHA (Capitulo 1), y no presentaba ninguna
caracteristica diferencial en comparacion con las otras muestras. En las 14 muestras restantes
en las que se concentraron de la misma forma, no se detecto6 ARN de VHE ni en la suspension
virica normal ni en la super-concentrada.

En las demas muestras recogidas entre 1996 y 1999 no se detect6 ARN de VHE tras
realizar PCR anidada con los iniciadores del ORF1. Las muestras recogidas en 1997-98 se
analizaron, ademads, por RT-PCR anidada utilizando iniciadores degenerados del ORF2 que

detectan cepas humanas y porcinas del VHE, dando todas ellas un resultado negativo.
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5.3.1.2. Sensibilidad del método de deteccion de VHE en muestras

de agua residual urbana

La sensibilidad de la técnica de deteccion por RT-PCR seguida de PCR anidada
utilizando los iniciadores degenerados que delimitan una regiéon del ORF2, se valord
inicialmente a partir de una suspension fecal de la cepa Sar-55 de VHE. Esta solucion habia
sido previamente titulada por infectividad en monos, resultando ser de 10° DIso/ml de estoc
(Tsarev y col., 1994). Se hicieron diluciones decimales seriadas (desde 10™ a 10°) a partir de
una solucion de ARN de dicha cepa, y se analizaron 5 pl de cada dilucion que contenian el
ARN equivalente a 5x10°-5x10™ DIs,. Tras una primera amplificacion con los iniciadores
externos del ORF1 o del ORF2, se realiz6 una segunda amplificacion con los iniciadores
internos, llegandose a detectar bandas visibles hasta la dilucion 107 , equivalente a 102 DlIso

de Sar-55 (Figura 5.5.) por PCR anidada con los dos grupos de iniciadores.

A. 10' 10° 10" 10 10® 10 C- M B. 10" 10° 10" 10% 10° 10* C- M

282 pb ] 347pb O

Figura 5.5.

Sensibilidad en la deteccion de VHE Sar-55 por PCR anidada utilizando los iniciadores del extremo 5’
del ORF1 (A), o los iniciadores degenerados del ORF2 (B). Se indican las dosis infecciosas
correspondientes a cada dilucion. C-, control negativo. M, marcador de peso molecular (ADN de ®X174
digerido con Hae III).

5.3.1.3. Evaluacion de la estabilidad del VHE en agua residual

Para descartar la posibilidad de tener resultados negativos debido a inhibicion de la
reaccion de amplificacion producida por sustancias contenidas en el agua residual, y evaluar
la sensibilidad del método de deteccion de ARN-VHE, se suplement6 una muestra con 10°
DIs¢/ml. Al mismo tiempo se estudi6 la estabilidad de la particula virica en este medio, en

comparacion con la estabilidad que presenta en PBS a 20°C a lo largo del tiempo.
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Se comprob6 que la concentracion de particulas viricas en PBS se mantenia en los
mismos niveles desde el tiempo inicial hasta los dos meses después de iniciar el experimento
(Figura 5.6.A), detectandose hasta las diluciones 10"'-107, equivalentes a 5x10°—~5x10™" Dlsj.
En la muestra de agua residual suplementada se detectd6 ARN del VHE hasta las diluciones
10"'-10 hasta 9 dias después de ser afiadida, y se observé una reduccion de la concentracién
1 mes después, detectandose solamente en la dilucion 0 (equivalente a 5x10™ DIsp). A los 2
meses no hay niveles detectables de VHE en la muestra de agua residual. Esto corresponderia
a una reduccion del titulo desde 10° DIso/ml de muestra a las 0 h (T= 0), hasta 10 DIs¢/ml un
mes después (T= 1 m) y <10 DIs¢/ml dos meses después (T= 2 m) (Figura 5.6. y 5.7.). Se ha
calculado una Tyo =20 d y To9 = 39 d en agua residual.

El mismo experimento realizado paralelamente con Poliovirus-1 demostrd los mismos
niveles de deteccion en la muestra inicial y dos meses después tanto en PBS como en agua
residual (Figura 5.6.B), demostrando asi que la estabilidad de la particula se mantiene durante
al menos dos meses, con una Top =38 d y Tog = 79 d en agua residual. Asi pues, la estabilidad

del VHE en agua residual observada en este experimento fue inferior que la de Poliovirus-1.

—&— VHE-PBS
R2=0,026

—— VHE-agua residual
R2=0,8299

Log (EG/ml)

0 7 14 21 28 35 42 49 56 dias

B. —— Polio-PBS
R2=0,2901

—1— Polio-agua residual
R2=0,5024

Log (EG/ml)

(A

0 7 14 21 28 35 42 49 56 dias

Figura 5.6.
Estabilidad de (A) VHE y (B) Poliovirus-1 en agua residual y en PBS a 20°C.
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—
1]
o
=2

T=12 h

T=24h

Figura 5.7.

PBS SA

0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 C-C+M

PBS SA

01 2 34 5 01 2 3 45 C-C+tM

PBS SA

0 -1 -2 -3 0 -1-2 -3 C-C+M

Estabilidad de VHE Sar-55 en agua residual (SA) y en PBS a lo largo del tiempo. Se indican las diluciones
decimales del ARN. C-, control negativo. M, marcador de peso molecular (ADN de ®X174 digerido con Hae III).
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5.3.1.4. Caracterizacion de la infeccion producida por la cepa

BCN del VHE en primates

El seguimiento de los pardmetros seroldgicos y virologicos revelo la presencia de una
infeccion producida por VHE en los monos inoculados con el agua residual que previamente
habia dado resultado positivo por PCR.

El analisis por PCR anidada a partir de las muestras fecales recogidas semanalmente
demostrod la excrecion de particulas viricas del VHE durante el periodo comprendido entre la
primera o segunda semana post-inoculacion y la semana quinta (Figura 5.8.). Los ensayos
serologicos confirmaron la presencia de IgM y IgG anti-VHE en los dos monos a las 5
semanas de la inoculacion, coincidiendo con el final de la excrecidon de virus en las heces.
Uno de ellos presentaba todavia niveles detectables de IgM a las 6 semanas, mientras que en
el otro ya habian desaparecido y solo se detectaban IgG. El andlisis por PCR de muestras de
suero no indico la presencia de viremia.

En cuanto a los pardmetros bioquimicos, los niveles de las enzimas transaminasas
hepaticas permanecieron normales, a excepcion de un ligero aumento en la actividad alanina
aminotransferasa en la semana 5 (Figura 5.8.B). Estos datos confirman el aislamiento de una

cepa del VHE viable.

A. B
3 3
- -
2 2
S
0 :
8 14 23 29 35 42 49
Dia post-inoculaciéon
IgM - - - - + na + - - - - + na -
IgG - - - - + na + - - - - + na +
ARN en heces + + + + + - - - + + ++ + - -
' 14 23 20 35 42 49 8 14 23 20 35 42 49
Figura 5.8.

Seguimiento bioquimico (ALT), serologico y virologico de la infeccion producida por la cepa BCN del VHE en monos
rhesus (mono A y B). El andlisis de la presencia de ARN en heces se hizo por PCR anidada.

na, no analizado; — negativo por PCR anidada; + positivo débil tras PCR anidada; + positivo tras PCR anidada; ++ positivo
tras RT-PCR
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5.3.1.5. Caracterizacion molecular de la cepa BCN del VHE

Para poder estudiar la secuencia de nucleétidos de la cepa BCN se amplificaron por RT-
PCR 8 segmentos del genoma, y a partir de ellos se obtuvieron por PCR anidada 21
fragmentos de ADN solapados. La secuencia de estos fragmentos se compard con los bancos
de datos, y se ensamblaron mediante programas informaticos, dando lugar a 7 segmentos
llamados Benl, Ben2, Ben3, Bend, BenS, Ben6 y Ben7 (Figura 5.1.). En total se secuenciaron

6206 nt, que representan un 86,2% del genoma.
5.3.1.5.1. Fragmento Bcnl

En analisis de la secuencia de nucleodtidos de las dos cadenas de 4 fragmentos de ADN
solapados del extremo 5° del ORF1, dio como resultado un fragmento de 581 nt. Esta
secuencia se depositd en el banco de datos de GenBank con el n° acceso AF058679. Esta
presentaba aproximadamente un 98% de identidad respecto a la secuencia de nucleotidos de
las regiones homologas de una cepa de Nepal, un 93-96% de identidad respecto de cepas de
India y Birmania, un 92-93% respecto al grupo de cepas de China y Pakistan, y un 77% de
identidad con la cepa aislada en Méjico (Tabla 5.8.).

Al nivel de la secuencia de aminodcidos esto representaba mas de un 98% respecto a la
cepa de Nepal, un 95-98% de identidad respecto a las demas cepas asiaticas, y un 92%
respecto a la cepa mejicana (Tabla 5.9.). En esta region se han identificado los residuos

descritos como representativos del dominio metiltransferasa (Koonin y col., 1992).

5.3.1.5.2. Fragmento Bcn2

El andlisis de la secuencia de nucleétidos de las dos cadenas de 5 fragmentos de ADN
solapados de la mitad 5’ del ORF1, dio como resultado un fragmento de 1474 nt. Esta
secuencia se depositd en el banco de datos de GenBank con el n° acceso AF058680. Esta
presentaba un 97,5% de identidad respecto a la cepa de Nepal, 94-96% de identidad respecto a
cepas de India y Birmania, un 89-92% con el grupo en el que engloban India3, China y
Pakistan, y un 66% de identidad con la cepa aislada en Méjico (Tabla 5.8.). En esta region

estd localizada un segmento de maxima variabilidad entre los nucledtidos 1055-1384
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(correspondientes a la region entre los nucleotidos 2011-2331 de la cepa Birmanial) (Tsarev y
col.,, 1992). En esta zona, BCN presenta la maxima identidad con la cepa Indial y Nepal
(96,88%), mientras que para las demas cepas asidticas varia entre 86-92%, y solamente un
54% con la cepa de M¢jico. En relacion con cepas aisladas en el norte de Africa
(Marruecosl), se observé un 79% de identidad en la region hipervariable.

Al nivel de la secuencia de aminoacidos esto representaba un 94-96% de identidad
respecto a las cepas asidticas, y un 69% respecto a la cepa mejicana (Tabla 5.9.). En esta
region se han localizado los residuos conservados representativos de los dominios Y, papain-

like proteasa y el dominio X (Koonin y col., 1992).

5.3.1.5.3. Fragmento Bcn3

Se estudié de la secuencia de nucledtidos de 3 fragmentos de ADN solapados de la
region intermedia del ORF1, obteniendo una secuencia de 676 nt que se deposito en el banco
de datos de GenBank con el n® acceso AF058681. Posteriormente se obtuvo una secuencia de
416 nt inmediatamente anterior, que se ensamblé para dar lugar a un fragmento de 1092 nt. El
analisis comparativo demostrd un 97,5% de identidad respecto a la cepa de Nepal, un 96-97%
respecto a las cepas de Indial y 2 y Birmania, un 92-93% con las demas cepas asidticas, y un
75% de identidad con la cepa de M¢jico (Tabla 5.8.).

A nivel de la secuencia de aminoacidos se observé un 96-98% de identidad respecto a
las cepas asiaticas, y un 87% respecto a la cepa mejicana (Tabla 5.9.). En esta region se han
localizado los residuos conservados representativos del dominio X, la region de la helicasa y

parte de la region que codifica la ARN polimerasa-ARN dependiente (Koonin y col., 1992).

5.3.1.5.4. Fragmento Bcn4 y Benb

A partir de 3 fragmentos se obtuvieron dos secuencias contiguas de 276 nt (Bcn4) y 639
nt (BenS) que se depositaron en el banco de datos de GenBank con el n® acceso AF061581 y
AF058683 respectivamente. El estudio comparativo demostrd un mayor grado de similaridad
con las cepas aisladas en Nepal. India y Birmania (94,2-97,8%), mientras que en las demas
oscilaba entre 89-93% en ambas regiones, y un 75-79% de identidad con la cepa aislada en

M¢jico (Tabla 5.8.).
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En las secuencia de aminoacidos se observd una identidad del 84-100% y 96-99%
respecto a las cepas asiaticas, 100% y 88% respecto a la cepa mejicana (Tabla 5.9.)
respectivamente. En estas regiones se han localizado residuos conservados representativos la

ARN polimerasa (Koonin y col., 1992).

5.3.1.5.5. Fragmento Bcné6

El fragmento mas largo de los analizados, Becn6 (n® acceso GenBank Af058684) de
1946 nt, comprende el extremo 3’ del ORF1, el ORF3 completo y 1813 nt del ORF2. Se
obtuvo a partir de los fragmentos solapados del extremo 3’ y por secuenciacion progresiva a
partir de 3 fragmentos de ADN amplificado por PCR larga, unica estrategia que dio un
resultado satisfactorio en la zona de solapamiento de los tres ORFs dada la dificultad para
amplificarla, como se habia descrito previamente (Yin y col., 1994). En esta region se observo
nuevamente una mayor identidad con la cepa de Nepal (98%), 95-96% con las cepas de India
y Birmania, un 92-93% respecto al grupo de cepas de China y Pakistan, 89-90% respecto a
dos cepas aisladas en Egipto y Marruecos (Marruecos2), y 80% de identidad con la cepa
mejicana (Tabla 5.8.).

Al nivel de la secuencia proteica se observd un 96-100% de identidad en la secuencia
correspondiente al ORF1, un 97-98% en el ORF2 y un 97-99% en el ORF3 respecto a las
cepas asiaticas y del norte de Africa (Tabla 5.9.).

