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Minutos

Mililitros

Milimetros

Milimolar

Medio Modificado de Scholtens (Modified Scholtens medium)
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MSA
MSB
MST
MUG
NMP

nm

OMS
OIN
ONU

P

PES

PCR
PVDF
gPCR
RD

rpm
RT-gPCR
SAL
SOB
socC
SOMCPH
spp

UFC
UFP
UNESCO

Up

U.S. EPA
uv

wt

X-Glu
X-Gal

um
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Agar Modificado de Scholtens (Modified Scholtens Agar)
Caldo Modificado de Scholtens (Modified Scholtens Broth)
En inglés, Microbial Source Tracking

4- metil umbeliferil 3-D-Glucurénido

NUmero Mas Probable

Nanometros

Organizacién Mundial de la Salud

En inglés, Overnight

Organizacion de las Naciones Unidas

Valor de probabilidad de significancia estadistica
Poliéter sulfona

Reaccion en cadena de la polimerasa

Fluoruro de Polivinilideno

PCR cuantitativa

Real Decreto

Revoluciones por minuto

PCR cuantitativa con transcripcion inversa

Técnica de la capa Unica de agar (Single Agar Layer)

En inglés, Super Optimal Broth

En inglés, Super Optimal broth with Catabolite repression
Colifagos somaticos

Especie

Unidades formadoras de colonia

Unidades formadoras de calvas de lisis

Organizacién de las Naciones Unidas para la Educacion, la Ciencia y la
Cultura,

Cebador 5” — 3” (Upper primer)

Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos
Ultravioleta

Salvaje, silvestre, natural (Wild type)

Acido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-D-glucurénico
5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-D-galactopiranésido
Microlitro

Micrometro



Abstract

ABSTRACT

Relevance and public interest in controlling fecal transmission of viral pathogens has been
recently increasing worldwide. Consequently, this has created a need for establishing suitable
indicators for predicting viral behavior and transmission in the environment. Bacteriophages
have been proposed as viral fecal indicators for decades and they are currently being
incorporated into multiple guidelines and regulations of water management, such as the new
European Union directives for maintaining water quality of drinking water and reclaimed water.
Thus, the development and improvement of methods that allow a fast, user-friendly, robust, and
efficient bacteriophage detection is required, as traditional methods entail more than a day of
work to provide results and their implementation can be cumbersome for routine analysis

laboratories.

Under these global circumstances, Bluephage has been developed as a possible solution for
these difficulties. Bluephage is a colorimetric methodology qualitatively capable of detecting
all groups of coliphages thanks to the release into the external medium of the enzyme f-
glucuronidase during lytic processes. This is attainable thanks to the genetic modifications
performed on the host bacteria used to detect these coliphages, which blocks the import of the
substrate into the cells and overexpresses this intracellular enzyme. Only after phage-mediated
lysis, the overexpressed enzyme can be released from the cells, encounter the substrate in the

medium, cleave it and produce a colorimetric change of the medium from yellow to blue.

This method is an improvement over traditional methods, allowing the detection of up to 1
coliphage in samples up to 100 ml in less than 6 hours. Its sensitivity, specificity and precision
are equivalent to standardized methods and it can be scaled to different sample volumes,
adapted for analysis of samples from different origins and detection of different types of
coliphages. It is also possible to achieve quantitative results from the qualitative data using the
Most Probable Number approach. Overall, Bluephage is the fastest microbiological culture-
based method for detecting viral fecal pollution described to date and can provide results where

rapid information about fecal pollution is essential.
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Resumen

RESUMEN

El control de la transmision de patdgenos viricos a través de la ruta fecal-oral ha adquirido
recientemente relevancia e interés publico. Para mantener este control, es necesario determinar
indicadores apropiados para la prediccion de comportamiento y transmision de los virus en las
matrices ambientales. Los bacteriéfagos han sido propuestos como indicadores viricos de
contaminacion fecal desde hace varias décadas y estan siendo incorporados gradualmente como
organismos indicadores en numerosas normativas de gestion del agua, como las nuevas
directivas de la Unidn Europea para el control de calidad de aguas de consumo y aguas
regeneradas. Como consecuencia, serd necesario disponer de métodos que permitan detectar
bacteriofagos de manera sencilla, rapida, robusta y eficiente. Esta necesidad ha impulsado la
mejora y el desarrollo de nuevos métodos de deteccion, ya que los métodos tradicionales
requieren mas de un dia de trabajo para proporcionar resultados y pueden ser dificiles de

implementar en laboratorios de analisis rutinario.

Bajo este contexto se ha desarrollado el método Bluephage, un método colorimétrico que
permite la deteccidn cualitativa de los diferentes grupos de colifagos mediante la liberacion de
la enzima B-glucuronidasa al exterior celular por la lisis bacteriana. Este método es posible
gracias a una serie de modificaciones genéticas realizadas en las cepas huéspedes empleadas
para la deteccion de colifagos, bloqueando el transporte de los sustratos de la enzima al interior
celular y sobreexpresando la enzima intracelularmente. Sélo después de la lisis mediada por
fagos, la enzima sobreexpresada puede salir de la célula, encontrar el sustrato en el medio,
degradarlo y producir un cambio colorimétrico del medio de amarillo a azul. Este método
supone una mejora respecto a los métodos tradicionales, ya que permite la deteccion en menos
de 6 horas de hasta 1 colifago en voliumenes de muestra de hasta 100 ml. Presenta una
sensibilidad, especificidad y precision equivalentes a los métodos estandarizados y es adaptable
a volumenes de muestra grandes y pequefios, a muestras de diferentes origenes, a la deteccion
de todos los grupos de colifagos y a resultados cuantitativos mediante la aplicacion de la técnica
del NUmero Més Probable sobre los resultados cualitativos. En definitiva, Bluephage es el
método microbioldgico mas rapido descrito hasta la fecha para la deteccion de contaminacion
fecal utilizando microorganismos cultivables y puede proveer resultados cuando la informacién

rapida de contaminacion fecal es esencial.
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Introduccion

1.1 Importancia del agua y la calidad hidrica en la vida humana

1.1.1 Demanda hidricay estrés hidrico

El agua es un recurso renovable indispensable para el sustento y desarrollo de la vida en nuestro
planeta. Aproximadamente un 71% de la superficie terrestre se encuentra cubierta por agua,
pero, de este total, el agua salada de mares y océanos supone un 97,5% correspondiendo
solamente un 2,5% al agua dulce. Si no se considera el agua que forma parte de casquetes
polares y zonas de alta montafia debido a que no es posible su utilizacién, esta cifra se veria
reducida a solo un 0,7 % de agua dulce disponible en acuiferos, lagos, humedad del suelo y
rios. Este escaso porcentaje de agua dulce disponible es crucial para el desarrollo de la vida y
de las sociedades (Gleick 1993).

Las actividades socioecondmicas del ser humano necesitan agua para su desarrollo. En la
actualidad, la demanda hidrica se reparte fundamentalmente entre tres grandes destinos: el
sector primario (69%) el sector industrial (19%) y el uso doméstico (12%) (AQUASTAT 2014).
Se prevé que durante los proximos afios el consumo de agua industrial y doméstico sufrird un
incremento debido al aumento de la demanda hidrica en estos sectores en los paises en vias de
desarrollo, siendo la agricultura el sector que ain demandara mas agua (UNESCO 2019).
Globalmente, el uso del agua se ha multiplicado por seis durante el Gltimo siglo y continta
aumentando anualmente a un ritmo del 1%. A este ritmo constante, las previsiones actuales
estiman que en el 2050 la demanda hidrica incrementara hasta un 30 % en comparacion con la
cifra actual (Burek et al. 2016).

Este aumento en la demanda de agua conllevara una consecuente disminucién progresiva de los
recursos hidricos que se vera intensificada por el cambio climatico, produciendo un suministro
mas erratico e incierto a causa de los cambios generados en las precipitaciones y la temperatura
(Schewe et al. 2014). Asumiendo que la escasez de agua seguird incrementando de este modo,
se estima que alrededor del 52% de la poblacién mundial vivira en regiones con alto estrés
hidrico en 2050 (Kdlbel et al., 2018). El concepto de estrés hidrico hace referencia al déficit
de agua, tanto por escasez del recurso como por su calidad deficiente. El estrés hidrico ya es
uno de los principales problemas a nivel global a los que se enfrentan muchas sociedades en el
siglo XXI (Figura 1). Aunque en el afio 2010 el derecho humano al agua y al saneamiento fue

reconocido por primera vez por la Asamblea General de las Naciones Unidas mediante la
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Resolucidn 64/292, millones de personas viven en regiones con elevado estres hidrico, bien por
escasez o por mala calidad del agua, especialmente en paises con rentas bajas (Mekonnen and
Hoekstra 2016). Se estima que alrededor de 1.600 millones de personas se enfrentan a escasez
de agua en la actualidad, al carecer de las infraestructuras necesarias que garanticen el acceso
al agua. El suministro de agua urbana es particularmente vulnerable debido a la alta densidad

poblacional de las ciudades y al aumento global de la urbanizacion. (UNESCO 2020).

Linea base de estrés hidrico anual

- Extremadamente alto (>80%)

I Alto (40-80%)

[T Medio-alto (20-40%)
Medio-bajo (10-20%)
Bajo (<10%)

- Arido y bajo nivel de consumo

- Sin datos

Figura 1. Distribucion de los niveles del estrés hidrico en todo el planeta en 2020 (UNESCO 2020).

El aumento de la poblacion mundial que se prevé en los préximos afios y la influencia
intensificada del cambio climatico conllevara un aumento en la demanda hidrica que repercutira
de manera directa en la acentuacion del estrés hidrico. Los problemas generados por el estrés
hidrico afectaran tanto a paises desarrollados como en desarrollo, ya que en este concepto se
incluyen tanto la escasez fisica de agua derivada de problemas de sequia como los cambios en
la calidad del agua, tales como el aumento de los contaminantes emergentes o la propagacién
de especies invasoras que suponen una pérdida en la calidad de los cuerpos de agua. Esta mala
calidad hidrica contribuye a limitar ain mas su disponibilidad, aumentando los riesgos para la

salud humana.
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El agua debe tener caracteristicas especificas que garanticen su seguridad a nivel fisico, quimico
y microbioldgico en funcién de su origen, sus caracteristicas y su uso destinado. En caso
contrario, las enfermedades relacionadas con el agua, capaces de transmitirse a través de ella,
proliferan. Por ejemplo, el colera y la esquistosomiasis siguen siendo frecuentes en muchos
paises en desarrollo, donde solo una fraccion muy pequefia de las aguas residuales domesticas
y urbanas son tratadas antes de su liberacién al medio ambiente (UNESCO 2017). Para mitigar
los efectos nocivos que el aumento de la poblacion, la actividad humana y el cambio climético
ejercen sobre la cantidad y la calidad de las aguas naturales, es imprescindible la aplicacion de
tratamientos adecuados a cada caso (potabilizacion, depuracidn, regeneracion, etc.), asi como
la mejora en la eficiencia de utilizacion de este recurso y la busqueda de nuevas vias de

abastecimiento como el reciclaje y la reutilizacion de aguas contaminadas.

1.1.2 Saneamiento, higiene y control microbiolédgico del agua

El saneamiento se define como acceso y el uso de instalaciones y servicios para la eliminacion
segura de orina y heces humanas (OMS 2018). En 2015, solamente el 39% de la poblacion
mundial tenia acceso a servicios de saneamiento gestionados de manera segura, donde las aguas
de desecho se controlan a través de un sistema de coleccién de alcantarillado y son tratadas en
plantas de depuracién de aguas residuales (Figura 2). Un saneamiento adecuado es esencial para
la salud, tanto en la prevencion de infecciones como para la mejora y mantenimiento de un
bienestar mental y social. La falta de un sistema seguro de saneamiento contribuye al aumento
de la prevalencia de diarreas, una de las principales preocupaciones sanitarias mundiales ya que
son la causa primordial de enfermedad y muerte en nifios menores de 5 afios en paises con
rentas medias y bajas. Aunque el derecho a saneamiento es un derecho fundamental reconocido,
la contaminacion del agua no tratada por la carencia de este servicio causa anualmente casi 2
millones de muertes prevenibles en todo el mundo, asi como la pérdida de 123 millones de
DALYs (afios de vida ajustados en funcion de la discapacidad, del inglés disability-adjusted
life years)(UNESCO 2020).

El cambio climético y los fendmenos extremos como sequias o0 inundaciones, constituyen
también una amenaza para las infraestructuras hidricas de saneamiento e higiene. Como
consecuencia, el riesgo sanitario se ve agravado por la posible expansion de contaminaciones
microbiologicas, especificamente de patogenos, derivadas de la actuacion de estos fenomenos

extremos. La contaminacién con patdgenos es el problema méas extendido de calidad del agua
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en los paises en desarrollo debido a la mala calidad inicial del agua, fallos en el procedimiento
0 ausencia de saneamiento (OMS and UNICEF 2017).
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Figura 2. Distribucion porcentual de la cobertura mundial de saneamiento global (UNESCO 2020)

Con el objetivo de garantizar una calidad, acceso y saneamiento del agua adecuados para su
poblacidn, y eliminar los patdgenos de transmision hidrica, los paises han adoptado diferentes
normas de gestion. El establecimiento de consensos entre varias naciones es ocasionalmente
requerido debido a la posibilidad de que el agua sea un recurso compartido por diferentes paises,
haciendo necesario establecer politicas de gestion comunes. En el afio 2000, la Unién Europea
aprobd la Directiva 2000/60/CE por la que se establece un marco comunitario de actuacién en
el ambito de la politica de aguas, conocida como la Directiva Marco del Agua (DMA). La
gestion integral de las masas de agua propuesta por esta directiva sigue el principio de One
Health, es decir, defiende la interconexién de la salud humana, animal y ambiental para llevar
a cabo estrategias y politicas de gestion integradoras (World Health Organisation 2017). Las
relaciones entre la salud humana, animal y ambiental se hacen patentes en los recursos hidricos,
ya que numerosas enfermedades humanas de transmision hidrica tienen su origen en animales

y otros organismos que se diseminan por los habitats acuaticos.
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Ademas de la perspectiva de One Health, existe un concepto similar denominado Global
Health. Este concepto hace referencia al estudio e investigacién cuyo objetivo prioritario es
mejorar la salud y alcanzar una salud igualitaria para toda la poblacién mundial (Koplan et al.
2009). En cierto modo, se puede entender One Health como la version local del concepto de
Global Health, haciendo referencia a una interconexion de ecosistemas regionales frente a la
interconexion global defendida por la perspectiva de Global Health. Por lo tanto, la relacion
intrinseca entre ambos conceptos es evidente, existiendo multiples conexiones en el planeta, de
diferente indole y no siempre bajo control humano, que hacen que la salud humana, animal y
ambiental de un territorio concreto puedan repercutir sobre la salud del resto de territorios del
planeta. Estas conexiones incluyen el comercio, los movimientos migratorios, los fendmenos
meteoroldgicos y los viajes de seres humanos que por diferentes motivos pueden ser
responsables de que diversos problemas sanitarios pueda ser extendidos globalmente en muy
poco tiempo (Hernando-Amado et al., 2019). Uno de los ejemplos mas actuales de esta
conexion es la reciente pandemia de COVID-19 causada por el virus SARS-CoV-2. Este virus
de origen zoonotico, fue presuntamente transmitido al ser humano en Wuhan (China) durante
el afio 2019 por malas practicas de manipulacion de animales y alimentos, causando una
posterior expansion global con multiples repercusiones sanitarias, sociales y econémicas (Zhou
et al. 2020). Por ello, el control de la contaminacion microbiolégica abordado desde una

perspectiva global e integradora es fundamental para minimizar los riesgos sanitarios asociados.

23



Introduccion

1.2 Presencia de microorganismos patdgenos en matrices acuaticas

1.2.1 Posibles rutas de transmision de patogenos

Debido a la extensa distribucion de los microorganismos en el ambiente, los seres humanos
entran en contacto cercano con ellos de manera continuada, aunque solamente un pequefio
porcentaje son capaces de interactuar y desencadenar una enfermedad. Estos microorganismos
capaces de causar enfermedades se denominan patdgenos y segun sus caracteristicas se

diferencian 5 grandes grupos: Bacterias, virus, hongos, protozoos y helmintos (NIH 2007).

La transmision ambiental de los patdgenos se ve favorecida por 3 caracteristicas comunes clave:
Son excretados en altos numeros en las heces, capaces de persistir en el medio ambiente y

altamente infecciosos (Aw 2018).

Si los patogenos excretados por individuos infectados no se contienen ni se tratan de manera
adecuada pueden suponer un riesgo para los humanos que entren en contacto con ellos mediante
diferentes vias de transmisién (Naughton and Mihelcic 2017). Se pueden encontrar las

siguientes posibilidades en las matrices acuaticas:

e Laingestion hidrica de fuentes con un saneamiento deficiente conlleva a un incremento
de la transmision de patégenos por la via fecal-oral, asi como de otros contaminantes
quimicos toxicos como arsénico o flior. Ademas del agua que se ingiere directamente,
también incluye la mala calidad del agua utilizada en la produccion, procesamiento y

preparacion de los alimentos.

e Una higiene personal pobre e inadecuada por la calidad deficiente y/o la ausencia de
agua que garantice una correcta higiene (por ejemplo, en el caso del tracoma).

e La generacion de aerosoles en sistemas de agua mal controlados (por ejemplo, en la

transmision de la legionelosis).
e El contacto directo con aguas contaminadas (por ejemplo, en la esquistosomiasis).

e Los vectores de transmision de patogenos que proliferan en el agua o que la utilizan

como reservorio (por ejemplo, en el caso de la transmision de la malaria).

Entre éstas, destacan por su frecuencia especialmente 3 rutas de transmision de patégenos: La

ingestion (agua de bebida y alimentos), la inhalacion y aspiracion (aerosoles) y el contacto
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directo con la piel (aguas de bafio). Estas vias no son exclusivas entre si, de modo que existen

algunos grupos patogenicos capaces de transmitirse a través de varias de ellas (Figura 3).

El vertido de residuos fecales constituye una de las principales fuentes de contaminacion del
agua, al introducir cantidades elevadas de microorganismos al ciclo del agua, incluyendo los
patdgenos entéricos. Para reducir la transmision de patdgenos por la ruta fecal-oral se necesitan
mejoras en la calidad hidrica, la disponibilidad del agua, la eliminacién de excreciones y la
higiene general, de manera que se establezcan barreras de contencion de esta transmision

fecal-oral de los patdgenos.

. Inhalation and
Ing.est‘mn aspiration Cont?ct
(Drinking) (Aerosols) (Bathing)
Route of * ‘ *
infection
Sepsis and Skin (especially if abraded),
generalized Gastrointestinal Respiratory mucous membranes,
infection may wounds, eyes
occur * * *
Bacteria Viruses Protozoa and Adenoviruses Acanthamoeba culbertsoni
Campylobacter Adenoviruses helminths Enteroviruses Burkholderia pseudomallei
Jjejuni/coli Astroviruses Cryptosporidium Legionelfa Leptospira interrogans
E.coli- Enteroviruses hominis/parvum pneumophila Mycobacterium avium
Diarrhoeagenic Hepatitis A Cyclospora Mycobacterium avium complex
E. coli- virus cayetanensis complex Schistosoma mansoni
Enterohaemorrhagic Hepatitis E Dracunculus Naegleria fowleri
Francisella virus medinensis Parechoviruses
tularensis Noroviruses Entamoeba
Salmonella enterica, Parechoviruses histolytica
S. bongori and Rotaviruses Giardia
S. Typhi Sapoviruses intestinalis
Shigella dysenteriae Toxoplasma
Vibrio cholerae gondii
0O1and 0139

Figura 3. Vias de transmisién hidrica de patdgenos y ejemplos de patdgenos transmitidos a través de cada una de
ellas (World Health Organisation 2017).