5.3.1.5.6. Fragmento Bcn7

La secuencia del fragmento Ben7 de 199 nt (n° acceso GenBank AF058682) contiene
148 nt del extremo 3° del ORF2 y 51 nt de la region no codificante. El grado de identidad
observado en esta region es de un 95,9-96,9% respecto a cepas de India y Birmania, 72-94%
respecto a las demds cepas asiaticas, y 79,9% respecto a M¢jico en la secuencia de
nucleotidos. Respecto a la secuencia de aminoacidos del extremo terminal de la proteina
codificada por el ORF2 la identidad es del 97,9-100% respecto a las cepas asiaticas (91% en
la cepa de M¢gjico).
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Total

96,25
95,12
92,28
92,33
92,44
92,77
92,28
92,30

96,28
95,54
92,17

75,25
97,49

TABLA 5.8.
Identidad entre la secuencia de nucledtidos de los fragmentos de BCN respecto a otras cepas del VHE
Fragmento de BCN (%)

Cepa Benl Bcen2 Bcen3 Bcen4 BcenS Bcné6 Ben7
Birmanial 95,52 94,98 96,70 96,01 97,03 96,97 95,98
Birmania2 95,00 94,37 96,06 94,20 97,03 95,89 83,42
Chinal 92,76 90,37 92,77 91,30 93,58 92,91 93,47
China2 92,76 90,37 92,95 91,30 92,96 93,11 93,97
China3 92,59 90,37 93,13 92,03 92,96 93,27 94,47
China4 92,93 92,74 92,77 89,13 93,90 92,65 94,97
China5 92,76 90,37 92,77 91,30 93,58 92,91 93,47
China6 92,76 90,23 92,95 91,30 92,96 93,11 93,97
Egipto — — — — — 90,13 —

Indial 94,31 96,54 97,62 91,30 97,97 95,99 96,98
India2 96,21 95,79 96,61 96,38 94,84 96,97 72,86
India3 93,62 89,82 92,49 92,75 92,96 92,65 95,48
Marruecosl — 79,44* — — — — —

Marruecos2 — — — — — 89,08 —

Mg¢jico 77,93 66,21 75,00 79,35 75,90 80,16 79,90
Nepal 98,28 97,49 97,89 97,46 97,81 98,10 85,93
Pakistan 92,76 90,57 92,40 91,30 93,27 92,70 88,44

92,01

* La secuencia comparada incluye solamente la region hipervariable

Total

98,00
97,22
97,68
97,40
97,49
97,26
97,59
97,22

97,35
96,19
97,12

86,99
97,49

TABLA 5.9.
Identidad entre la secuencia de aminoacidos de los fragmentos de BCN respecto a otras cepas del VHE
Fragmento de BCN (%)
Cepa Benl Ben2 Bcen3 Bcend BenS Bcen6 Ben7
3°0Orfl  Orf2 Orf3

Birmanial 97,93 96,95 98,07 100 99,06 96,67 98,18 97,56 100
Birmania2 96,37 9593 97,80 97,80 99,06 100 97,52 95,12 100
Chinal 97,93 9532 98,62 9560 99,53 100 98,01 99,19 100
China2 97,41 94,70 98,62 100 98,11 96,67 97,68 99,19 100
China3 96,89 94,70 98,62 98,90 99,06 100 98,34 97,56 97,92
China4 97,41 94,70 97,80 100 99,53 100 97,52 97,56 97,92
China5 97,93 9532 98,62 96,70 99,53 100 98,01 97,56 97,92
China6 97,41 94,50 98,62 100 98,11 96,67 97,68 97,56 97,92
Egipto — — — — — — 97,52 99,19 —
Indial 95,85 9593 98,62 98,90 96,23 100 97,85 99,19 97,92
India2 96,37 9532 96,42 84,62 98,58 100 97,02 97,56 97,92
India3 97,93 94,50 97,80 98,90 99,06 100 97,35 97,56 97,92
Marruecosl — 77,57 — — — — — — —
Marruecos2 — — — — — — 98,34 99,19 —
Mg¢jico 92,23 6994 87,88 100 88,21 96,67 92,38 99,19 91,67
Nepal 98,45 97,96 98,62 92,31 98,11 73,33 97,85 97,56 97,92
Pakistan 97,93 94,91 98,62 100 99,06 100 98,51 86,18 97,92

96,94

* La secuencia comparada incluye solamente la region hipervariable
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5.3.1.5.7. Andlisis de la secuencia de aminodcidos

Las diferencias observadas en la secuencia de nucledtidos son en su mayoria
sustituciones en la tercera posicion del codon, por lo que no altera la secuencia de
aminoacidos. El grado de divergencia entre la secuencia de aminoéacidos deducida a partir de
la cadena de nucledtidos respecto a las demas cepas caracterizadas de Asia y Africa es de
menos de 4% (Tabla 5.9.). Se observaron sustituciones de aminoacidos en los péptidos

codificados por los tres ORFs, caracteristicas de la cepa BCN (Tabla 5.10.).

TABLA 5.10.
Sustituciones en la secuencia de aminoacidos de BCN
respecto a las cepas asidticas de VHE

Region Fragmento Posicion® Sustitucién”
ORF1 Benl 19 Ala- Asp*
179 Phe - Ser*
Bcen2 475 Lys—Arg
700 Leu-lle
747 Asp - Ala*
755 Pro - Ser*
Bcen3 905 Asn-Lys*
906 His - Asp*
BcenS 1601 Gly - Arg*
ORF2 Bcn6.2 25 Pro - Ser*
49 GlIn - Pro*
105 Ala - Thr*
258 Trp - Arg*
268 Glu- GIn*
289 Thr - Ser*
308 Phe - Leu*
368 Thr - Asn*
ORF3 Ben6.3 63 Ser - Arg*

* Numeracion de acuerdo con la secuencia de aminoacidos del péptido deducido
a partir de la secuencia de aminoacidos de la cepa de Birmania (Tam y col.,
1991).

" Subrayado el aminoacido correspondiente a BCN.

* Sustituciones no conservativas.
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5.3.1.5.8. Anadlisis filogenético

Los resultados globales obtenidos a partir de la comparacion de las secuencias nos
indican que la cepa BCN esta genéticamente relacionada principalmente con las cepas
aisladas en Asia, presentando un mayor grado de identidad con una cepa de Nepal (97,49%),
seguido de cepas de India y Birmania, con una similaridad del 95,9140,52% y 95,68+0,79%
respectivamente.

Segun el criterio aplicado en el analisis filogenético de las secuencias de poliovirus
(Rico-Hesse y col., 1987), se han definido como cepas del mismo genotipo las que difieren en
menos del 15%, y del mismo subgenotipo si se diferencian en menos del 7,5%. El andlisis
filogenético de cada uno de los fragmentos obtenidos demostré que la cepa BCN del VHE
pertenece al genotipo IA junto con las cepas aisladas en Nepal, India y Birmania (Figura 5.9.).

Para comprobar el nivel de confianza del agrupamiento se utilizd el programa
BOOTSTRAP del paquete PHYLIP (Felsenstein, 1985 y 1993) para generar 1000 arboles
replicas a partir del alineamiento de las secuencias de las diferentes regiones. Se considera
que existe una relacion filogenética estadisticamente significativa si dicho valor es superior al
70% (Felsenstein, 1985). En las regiones BCN1-BCN6 este valor era en todos los casos
superior al 80%, lo que demuestra la bondad del agrupamiento filogenético con las cepas de
Nepal e India (Figura 5.9.)

En cuanto a la secuencia de aminoacidos se ha observado un 97,42+0,51% de identidad
global respecto a las cepas de Asia y del norte de Africa, lo que confirma nuevamente la

estrecha relacion entre la cepa BCN respecto a las demas cepas aisladas en paises endémicos.
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Figura 5.9.

Analisis filogenético de la cepa BCN respecto a otras cepas de VHE. A. Arbol filogenético obtenido a partir de la region
hipervariable (321 nt). B. Arbol filogenético obtenido a partir de un fragmento de 1814 nt del ORF2. La longitud de las
ramas es proporcional a la distancia evolutiva. La escala representa el nimero de sustituciones por base. Los valores
indicados en los nodulos corresponden al porcentaje de los arboles en los que aparece dicho agrupamiento obtenido a partir
de 1000 replicas (>70% indica un agrupamiento estadisticamente significativo).
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5.3.2. MUESTRAS CLINICAS HUMANAS

Se estudié la presencia de ARN de VHE en muestras de suero procedentes de 37
pacientes con hepatitis aguda: 26 hombres y 11 mujeres, con edades comprendidas entre 18 y
65 afios (media de 31 afos). Tres de ellos declararon haber viajado fuera a areas endémicas de
hepatitis E durante los meses previos a la aparicion de los sintomas de la enfermedad. Doce
eran consumidores de drogas por via intravenosa. Los 22 restantes no presentaban factores de
riesgo epidemiologico para la existencia de hepatitis transmisible por via parenteral o enteral.
Ninguno de los enfermos habia trabajado en granjas o mataderos porcinos, ni habia tenido
ningun contacto con cerdos.

Las muestras se analizaron por RT-PCR anidada utilizando los iniciadores degenerados
de la region del ORF2 (Tabla 5.2.), que reconocen las cepas de origen humano y las de origen
porcino del VHE hasta ahora descritas. Se detect6 la presencia de viremia en 1 de los 14
pacientes (paciente #7) con hepatitis A (7%) y en 2 de los 8 pacientes (paciente #e6 y #6) que
presentaban anticuerpos IgG anti-VHE (25%). Ninguno de los pacientes con hepatitis aguda
del tipo no-A/no-E dio resultado positivo. Las caracteristicas clinicas de cada uno de los
pacientes positivos para VHE se resumen en la Tabla 5.11.

En el caso de los pacientes seropositivos para VHE se disponia de muestras de suero de
la fase inicial de la enfermedad y de la fase de convalecencia de 3 de ellos. Las dos muestras
que presentaron viremia correspondian a la fase inicial de la infeccion.

Teniendo en cuenta los factores de riesgo se comprobd que uno de los pacientes con
ARN de VHE habia viajado a América Central 3 meses antes de manifestarse los primeros
sintomas de hepatitis y, ademas, resultd también presentar ARN de VHA en suero. En cuanto
a los demas pacientes que mostraron resultado positivo, uno de ellos era drogadicto y el

ultimo no pertenecia a ningun grupo de riesgo.
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TABLA 5.11.
Caracteristicas clinicas de los pacientes en los que se detect6 ARN de VHE en suero

Paciente Presencia de anticuerpos IgG Presencia de ARN en suero Factor de riesgo

Anti-VHE Anti-VHA VHE-ARN  VHA-ARN

#eb + — + — drogadicto
#6 + — + - ninguno
#7 - + + + viaje a Centro América

5.3.3. INFECCION NATURAL DE LA POBLACION DE
CERDOS POR CEPAS RELACIONADAS CON EL VHE

5.3.3.1. Prevalencia de anticuerpos en suero de cerdo

La presencia de anticuerpos IgG anti-VHE en el suero de cerdos procedentes de
diversas granjas de Catalufia, se comprobé mediante ELISA. El andlisis de los diferentes
sueros dio resultado positivo en el 25% de las muestras analizadas entre las diluciones 1:100 y
1:200: 2/10 cochinillos de 3 semanas a 2 meses, 8/24 cerdos de engorde de 5 a 6 meses y 5/26
hembras reproductoras de 6 meses a 4 afios de edad (Tabla 5.12.). Los valores medios de
inmunorreactividad en las muestras consideradas positivas fueron de 1,016 (DS 0,405) versus
0,110 (DS 0,097) en las muestras negativas. Estos datos sugieren la existencia de una
infeccion que afecta de forma natural a los cerdos, y provocada por un agente relacionado con

el VHE.

TABLA 5.12.
Prevalencia de anticuerpos IgG anti-VHE en cerdos de granjas
comerciales de Cataluiia

Edad N° cerdos analizados N° cerdos con anti-VHE
6 meses a 4 afios 26 5 (19%)
5-6 meses 24 8 (33%)
3 semanas a 2 meses 10 2 (20%)
Total 60 15 (25%)
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5.3.3.2. Deteccion de cepas del VHE de origen porcino

Para intentar aislar alguna cepa porcina del VHE se analizaron por PCR anidada
diversos tipos de muestras: 6 muestras de heces, 48 muestras de sueros porcinos, 12 muestras

de agua residual de mataderos de cerdos.

5.3.3.2.1. Sensibilidad en la deteccion de ARN de VHE en muestras de suero y

heces de cerdo

La concentracion de equivalentes gendmico (EG) en una suspension fecal de la cepa
BCN del se estim6 por la técnica de la dilucion limite que se detecta por RT-PCR anidada
utilizando los iniciadores del extremo 5’ del ORF1 y los iniciadores degenerados del ORF2.
Se realizaron diluciones decimales seriadas (desde 107" hasta 10™*) a partir del ARN extraido y
se analizaron por RT-PCR anidada. Un equivalente genémico se define en este caso como el
niamero de moléculas de ARN de VHE presentes considerando la muestra mas diluida que
puede detectarse por PCR anidada (Meng y col., 1998a). Se pudieron detectar bandas visibles
por electroforesis en gel de agarosa hasta la diluciéon 107 (Figura 5.10.), que corresponderia a
1 EG. Segun este experimento el titulo de la suspension estoc de BCN fue estimado en 10

EG/ml.

A 10"10210°%10* C- M B. 10"10210%10* C- M
T TR

282 pb O 347 pb O

Figura 5.10.
Sensibilidad en la deteccion de VHE BCN por PCR anidada utilizando los iniciadores del extremo 5° del ORF1 (A), o los
iniciadores degenerados del ORF2 (B). Se indican las diluciones del ARN. C-, control negativo. M, marcador de peso

molecular (ADN de ®X174 digerido con Hae III).
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Posteriormente se paso a evaluar la sensibilidad del método de deteccion en suero
porcino y heces de cerdo que se habian suplementado con una cantidad conocida de
equivalentes gendmicos de la cepa BCN de VHE. Se afiadié 10 pl de suspension de BCN a 90
ul de suero porcino (10 EG/ml) y a 1 g de heces de cerdo (1 EG/g). Tras la recuperacion de
las particulas viricas a partir de las heces, se analizd el limite de deteccion del ARN
paralelamente en los dos tipos de muestra. En ambos casos se pudo detectar amplificacion
hasta la dilucion 107 tras realizar PCR anidada, que contenia el ARN equivalente a 1 EG en 5
ul de suero o en 5 mg de heces. Seglin este experimento no se observa la presencia de
sustancias inhibidoras de la reaccion de amplificacion en las muestras fecales ni en el suero

analizado.