1.2.2 Patdgenos transmitidos por el agua y sus caracteristicas principales

Los patdgenos hidricos son microorganismos taxondmicamente muy diferentes que comparten
en comun su transmisibilidad a través del medio acuético, confirmada mediante estudios
epidemioldgicos. Presentan una serie de propiedades que los diferencian de otros tipos de

contaminantes propios de matrices acuéticas (World Health Organisation 2017):
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e Son capaces de multiplicarse en sus huéspedes durante un proceso de infeccion,
pudiendo causar efectos agudos y cronicos en la salud del huésped. La enfermedad
desencadenada por la exposicién al patégeno dependera de su dosis infectiva, capacidad

invasiva y virulencia, asi como del estado inmunoldgico del individuo infectado.

e Son capaces de agregarse entre si y adherirse a particulas en suspension. Como
consecuencia, su dosis infectiva real no puede ser predicha correctamente por el anélisis
de la concentracion del patogeno libre en el agua. La diferencia entre las
concentraciones teoricas y reales se ve intensificada por la potencial capacidad de
crecimiento de los patégenos en el ambiente, alimentos o estructuras artificiales como
tuberias o sistemas de refrigeracion, perpetuando o incluso aumentando la probabilidad

de infeccidn por encima de los niveles tedricos esperados.

e No presentan efectos acumulativos en la salud, al contrario que determinados

contaminantes quimicos.

Los patogenos hidricos pertenecen fundamentalmente a 4 grandes grupos taxonomicos:
Bacterias, virus, protozoos y helmintos. La valoracién del riesgo que supone cada patégeno
para la salud humana utiliza parametros que se correlacionan con su pertenencia a un
determinado grupo taxondémico como su potencia, su presencia y persistencia en el ambiente o
su transmisibilidad entre animales (zoonosis) (Aw 2018). La potencia o infectividad de un
patdgeno se estima mediante la relacion dosis-respuesta observada (Tabla 1). La presencia y
persistencia en el ambiente de los patdégenos influyen en su capacidad de transmisién, asi como

su posible transmisidn entre diferentes especies.

El primer paso de la transmision de un patégeno a un nuevo huésped es su llegada al ambiente,
generalmente a través de las heces. Consecuentemente, la cantidad total y concentracion de
patdgenos en las heces es fundamental, ya que su concentracion final en el ambiente se vera
condicionada por la cantidad inicial del patdgeno en su llegada. A continuacion, la persistencia
en el ambiente de los patogenos es un factor crucial para alcanzar nuevos huéspedes (Yates
2019). Si un patogeno no es capaz de crecer en el ambiente, perdera de manera gradual su
viabilidad y capacidad infectiva tras la salida de su anterior huésped. Por lo tanto, cuanto mas
tiempo pueda persistir un patdgeno, la posibilidad de entrar en contacto con un nuevo huésped
susceptible es superior. Determinar el tiempo de persistencia de los patdgenos en diferentes
muestras de aguas es esencial para comprender el potencial impacto en la salud publica que

puede estar asociado a su consumo (Murphy 2019; Yates 2019). La supervivencia en el
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ambiente de los patdgenos depende tanto de condiciones fisicas como quimicas. Algunos de los
factores mas importantes que influyen en la supervivencia son: La temperatura (en general
mayor persistencia a menores temperaturas), la actividad microbiana, el oxigeno disuelto, la
materia organica, el tipo de microorganismo, la agregacion, el pH, el contenido de humedad y
la adsorcidn a materiales solidos (Murphy 2019; Yates 2019). Dentro de los diferentes grupos
taxondmicos de patdgenos hidricos, la persistencia ambiental de los helmintos es la més
elevada, seguida por los virus y los protistas, siendo las bacterias el grupo menos persistente.

Patogeno ID50 U”é%";‘g de Referencia
Virus
Adenovirus, Tipo 4 1,14 TCID50 Couch et al., 1966
Echovirus, cepa 12 9,22x102 UFP Schiff et al., 1984
Enterovirus 1,85x10? UFP Cliver, 1981
Poliovirus, Tipo 1 1,41 PD50 Koprowski, 1956
Rotavirus 6,17 FFU Ward et al., 1986
Bacterias
. i Cornick and Helgerson,
E. coli enterohemorragica (EHEC) 3,18x10° UEC 2004
Campylobacter jejuni /C. coli 8,90x102 UFC Black et al., 1988
Salmonella Typhi 1,11x10°8 UFC Hornick et al., 1970
Shigella 1,48x10° UFC DuPont et al., 1972
Vibrio cholera 2,43x102 UFC Hornick et al., 1971
Yersinia pestis 4,26x102 UFC Lathem et al., 2005
Protistas
Cryptosporidium parvum/ C.hominis 1,21x10! Ooquistes Messner et al., 2001
Giardia duodenalis 3,48x101 Quistes Rendtorff, 1954

Tabla 1. Dosis infectivas medias de algunos de los patdégenos hidricos representativos de los diferentes grupos
taxonémicos (Adaptado de Aw, 2018) Estas referencias pueden ser consultadas en Aw 2018. FFU: Fluorescent
Focus Units. TCID50: Median Tissue Culture Infectious Dose PD50: In vivo 50% Protective Dose UFC: Unidad

formadora de colonias. UFP: Unidad formadora de calvas

Los patogenos hidricos categorizados dentro de las bacterias presentan con mayor frecuencia
la persistencia mas ambiental baja en comparacion con el resto de grupos. Esto se debe a que
son mas sensibles a la inactivacion por desinfeccion, no crecen tipicamente en el agua y
sobreviven durante periodos de tiempo mas cortos en matrices hidricas con bajas
concentraciones de nutrientes, aunque existen excepciones como las especies de Legionella
capaces de crecer en el agua y transmitirse con cierta facilidad (Murphy 2019; Aw 2018). Sin
embargo, como su importancia a nivel sanitario y posible transmision por zoonosis son elevadas
(Tabla 2), el estudio de su comportamiento y el control de su transmision a traves de matrices

acuaticas resulta importante pese a su inferior transmisibilidad.
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. Tipo de Importancia Persistencia Resistencia Infectividad Fuente
Patdgeno N o . .
especie/género  sanitaria en agua al cloro relativa animal
Bacterias
Burkholderia B. . Alta P_ueQe Baja Baja No
pseudomallei multiplicarse
Campylobacter C. coli C. jejuni Alta Moderada Baja Moderada Si
Escherichia coli Alta Moderada  Baja Baja i
Diarreagénica
Escherichia th. E. coli O157 Alta Moderada Baja Alta Si
Enterohemorrégica
Francisella F. tularensis Alta Larga Moderada Alta Si
Legionella L. pneumophila Alta P_ue_de Baja Moderada No
multiplicarse
Micobacterias (no Mycobacterlum Baja P_uegje Alta Baja No
tuberculosas) avium complex multiplicarse
Salmonella Typhi Alta Moderada Baja Baja No
Otras Salmonella S. enterica Alta P_ue_de Baja Baja Si
S. bongori multiplicarse
Shigella S. dysenteriae Alta Corta Baja Alta No
_ V. cholerae O1 Corta hasta . .
Vibrio y 0139 Alta larga Baja Baja No
Virus
Adenoviridae Adenovirus Moderada Larga Moderada Alta No
Astroviridae Astrovirus Moderada Larga Moderada Alta No
Caliciviridae Norow_rus, Alta Larga Moderada Alta Potencial
Sapovirus
. Virus de la i
Hepeviridae Hepatitis E Alta Larga Moderada Alta Potencial
Enterovirus,
Picornaviridae Par_e chovirus, Alta Larga Moderada Alta No
Virus de la
Hepatitis A
Reoviridae Rotavirus Alta Larga Moderada Alta No
Protozoos
. Puede
Acanthamoeba A. culbertsoni Alta o Alta Alta No
multiplicarse
. C. hominis/ ;
Cryptosporidum C. parvum Alta Larga Alta Alta Si
Cyclospora C. cayetanensis Alta Larga Alta Alta No
Entamoeba E. histolytica Alta Moderada Alta Alta No
Giardia G. intestinalis Alta Moderada Alta Alta Si
Naegleria N. fowleri Alta P_uegle Baja Moderada No
multiplicarse
Helmintos
Dracunculus D. medinensis Alta Moderada  Moderada Alta No

Tabla 2. Patégenos mas importantes transmitidos en aguas de bebida y sus riesgos asociados mas relevantes
(Adaptada de World Health Organisation 2017).
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Los virus son el grupo de tamafio mas pequefio dentro de los patdgenos hidricos, por lo que
son los mas dificiles de eliminar mediante métodos fisicos como la filtracion. Los virus
entéricos tienen una alta persistencia ambiental y una gran capacidad de supervivencia a
procesos de tratamiento de residuos (Tabla 2). Esto es consecuencia de algunas de sus
propiedades intrinsecas como: su tamafio pequefio, su estabilidad en amplios rangos de
temperatura y pH, su resistencia a agentes quimicos oxidantes y enzimas proteoliticas o su
tendencia a agregarse y adsorberse a particulas o superficies (Yates 2019). Su espectro de
huéspedes suele ser muy limitado, siendo frecuentemente patdgenos especificos de especies.
Los grupos de virus patégenos mas transmitidos a través del agua pertenecen a las familias de

los rotavirus, enterovirus y norovirus (Aw, 2018) (Tabla 3).