5.3.3.2.2. Analisis de muestras de heces de cerdo

Se recuperaron las particulas viricas a partir de 6 muestras de heces de cerdo de
diferentes granjas. Alicuotas de la suspension de ARN correspondientes a 5 y 50 mg de heces

se sometieron a analisis por PCR anidada. Todas las muestras analizadas fueron negativas.

5.3.3.2.3. Anadlisis de muestras de suero porcino

Se realizé extraccion de acidos nucleicos a partir de 48 muestras de suero de cerdos de
diferentes edades y diversas granjas. Se analizaron por PCR anidada alicuotas de la
suspension de ARN correspondientes a 0,5, 1, 5, y 10 pl de suero, dando todos ellos un

resultado negativo.

5.3.3.2.4. Anadlisis de aguas residuales de mataderos porcinos

Se disponia de 12 muestras de aguas residuales de mataderos porcinos, que habian sido
procesadas por el método descrito en el apartado 2.2.3.1.1. Se realiz6d extraccion de acidos
nucleicos a partir del concentrado virico, y se analizaron por PCR anidada alicuotas
correspondientes a 2 y 0,2 ml de agua. En una de las muestras, #E11, se observé una banda

del tamafio esperado, de intensidad débil cuando se analiz6 el equivalente a 2 ml de muestra.
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5.3.4. CARACTERIZACION GENETICA DE LAS CEPAS DE
VHE DE ORIGEN CLINICO Y ANIMAL

5.3.4.1. Fragmento del ORF2

Para caracterizar las cepas detectadas se procedid a analizar la secuencia de nucledtidos
de los amplicones productos de PCR anidada, obtenidos a partir del suero de los pacientes
#e6, #6 y #7, y de la muestra de matadero porcino #E11.

Se analizaron 304 nt del fragmento de 347 pb obtenido por PCR anidada con los
iniciadores 5972d/6319Rd a partir de los sueros humanos. La comparacion con la secuencia
de nucleodtidos de la regién correspondiente de la cepa BCN en un primer momento,
descartaba la posibilidad de una contaminacién durante el procesamiento de las muestras, y
reveld la presencia de dos nuevas cepas del VHE, que se llamaron VHI1 (presente en el
paciente #e6) y VH2 (presentes en #6 y #7). Estas presentaban un 93,4% de identidad entre
ellas, mientras que se observo un 75,9% y un 74,3% de identidad cuando se compararon
VHI1/BCN y VH2/BCN respectivamente (Tabla 5.13.). Las diferencias observadas entre VHI
y VH2 corresponderian a sustituciones en el tercer nucleotido del codéon correspondiente,
puesto que no representan ningin cambio al nivel de la secuencia de aminoacidos (100%
identidad).

La secuencia del amplicon detectado a partir de la muestra agua residual de matadero
porcino #EI11, presentaba un 92,1% y 93,4% de identidad en relacion con VH1 y VH2
respectivamente, y un 99% de identidad en cuanto a la secuencia de aminoacidos (Tabla
5.13.). Esta cepa fue llamada E11.

La secuencia de nucleotidos de la region estudiada de las cepas VHI1, VH2 y El1 se
depositd en el banco de datos GenBank con los niimeros de acceso AF195061, AF195062 y
AF195063 respectivamente.
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TABLA 5.13.
Comparacion entre la secuencia de nucledtidos y secuencia de aminoacidos de
VHI1, VH2 y E11 respecto a otras cepas de VHE en la region de 304 nt (100 aa) del
fragmento del ORF?2

Cepa Nucleétidos idénticos (%) Aminoacidos idénticos (%)
VHI1 VH2 El1 VH1, VH2 El1
VHI1 -—- 93,4 92,1 --- 99
VH2 93,4 --- 94,0 - 99
Ell 92,1 94,0 - 99 -
Porcina 83,8 83,2 85,5 100 99
Us2 83,2 83,5 82,8 99 98
US1 81,9 82,5 83,8 100 99
Nepal 77,3 75,6 75,0 96 95
Birmania2 77,3 75,6 75,0 96 95
Indial 76,9 76,3 75,0 96 95
India2 76,6 75,0 74,3 96 95
China3 76,3 75,0 75,0 96 95
Birmanial 75,9 74,3 73,7 95 94
Barcelona 75,9 74,3 73,6 93 92
Pakistan 75,6 74,3 74,3 96 95
China5 75,6 74,3 74,3 96 95
Chinal 75,6 74,3 74,3 96 95
Marruecos 75,6 75,0 74,3 95 94
China4 75,0 73,7 73,7 94 93
Méjico 75,0 73,7 72,2 92 91
India3 74,6 74,0 72,0 95 94
China6 74,6 73,4 74,0 95 94
China2 74,6 73,4 73,3 95 94
Egipto 74,3 73,4 71,4 95 94

Para poder determinar el grado de similitud entre las nuevas cepas y otros aislados de
diferentes zonas geograficas, las secuencias de nucledtidos se alinearon con las regiones
homologas del ORF2 de 20 cepas descritas procedentes de areas endémicas y no endémicas
(Tabla 5.7.). Este andlisis indic6 que VH1, VH2 y E11 estaban relacionadas con las cepas de
origen humano US1 y US2, y con la tinica cepa aislada a partir de heces de cerdo, presentando
VHI un 81,9-83,8% de identidad, VH2 un 82,5-83,5% y E11 un 83,8%-85,5% de identidad
(Tabla 5.13.). En cuanto a la secuencia de aminoécidos la identidad era de un 98-99%. La
alineacion de la secuencia de nucledtidos de la region estudiada del ORF2 de las cepas

aisladas en zonas no endémicas se muestra en la Figura 5.11.

225



Resultados

VH1
VH2
El1l
Porcina
UsSl
Us2

VH1
VH2
El1l
Porcina
Usl
Us2

VH1
VH2
El1l
Porcina
Usl
Us2

VH1
VH2
El1l
Porcina
Usl
Us2

Figura 5.11.
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.......... O L ©

Teooeno.. Covnnnns T..... A..T..C..T..T..AT.......... T..T...... T.A.....o...
.......... c.....c..T..T..A..T..C.....T..AT.......T..T..T......T.A..A........
T ii i C..T..T..A..T..C..T..T........... T..T..T........ Ao,
6080 * 6100 * 6120 * 6140
TAGAAATTTGACCCCCGGGAACACTAACACCCGAGTGTCCCGTTACACTAGCACAGCCCGACACCGTTTGCGCCGT
......... N
............... e ! N € N (e T
Covvnnninn A e e T..T..... G..... Covnnniinn C..T..GC....... C
............ e L O € O N ¢
Gevvnnnn Ao, Covnnnns T..T..... G..T..C...oiint Coonn GC..oiiit
* 6160 * 6180 * 6200 * 6220
GGTGCCGATGGTACTGCCGAGCTTACAACCACTGCAGCCACACGTTTTATGAAGGACTTGCATTTCACCGGGACAA
........... L !
........... L
..... T.....G..C..A........C.....A .. v Cuiiiii i iiiiiiina Ll Cl LG
..... T.....G..C..T.....C..C.....A...........C..C........T........T..T..T..G.
..... T.....G.....T........T.....A..............C.........C C G.T..C..G.
* 6240 * 6260 * 6280 *
ATGGTGTTGGCGAGGTGGGCCGTGGTATAGCTTTAACGCTATTTAATCTTGCTGATACACTTCTCGGCGGGCTGCC
.......... T et n Bl e e i e e
.......... N T
C..C..... Toooooo.. T..Coooviin.. C....A..G..... Covnnnninn G..... T..T..TT.A
C..C..... Toooono.. Toooooo.. T..CC.G..T..G.vviiiiiiiiin G..... T..T..TT.A
C.o... T.oooooo.. T.oooooo.. C..CC.G..A..G..C..... Covinnn Gevvnnnnil TT.A

Alineacion de 304 nt del fragmento de ADN de la region amplificada del ORF2 de las cepas VHI, VH2 y El1, y las
aisladas de otras zonas no endémicas. Sélo se indican las diferencias. La secuencia del iniciador se ha suprimido. Las

posiciones indicadas se refieren a la cepa de Birmania (Tam y col. 1991).

La comparacion con las cepas aisladas de paises donde la hepatitis E es endémica (Asia,

Africa y Méjico), demuestra un porcentaje de identidad inferior: 74,4%-77,3% en VHI, 73,4-

76,3% en VH2 y 71,4-75,% en E11, y un 91-95% en cuanto a la secuencia de aminoéacidos

codificada (Tabla 5.13.). La alineacioén de las secuencias de aminoécidos codificada por la

region estudiada se muestra en la Figura 5.12. En esta representacion se puede apreciar la

sustitucion del residuo de Ser-325, presente en las cepas de VHE aisladas de zonas

endémicas, por un residuo de Thr en las cepas de Espafia y Estados Unidos (humanas y

porcina). Esta sustitucion estd localizada dentro de una region inmunoreactiva (Khudyakov y

col., 1993 y 1994).

226



Cap. 5. Epidemiologia molecular del virus de la hepatitis E

* 300 * 320 * 340
India3 PVNSYTNTPYTGALGLLDFALEFEFRNLTPGNTNTRVSRYSSTARHRLRRGADGTAELTT
Chinad i Voo, L e e e e e e e e e e e Tevenenn.
Birmania L ettt e e Lottt et e i e e i e e e e e e e
China2 Lttt et e e Lottt et e e i e e i e e
China6 Lottt e et e e e Lt et et e e e e e e e e e e e e e
China3 e e et e e e e e e e e e e e e e e e
Nepal e e Lot ettt e i e e i e e e e e e
Pakistan .. Lottt et e e i e e i e e e
Birmania2 = @ ... Lt et et e e e e e e e e e e e et e
Indial e Lt e e e e e e e e e e e e e e e e
Chinab = i e Lottt et i e e i e i e e e e
India2 e e Lottt e e i e e i e e
Chinal e Lt et et e e e e e e e e e e e e e
Egipto e e et e e e e e e e e e e e e e e e e
MarrueCoS ittt Lt et i i ettt ittt it i e e
Barcelona ..... S T
Porcina e e e Lot ettt B..................
2 e L e e e W..........c00000.
USL e e e e Lt W..........000000..
VHLI i e Lottt e e e Tttt e
VH2 e e Lttt e it i i i Tttt
US2 e e e e e e e L e W............ .00
MEJLICO e Love... o SRt
* 360 * 380
India3 TAATRFMKDLYFTSTNGVGEIGRGIALTLFNLADTLLGGL
Chinad e e e e e e
Birmania = @ i e i i e
China2 e e e e et e e
Chinabt e e e e e e e
Chinal3 e e e e e i e e
Nepal e e e e e et i e e e
PaklStaAn e e e e e e e e
BirmaniaZ e e e e e e
Indial e e e e e e e e e
Chinab e e e e
INAiaZ e e e e e e e e e
Chinal e e e e e e e
Egipto  Lo..iaiaa.. S
Marruecos = c.ieeieianann S
Barcelona @ c.i.iiiiieiian.. Nttt e e et e e
Porcina ...l H..G...... T2
2 e H..G...... N
Usl i e H..G...... Vo et i
VH1I .. H..G...... Vot i e
VH2 .. H..G...... Vo et e e e e e
Us2 i e H.AG...... Vo e e e
Méjico ... H..GL..... Veeiunonn Leeeeennenn
Figura 5.12.

Alineacion de la secuencia de aminoacidos codificada por el fragmento estudiado del ORF2. Se indican sélo las
diferencias. Se indica la sustitucion caracteristica de las cepas no endémicas en la region inmunoreactiva que
aparece subrayada (Khudyakov y col., 1993, 1994).

5.3.4.2. Fragmento del ORF1

Para corroborar estos resultados se estudiaron 371 nt de la secuencia del amplicon de

417 pb obtenido por PCR anidada utilizando iniciadores degenerados del extremo 5’ del
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ORFI1 (Tabla 5.2.). Utilizando estos iniciadores unicamente se pudo amplificar el fragmento
correspondiente de las cepas humanas VH1 y VH2. En esta region VH1 y VH2 mostraron un
92,7% de identidad, que representaba un 99% de la secuencia de aminoacidos conservada
(Tabla 5.14.). Estas secuencias se compararon con la region correspondiente de 21 cepas
previamente descritas en paises endémicos y no endémicos.

En relacion con las cepas aisladas de otros paises europeos (Italia y Grecia) y en
Estados Unidos, se observo un porcentaje de identidad superior al 93% cuando se comparaba
VHI1 y VH2 con la cepa Grecial, y un 83,3-84,9% (VH1) o 83,0-86,0% (VH2) en relacion
con las cepas Grecia2, Italial, US1, US2 y la cepa porcina. Esto representa entre un 95-96% a
un 99% de coincidencia en la secuencia de aminoacidos. La alineacion de la secuencia de
nucleotidos correspondiente al fragmento estudiado de las cepas procedentes de paises no

endémicos se muestra en la Figura 5.13.