Tipo de agua
implicada Virus Enfermedad Referencias

Agua de

consumo Polio Poliomielitis  Mosley, 1967; Lippy and Waltrip, 1984
Echo Meningitis Cliver 1984 ; Amvrosieva et al., 2001

Murphy et al., 1983; Hopkins et al., 1984; Hung et
Rotavirus  Gastroenteritis al., 1984; Craun et al., 2002; Villena et al., 2003
Kaplan et al., 1982; Blacklow and Cukor, 1982;

Norovirus  Gastroenteritis Kukkula et al., 1999; Craun et al., 2002
Adenovirus Gastroenteritis Murphy et al., 1983
Hepatitis A Hepatitis Craun, 1988; Bosch et al., 1991
Hepatitis E  Hepatitis Khuroo, 1980; Ramalingaswami and Purcell, 1988
Parvovirus Gastroenteritis Lippy and Waltrip, 1984

Aguas

recreacionales

marinas Rotavirus  Gastroenteritis Fattal and Shuval, 1989
Adenovirus Gastroenteritis Foy et al., 1968; D'Angelo et al., 1979
Hepatitis A Hepatitis Birch and Gust, 1989

Aguas

recreacionales

dulces Coxsackie HFMD Cabelli, 1983
Enterovirus Gastroenteritis Lenaway et al., 1989
Rotavirus  Gastroenteritis Andersson and Stenstrom, 1987
Norovirus  Gastroenteritis Koopman et al., 1982
Hepatitis A Hepatitis Bryan et al., 1974

Tabla 3. Brotes de enfermedades generados por la presencia de virus entéricos en diferentes matrices acuaticas

(Adaptada de Goyal, 2006). Estas referencias pueden ser consultadas en (Goyal, 2006).

Finalmente, los patdgenos pertenecientes a los grupos de los protozoos y los helmintos son los
que presentan mayor persistencia ambiental y resisten mejor los tratamientos de desinfeccion
guimicos (Tabla 2). Sus dosis infectivas son bajas, pero sus concentraciones en las excreciones

suelen ser significativamente inferiores a las de otros patdégenos y su eliminacion por métodos
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fisicos suele ser eficaz dado su mayor tamafio, por lo que su presencia y transmisibilidad es
frecuentemente inferior (World Health Organisation 2017). No obstante son capaces de causar
también brotes de gran magnitud, por lo que es necesario tenerlos en consideracién a la hora de

valorar los posibles riesgos sanitarios (Amoabh et al., 2017; Fletcher et al., 2012).

Las técnicas de deteccidn de patdgenos pueden diferenciarse fundamentalmente entre métodos
basados en cultivo y métodos moleculares. Histéricamente, los métodos de cultivo eran los
unicos disponibles para el analisis de microorganismos en el agua. Sin embargo, no todos los
patogenos de interés son cultivables. Por ejemplo, los norovirus humanos, uno de los patdgenos
méas comunes transmitidos por el agua y alimentos, carecen de un método basado en cultivo
celular que sea de facil aplicacién (Straub et al. 2013). Los métodos de cultivo requieren tiempo
para el crecimiento microbiano, tienen una baja sensibilidad y son incapaces de detectar las
celulas viables no cultivables, conllevando una infraestimacion de las células infectivas en las
muestras que podria conllevar potencialmente efectos perjudiciales en la salud (Li et al., 2014).
Los métodos moleculares han sido desarrollados en las Gltimas décadas tras la invencion de la
PCR y nos permiten detectar microorganismos que previamente no se podian observar mediante
cultivo. Son métodos mas rapidos, sensibles, especificos y automatizables. No obstante,
presentan desventajas importantes como la incapacidad de diferenciar de manera directa entre
células infectivas y no infectivas, la facilidad de contaminacion en el laboratorio, la posible
inhibicidn de la reaccion por la presencia de determinados compuestos en muestras altamente
concentradas, la inexactitud en la valoraciébn del numero de microorganismos como
consecuencia del volumen pequefio analizado y el desconocimiento de la correlacion entre
copias gendmicas y células infectivas (Girones et al., 2010; Ramirez-Castillo et al., 2015; Yates,
2019). Ninguno de los métodos es perfecto y aplicable para todas las situaciones, por lo que es
necesario tener en cuenta las ventajas y desventajas que conllevan en funcion de la aplicacion

deseada.
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1.3 Microorganismos indicadores

1.3.1 Microorganismos indicadores de contaminacion fecal

El andlisis de todos los posibles patdgenos presentes en una muestra es inviable debido a la gran
variedad de patdgenos existente y la falta de métodos apropiados para su extraccion,
concentracion y/o deteccion. Ademas, muchos paises donde serian necesarios estos analisis no
disponen de los recursos para realizarlos, limitando en gran medida sus procesos de
monitorizacién del control de la calidad del agua. Como solucion, se estudian microorganismos
indicadores como alternativa al andlisis de muchos de estos patégenos, ya que mediante un
unico analisis es posible inferir la presencia de un determinado tipo de contaminacion fecal vy,
por tanto, la plausible presencia de patdgenos de dicho origen. Estos microorganismos, ain con
ciertas limitaciones, proporcionan una herramienta valida para el control de la calidad

microbioldgica del agua (Fewtrell and Bartram, 2001; Momba et al., 2019).

Existen diferentes tipos de indicadores, pero en los analisis de calidad de aguas se emplean
habitualmente los indicadores microbioldgicos de contaminacion fecal. Estos permiten detectar
la presencia (o ausencia) de contaminacion fecal y controlar la eficacia de los procesos de
desinfeccion o depuracion, lo que nos alerta de la posible presencia o prevalencia de patégenos
de origen fecal. No hay que confundir el término indicador con el término indice. Mientras los
indicadores suelen indicar el buen funcionamiento de un proceso o tratamiento, los indices son

organismos que se correlacionan con la presencia de determinados patdgenos.

Los criterios definidos por la OMS que identifican a un microorganismo indicador de

contaminacion fecal son los siguientes (World Health Organisation 2017):

e No ser un microorganismo patdgeno.

e Estar presente universalmente en heces de humanos y animales en nimeros elevados.
¢ No multiplicarse en el agua bajo condiciones naturales.

e Estar presente en nimeros mas elevados que los patogenos fecales.

e Persistir o inactivarse en el agua de un modo similar a los patogenos fecales.

e Responder a tratamientos de desinfeccion de un modo similar a los patdgenos fecales.

e Ser detectables con facilidad mediante métodos de cultivo simples y baratos.
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Estos criterios asumen que los mismos organismos pueden emplearse tanto como indicadores
de contaminacion fecal como de eficacia de un proceso o tratamiento. No obstante, no existe
un indicador que significativamente pueda predecir la presencia de todos los posibles
patdgenos. Por consiguiente, se deberian considerar diferentes organismos para diferentes
propdsitos. La asociacion entre indicadores y patdgenos no es perfecta, pero, si existen datos
suficientes, los organismos indicadores pueden llegar a correlacionarse con los patdgenos. La
monitorizacion a largo plazo de organismos indicadores proporciona una indicacion fiable del
grado potencial de contaminacidon patogénica de una matriz ambiental y por tanto permite

establecer riesgos potenciales y relativos de manera consecuente (Wu et al., 2011).

1.3.2 Microorganismos indicadores fecales utilizados en el analisis del agua

Los coliformes totales, coliformes fecales termotolerantes, Escherichia coli y enterococos
fecales son los indicadores bacterianos mas frecuentemente utilizados a nivel mundial con
propdsitos regulatorios (Harwood et al., 2019). El termino coliforme representa un amplio
grupo de especies bacterianas que no estan rigidamente definidas por su taxonomia sino por su
capacidad para fermentar la lactosa produciendo acidos y gas. Los coliformes son bacilos
anaerobios facultativos, Gram negativos, no formadores de esporas, oxidasa negativos. Resisten
a las sales biliares y pertenecen a la familia Enterobacteriaceae cuyos géneros dominantes son
Citrobacter, Escherichia, Enterobacter y Klebsiella. Los coliformes se expulsan en las heces
humanas y de animales en unas tasas diarias que exceden las 10° bacterias por individuo. Se ha
observado que determinadas especies y cepas (particularmente de Klebsiella spp) pueden
proceder de ambientes naturales como sedimentos marinos, fluviales o arenas de playas y
pueden crecer en ellos bajo condiciones determinadas (Sadowsky and Whitman, 2011). Durante
mas de un siglo, el recuento de coliformes se realizé de manera exclusiva mediante métodos de
cultivo cuya selectividad se ve influenciada por factores como la capacidad de degradacion de
un sustrato como fuente de carbono o energia, la temperatura de incubacién o la deteccion de
productos secundarios capaces de causar alguna reaccion colorimétrica. Algunos de los

indicadores mas frecuentemente representados en las normativas son los siguientes:

. Los coliformes totales se emplean como indicacion general sobre las condiciones
sanitarias de una muestra, ya que debido a su ubicuidad en el ambiente no pueden
utilizarse como indicadores de contaminacion fecal. Este grupo esta formado por

bacterias que poseen la enzima [-galactosidasa, capaz de degradar lactosa o sus analogos
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cromogenos sintéticos (Pisciotta et al., 2002; Sadowsky and Whitman, 2011). Los
coliformes totales se analizan frecuentemente en muestras de agua subterranea y

suministros de agua potable.

Los coliformes fecales o termotolerantes son un subgrupo de coliformes capaces de
crecer en 24 h a 44,5°C con actividad de la B-galactosidasa (Sadowsky and Whitman,
2011) que estan frecuentemente presentes en heces humanas y animales. El grupo se
compone fundamentalmente por Escherichia coli y Klebsiella spp., siendo E. coli la
especie aerébica méas abundante en las fuentes fecales, aunque otros miembros de géneros
como Enterobacter o Citrobacter son también capaces de crecer a 44,5°C

independientemente de su procedencia fecal o no (Figueras et al., 1994).

E. coli es un miembro termotolerante de los coliformes, habitualmente mévil mediante
sus flagelos. E. coli es cultivable en laboratorio con facilidad y su identificacion fenotipica
estd basada en la fermentacion de lactosa, reduccion de nitratos, produccién de indol a
partir del triptéfano e incapacidad de uso de citrato como Unica fuente de carbono
(Sadowsky and Whitman, 2011). Ademaés, se diferencia de otros coliformes
termotolerantes por la produccion de la enzima B-glucuronidasa (méas del 95 % de las
cepas de E. coli poseen esta actividad). Forma parte de las comunidades intestinales y
heces de la mayor parte de animales y humanos. Aunque la mayoria de las cepas de E.
coli no son patdgenas, algunas cepas pueden causar enfermedades potencialmente fatales
(Levine 1987). E. coli es la bacteria més utilizada para la monitorizacion de la calidad
microbioldgica y la contaminacion fecal en todo tipo de muestras ambientales. Muchos
paises han adoptado el uso de coliformes termotolerantes o especificamente E. coli para
regular la calidad de sus aguas y alimentos. Al igual que los otros coliformes
termotolerantes, bajo condiciones ambientales determinadas podria ser capaz de crecer

en el agua (Solo-Gabriele et al., 2000).

Los enterococos Yy estreptococos fecales son cocos catalasa negativos, Gram positivos
fermentadores que forman colonias caracteristicas en medios selectivos y diferenciales
que contienen azida de sodio, un compuesto inhibitorio de Gram negativos. Su
metabolismo es principalmente fermentativo, pero no son dafiadas por el oxigeno. Los
estreptococos fecales son menos numerosos en muestras humanas que los coliformes,

pero también se utilizan como indicadores de contaminacion fecal en diversas muestras

33



Introduccion

ambientales (APHA, 2012), particularmente en muestras marinas, debido a su tolerancia

a concentraciones elevadas de sal.

. Bacterias fecales anaerobias de las familias Bifidobacteria, Clostridia y Bacteroidales
se utilizan también como indicadoras de contaminacion fecal, aunque en menor medida
debido al requerimiento de anaerobiosis para su incubacion. Los clostridios reductores de
sulfitos son bacilos anaerobios estrictos, Gram positivos, formadores de endosporas
inmoviles que pueden fermentar lactosa y producir gas. Estan normalmente presentes en
heces, aungque en concentraciones mas bajas que las de E. coli. Sus esporas son excretadas
por menos del 35% de los huéspedes humanos y les permiten sobrevivir en el agua durante
mayor tiempo, al ser mas resistentes a mecanismos de desinfeccion que las células
vegetativas (Ashbolt et al., 2001).

Al igual que los patogenos, los indicadores bacterianos pueden ser detectados mediante dos
tipos de técnicas: Métodos de cultivo y métodos moleculares. Los métodos de cultivo permiten
medir la capacidad de determinadas bacterias para crecer bajo determinadas condiciones y/o
expresar determinadas enzimas en presencia de un medio de crecimiento concreto, que puede
ser tanto selectivo como diferencial. Ciertos medios pueden incluir ingredientes que permiten
la medida de la actividad de enzimas de bacterias que son capaces de hidrolizar algunos
carbohidratos en azucares. Un ejemplo muy extendido es la deteccidn de la presencia de E. coli
basada en la actividad p-glucuronidasa para el método IDEXX Quanti-tray. La aproximacion
mas basica para la medida de bacterias indicadoras es un test de presencia/ausencia que puede
utilizarse para estimar cuantitativamente en la muestra mediante el Nimero Méas Probable
(NMP) gracias al uso de diferentes diluciones y multiples réplicas. Otra opcion es el recuento
directo de colonias a partir de las muestras inoculadas en un agar nutritivo o con filtracion
previa, contando las unidades formadoras de colonias (UFC) en funcion del volumen analizado.
Estos métodos se usan para el recuento de coliformes, E. coli y enterococos en mdaltiples

normativas de control de calidad del agua (Harwood et al., 2019).

Los métodos moleculares nos permiten detectar o estimar la concentracion de marcadores
geneticos en una muestra tras su obtencidn y aislamiento molecular. Las técnicas de PCR y
gPCR son los metodos moleculares mas comunes para la deteccion de bacterias indicadoras
fecales y secuencias de ADN asociadas a bacterias fecales. Estas técnicas se utilizan para la
deteccidn de presencia de algunos de los grupos bacterianos, como el orden Bacteroidales, en

muchas ocasiones con el objetivo de inferir el origen de la contaminacion fecal humana o
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animal (Harwood et al., 2019). La complejidad de las matrices de muestra, el muestreo, la
preparacion de ADN, su procesamiento y secuenciacion dificultan su uso en el analisis rutinario

de muestras como el agua residual (Garcia-Aljaro et al., 2019).

1.3.3 Parametros microbioldgicos y valores de indicadores recogidos en las normativas

actuales y perspectivas de futuro

Existen numerosas normativas elaboradas por diferentes paises para garantizar la calidad
microbioldgica del agua. Los valores limites de los diferentes pardmetros recogidos en la
legislacion varian en funcion del uso al que se destine el agua, siendo siempre mas restrictivos
en el caso del agua potable. Las normativas de agua destinadas a los diferentes usos humanos
varian en funcion de cada pais segin su contexto social y geografico. No obstante,
organizaciones como la OMS o la Environmental Protection Agency de los EE.UU. (U.S. EPA)
elaboran guias generales y establecen directrices para el desarrollo de politicas de gestion,
saneamiento e higiene del agua (Fewtrell and Bartram 2001; U.S. EPA 2017).

En la legislacion espafiola, los parametros microbioldgicos establecidos y sus limites para los
diferentes tipos de agua dependen de su uso final en funcién del riesgo que suponga la actividad
para la salud humana (Tabla 4). Por ejemplo, dentro de los posibles usos del agua regenerada
se diferencia entre los usos urbanos, agricolas, industriales, recreativos y ambientales. La
legislacion espafiola de aguas residuales urbanas no indica el uso de parametros
microbioldgicos en el vertido al medio ambiente (Tabla 4), aunque si establece unos limites de
reduccion de la demanda biologica de oxigeno (DBO), midiendo indirectamente la actividad

microbiana por el proceso de degradacion de la materia organica.

A pesar del uso de bacterias entéricas (especialmente E. coli) para controlar la calidad
microbioldgica del agua, desde finales del siglo pasado han surgido dudas en la comunidad
cientifica respecto a la utilidad de los indicadores bacterianos para predecir la transmision de
enfermedades relacionadas con patdgenos cuya persistencia es superior a las bacterias, como
virus o protozoos. Se da el caso de que estos grupos puedan permanecer en las muestras incluso
cuando las bacterias (y por ende los indicadores bacterianos) ya no estan presentes (Gerba et
al., 1979; Grabow, 2001; IAWPRC Study group on health related water microbiology, 1991;
Jofre, 2007; Payment et al., 1997). Estas dudas se ven justificadas fundamentalmente por dos
observaciones: La primera es que no se ha encontrado una buena correlaciéon entre los

indicadores bacterianos y la presencia de microorganismos mas persistentes como los virus en
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muestras de agua (Borchardt et al., 2004; Gerba et al., 1979; Lucena et al., 1996). La segunda
es que los virus persisten mas que los indicadores bacterianos convencionales ante estreses
naturales y procesos de desinfeccion (Anderson et al., 2005; Hagler et al., 1986; Payment et al.,
1985). Esto es aplicable tanto a muestras de agua como de alimentos como el marisco, los
productos frescos y comidas preparadas listas para el consumo, los cuales son muy susceptibles
a la contaminacion con virus entéricos (Goyal, 2006). Por lo tanto, la presencia de
microorganismos persistentes como los virus puede generar brotes de gran magnitud (Tabla 5)
por muestras contaminadas a pesar que éstas cumplen con los estandares de calidad dictados
por los indicadores bacterianos y pudieran ser consideradas aptas para consumo humano (Doré
et al., 2000; Le Guyader et al., 2008; Lowther et al., 2019; Richards, 1985). Por tanto, es
necesario definir indicadores para estos organismos que permitan su monitorizacion de manera
adecuada. Se han propuesto como potenciales indicadores viricos dos grupos: los virus

humanos entéricos y los bacteriofagos de bacterias entéricas.

Tipo de agua Parametros microbiolégicos recogidos en la legislacion espafiola
Aguas residuales urbanas .

(RD 508/1996) No establecidos

Aguas potables Enterococos intestinales, E. coli, Clostridium perfringens y

(RD 140/2003) Cryptosporidum (turbidez superior a 5 UNT)

Aguas de bafio
(RD 1341/2007)
Aguas regeneradas
(RD 1620/2007)

Enterococos intestinales y E. coli

Nematodos intestinales y E. coli (en todo tipo de usos)

Legionella, Salmonella y otros patégenos de referencia
(dependiendo del uso)
Aguas minerales y envasadas E. coli, Estreptococos fecales, Pseudomonas aeruginosa, anaerobios
(RD 1799/2010) sulfito reductores esporulados
Recuento de colonias a 22°C (72 horas incubacion)
Recuento de colonias a 37°C (24 horas incubacion)

Tabla 4. Parametros microbiologicos recogidos en la legislacion espafiola en funcion del tipo de muestra de agua

analizada.