TABLA 5.14.
Comparacion entre la secuencia de nucledtidos y secuencia de aminoacidos de
VH1 y VH2 respecto a otras cepas de VHE en la region de 371 nt (123 aa) del

fragmento del ORF1
Cepa Nucleétidos idénticos (%) Aminoacidos idénticos (%)
VH1 VH2 VH1 VH2
VHI1 --- 92,7 --- 99
VH2 92,7 - 99 -
Grecial 93,8 93,5 100 99
Grecia2 84,9 86,0 99 99
Italial 84,4 84,9 96 96
Porcina 84,1 84,4 96 95
Us2 83,8 83,3 99 98
US1 83,3 83,0 98 98
Nepal 77,4 78,2 90 90
Mgéjico 77,4 77,1 92 92
Birmanial 77,1 78,4 92 90
China5 76,8 76,5 89 90
Chinal 76,8 76,5 89 90
India2 76,8 77,6 89 88
Indial 76,8 78,2 88 88
Barcelona 76,5 77,4 89 89
China2 76,5 75,7 89 89
China6 76,5 75,7 89 89
Pakistan 76,5 75,7 89 90
Birmania2 76,5 77,9 90 90
China3 76,3 76,0 89 89
China4 75,7 75,5 89 88
India3 75,2 76,5 89 89
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La comparacion con las cepas aisladas en Asia y Méjico reveld un 75,2-77,4% y un
75,5-78,2% de identidad en VH1 y VH2 respectivamente en la region estudiada del ORF1,
que es ligeramente superior que en el fragmento del ORF2 (Tabla 5.13.). El fragmento
peptidico codificado por esta region presenta un 88-90% de identidad respecto al de las cepas
de areas endémicas. Entre estas cepas se incluye también la cepa BCN aislada en la misma
region que VH1 y VH2, pero con un grado de identidad de 76,5-77,4% en la secuencia de

nucleotidos, y un 89% en la secuencia de aminoécidos (Tabla 5.14.).

80 * 100 * 120 * 140 *
Usl AGGCTGCTCTGGCTGCGGCCAATTCTGCCTTGGCGAATGCTGTGGTGGTTCGGCCGTTTTTATCTCGCGTGCAAA
US2 e e e e e T..... Gttt e i i ettt i ittt i e C.T..... Toooon..
Porcina ...t i L T..A....
Italial S e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e TT.A..G.
VHL e e e Gttt i et it e ittt ittt ettt e e C..T..T....
Grecial & i e ottt e e e e e e e e e e e C..T..T....
VH2 e Covinnntn Gttt e et e e et e et e e e C..TA.T..G.
GreciaZ ..o T Covevnnn CC.G..C...ACT. .G.
160 * 180 * 200 * 220
Us1l CCGAGATTCTTATTAATTTGATGCAACCCCGGCAGTTGGTTTTCCGCCCTGAGGTACTTTGGAATCACCCTATCC
Us2 O Coiiii i ie e Govevvnnnnnn Toooo...
Porcina T..... ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e Teoenvnn.
Italial Y Ao C..T..A........ GT.C..... c..T..C
VH1 O Cooe e C.T..G..... A..... A..C..C...oo.. T..G
Grecial T..T..C........ CCovvvviii it T .C.T..G..... G..... A..T..C..... C..T..G
VH2 T.. T, L AC.T...ovon. Govevvnnn T iieen.. T..G
Grecia T T e e e e e e e e e AC.T. . A ... TT.G..... C..T..G
* 240 * 260 * 280 * 300
Us1 AGCGGGTTATACATAATGAATTAGAACAGTACTGCCGGGCTCGGGCTGGTCGTTGCTTGGAGGTTGGAGCTCACC
US2 e e e e e e [ Coviiiiiie e A C....
Porcina  ...... CA.. it [ € N A..Covvnnnn. T....T..... Ao C..T.
Italial R G..Guovvvvnini i Cooon C.ooo C..TC....AA....... C..T.
VH1 e ALLCa i GC.G..G..A........ A..C..C..C..C..C...C.C..... G..C.oooont
Grecial ce AL e GC.G..... A..... T..A..C..C..... C..C..TC.T..... G..C.......
VH2 ... Covivnnnn GC.G..G..A........ A..C..C..... C..C..TC.T..... G..C.oooont
GreciaZ2 P GC.G..G..... T..... T..... Tooeoo... C...Civivniin. G..... T.
* 320 * 340 * 360 * 380
Usl CAAGATCCATTAATGACAACCCCAACGTTCTGCATCGGTGTTTCCTTAGACCGGTTGGCCGAGATGTTCAGCGCT
Us2 R T..T..CT..... Ao Teveeie. Coe e i i e
Porcina Geo s TTe e e e Teveevnn. C.oo... C.oo... Gttt i i i i e e Covinnnn
Italial c...GLLALLCLL L T..T..T..Te.eieiien.. C..TT.AC....... C..GA.G..C....oi.
VH1 ... T Tooooo... C.ooon C..T..CC.C..A..... GA C..Covvint
Grecial e .GUL T oL Tooeoon.. Tooeoon.. C.ooon C..T..CC.C........ GA C..Covvin..
VH2 ... C..... T..T..... Tooooo... C..... C..T..CC.C........ AA....C..C.......
Grecia2  ....... T..Covivivin T..T........ Covivnnnnn CC.T....... [C C..A..... T.
* 400 * 420 * 440 *
Usl GGTACTCTGCCCCCACCCGCGGCCCTGCGGCTAATTGCCGCCGCTCCGCGTTGCGTGGTCTCCCCCCCGCT
Us2 F T T..... T..T........ Gttt e et et e e e e e e e e T.TC
Porcina ..., Toviiininn, Covnn Teviiiii i [ [ TC
Italial  ....... Covivnnnnnn T..... C.oo... C..Covvvii G..T...Civiviiiiinnn. T.TC
VH1I ... A..... T..... T..T..A..... C..... T..... T..T...C.A...... T.G..... T.TC
Grecial P T..T..T..A........ Covennnn T..T...C.A..C T.G..... T.TC
VH2 e ToCaln el T..T..... A..... C..Covivvnian T...C.A..C...T.A..... T.TC
Grecia?2 F T..T........ [ T.oooo... A..... C..A..T..T.TC
Figura 5.13.

Alineacion de 371 nt del fragmento de ADN de la region amplificada del ORF1 de las cepas VH1 y VH2, y las aisladas
de otras zonas no endémicas. Solo se indican las diferencias. La secuencia del iniciador se ha suprimido. Las posiciones
indicadas se refieren a la cepa de Birmania (Tam y col. 1991).
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La alineacion de las secuencias de aminoacidos codificadas por la region estudiada del
extremo 5’ del ORF1 se muestra en la Figura 5.14. En esta representacion se puede apreciar la
sustitucion de varios residuos en las cepas de Espana y Estados Unidos (humanas y porcina)
respecto a las cepas de VHE aisladas de zonas endémicas: His-39 por Arg, Ile-42 por Thr,

Ser-82 por Ala, Thr-119 por Ser.

20 * 40 * 60 *

India3 AALAAANSALANAVVVRPFLSHQOQIEILINLMQPROQLVFRPEVFWNHPIQRVIHNELELYCR
Indial ... e e et e i e it e e e e e e e e e e e e e e
Barcelona Dottt it e e et e e et e e et e ettt et e
[ 5o T
[0 55 o
(0355 o =
[ o 1
e = i ¥ o
Chinad i e e e e e e e e e e e e e e e
[0 o 5 o =
India2 T [
L=
Birmanial et e e e e e et e e e e e e e e
BirmaniaZ = @ L. 22 Q...
Porcina e e e e e e e e RV.T. . it iieeeen L.o.o..... A...... Q...
US2 e e e e e e e RV.T.......ii.. L., Q...
22 RI.TD......ovivvvn.. L iiiiiii i Q...
Grecia2 = L e RT.TD...ovviiiiiinnn Leeiii i i Q...
VH1 e e RV.TD......cviueonn.. Lt e i ie e Q...
Grecial e RV.TD...ciiiiiiiiene Lt e e it eieeees Q...
USL e e e e e RV.T......ciiiiin.. Lo iiii i i Q...
Ttalial e e T Q...

80 * 100 * 120 * 140
India3 ARSGRCLEIGAHPRSINDNPNVVHRCFLRPVGRDVQRWYTAPTRGPAANCRRSALRGLSAA
Indial e e e e e e e e e Hoooooo. Devvvnnnnnn P..
2ol @7 SN o o X N P..
Chinal e e e e e B e e e e e e e P..
China2 e e e e e e e e e B e e e e P..
Chinab e e e B e e e e P..
Chinab e e e B e e e e e e P..
Pakistan = e e B e e e e e e P..
Chinad e e e e e e e B e e [ P..
Chinal3 e e e e At e e S P..
5 oY B = P..
L= 0 P..
Birmanial et e e e ettt e e e e e e e P..
BirmaniaZ = @ e e Lttt e e e e e e e P.V
METICO e e e L..... = PP.
Porcina - R VA Foooo... Lttt et e e S e PPV
Us2 AL Ve Lo e S ettt PPV
VH2 AL Ve, L Bl sttt e PPV
Grecia?2 AL Voo, L Bl . et ettt PPV
VH1 AL Ve oo ooiooo.. L B . ... it PPV
Grecial AL Voo iie i Lot e i e i i e S e PPV
Usl AL Ve Lo e B et PP.
Italial A i e L e Bl .t et PPV

Figura 5.14.

Alineacion de la secuencia de aminoacidos codificada por el fragmento estudiado del ORF1. Se indican sélo las
diferencias. Aparecen sombreados los aminoéacidos representativos de las cepas de paises no endémicos.
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La secuencia de nucledtidos de la region estudiada de las cepas VHI y VH2 se
depositd en el banco de datos GenBank con los niimeros de acceso AF195064 y AF195065

respectivamente.

5.3.4.3. Analisis filogenético

La representacion del arbol filogenético basado en la comparacion de las secuencias de
nucledtidos de las regiones estudiadas del ORF1 y del ORF2 muestra la relacion entre las
diversas cepas aisladas en varios paises europeos (Espana, Italia y Grecia), que quedan
agrupadas con las cepas humanas aisladas en Estados Unidos y con la cepa porcina, y mas
remotamente las cepas de paises endémicos de Asia y Africa (Figura 5.15.).

Para comprobar el nivel de confianza del agrupamiento se utilizd el programa
BOOTSTRAP del paquete PHYLIP (Felsenstein, 1985 y 1993) para generar 100 arboles
replicas a partir del alineamiento de las secuencias de las dos regiones. Los valores obtenidos
indicaron un agrupamiento estadisticamente significativo (bootstrap superior al 70%) respecto
a las cepas aisladas en Europa y Norte América. Segun la distribucién en genotipos propuesta
por Schlauder y col. en 1999, en base a la region estudiada del ORF1 las cepas VH1 y VH2
quedarian agrupadas en el genotipo VI junto con la cepa Grecial. Aunque no se tiene
informacion sobre la secuencia de la region del ORFI, la cepa E11 perteneceria al mismo
genotipo, por su proximidad en la region del ORF2 con VH2 y VHI1 (<15% divergencia)
(Rico-Hesse y col., 1987).
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Figura 5.15.

Analisis filogenético mostrando la relacion entre las cepas VH1, VH2 y El11 respecto al resto de las cepas de VHE
depositadas en el GenBank, en la region estudiada del ORF1 (A) y ORF2 (B). La longitud de las ramas es proporcional a
la distancia evolutiva. La escala representa el nimero de sustituciones por base. Los valores indicados en los nodulos
corresponden al porcentaje de los arboles en los que aparece dicho agrupamiento, obtenido a partir de 100 replicas

(>70% indica un agrupamiento estadisticamente significativo).
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5.4, DISCUSION

En el presente capitulo se han descrito cepas del VHE que se transmiten en la poblacion
de un pais previamente considerado no endémico, y se han aportado nuevos datos que
refuerzan la hipdtesis de que los cerdos actian como reservorio animal de la infeccion por el
VHE.

El método aplicado para la recuperacion de particulas viricas a partir de muestras
ambientales y la extraccion de acidos nucleicos ha demostrado una elevada sensibilidad
equiparable a la descrita previamente en la deteccion de otros virus (Puig y col., 1994). Los
resultados de las pruebas de estabilidad de la cepa Sar-55 en agua residual a lo largo del
tiempo nos indican que aunque parece menos estable que Poliovirus-1, puede detectarse
particulas viricas hasta 9 dias después de ser anadidas en agua residual sin que se observe
reduccion en el titulo virico respecto al momento inicial, y permanece detectable después de 1
mes a 20°C en este medio. Los resultados obtenidos indican, ademas, que el método de
recuperacion basado en la ultracentrifugacion y la elucion con glicina a pH bésico no altera la
integridad de la capside.

La metodologia desarrollada para el estudio de la contaminacion virica del medio
acuatico nos ha permitido documentar la presencia de cepas circulantes del VHE. La
amplificacion enzimatica de secuencias génicas es el inico método que permite la deteccion
de bajas concentraciones de virus con la maxima especificidad y sensibilidad. Siguiendo esta
estrategia, la mayor parte de las cepas de VHE se han identificado a partir de muestras
clinicas en regiones endémicas, y hay pocos datos sobre aislados ambientales en regiones
endémicas (Jothikumar y col., 1993; Corwin y col., 1999). En este trabajo se describe el
aislamiento y caracterizaciéon de una nueva cepa llamada BCN, a partir de agua residual
procedente del nucleo urbano de Barcelona. Las diferencias observadas en la secuencia de
nucledtidos respecto a la cepa Sar-55, utilizada como control en los experimentos de
deteccion, y la posibilidad de infectar y multiplicarse en un sistema in vivo, descartan
totalmente la posibilidad de un falso positivo. Este es el primer aislamiento ambiental de una

cepa de VHE en un pais no endémico (Pina y col., 1998b).
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La enfermedad producida por la cepa BCN del VHE en primates infectados presentd
basicamente el patron tipico descrito en animales de experimentacion (Tsarev y col., 1993a).
El primer sintoma de la infeccion fue la excrecion de particulas viricas en las heces una
semana después de la inoculacion, que perdurd hasta la semana quinta. La seroconversion
ocurrio al mismo tiempo que la desaparicion del virus de las heces. No se detectd viremia, y
solo apareci6 un ligero aumento en la actividad de la alanina aminotransferasa en uno de los
monos que no sobrepasaba los niveles considerados normales. El hecho de no desarrollar
hepatitis puede ser debido probablemente a la baja dosis infecciosa presente en el agua
residual, pero se ha demostrado claramente la presencia de una cepa de VHE viable.