Dentro de los virus humanos entéricos, los enterovirus se han propuesto como potenciales
indicadores al ser los méas facilmente detectables mediante cultivo celular de todos los virus
entéricos. Sin embargo, la deteccion mediante cultivo celular conlleva mucho tiempo, es dificil
y cara de realizar, dificultando su implementacion en paises de bajo poder adquisitivo (Momba
et al., 2019). Tras la llegada de las técnicas gendémicas, la evaluacion de la abundancia de
diferentes genomas viricos se ha propuesto como posibles indicadores viricos en aguas. Dentro
de este grupo, los genomas de adenovirus estan ganando terreno gracias a su alta prevalencia y
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estabilidad en aguas residuales y su resistencia a estreses ambientales y desinfectantes. Estas
caracteristicas se deben a sus propiedades intrinsecas como virus de ADN de doble cadena, que
ademas contribuyen a reducir los costes, la complejidad y el tiempo el proceso de amplificacion
de &cidos nucleicos al no requerir un paso de retrotranscripcion (Bofill-Mas et al., 2006; Gerba
et al., 2002; Ogorzaly et al., 2010). Sin embargo, una desventaja que presentan los adenovirus
es que son patdgenos, no indicadores, por lo que sélo se excretan por individuos enfermos.
Ademas, los métodos moleculares presentan inconvenientes ya mencionados anteriormente, no
permitiendo diferenciar entre virus infecciosos y no infecciosos sin afiadir pasos adicionales

(Nuanualsuwan and Cliver 2002).

N° de Virus

Afio Pais Marisco Referencia
casos  responsable
1976-1977 Sﬁ'lgg Almejas 800 SRSV Appleton and Pereira, 1977
1978 Australia Ostras 2000 NoV Murphy et al., 1979
1978 Australia Ostras 150 NoV Linco and Grohmann, 1980
1980-1981 Sf]'lgg Berberechos 424 NoV O'Mahony et al., 1983
1982 EE.UU. Ostras 472 NoV Richards, 1985
1983 Reino Ostras 181 SRSV Gill et al.,1983
Unido
1983 Malasia  Berberechos 322 HAV Gohetal., 1984
1986  EE.UU. A'gte::: Y 813204  Nov Morse et al., 1986
1988 China Almejas 292/301 HAV Halliday et al., 1991
1999 Espafia Almejas 183 HAV Bosch et al. 2001

SRSV: Virus pequefios redondos y estructurados; NoV: Norovirus; HAV: Virus de la hepatitis A

Tabla 5. Brotes de enfermedades viricas de gran tamafio asociados al consumo de marisco no cocinado (Adaptada
de Goyal 2006). Estas referencias pueden ser consultadas en (Goyal, 2006)

Tanto los virus infecciosos como los genomas viricos presentan otros inconvenientes que
perjudican su uso como indicadores, como el hecho que sus concentraciones suelen ser bajas
en el medio, requiriendo procedimientos de concentracion complejos. Por otro lado, no se ha
podido demostrar con certeza una correlacion entre las concentraciones de diferentes virus,
posiblemente como consecuencia de la estacionalidad de muchos de ellos y las diferentes
resistencias a estreses ambientales y desinfectantes que presentan (Chapron et al., 2000; Gerba
et al., 2002; Girones et al., 1989; Payne et al., 1986).

El segundo grupo que se ha propuesto como indicadores viricos de contaminacion fecal son los

bacteriofagos que infectan a bacterias entéricas.
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1.4 Uso de los bacteriofagos como microorganismos indicadores

1.4.1 Caracteristicas de los bacteriofagos

Los bacteriéfagos, también denominados fagos, son virus que infectan a bacterias. Son parasitos
intracelulares obligados de las células bacterianas a las que parasitan, empleando su maquinaria
celular para replicarse (Adams 1959). Son los organismos mas abundantes de la biosfera con
una estimacion de hasta 103! fagos en el planeta (Suttle 1994; Clokie et al. 2011; Hyman and
Abedon 2009). En su fase extracelular (virién) los bacteriéfagos estan formados por un acido
nucleico (ARN o ADN de doble cadena o simple) rodeado de una capa proteica denominada
capside. La capside puede presentar estructuras adicionales externas como colas o espiculas y,
menos frecuentemente, una capa lipidica externa. Gracias a su estructura y composicion, los
viriones pueden persistir en el ambiente y son resistentes a los estreses naturales y
antropogénicos (Grabow, 2001). Los fagos que afectan a bacterias indigenas de un hébitat
tienden a ser menos persistentes que su huésped, pero los fagos de bacterias ajenas a un
ambiente (al6ctonas) persisten mejor que sus bacterias huéspedes (Grabow, 2001; Ogunseitan
etal., 1990). Este es el caso de los bacteriofagos que infectan a bacterias entéricas, que son mas

persistentes que éstas cuando se hallan fuera del intestino humano.

Un fago puede tener un rango muy amplio de bacterias a las que infecta o ser muy especifico
de determinados grupos, llegando a incluso afectar solo a cepas concretas de la misma especie
de bacterias (Muniesa et al., 2003; Thingstad et al., 2014). Esto se debe a que el espectro de
huéspedes afectados por un fago depende de los receptores expresados en la superficie celular
del huésped, a los que el fago se une iniciando el proceso de infeccion. Los fagos se replican
mediante dos ciclos: litico y lisogénico. En el ciclo litico, inmediatamente tras la infeccidn, los
fagos se multiplican y terminan rompiendo las paredes de sus huéspedes desde el interior,
liberando una progenie de entre 10-1000 individuos en funcién del fago y el estado fisioldgico
de la bacteria. Los fagos virulentos que siguen este ciclo pueden realizarlo en tiempos tan cortos
como 30 minutos. Por el contrario, los fagos atemperados siguen un ciclo lisogénico, durante
el cual el fago inyecta su ADN que se integra en el genoma bacteriano (profago) y se replica en
conjunto con el mismo. Esta situacion se mantiene hasta que el profago se induce
(espontaneamente o por factores externos) y revierte su estado original escindiendose del

genoma y siguiendo el ciclo litico, generando nueva progenie (Adams 1959).
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Los fagos desempefian multiples funciones tanto en la naturaleza como en sus posibles
aplicaciones. Tienen un impacto relevante en el ciclo de la materia organica de la biosfera y
controlan la diversidad microbiana seleccionando a bacterias resistentes a su infeccion (Sulttle,
1994). Pueden movilizar material genético entre bacterias gracias al proceso de transduccion.
En este proceso, el material genético de una bacteria puede ser introducido en otra bacteria tras
la infeccion fagica si el fago se ha replicado empaquetando en su capside ADN bacteriano de
manera aleatoria, o bien de zonas adyacentes al sitio de union del profago. A nivel de
laboratorio, también desempefian multiples funciones como modelos y herramientas
moleculares en el fagotipado de cepas, aplicaciones en terapia fagica, modelos evolutivos e

indicadores de contaminacidon fecal (Hyman and Abedon 2009).

1.4.2 Tipos de bacteriéfagos usados como microorganismos indicadores

Se han estudiado diferentes grupos de bacteriofagos como posibles microorganismos
indicadores fecales para el control de la calidad del agua. En la actualidad se organizan en tres
grupos de trabajo taxonémicamente complejos y diversos: los colifagos somaticos, los colifagos
F-especificos y los bacteriéfagos que infectan a especies de Bacteroides.

1.4.2.1 Colifagos Soméaticos

El término colifagos somaticos define a los fagos que infectan a E. coli y otras bacterias
coliformes del tracto intestinal a través de su pared celular. Tradicionalmente en base a la
morfologia, Myoviridae, Siphoviridae, Podoviridae y Microviridae son las principales familias
de colifagos somaticos encontrados en aguas residuales, siendo Myoviridae y Siphoviridae los
grupos mas abundantes (Muniesa et al., 1999). Nuevos descubrimientos realizados mediante
técnicas de analisis gendmico han aumentado el namero de familias pertenecientes al orden
Caudovirales, de manera que en 2020 el ICTV determina las siguientes nuevas familias dentro
de este grupo: Ackermannviridae (nueva familia, aceptada hace unos afios), Autographviridae
(anteriormente un género de Podoviridae), Chaseviridae (nueva familia), Demerecviridae
(nueva familia), Drexlerviridae (nueva familia) y Herelleviridae (nueva familia, aceptada hace
unos afios) (Koonin et al., 2020; Walker et al., 2020). Para mayor simplicidad, a lo largo de la
tesis se hara referencia a los criterios morfoldgicos tradicionales debido a que son los reflejados
en los estudios previos y nos centraremos en los fagos de las tres familias del orden

Caudovirales, Myoviridae, Siphoviridae y Podoviridae (Figura 4), que presentan su material
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genetico en forma de ADN de doble cadena y los fagos de la familia Microviridae que contienen
ADN monocatenario. En cuanto a su morfologia, la familia Myoviridae tiene cépsides de hasta
100 nm con una cola larga contréctil, los fagos Siphoviridae tienen cépsides isométricas de
hasta 60 nm con colas largas no contractiles, los fagos Podoviridae tienen capsides isométricas
de hasta 65 nm y colas cortas y los fagos de la familia Microviridae tienen capsides de 25-30
nm isomeétrica sin cola. Los colifagos somaticos mas frecuentemente usados como modelos en
investigacion son $X174, PDR1, T2y T7.

Las cepas huéspedes de este tipo de colifagos pertenecen a E. coli y/o a especies otros géneros
relacionados como Shigella y Klebsiella. Bajo condiciones fisioldgicas 6ptimas, los colifagos
somaticos pueden producir la lisis de sus huéspedes en aproximadamente 30 minutos, liberando
entre 100 y 1000 fagos por célula infectada. En los ensayos en placa, sus calvas de lisis

presentan una amplia variedad de tamafios y morfologias.

Uno de los principales problemas que se postuld inicialmente respecto a su uso como
microorganismos indicadores fue que la replicacién de colifagos somaticos en ambientales
naturales podria ser posible bajo determinadas condiciones ambientales ya que algunos de sus
huéspedes pueden estar presentes de manera natural en muestras no contaminadas fecalmente
(Borrego et al., 1990; Seeley and Primrose, 1980). Sin embargo, hay mdltiples factores que
limitan esta replicacion, como el estrecho rango de huéspedes, las altas concentraciones de
fagos y bacterias requeridas para la replicacion, la posible presencia de microbiota acompariante
y particulas que pueden interferir en la replicacion, la baja actividad metabdlica de los
huéspedes bajo condiciones ambientales o posibles respuestas de estrés en el ambiente que
podrian desencadenar respuestas que minimicen la infeccion fagica (Cornax et al., 1991;
Muniesa and Jofre, 2004, 2007; Muniesa et al., 2003; Raivio, 2011). Ademas, se ha probado
que ni fagos aislados de muestras de aguas residuales ni de laboratorio son capaces de replicarse
en muestras naturales en climas tropicales, concluyendo que la contribucion a las muestras de
colifagos somaticos replicados en el medio ambiente es practicamente inexistente. (Hernandez-
Delgado and Toranzos, 1995; Jofre, 2009).

1.4.2.2 Colifagos F-especificos y F-ARN especificos.

Los colifagos F-especificos son fagos que infectan a E. coli y otras bacterias coliformes del
tracto intestinal a través del pili sexual codificado en el plasmido F, inicialmente descrito en la

cepa de E. coli K12. Pertenecen a dos familias de virus principalmente: Inoviridae (F-ADN) y
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Leviviridae (F-ARN) (Fauquet and Fargette 2005) (Figura 4). Morfoldgicamente, la familia
Leviviridae se compone bacteriofagos de ARN monocatenario con cépsides isométricas de
aproximadamente 25 nm y sin cola y la familia Inoviridae son bacteri6fagos de ADN
bicatenario con capsides filamentosas flexibles de aproximadamente 800 nm de longitud. Sin
otra actuacion que el uso de una cepa huésped que sintetice el pili F, se detectan ambos grupos
(F-totales). La diferenciacion entre los 2 grupos de colifagos F-especificos se consigue gracias
a la adicion de ARNasa en el medio de cultivo, ya que esta enzima degradaria los fagos F-ARN
dejando solo los F-ADN (Anonymous 1995). Para calcular la cantidad de fagos F-ARN de una
muestra se ha de analizar los fagos F-totales y los F-ADN mediante la adicion de ARNasa,

calculando el valor de F-ARN sustrayendo el valor de F-ADN del valor de colifagos F-totales.

Debido a su mayor similitud con los virus entéricos, se suelen estudiar mas a menudo los F-
ARN como indicadores de contaminacion fecal. Dentro de los fagos F-ARN se diferencian
cuatro genotipos o subgrupos (Hsu et al., 1995; Jofre, 2007). Los subgrupos | y Il contienen
colifagos pertenecientes al género de los Levivirus y los subgrupos 111 'y 1V se corresponden
con el género de los Allolevirus. Los fagos mas empleados como modelos de cada subgrupo
son: MS2 y 2 del genotipo I, GA del genotipo II, QB del genotipo III y FI del genotipo IV. El
estudio de estos subgrupos es muy util para la identificacion del origen de contaminaciones
fecales, ya que los subgrupos | y IV predominan en aguas contaminadas fecalmente por residuos
animales y los subgrupos Il y 11l se asocian mas cominmente con la contaminacion humana
(Jofre et al. , 2011).

El plasmido F es transferible a un amplio rango de bacterias Gram negativas y hay mdaltiples
huéspedes posibles para los fagos F-especificos, pero su huésped natural es E. coli. Como los
pili sexuales no se sintetizan por debajo de 32°C, aunque no puede excluirse la posible
replicacion fuera del intestino, se considera que es extremadamente improbable dada la
temperatura ambiental, de modo que su influencia se considera insignificante (Woody and
Cliver 1997).

1.4.2.3 Bacteri6fagos gue infectan a Bacteroides

Los bacteriofagos que infectan a cepas de Bacteroides estan presentes en muestras de heces o
contaminadas fecalmente, pudiendo emplearse como indicadores fecales (Jofre et al., 2014).
Hasta el momento, la gran mayoria de los bacteri6fagos descritos de este grupo, tanto a nivel

morfolégico como gendmico, pertenecen a la familia de los Siphoviridae (Jebri et al., 2017).
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Son bacteri6fagos somaticos, ya que infectan a través de receptores de la pared celular
bacteriana, y suelen tener gran especificidad por un huésped determinado. Las cepas de
Bacteroides spp difieren en su habilidad para recuperar fagos de diferentes matrices acuéaticas
contaminadas fecalmente y en su capacidad de deteccion de fagos de diferentes especies
animales. Por este motivo, son muy Utiles para la determinacion de origen de la contaminacion
fecal (Microbial Source Tracking (MST)). En el caso de estos fagos, la replicacion en el
ambiente es incluso méas improbable debido a los requerimientos de anaerobiosis estricta de las
cepas huéspedes y la necesidad de nutrientes especificos cuya presencia es muy poco probable

en ambientes acudticos naturales (Tartera and Jofre 1987).

En el afio 2014, gracias a la aplicacion de técnicas de secuenciacion masiva en estudios de
secuencias metagenomicas fecales disponibles en las bases de datos, fue descrito el grupo de
bacteriofagos mas abundante del viroma fecal humano, el crAssphage,(cross-assembly phage)
(Dutilh et al. 2014). Estudios posteriores han conseguido el aislamiento de especies del grupo
mediante de métodos de cultivo (Shkoporov et al. 2018) y en los ultimos afios se han puesto a
punto diferentes qPCR para su deteccion y cuantificacion como indicador de contaminacion
fecal en muestras ambientales. El interés de estudio de crAssphage radica en su potencial como
marcador de MST por su elevada especificidad de origen humano (Garcia-Aljaro et al., 2017;
Stachler et al., 2017), su gran abundancia (detectado en aproximadamente el 90% del viroma
intestinal humano) y su extensa distribucién geografica (se detecta en todo el planeta). Estas
caracteristicas hacen de los fagos del grupo crAssphage candidatos muy prometedores como

microorganismos indicadores de contaminacion fecal virica (Edwards et al. 2019).

1.4.3 Valoracion de los bacteriéfagos como microorganismos indicadores

1.4.3.1 Bacteri6fagos como indicadores de contaminacion fecal

Guelin advoco por los fagos como potenciales indicadores de contaminacién fecal desde 1948,
al encontrar correlacion entre E. coli y los bacteriéfagos que infectan a E. coli en aguas de mar
(Guelin 1948). Existen numerosos estudios que confirman la capacidad de los fagos para indicar
la presencia de contaminacion fecal y de patdgenos entéricos en diferentes tipos de muestras
(Contreras-Coll et al., 2002; Jiang et al., 2001; Jung et al., 2011; Love et al., 2014; Lucena et
al., 2006; Méndez et al., 2004; Skraber et al. 2002). Como consecuencia, los fagos que infectan
a bacterias entéricas ya son aceptados como indicadores fecales Utiles para el control de calidad

de las aguas.
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La prevalencia en heces de cada grupo de fagos presenta porcentajes variables. Los colifagos
somaticos son los mas presentes en muestras de heces humanas (entre 54-90%) y heces
animales (1-100%). Los colifagos F-especificos siguen una tendencia similar con una
incidencia maxima de 67 % de muestras humanas y porcentajes inconsistentes para muestras
animales. Los bacteriofagos que infectan a Bacteroides también varian de modo similar, siendo
en este caso la cepa huésped empleada un factor clave en la variabilidad. Presentan una
prevalencia del 28 % en heces humanas y de 30 % en animales (Calci et al., 1998; Diston and
Wicki, 2015; Gantzer et al., 2002; Havelaar et al., 1986; Jung et al., 2009; Schaper et al., 2002).
Estos porcentajes de prevalencia en heces posiblemente son inferiores a la realidad, ya que no
existen métodos establecidos que definan la cantidad de muestra que se debe analizar o la
necesidad de aplicar procedimientos de extraccion (Jebri et al., 2017). En el caso de aguas

residuales, los 3 grupos de fagos presentan prevalencias del 100%.

Los colifagos sométicos son los mas abundantes en el caso de las aguas residuales municipales,
de hospital y mataderos (Tabla 6), habitualmente un orden de magnitud inferior a los valores
de coliformes fecales. Los bacteriofagos F-especificos son los segundos en abundancia, con
valores habitualmente un orden de magnitud inferior a los valores de colifagos somaticos.
Respecto a los fagos que infectan Bacteroides, se han observado diferentes valores a nivel
geogréfico y en funcion de la cepa huésped (Blanch et al., 2006; Calci et al., 1998; Lucena et
al., 2004, 2003; Mcminn et al., 2014; Yahya et al., 2015). Tras los tratamientos de las aguas
residuales, los valores de bacteri6fagos suelen descender entre 0,3- 3,0 unidades logaritmicas
de las concentraciones iniciales en funcion del tratamiento (Jebri et al., 2017; Muniesa et al.,
2012; Yahya et al., 2015).