El estudio de la secuencia de nucle6tidos de las diversas regiones a lo largo del genoma
de la cepa BCN, demostrd que estd filogenéticamente relacionada con las cepas aisladas a
partir de brotes epidémicos en Nepal, India y Birmania, correspondientes al genotipo IA. La
comparacion de secuencias reveld un grado de identidad variable a lo largo del genoma,
siendo la cepa de Nepal la mas proxima (97,49% de identidad en la secuencia de nucleotidos),
seguido de Indial (96,28% de identidad) y Birmanial (96,25% de identidad). Estas
diferencias se traducen en un nivel de conservacion del 97,5-98% de la secuencia de
aminodcidos. Respecto a la cepa Sar-55 utilizada como control (originaria de Pakistan),
englobada en el genotipo IB, presentaba un porcentaje de identidad de 92% en la secuencia de
nucledtidos y un 96,94% respecto a la secuencia proteica. La caracterizacion genomica de
multiples aislados de Birmania y regiones vecinas del norte de Pakistan y sudoeste de China
ha demostrado que las cepas originarias de regiones proximas geograficamente presentan un
mayor grado de similitud que las aisladas en sitios distantes (Aye y col., 1992; Yin y col.,
1994). Contrariamente a esto, el grado de identidad en la secuencia de nucleotidos observado
entre BCN vy las cepas del norte de Africa fue de solo un 89-90%, y un 79% con un aislado
divergente de Marruecos. Segun estos datos el origen de la cepa BCN seria la region del
sureste de Asia, y el hecho excepcional de encontrarse esporadicamente en un lugar tan
distante como es Espafa se podria explicar como un caso hipotéticamente importado. Este
estudio demuestra que paises no endémicos estan expuestos a la entrada de virus procedentes
de zonas de alta endemicidad.

La segregacion geografica entre las cepas de VHE se ha observado solamente al nivel
de la secuencia de nucledtidos. La secuencia de aminoacidos en los tres ORFs estd altamente
conservada. En la cepa BCN se observaron sustituciones conservativas y no conservativas en

los péptidos codificados en las tres pautas de lectura, que no aparecen en las otras cepas
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comparadas. El significado de estas sustituciones en BCN se desconoce. No se han descrito
diferencias antigénicas entre las diferentes cepas de VHE, aunque se ha sugerido que
sustituciones en la secuencia de aminoacidos pueden producir cambios conformacionales que
podrian variar la inmunoreactividad del virus (Khudyakov y col., 1993 y 1994).

Estudios seroepidemiologicos realizados en paises no endémicos, y entre ellos Espafia
habian demostrado que la prevalencia de anticuerpos anti-VHE en la poblacion general era de
un 3% (Buti y col., 1995; Mateos y col., 1999). El origen de esta prevalencia relativamente
alta ha sido durante mucho tiempo un enigma (Paul y col., 1994; Thomas y col., 1997). Los
pocos casos descritos eran a menudo importados de paises endémicos (Dupuy y col., 1998).
Para documentar la existencia de casos clinicos en Espaia producidos por VHE, se analizaron
por PCR muestras de suero de pacientes con hepatitis aguda. Se detectd viremia en dos
pacientes con anticuerpos IgG anti-VHE (25%), y en un paciente con hepatitis aguda con anti-
VHA (7%). Esto representaba un 5,4% de los pacientes estudiados con hepatitis aguda no-
A/mo-C. La presencia de niveles de ARN detectables en el suero se observo en la fase inicial
de la enfermedad, y no en muestras recogidas durante la fase de convalecencia (3 semanas
después de la méxima actividad de ALT) Esto indica que la viremia es transitoria y deja de
observarse al aumentar los niveles de IgG anti-VHE (Wu y col., 1998).

Durante el desarrollo de este trabajo se han descrito nuevas cepas del VHE que
producen hepatitis agudas en pacientes de paises industrializados que no habian viajado a
zonas endémicas (Kwo y col., 1997; Schlauder y col., 1998 y 1999; Erker y col., 1999;
Zanetti y col., 1999). También recientemente se han identificado varias especies de animales
salvajes y domésticos susceptibles a la infeccion por el VHE (Balayan y col., 1990; Clayson y
col., 1995; Meng y col., 1997, 1998a, 1998b; Kabrane-Lazizi y col.,1999; Favorov y col.,
2000), y se ha aislado cepas del VHE de origen porcino genéticamente relacionadas con otras
cepas del VHE procedentes de pacientes con hepatitis aguda (Meng y col., 1997; Hsieh y col.,
1999). En presente trabajo, el estudio de la secuencia de nucledtidos de dos regiones del
genoma de las cepas viricas presentes en los pacientes con hepatitis aguda, puso en evidencia
la presencia de dos nuevos aislados del VHE. No se ha documentado ningun caso clinico
producido por la cepa BCN. Los nuevos aislados VH1 y VH2 se diferenciaban en un 7% de la
secuencia de nucledtidos estudiada, y presentaban un 74 y 75% de identidad respecto a la
region homologa del ORF2 de BCN respectivamente, y un 76 y 77% en la region estudiada
del ORF1. Las cepas genéticamente mas proximas eran una aislada en Grecia con un 93-94%

de identidad, un 82-84% con otras cepas de Grecia e Italia (Schlauder y col., 1999), y un 82-
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84% con las cepas aisladas recientemente en Estados Unidos de origen humano y porcino. Las
demés cepas de Asia, Africa y Méjico diferian en més de un 22%. VH1 y VH2 pertenecerian
al genotipo VI junto con la cepa Grecial (Schlauder y col., 1999).

En este trabajo se aportan mas datos sobre la posibilidad de que los cerdos actuien como
reservorio de la infeccion por VHE. En un estudio realizado en granjas comerciales de cerdos

en Estados Unidos se ha demostrado que la mayoria de cerdos de =23 meses han desarrollado

anticuerpos anti-VHE (Meng y col., 1997). En este estudio se ha observado una
seroprevalencia en cerdos de un 25%, y se ha identificado una cepa llamada E11 a partir de
agua residual de matadero de cerdo donde se sacrificaban alrededor de 5000 animales por
semana. El analisis genético de esta cepa en la region amplificada del ORF2 revel6 un grado
de similaridad del 92-94% respecto a VH1 y VH2, y un 83-85% respecto a la cepa de origen
porcino y humano de Estados Unidos (Pina y col., 2000). Estos datos apoyan la hipdtesis de
que en zonas previamente consideradas como no endémicas la infeccion producida por cepas
del VHE que infectan al hombre y a los animales podria ser la explicacion de la
seropositividad detectada en la poblacion general. En este estudio se demuestra que estas
cepas son responsables de casos de hepatitis E esporadicos.

Teniendo en cuenta estos datos habria que cambiar los conceptos hasta ahora aceptados
sobre la epidemiologia del VHE y dejar de considerar los paises desarrollados como “no
endémicos”. Tal como sugirid Yiny col. en 1993, la hipotesis mas aceptable seria que el VHE
se habria diversificado hace mucho tiempo en varios genotipos y estos se habrian mantenido
una circulacion restringida dentro de cada area geografica, existiendo genotipos propios de
paises desarrollados.

La posibilidad de que cepas de origen porcino puedan infectar al hombre ha hecho
surgir el interés por evaluar el riesgo epidemiologico que supone la posibilidad de que la
infeccion por VHE sea una zoonosis, y de identificar otros posibles reservorios del virus

(Favorov y col., 1998; Meng, 2000; Wu y col., 2000).
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4.3.2. Caracterizacion de cepas del VHA en muestras clinicas

Se analizaron por RT-PCR anidada 15 muestras de suero procedente de pacientes con
hepatitis aguda que presentaban IgM anti-VHA. Se pudo detectar viremia en 11 casos (73%).
El analisis de la secuencia del ADN amplificado de la region 5’NTR nos permitié identificar
cepas que presentaban entre 4 y 16 sustituciones de nucledtidos respecto a la cepa control, en
un fragmento de 248 nt (Figura 4.4., Tabla 4.5.). En todos los casos se observo la sustitucion
de los nucledtidos G-551 y G-591 por un nucledtido adenosina caracteristico de las cepas

salvajes.

400 * 420 * 440 * 460 *
HM-175/c+ GGGTAGGCTACGGGTGAAACCTCTTAGGCTAATACTTCTATGAAGAGATGCCTTGGATAGGGTAACAGCGGCGGATATTGGTG
SH-05/03/90
SH-17/01/91
SH-27/02/91
SH-26/08/91
SH-17/09/91
SH-25/09/91
SH-10/11/91
SH-20/05/92
SH-08/09/92
SH-07/10/92
SH-06/04/99

* 500 * 520 * 540 *
HM-175/c+ AGTTGTTAAGACAAAAACCATTCAACGCCGGAGGACTGACTCTCATCCAGTGGATGCATTGAGTGGATTGACTGTCGGGGCTG
SH-05/03/90 ... . e G e A..... T....
SH-17/01/91 ..ottt e e G e e A..... T....
SH-2T7/02/ 01 e
SH-26/08/ 0L ... e
SH-17/09/91 ... e Gt e e e e T....
SH-25/00/ 0L e e
SH-10/11/91 oo e
SH-20/05/92 ... e Gt e e T....
SH-08/09/92 e G.C..i i A........ T....
SH-07/10/ 02 e
SH-06/04/00 ...

PREPPEDEPPY

560 * 580 * 600 * 620 *

HM-175/c+ TCTTTAGGCTTAATTCCAGACCTCTCTGTGCTTGGGGCAAACATCATTTGGCCTTAAATGGGATTCTGTGAGAGGGGATCCC 248
SH-05/03/90 ...CoL.L T.. ... CT.....iiviiiienn. A e, Cor 248
SH-17/01/91 C

SH-27/02/91 C

SH-26/08/91 C

SH-17/09/91 ...C.... e
SH-25/09/91 e B e e A..... 248
SH-10/11/91 C

SH-20/05/92 C

SH-08/09/92 C

SH-07/10/92 C

SH-06/04/99 C

Figura 4.4.
Alineacion de la secuencia de nucleotidos de la region 5’NTR de las cepas del VHA detectadas en muestras de suero humano
respecto a la cepa HM-175 utilizada como control. Se indican sélo las diferencias.

Las secuencias obtenidas se compararon con las regiones homologas de 23 cepas del
VHA caracterizadas previamente y depositadas en el banco de datos. La secuencia de

nucleotidos diferia de la cepa control en 4-16 nt (98,4-93,6% de identidad) (Tabla 4.6.). En 5
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de las 11 muestras estudiadas se identificaron cepas variantes de la MBB (<99% de

identidad). En 6 pacientes se identificaron cepas genéticamente relacionadas con la GBM

(97,5-100% de identidad) (Tabla 4.6.).

En la region estudiada del VP1/2A las cepas detectadas en los sueros de pacientes con

hepatitis aguda tipo A diferian de la cepa control en 1643 nt (95,9-89,2% de identidad)

(Figura 4.5., Tabla 4.5.). La comparacion con las secuencias de VHA depositadas en el banco

de datos permiti6 confirmar la presencia de cepas relacionadas con la GBM (93,7-98,7%

identidad) y la con la MBB y L-A-1 (97,4-98,2% identidad) (Tabla 4.6.). Estos indican que

los casos de hepatitis aguda entre 1990 y 1999 estuvieron producidos por cepas pertenecientes

a los genotipos 1A y IB con una prevalencia de aproximadamente un 50% cada uno.

TABLA 4.6.

Comparacion con las cepas clinicas con otras cepas de VHA

5'NTR (248 nt)

VP1/2A (398 nt)

Identidad con
la cepa control

Identidad con la cepa
mas préoxima

Identidad con
la cepa control

Identidad con la cepa
mas préoxima

Muestra Porcentaje Cepa mas Porcentaje Cepa mas
de identidad  similar de identidad  similar
SH-05/03/90 96,0% 98,4% GBM 89,4% 93,7% GBM
SH-10/11/90 94,4% 99,5% MBB 94,2% 97,9% L-A-1
SH-17/01/91 95,6% 97,9% GBM 89,4% 95,2% GBM
SH-27/02/91 98,0% 99,5% MBB 94,0% 97,4% MBB
SH-26/08/91 97,6% 99,1% MBB 94,5% 98,2% L-A-1
SH-17/09/91 95,2% 100% GBM 89,2% 98,7% GBM
SH-25/09/91 97,2% 99,5% MBB 94,5% 97,9% MBB
SH-20/05/92 94,4% 99,1% GBM 89,7% 98,7% GBM
SH-08/09/92 93,6% 97,5% GBM 89,7% 98,7% GBM
SH-07/10/92 98,0% 99,5% MBB 94,2% 97,9% L-A-1
SH-06/04/99 98,4% 99,1% GBM 95,9% 96,7%  HMI175/wt
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2960 * 2980 * 3000 * 3020 * 3040

HM-175/c+ CACAGAACAATCAGAGTTTTATTTTCCCAGAGCTCCATTGAACTCAAATGCCATGTTACCCACTGAATCAATGATGAGCAGAATTGCAG
SH-05/03/90  .................. C........ S A..T........ T..... GT.T..... G..C........ S
SH-08/09/90 ... .. ... ... P T..... C..T..... GT....... G..T........ S
SH-10/11/90 Bt et et e T..... B Tt e e e e
SH-17/01/91  ........... .. ..., C........ 2 A..T........ T..... GT.T..... G..C........ P
SH-27/02/91 T........ L I T e i e
SH-26/08/91 Tt e e et e et e e e e e I Tt e e e
SH-17/09/91 T e e i e T T........ T..... GT....... G..T........ T,
SH-25/09/91 Tttt e et e e e e e e P T e e e
SH-20/05/92 ... ... T T........ T..... GT....... G..T........ T..... C....
SH-07/10/92 Tttt e et e et e e e e e I T e e e
SH-06/04/99 ... . e P T e e

* 3060 * 3080 * 3100 * 3120 * 3
HM-175/c+ CTGGAGACTTGGAGTCATCAGTGGATGATCCTAGATCAGAGGAAGATAAAAGATTTGAGAGTCATATAGAATGCAGGAAGCCATATAAA
SH-05/03/90  ........ [ C.G. . T..A..A.........
SH-08/09/90 . ... e e G..C.G.... i e T..... A..... C...
SH-10/11/90 ottt e e Gt e e A..C......
SH-17/01/91  ........ Gt e e C.G. e T..A..A.........
SH-27/02/91 o e e G. .. .G e e A..C......
SH-26/08/91 ... ... C.oiiii Gt e e A..C......
SH-17/09/91 L e e G..C.GG........iiiiiii i T..A..A..... C...
SH-25/09/91 ... e Gt e e, A..C......
SH-20/05/92 .. ... e G..C.G.....iii i T..... A..... C...
SH-07/10/92 ... e Gt e et e, A..C......
SH-06/04/99 ... ... .. Aol Gt e G

140 * 3160 * 3180 * 3200 * 3220
HM-175/c+ GAACTGAGATTAGAAGTTGGGAAACAAAGACTCAAGTATGCTCAGGAAGAATTGTCAAATGAAGTACTTCCACCCCCTAGGAAAATGAA
SH-05/03/90 LTl T..G..iii i A i e e G..... C.ooiil.. G.....
SH-08/09/90  ........... G..G...... .. Al G... ... G........ P
SH-10/11/90 WTe Gt e e i e G G
SH-17/01/91 LT T..G..ii it A e e e G..... C.ooiill. G.....
SH-27/02/91 WTe 1 Co A..
SH-26/08/91 W Tal P C
SH-17/09/91 W Te G..G...... ... A G... ... G........ T
SH-25/09/91 W To P C
SH-20/05/92 W Te G..G..... Ao A G... ... .. G........ T
SH-07/10/92 P L Co A..
SH-06/04/99 R
* 3240 * 3260 * 3280 * 3300 *

HM-175/c+ GGGACTGTTTTCACAAGCCAATATTTCTCTTTTTTATACTGAGGAGCATGAAATGATGAAGTTTTCCTGGAGAGGTGTGACTGCTGATA
SH-05/03/90 A..GA.A........... T..A ..., Co A..... A..... T........ G,
SH-08/09/90 A..GG.T..... C. .G, . T, A . i e A..... A..... T........ A ...
SH-10/11/90 LLWGT. L T..A... ... Co A..... A..... T........ Ao
SH-17/01/91 A..GA.A........... T..A... ... Co A..... A..... T........ G..oviii
SH-27/02/91 LW GT. L T..A... ... Cor i A..... A..... T........ S
SH-26/08/91 LLWGT. T..A... ... Co A..... A..... T........ Ao
SH-17/09/91 A..GG.T..... [ R A..... A..... T........ Ao
SH-25/09/91 LLWGT. L T..A... ... Co A..... A..... T........ A..A..........
SH-20/05/92 ...GG.T..... C..G..T..A........ - A..... A..... T........ Ao,
SH-07/10/92 LWGT. T..A.. ... ... C.o A..... A..... T........ Ao
SH-06/04/99  .......... ... . ... A, Co A..... A..... T........ A.A..........

3320 * 3340 *
HM-175/c+ CTAGAGCTTTAAGGAGGTTTGGATTCTCTTTGGCCGCAGGCA 398
SH-05/03/90 P ¢ G..A..A............ A....... T..T. 398
SH-08/09/90 Coolill. G..A..A............ A....T..T..T. 398
SH-10/11/90 . ... .. T........ T..T.... 398
SH-17/01/91 P ¢ G..A..A............ A....... T..T. 398
SH-27/02/91 .. ... T........ T..T.... 398
SH-26/08/91  ....... ... T........ T..T.... 398
SH-17/09/91  .......... G..A..A........... CA....... T..T. 398
SH-25/09/91 . ... ... T........ T..T.... 398
SH-20/05/92  .......... G..A..A............ A....... T..T. 398
SH-07/10/92 .. ... . T........ T..T.... 398
SH-06/04/99 .. ... T..T..G. 398

Figura 4.5.
Alineacion de la secuencia de nucledtidos de la region del VP1/2A (398 nt) de las cepas del VHA detectadas en muestras de
suero respecto a la cepa HM-175 utilizada como control. Se indican sélo las diferencias.
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4.3.3. ANALISIS FILOGENETICO DE LAS CEPAS DEL VHA
IDENTIFICADAS EN MUESTRAS DE AGUA
AMBIENTALES Y SUEROS HUMANOS

La secuencia de 248 pb del extremo 5’NTR obtenida a partir de las 29 muestras
ambientales y las 11 muestras de suero humano se compar6 con 23 secuencias de cepas del
VHA depositadas en el GenBank, representativas de los genotipos 1A, IB y II (de origen
humano), y IIIA y V (aislados de primates) (Robertson y col., 1992) (Tabla 4.2.). La region
5’NTR es la region més conservada entre las diferentes cepas del VHA. En la region
estudiada se ha observado un grado de identidad del 81-100%, siendo superior al 93% entre
cepas del mismo genotipo, y mayor del 96% entre cepas del mismo subgenotipo.

En la region del VP1/2A se ha descrito un 15-25% de variabilidad entre cepas de origen
humano y animal, y por eso ha sido utilizada para los estudios filogenéticos (Robertson y col.,
1992). En la region estudiada se ha observado un 72—-100% de identidad.

En la representacion del arbol filogenético se aprecia que las cepas detectadas en las
muestras estudiadas aparecen agrupadas con cepas de los genotipos IA y IB (Figura 4.6.). A
partir de esta representacion se pueden distinguir tres grupos de secuencias: similares a
HM-175, MBB, y LA/GBM/FG, que circulan al mismo tiempo en la misma region.

Las cepas similares a HM-175 se han encontrado en muestras de agua residual, de rio
y de mar desde 1994 a 1999. El grupo formado por cepas relacionadas con la MBB, engloba
varias cepas procedentes de muestras de agua entre 1997 y 1999. Cepas similares se han
encontrado en muestras clinicas de 1990-1992 y 1999, lo que sugiere una baja tasa de
acumulacion de mutaciones lo largo del tiempo como se habia descrito previamente
(Robertson y col., 1992). Estas presentan un grado de similitud del 96-100% en el fragmento
del extremo 5’NTR y un 97-99% de identidad en la region estudiada del VP1/2A.

De forma anéloga, se han detectado variantes del subgenotipo IA, entre las que se
encuentran un grupo de cepas detectadas en agua residual entre 1997-1998, y en muestras
clinicas de 1990-1992, con un 98-100% de identidad en la region del 5’NTR y un 92-100%
en el VP1/2A. En este caso, ademas, el hecho de encontrar cepas tan similares en el agua
residual durante un periodo de varios meses podria ser indicativo de la existencia de un brote

durante los meses mas frios de finales de 1997 y principios de 1998.
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Esporadicamente se observa la presencia de cepas genéticamente relacionadas con las

HM-175/wt
HM-175/TMK5
HAF203
LI-05/09/94
LI-15/11/94
SA-21/10/94
LI1-04/09/95
LI-18/12/95
T-17/01/96
M-11/02/97a
LI-06/08/97
LI-31/12/97
SA-09/01/98
SA-17/06/97
SA-19/11/97
SA-05/12/97
HM-175/24a
HM-175/43c
HM-175/18f
HM-175/c+
LI-25/02/98
HS-10/11/90
HS-27/02/91
HS-07/10/92
LI1-24/02/97
SA-22/03/99
HS-06/04/99
MBB
HS-26/08/91
HS-25/09/91
M-11/02/97b
L-A-1
SA-26/03/99
T-18/06/97

HS-05/03/90
SA-07/10/97
SA-06/11/97
SA-16/01/98
SA-23/01/98
SA-11/02/98
HS-17/01/91
FG
SA-02/02/98
HAS-15
HS-17/09/91
SA-30/06/95

cepas FH y AH.
A.
IA g
Il
A
\Y
0,01

LA

GBM
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SA-28/07/95
HS-20/05/92
FH1

FH2
LI-21/05/97
FH3
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AH1
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AH3
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PA21
AGM-27
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170



Cap.4. Epidemiologia molecular del virus de la hepatitis A

HM-175/c+
HM-175/18f
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HM-175/wt
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SA-01/08/97
HM-175/43c
HM-175/TMK5
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LI-18/12/95
HS-06/04/99
SA-12/02/96
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HS-25/09/91
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Figura 4.6.

Filograma mostrando el agrupamiento entre las cepas de VHA detectadas en muestras ambientales y en sueros de
pacientes con hepatitis aguda, respecto a otras cepas previamente caracterizadas en la region estudiada de A) extremo
5’NTR (248 nt) y B) VP1/2A (296 nt), calculado por el algoritmo UPGMA. La barra indica la distancia genética. Se
indica la distribucion en genotipos segiin Robertson y col. (Robertson y col., 1992).
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4.4. DISCUSION

En este capitulo se ha descrito la diversidad de cepas del VHA que circulan en la
poblacion de una region de endemicidad intermedia.

La metodologia aplicada nos ha permitido obtener datos sobre la epidemiologia de la
infeccion por el VHA. Los resultados obtenidos a partir del andlisis de aguas residuales, aguas
de rio y aguas de mar nos han indicado la presencia de particulas viricas del VHA en un
34,3% de las muestras, y se ha encontrado distribuido durante todos los meses del afno. La
excrecion de particulas viricas a través de las heces es abundante (10%-10° DI/g) (Purcell,
1994), y puede persistir durante 3 semanas después de la aparicion de ictericia (Coulepis y
col., 1980). Se han descrito infecciones persistentes subclinicas en neonatos que pueden llegar
a excretar particulas viricas durante 6 meses (Rosenblum y col., 1991), infecciones crénicas
en adultos con presencia de IgM anti-VHA y niveles anormales de los enzimas hepaticos
hasta 31 meses después de la aparicion de los sintomas de la enfermedad (Inoue y col., 1996),
y casos de excrecion prolongada en heces (2-3 meses) con niveles de transaminasas normales
(Yotsuyanagi y col., 1996). Seglin esto, aunque no es el patron tipico, el VHA podria
permanecer en el individuo infectado durante un largo periodo de tiempo, pudiendo asi
contribuir a la transmision de la enfermedad. Este es un factor importante a tener en cuenta
como posible origen de la abundancia del VHA en el ambiente. Ademas, recientes estudios
han sugerido la capacidad de multiplicacion del VHA en el epitelio intestinal (Blank y col.,
2000), lo que podria constituir una posible fuente de proliferacion y excrecion de virus.

Numerosos estudios han demostrado la elevada supervivencia del VHA en aguas
continentales, marinas, agua de distribucion y en superficies (Nasser y col., 1993; Gantzer y
col., 1998; Sobsey y col., 1988). Sin embargo, se ha demostrado la excrecién de una alta
proporcion de particulas defectivas en relacion a las particulas infecciosas (Niiesch y col.,
1989; Polish y col., 1999). Asi pues, la deteccion de ARN viral por PCR podria no estar
necesariamente correlacionado con la infectividad real. El aislamiento del VHA en cultivo
celular es un proceso lento y caro que no se consigue con todas las cepas. Ademas, se ha
descrito la contaminacion de lineas celulares con cepas de laboratorio del VHA que podrian

conducir a resultados sin relacion epidemioldgica (Jansen y col., 1990). La evaluacion de la
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posible transmision del VHA mediante aguas o alimentos contaminados requiere la utilizacion
de métodos moleculares que proporcionen la méxima sensibilidad y especificidad.

Este estudio ha permitido identificar cepas del VHA que circulan en la poblacion, que
son excretadas al ambiente y que potencialmente podrian producir nuevas infecciones. El
estudio de la secuencia de nucleotidos del ADN amplificado nos ha servido como control para
poder discernir entre un positivo real y una posible contaminacién, procedente de la
amplificacion paralela del genoma de la cepa utilizada como control positivo en todos los
experimentos. En todas las secuencias estudiadas se observd como minimo la sustitucion de
los nucledtidos G-551 y G-591, presentes en las variantes de la cepa HM-175 que producen
efecto citopatico sobre lineas celulares (Lemon y col., 1991), por un nucleétido adenosina. En
la region del VP1/2A se observo como minimo la sustitucion del nucledtido C-3018 presente
en la cepa control HM-175 y en la variante HM-175/18F por un nucleoétido timina. Estas
sustituciones permitian descartar posibles contaminaciones.

Se ha demostrado un alto nivel de identidad entre las secuencias de nucledtidos de las
cepas del VHA de origen humano. La region 5’NTR es la zona mas conservada del genoma,
con mas de un 92% de identidad entre las diferentes cepas (Beard y Lemon, 1999; Cohen y
col., 1987b). En general los diferentes genotipos descritos difieren en un 15-25% en la region
hipervariable, situada en la zona de transicion entre VP1/2A (Robertson y col., 1992). El
estudio de la secuencia del ADN amplificado de fragmentos de estas dos regiones, nos ha
permitido identificar varias cepas del VHA que estarian circulando simultaneamente en la
poblacion, siendo el genotipo I el mas prevalente, con aproximadamente un 50% de cepas de
cada subgenotipo IA y IB respectivamente. El genotipo I incluye el 80% de cepas las descritas
en todo el mundo (Robertson y col., 1992). En muestras aguas residuales y naturales se han
identificado variantes de la cepa HM-175. Se han registrado, ademads, otros tres grupos de
secuencias: i) un grupo de secuencias relacionadas con la cepa MBB que aparecen en
muestras ambientales de 1997-99, y clinicas de 1990-92 y 1999; ii) cepas del subgenotipo 1A
que aparecen en muestras ambientales de 1997-98 y clinicas de 1990-92; iii) esporadicamente
cepas similares a FH/AH. El hecho de encontrar secuencias similares o idénticas en muestras
ambientales y clinicas, aunque separadas en el tiempo, sugiere una relacion epidemiologica.
Estos datos estan en concordancia con otros estudios realizados por otros autores que han
demostrado que cepas pertenecientes al mismo genotipo se han aislado con afios de
diferencia, presentando una tasa de mutacion muy baja (<3% en la region VP1/2A)

(Robertson y col., 1992; Beard y Lemon, 1999; Esteban y col., 1999).
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Se ha estudiado la secuencia de las cepas del VHA presentes en 31 muestras
ambientales y 11 muestras clinicas, que han demostrado ser muy similares o idénticas a otras
cepas previamente aisladas en areas geograficas muy distantes. No se ha documentado la
circulacion de cepas endémicas como habia sido propuesto por Robertson y col., en 1992, que
describi6 la existencia de variantes caracteristicas de USA entre 1976 y 1990. Esto es
probablemente debido a la alta tasa de desplazamientos que se producen en la region
mediterranea, con una alta prevalencia de la infeccion y la gran estabilidad que presenta el
VHA en el ambiente.

Los estudios seroepidemioldgicos realizados en los tltimos 10 afios han demostrado una
disminucién de la prevalencia de la infeccion por el VHA en la poblacion de los paises del sur
de Europa, y entre ellos Espafia (Papaevangelou, 1992, Bruguera y col., 1999; Lopalco y col.,
2001) especialmente en la poblacion infantil relacionado con la mejora de las condiciones
higienico-sanitarias. El consiguiente incremento en la poblacion adulta susceptible a la
infeccion puede comportar consecuencias negativas, ya que en los adultos la infeccion es
habitualmente sintomdtica y de mayor gravedad que en los nifios (Bruguera y col., 1999;
Lopalco y col., 2001). Estas infecciones son la mayoria adquiridas por el consumo de
alimentos contaminados, espacialmente moluscos o a viajes internacionales. Seran necesarios
mas estudios en los proximos afios para poder evaluar una posible reduccion de la presencia
del VHA en el ambiente, considerando la disponibilidad de una vacuna efectiva aunque su
utilizacion se ha restringido a los denominados grupos de riesgo debido a su alto coste.

La posibilidad de determinar el genotipo de las cepas viricas circulantes proporciona la
capacidad para definir varios aspectos de la infeccion y la transmision del VHA. Los datos
disponibles apoyan el uso de las técnicas moleculares como herramienta de diagndstico, y su

utilidad para estudiar la epidemiologia molecular de virus como el VHA.
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4.

5.

1.

Se ha definido un protocolo para la amplificacion especifica de AdH, EV, VHA y VHE
por RT-PCR o PCR seguido de PCR anidada, con un nivel de sensibilidad de 1-10

copias gendmicas.

Se ha desarrollado un método de recuperacion de particulas viricas que permite detectar
virus entéricos en muestras de aguas ambientales con elevada sensibilidad y

especificidad.

El estudio de la contaminacién virica en muestras de aguas residuales, aguas de rio y
agua de mar, nos ha permitido constatar la mayor prevalencia y concentracion de
particulas viricas de AdH, seguido de EV y VHA. Todas las muestras positivas para EV
y/o VHA presentan también AdH.

Se ha observado una constante presencia de AdH, EV y VHA en el medio a lo largo del

afio, con un nivel de prevalencia ligeramente superior en los meses mas frios.

Se han adaptado los protocolos de deteccion de virus para estudiar la contaminacion
virica de los moluscos bivalvos. Se ha detectado AdH y EV en muestras de mejillones y
almejas naturales procedentes de areas contaminadas, con una sensibilidad de 10-100

PV.

La presencia de virus de origen humano en muestras de agua residual se ha comparado
con otros indicadores propuestos (coliformes fecales, colifagos, fagos de Bact. fragilis,
enterovirus infecciosos) encontrando una correlacion significativa entre EV y VHA

detectados por PCR respecto a los colifagos somaticos y fagos de Bact. fragilis.

Los resultados obtenidos confirman el origen exclusivamente humano de los adenovirus
detectados mediante los cebadores especificos descritos. La detecciéon de adenovirus
humanos por PCR anidada proporciona informacion sobre la calidad viroldgica del agua
de forma rapida (aproximadamente 48 h), pudiendo ser aplicado como un indice de

contaminacion viral de origen humano.
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14,

Se ha demostrado que en una region de endemicidad intermedia, como es el caso de
Barcelona, coexisten en proporciones equivalentes cepas del VHA de los genotipos [A y
IB, que se han identificado en muestras ambientales y en sueros de pacientes con

hepatitis aguda tipo A.

Se ha aislado y caracterizado una cepa infecciosa del VHE a partir de agua residual en
Barcelona, que presenta un 98% de identidad en la secuencia de nucle6tidos respecto a

cepas aisladas en Asia (Nepal, Birmania), clasificadas en el genotipo IA.

La infeccion producida por la cepa BCN del VHE en monos rhesus presenta el patron
tipico, con excrecion durante las semanas 1 y 5 post-infeccidn, y seroconversion a partir

de la semana 5.

La estabilidad de la particula virica del VHE en agua residual se ha estimado en una
Too =20 dias y Tog = 39 dias. Poliovirus tipo 1 presentd una estabilidad superior con una

Tg() = 38 dias y T99 =79 dias.

Se han identificado dos cepas del VHE, llamadas VH1 y VH2, responsables hepatitis
aguda esporadicas en Barcelona. Estas se diferencian en un 7% de la secuencia de
nucleodtidos estudiada, y pertenecerian al genotipo VI. Las cepas genéticamente mas
proximas se han descrito en paises también considerados no endémicos (Grecia, Italia,

USA).

Se ha observado una seroprevalencia de anticuerpos Ig G anti-VHE en cerdos de un
25%, y se ha identificado una cepa llamada E11 a partir de agua residual de matadero.
El andlisis genético en un fragmento del ORF2 revelo un grado de similaridad del 92—
94% respecto a VH1 y VH2, y un 83-85% respecto a la cepa de origen porcino

caracterizada en USA.

Los datos obtenidos apoyan la hipétesis de la existencia de cepas endémicas del VHE
que circulan entre la poblacion humana y porcina en paises anteriormente considerados

como no endémicos, que pueden ser responsables de casos de hepatitis E esporadicos.
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SOLUCIONES, TAMPONES Y MEDIOS DE CULTIVO

A continuacion se detalla la composicion y modo preparacion de las soluciones, tampones

y medios de cultivo que se utilizaron en este trabajo, asi como el método de esterilizacion y

condiciones de conservacion.

Recuperacion de particulas viricas

Tampoén glicina 0,25 M pH 9,5 0 pH 10

Glicina 18,76 g
Agua bidestilada 1000 ml
Disolver por agitacion
Ajustar el pH con NaOH 10 M
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min
Guardar a 4°C

Tampon fosfato salino pH 7,4 (PBS)
NaCl 8g
KCl 02¢g
NaQHPO4 1, 15 g
KH2PO4 0,2 g
Agua bidestilada 1000 ml
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min
Guardar a 4°C

Tampon fosfato salino doble concentrado pH 7,4 (PBS 2x)
NaCl 16 g
KCl 04¢g
NazHPO4 2,3 g
KH2PO4 0,4 g
Agua bidestilada 1000 ml
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min
Guardar a 4°C
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Extraccion de acidos nucleicos

Suspension de particulas de silice

Resuspender 3,6 g de particulas de silice en 30 ml de agua bidestilada estéril,
en un tubo estéril

Dejar que precipiten las particulas por gravedad durante 24 h

Extraer 25,8 ml de sobrenadante

Afiadir agua bidestilada estéril hasta 30 ml

Dejar precipitar las particulas por gravedad durante 5 h

Extraer 26,4 ml de sobrenadante

Recuperar 4 ml de suspension de particulas de silice en un tubo de vidrio
Afiadir 33 pl de HC1 35%

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min

Alicuotar y guardar a 4°C

Tris-HC10,1 M pH 6,4

Tris base 121g
Agua bidestilada 100 ml
Ajustar el pH con HCI 35%

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min

Guardar a temperatura ambiente

EDTA 0,2 M pH 8
EDTA 744 ¢
Agua bidestilada 100 ml

Ajustar el pH con NaOH 10 M
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min
Guardar a 4°C

Tampon de lisis (*)

Disolver 12 g de guanidinium isotiocianato (GuSCN) en 10 ml de Tris-HC1 0,1 M
pH 6,4 en un bafio de agua a 56-60°C, en una botella de vidrio estéril

Anadir 2,2 ml de EDTA 0,2 M pH 8 y 0,246 ml de Triton X-100

Homogeneizar

Guardar a temperatura ambiente, protegido de la luz como maximo 3 semanas

Tampoén de lavado (*)

Disolver 12 g de guanidinium isotiocianato (GuSCN) en 10 ml de Tris-HC1 0,1 M
pH 6,4 en un baiio de agua a 56-60°C, en una botella de vidrio estéril
Homogeneizar

Guardar a temperatura ambiente, protegido de la luz como maximo 3 semanas

(*) NOTA: ElI GuSCN es un producto toxico por inhalacion y por contacto con piel y mucosas. Se recomienda
manipularlo con precaucion.

Etanol 70%
Etanol absoluto 70 ml
Agua bidestilada estéril 30 ml

Guardar a -20 °C
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Acetato sodico 0,01 M pH 5,2

Acetato sodico
Agua bidestilada
Ajustar el pH con 4cido acético glacial

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min

Guardar a 4°C

136,08 mg
100 ml

Tris IM-EDTA 10 mM pH 8

Tris base

EDTA

Agua bidestilada

Ajustar el pH con HCI 35%

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min

Guardar a temperatura ambiente

12,114 g
372,24 mg
100 ml

Tris 10 mM-EDTA 0,1 mM pH 8 (TE)

Tris IM —EDTA 10 mM pH 8
Agua bidestilada
Comprobar el pH

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min

Guardar a temperatura ambiente

1 ml
99 ml

Dithiotreitol (DTT) 1M

DTT

Acetato sodico 0,01 M pH 5,2
Esterilizar por filtracion
Alicuotar y guardar a —20°C

154,4 mg
I ml

DTT 0,02 M

DTT IM
TE pH 8
Guardar a -20°C

10 pl
490 pl

DTT 1 mM

DTT IM
TE pH 8
Guardar a —20°C

1 ul
999 ul

Tampon de elucion de acidos nucleicos

DTT 1 mM
Inhibidor de RNasas 20 U/ul (Perkin Elmer)
Preparar inmediatamente antes de utilizar

49,4 ul
0,6 ul (12 U)
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Condiciones para la reaccion de transcripcion inversa (sintesis de ADNc)

Solucion de trabajo de ANTPs 25 mM

Mezclar en un tubo Eppendorf un volumen igual de cada uno de los nucleotidos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
partiendo de una solucién comercial 100 mM pH 7,5 de cada uno (Pharmacia).

Tampoén II 10x (Perkin Elmer)

Tris-HCI pH 8,3 100 mM
KCl 500 mM

Mezcla de reaccion de la transcripcion inversa

Cantidad Concentracion
Solucién de ARN Sl no determinada
Iniciador reverso 8 pmol 0,8 uM
Tampo6n II 10x (Perkin Elmer) 1 ul Tampon II 1x
MgCl2 25 mM (Perkin Elmer) 0,6 ul 1,5 mM
dNTPs 25 mM 0,4 ul 1 mM
DTT 0,02 M 0,5 ul 1 mM
Inhibidor de RNasas 20 U/ul (Perkin Elmer) 10U 1 U/
Transcriptasa inversa MMLYV 50 U/ul (Perkin Elmer) 500 501
PCR a partir de ADNc
Mezcla de reaccion de la PCR a partir de ADN¢
Cantidad Concentracion
Solucion de ADNc 10 pl no determinada
Iniciador directo 8 pmol 0,8 uM
Tampo6n II 10x (Perkin Elmer) 4 ul Tampon II 1x
MgCl, 25 mM (Perkin Elmer) 2,4 ul 1,5 mM
AmpliTaq DNA polimerasa 5 U/ul (Perkin Elmer) 2U 0,04 U/ul
Agua Bidestilada estéril hasta 50 pl
PCR a partir de ADN
Mezcla de reaccion de la PCR a partir de ADN
Cantidad Concentracion
Solucion de ADN 1-10 pl no determinada
Tampo6n II 10x (Perkin Elmer) 5pul Tampon II 1x
MgCl, 25 mM (Perkin Elmer) 3ul 1,5 mM
dNTPs 25 mM 0,5ul 200 uM
Iniciador directo 1-2 pl
Iniciador reverso 1-2 ul
AmpliTaq DNA polimerasa 5 U/ul (Perkin Elmer) 2U 0,04 U/pl
Agua bidestilada estéril hasta 50 pl
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Electroforesis de ADN
TBE 10x
Tris base 108 g
Acido bérico 55¢g
EDTA 93¢
Agua destilada hasta 1000 ml

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min
Guardar a temperatura ambiente

TBE 1x

TBE 10x 100 ml
Agua destilada 900 ml

Agarosa en TBE 1x

La concentracion de las soluciones de agarosa dependen del tamafio del ADN que interesa estudiar:

Tamafio del ADN Concentracion de agarosa
>1 Kb 1%
1 Kb-500 pb 1,5%
<500 pb 3%

Disolver la cantidad de agarosa necesaria en 100 ml de TBE 1x (p/v) en una botella de vidrio. Agitar
manualmente y disolver la agarosa por calor utilizando un horno microondas sin que llegue a hervir. La agarosa
disuelta presenta un aspecto transparente y homogéneo.

Dejar enfriar hasta aproximadamente 50°C y verterla en la cubeta con el peine apropiado.

Dejar polimerizar a temperatura ambiente durante 30 min, después extraer el peine y proceder a cargar las
muestras de ADN en la cubeta apropiada.

Tampon de carga

Azul de bromofenol 25 mg
Xilen cianol 25 mg
Ficoll-400 25¢g

Agua destilada 10 ml

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min
Guardar a temperatura ambiente

Solucién concentrada de bromuro de etidio 2 mg/ml (*)

Bromuro de etidio 20 mg
Dimetilsulféxido (DMSO) 1 ml
Etanol absoluto 9 ml

Disolver por agitacion en un tubo de vidrio
Guardar a 4°C protegido de la luz

Solucion de bromuro de etidio 0,5 png/ml para tincion de geles de agarosa (*)

Bromuro de etidio 2 mg/ml 50 pl
Agua destilada 200 ml
Preparar en una cubeta lo suficientemente amplia y protegida de la luz

Guardar a temperatura ambiente
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(*) NOTA: El bromuro de etidio es un potente mutageno. Se recomienda manipularlo con precaucion, evitando
cualquier contacto con la piel.

Purificacion de ADN

Acetato sodico3 M pH 5,5

Acetato sodico 41 ¢
Agua bidestilada 100 ml
Ajustar el pH con acido acético glacial

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min

Guardar a 4°C

Cloroformo:alcohol isoamilico (24:1)

Cloroformo 48 ml
Alcohol isoamilico 2 ml
Mezclar y conservar a temperatura ambiente

Fenol (*)

La solucion de fenol utilizada viene equilibrada comercialmente con Tris a pH 8. Este tampon es inmiscible en
el fenol, apareciendo dos fases claramente visibles. La adicion de hidroxiquinolina hace que la fase fendlica
tenga color amarillo. Antes de usarlo se recomienda mezclar las dos fases agitando por inversion y dejar reposar
hasta que se vuelvan a separar. Guardar a 4 °C protegido de la luz.

Fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) (*)

Fenol 1 volumen
Cloroformo:alcohol isoamilico 1 volumen
Preparar la mezcla inmediatamente antes de utilizar

(*) NOTA: El fenol es un producto altamente tdxico por inhalacion y contacto. Se recomienda manipularlo con
precaucion en una campana extractora de gases.
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Medios utilizados en cultivo celular

Tripsina
Tripsina 1:250 05¢g
EDTA 0,04 ¢
PBS 200 ml
Penicilina:estreptomicina (10000 U/ml:10000 pg/1) 2 ml
Esterilizar por filtracion
Guardar a 4°C, y la solucién estoc a —20°C

Medio Eagle modificado (MEM)
MEM 9,4 ¢
Bicarbonato sodico 7,5% 20 ml
Tampon HEPES 15 ml
L-Glutamina 200 mM 10 ml
Aminoacidos no esenciales (NEAA) 10 ml
Penicilina:estreptomicina (10000 U/ml: 10000 pg/1) 10 ml
Suero fetal bovino (FBS) v(*)
Agua bidestilada hasta 1000 ml

(*) NOTA: v, variable (15%, 5%, 1% o 0%). El porcentaje de suero fetal en el medio depende de la linea celular
utilizada, o de si se estd preparando medio para recuperacion de células congeladas (15%), medio de crecimiento
(5%), medio de mantenimiento (1%) o medio post-infeccion (0%).

Preparar el medio base MEM en agua bidestilada, disolver por agitacion y esterilizar en autoclave a 121°C durante
15 min. Posteriormente afiadir los otros componentes en condiciones asépticas.

Medio s6lido (MEM-agar 0,7%) para cultivo celular (overlay)

Agar 3,5 g/250 ml agua bidestilada
MEM 4,8 2/250 ml agua bidestilada
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min por separado

Atemperar a 55 °C

Mezclar en condiciones asépticas y afiadir:

Penicilina:estreptomicina (10000 U/ml: 10000 pg/1) 10 ml
Bicarbonato soédico 7,5% 15 ml
L-Glutamina 200 mM S5ml

Mezclar por inversion
Dispensar sobre las placas con las células en monocapa

Solucién fijadora de cristal violeta y formol

Cristal violeta 13g
Alcohol isopropilico 50 ml
Formaldehido 35-40% 300 ml
Agua 650 ml

Disolver por agitacion
Guardar a temperatura ambiente
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Medios de cultivo para bacterias

Medio Luria-Bertani (LB)

Bacto-triptona 10g
Extracto de lavadura 5g
NaCl 10g
Agua destilada 1000 ml

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min
Guardar a temperatura ambiente o a 4°C

LB agar

Preparar medio LB como se indic6 anteriormente y afiadir agar a una concentracion final de 15 g/l
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min

Atemperar a 55°C y dispensar en placas de Petri

Guardar a 4°C

Ampicilina 50 mg/ml

Ampicilina 05¢g
Agua bidestilada 10 ml
Esterilizar por filtracion. Alicuotar y guardar a —20°C

Tetraciclina 12,5 mg/ml

Tetraciclina 125 mg
Etanol 50% 10 ml
Alicuotar y guardar a —20°C

X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl--D-galactosido) 8 mg/ml

X-gal 80 mg
Dimetilformamida 10 ml
Preparar en un tubo de vidrio

Guardar a —20°C protegido de la luz

IPTG (isopropil-B-D-tiogalactosido) 100 mM

IPTG 238 mg
Agua destilada 10 ml
Esterilizar por filtracion. Alicuotar y guardar a —20°C

Medio LB/tetraciclina (12,5 pg/ml)

LB estéril 100 ml
Tetraciclina 12,5 mg/ml 100 pl
Mezclar en condiciones asépticas y conservar a 4°C

Medio LB/ampicilina 100 pg/ml

LB estéril 100 ml
Ampicilina 50 mg/ml 200 pl
Mezclar en condiciones asépticas y conservar a 4°C
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Medio LB/tetraciclina (12,5 pg/ml)/ampicilina (100 pg/ml)

LB estéril 100 ml
Tetraciclina 12,5 mg/ml 100 pl
Ampicilina 50 mg/ml 200 pl

Mezclar en condiciones asépticas y conservar a 4°C

Placas de LB agar/ampicilina (100 pg/ml)/X-gal (80 ng/ml)/IPTG (0,5 mM)

Preparar el medio LB agar como se indic6 anteriormente
Una vez estéril y atemperado a 55°C afiadir en condiciones asépticas a 100 ml:

Ampicilina 50 mg/ml 200 pl
X-gal 8 mg/ml 1 ml
IPTG 100 mM 0,5 ml
Mezclar y dispensar en placas de Petri

Guardar a 4°C

Placas de LB agar/ampicilina (100 pg/ml)/tetraciclina (12,5 pg/ml)/X-gal (80 ug/ml)/IPTG (0,5 mM)

Preparar el medio LB agar como se indic6 anteriormente
Una vez estéril y atemperado a 55°C afiadir en condiciones asépticas a 100 ml:

Ampicilina 50 mg/ml 200 pl
Tetraciclina 12,5 mg/ml 100 pl
X-gal 8 mg/ml I ml

IPTG 100 mM 0,5 ml

Mezclar y dispensar en placas de Petri
Guardar a 4°

KC1250 mM
KCl 1,86 g
Agua destilada hasta 100 ml

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min
Guardar a temperatura ambiente

MgCL 1M
MgCly-6 H,O 20,33 g
Agua destilada hasta 100 ml

Esterilizar por filtracion
Guardar a temperatura ambiente

Glucosa2 M
D-Glucosa 36¢g
Agua destilada hasta 100 ml
Esterilizar por filtracion
Guardar a 4°C
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Medio SOC
Bacto-triptona 2g
Extracto de lavadura 0,5¢g
NaCl 0,05¢g
Agua destilada 95 ml
KCI1250 mM 1 ml
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min
Anadir en condiciones asépticas:
MgCl, 1| M 1 ml
Glucosa2 M 1 ml
Guardar a temperatura ambiente o a 4°C

Tiamina-HC1 1 M
Tiamina-HCl 1,68 g
Agua destilada S ml
Esterilizar por filtracion
Guardar a temperatura ambiente protegido de la luz

CaClL 0,1 M
CaCl, 1,10 g
Agua bidestilada 100 ml
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min
Guardar a 4°C

Solucién de sales minerales 5x
NazHPO4 3 ,4 g
KH2P04 1,5 g
NaCl 025¢g
NH,C1 05¢g
Agua destilada 100 ml
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min
Guardar a temperatura ambiente

MgSO, 1M
MgS0O,7 H,O 24,64 ¢
Agua bidestilada hasta 100 ml

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min
Guardar a temperatura ambiente

Medio M9 agar
Solucion de sales minerales 5x 20 ml
Agar I,5¢g
Agua destilada 78,5 ml
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min
Atemperar a 55°C y afiadir en condiciones asépticas:
Glucosa 2M 1,1.ml
CaCL, 0,1 M 0,1 ml
MgSO, 1 M 0,2 ml

Tiamina-HCl 1 M
Mezclar y dispensar en placas. Guardar a 4°C

0,1 ml
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Medio crioprotector (LB/glicerol 15% v/v)
LB estéril 8,5 ml
Glicerol estéril 1,5ml

Penicilina:estreptomicina 0,1 g/l

Penicilina 5¢g
Estreptomicina 5¢g
Agua destilada 50 ml

Disolver por agitacion
Esterilizar por filtracion
Alicuotar en tubos de 10 ml y guardar a —20°C

Hemina 1% en NaOH 0,02%

Agua destilada 100 ml
NaOH 0,02 ¢
Hemina 0,1g

Disolver por agitacion durante 2 h. Esterilizar por filtracion. Conservar a temperatura ambiente.

NaCO3 1M
NaCO; 10,6 g
Agua destilada 100 ml

Disolver por agitacion. Esterilizar por filtracion. Conservar a temperatura ambiente.

Medio BPRM
BPRM 294 ¢
Agua destilada 1000ml
Cl,Ca 5% 1 ml

Mezclar y esterilizar autoclave a 121°C durante 15 min
Atemperar a 40°C y afiadir en condiciones asépticas:

Hemina 1 ml
NaCO; 1 M 25 ml
AjustarelpH a 7

Tampoén para fagos

Na,HPO, 7g
KH,PO, 3g
NaCl 5¢g
Agua destilada 1000 ml

Esterilizar autoclave a 121°C durante 15 min.

Anadir en condiciones asépticas:

MgS0,0,1 M 10 ml
CaCl, 0,01 M 10 ml
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Reactivos para la extraccion de ADN plasmidico

Tris-HCI 1M pH 8

Tris base 12,12 g
Agua Bidestilada hasta 100 ml
Ajustar el pH con HCI 35%

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min

Guardar a temperatura ambiente

Tampoén de lisis (Tris-HCI 50 mM-EDTA 10 mM (pH 8)-ARNasa A 0,1 mg/ml)

Tris-HCI 1M pH 8 0,5 ml
EDTA 0,2 M pH 8 0,5ml
ARNasa A 1 mg
Agua bidestilada 9 ml

Incubar en un bafio de agua a 100°C durante 10-15 min
Alicuotar y guardar a -20°C

Dodecil sulfato sédico (SDS) 10% (p/v) (¥)

SDS 10g
Agua destilada 80 ml

(*) NOTA: El SDS es un producto irritante de las vias respiratorias. Se recomienda manipularlo con precaucion.

NaOH 02 M
NaOH 20 mg
Agua destilada 100 ml

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min
Guardar a temperatura ambiente

Acetato potasico 3 M pH 4,7

Acetato potasico 29,44 g
Acido acético glacial 11,5ml
Agua bidestilada hasta 100 ml

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min
Guardar a temperatura ambiente
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Reactivos v tampones para las pruebas ELISA

Tampoén carbonato-bicarbonato pH 9,6

N82C03 1 ,59 g
NaHCOj3 293¢
Agua bidestilada 1000 ml
Ajustar el pH con NaOH
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min
Guardar a temperatura ambiente

Tampoén de lavado (PBS — 0,05% Tween 20)
PBS pH 7,4 1000 ml
Tween 20 05¢g
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min
Guardar a temperatura ambiente

Solucién de bloqueo (10% FBS — 0,5% gelatina en tampén de lavado)
PBS-0.05% Tween 20 90 ml
Gelatina 05¢g
Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 min
Anadir en condiciones asépticas:
FBS 10 ml
Preparar inmediatamente antes de utilizar

Acido citrico 0,1 M
Acido citrico 1,92 ¢
Agua destilada 100 ml
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min
Guardar a temperatura ambiente

Citrato so6dico 0,1 M
Citrato sodico 2,14 ¢
Agua destilada 100 ml
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min
Guardar a temperatura ambiente

ABTS 40 mM (*)
ABTS 21,9 mg
Agua destilada 1 ml
Guardar a temperatura ambiente protegido de la luz

Solucién reveladora (*)
Acido citrico 0,1 M 3,3 ml
Citrato sodico 0,1 M 1,7 ml
Perdxido de hidrogeno 3% 40 pl
ABTS 40 mM 50 pl
Agua destilada 5ml

Preparar inmediatamente antes de utilizar

(*) NOTA: El ABTS es un producto mutagénico. Se recomienda manipularlo con precaucion.
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