Debido a la falta de métodos estandarizados y los diferentes procedimientos de extraccion, no
es facil comparar las concentraciones de fagos en lodos no tratados. La prevalencia en las
muestras es similar a las aguas residuales, presentes en un 100 % en las muestras analizadas.
La concentracion de bacteriofagos en lodos primarios y secundarios se mantiene en
proporciones similares con los indicadores bacterianos y no difieren de manera significativa
con los determinados en aguas residuales (Guzman et al., 2007; Jebri et al., 2017; Lasobras et
al., 1999; Muniesa et al., 2012; Yahya et al., 2015).
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Concentraciones medias de bacteriéfagos
Bacteriéfagos de

Tipo de muestra Somaticos F-especificos Bacteroides*
(UFP/g 0 100 ml) (UFP/g 0 100 ml) (Uml)
Heces humanas <1-7,3x10° <1- 1x 10 <1-1x10°
Heces animales <1-1x10° <1-1,2x10° TLX
Agua_s residuales 10°-107 10 10° 10-10°
sin tratar 3 s > 4 1. 4
y post-tratamiento 10°-10 10-10 5x10°-10
Lodos 10°— 10 10° - 10° 10° - 10°

Tabla 6. Concentraciones medias de los diferentes grupos bacteriéfagos en muestras contaminadas fecalmente. *
Los valores de bacteriéfagos que infectan a Bacteroides pueden presentar diferencias significativas entre las
diferentes cepas y geogréficamente, los representados en la tabla corresponden a la cepa huésped RYC2056 que
detecta fundamentalmente contaminacion fecal humana (Jebri et al., 2017; Jofre, 2007).

1.4.3.2 Bacteri6fagos como indicadores de proceso

Como indicadores de proceso viricos, se requiere que la eliminacion e inactivacion de los
bacteridfagos entéricos sea similar a la sufrida por los virus humanos pat6genos, tanto frente a
procesos naturales como a tratamientos. De este modo, con el estudio de las cantidades de virus
y fagos antes y después de los procesos se puede evaluar y comparar su eliminacion e
inactivacién. Esta comparacién puede resultar dificil de interpretar dado que los métodos de

deteccion y volumenes analizados para fagos y virus humanos son muy diferentes.

La informacion disponible sugiere que el destino de los fagos en ambientes naturales acuaticos
y en tratamientos de agua y lodos es similar al de los virus humanos. (Armon and Kott, 1996;
Grabow, 2001; IAWPRC Study group on health related water microbiology, 1991). Tanto virus
como bacteriéfagos persisten en el ambiente acuatico y en solidos (bioso6lidos y sedimentos)
mas que los indicadores convencionales bacterianos y también frente a procesos de
inactivacion, tanto naturales como artificiales, a nivel fisico, quimico y bioldgico (Contreras-
Coll et al., 2002; Girones et al., 1989; Lucena et al., 1994). Existen multiples factores que

afectan a la inactivacion y eliminacion de los virus en muestras.

Dentro de los factores naturales, la temperatura, la luz solar, el pH y el ambiente idnico tienen
un papel principal en la inactivacion de virus y fagos. En el caso de tratamientos de
desinfeccion destacan tratamientos como la filtracion y la irradiacion (UV, gamma y haz de
electrones), los tratamientos térmicos y la desinfeccion quimica (cal, halégenos, 0zono). Los

procesos como la filtracion eliminan a los virus del agua mediante la adsorcion a particulas en
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suspension, la sedimentacion y la filtracion a través de matrices porosas. No inactivan a los
virus, los transfieren a otro compartimento diferente. Tanto virus como bacteriéfagos pueden
ser adsorbidos a sdlidos en suspension, contribuyendo a su eliminacion del agua en gran
medida, ya que facilita su sedimentacion tanto en ambientes naturales como en tratamientos,
como se refleja en las concentraciones de fagos en sedimentos y lodos (Farahbakhsh and Smith,
2004; Lasobras et al., 1999; Payment et al., 1985). La acumulacion y mala depuracién de fagos
y virus de marisco son comparables, y posiblemente influenciadas por esta tendencia de ambos
a adsorberse a solidos (Lucena et al., 1994; Muniain-Mujika et al., 2002). Tras recibir los
tratamientos comdnmente usados para aguas residuales, basados en la sedimentacion y
digestion, los indicadores bacterianos, bacteriéfagos y enterovirus infectivos sufren una
reduccion similar en sus concentraciones (Lodder and De Roda, 2005; Lucena et al., 2004;
Nieuwstad et al., 1988). Sin embargo, si los tratamientos incluyen procesos de desinfeccion, se
observa una reduccion de concentraciones de indicadores bacterianos convencionales
significativamente superiores a la de los virus y bacteriéfagos (Durén et al., 2003; Harwood et
al., 2005; Payment et al., 1985).

En conclusidn, la eliminacion de fagos y virus de ambientes acuéticos y tratamientos de aguas
siguen tendencias similares. Por eso, determinados grupos de fagos ya han sido empleados con
éxito como sustitutos de los enterovirus para evaluar la efectividad de determinados procesos
de tratamiento como la filtraciébn y la desinfeccién o la calidad final de productos
(Abbaszadegan et al., 2008; Amarasiri et al., 2017; Duran et al., 2003; Havelaar et al., 1993;
Payment et al., 1985; Persson et al., 2005).

1.4.3.3 Bacteri6fagos como indices y modelos de virus humanos

En relacion con su capacidad como indices de virus humanos (es decir si la presencia de fagos
se correlaciona con ciertos virus patdgenos), se ha observado que la ausencia de fagos no
siempre garantiza la ausencia de todos los tipos de virus. La situacion reportada con mayor
frecuencia es que no existe una correlacion entre virus y fagos en las muestras analizadas
(Borchardt et al., 2004; Boehm et al. 2009; Griffin et al. 1999; Wyer et al. 2012). No obstante,
teniendo en cuenta que los bacteriéfagos que infectan a bacterias entéricas estan siempre
presentes en aguas residuales (por ello son indicadores de contaminacion fecal) y considerando
las similitudes entre ambos tipos de virus frente a los procesos de inactivacion, se puede inferir
que la presencia de cantidades de fagos de origen fecal en el agua se correlaciona con la

presencia de virus humanos fecales en la misma de manera general, aunque dicha correlacién
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no se observe en grupos de virus especificos. Ademas, existen otros estudios que si presentan
correlacion entre los virus humanos y bacteri6fagos en muestras de aguas superficial,
subterranea, sedimentos y moluscos (Brion et al., 2005; Havelaar et al., 1993; Jiang et al., 2001;
Jofre et al., 1989; Love et al., 2014). Por otro lado, algunos estudios indican que tampoco hay
correlacion entre diferentes virus humanos en aguas (Abdelzaher et al., 2011; Borchardt et al.,
2004; Jiang et al., 2007; Jung et al., 2011; Skraber et al., 2004), mientras que otros estudios si
han mostrado correlaciones entre diferentes virus patogénicos (Haramoto et al., 2005; Lodder
et al., 2010; Rezaeinejad et al., 2014), coincidiendo con estudios que también reportan
correlaciones entre virus humanos y colifagos. En todo caso, parece claro que los colifagos
estdn mas fuertemente asociados a los virus patdgenos que los indicadores tradicionales
bacterianos e incluso, en ocasiones, mas que otros grupos de virus humanos (Wu et al. 2011).
Por consiguiente, no son organismos indices de grupos especificos de virus (Lucena and Jofre,
2010), pero la presencia de colifagos si indica la presencia de contaminacion fecal y por tanto

la posible presencia de virus fecales (Jofre et al. 2016).

1.4.3.4 Idoneidad de los subgrupos como indicadores y normativas que incluyen bacteriéfagos

No existe un consenso en cuanto a la idoneidad de uno de los grupos de bacteriéfagos como
microorganismos indicadores, ya que cada uno de ellos presenta ventajas e inconvenientes. Los
colifagos somaticos habitualmente son los mas abundantes en las muestras y su recuento es
sencillo, rapido y facil de realizar. Los principales inconvenientes que plantean son la posible
replicacion fuera del intestino (actualmente ya descartada), la heterogeneidad del grupo y la
menor resistencia frente a algunos desinfectantes (UV), aunque dicha resistencia continua
siendo superior a la de los indicadores bacterianos (Jofre et al. 2016). Los colifagos F-
especificos suelen estar en concentraciones ligeramente inferiores a los colifagos somaticos y
su método de deteccién es rapido y sencillo, aunque en menor medida debido a los
requerimientos del plasmido F en la cepa huesped y la posible adicion de pasos para la
diferenciacion de sus subgrupos, pero ofrecen mejores resultados en ciertos tipos de aguas y
tratamientos (UV). La deteccion de ambos grupos de colifagos de manera simultanea podria
ser una buena alternativa que pudiera aprovechar las ventajas presentadas por ambos grupos y
minimizar sus inconvenientes. (Jofre et al. 2016). Los bacteriofagos indicadores menos
abundantes son los bacteriéfagos de Bacteroides. Son mas resistentes a factores y tratamientos
de inactivacion que otros grupos y no se replican fuera del intestino humano, pero su método

de deteccidn requiere condiciones de anaerobiosis, estan presentes en menor concentracion y
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requieren de huéspedes diferentes en funcién de las diferentes areas geograficas. Por ello, su
uso es menos frecuente, aunque presentan caracteristicas muy beneficiosas para la deteccion

del origen de la contaminacion fecal (Jofre et al. 2016).

Integriced 2 tilizacion
L Cn Agua Agua Agua Agua de .
Organizacién | Biosolidos - recreti e ada membranes directade
I Y YUV aguapotable
; 2005/2011
*
Australia 2012 (AO) 2011 ( rd/A0)
2011
Canada
7 (Quebec)
Colombia 2014
2011
EEUU 2006 (P2015 ) (Carolinadel 2015
norte)
India 2012
2017 (irrigacion
OMS 2017* yrecargade 2017*
acuiferos)
*
Singapur (Z(S)I%/I?S) 2017*(OMS)
Sudéfrica 1996*
UE 2020 2020

Tabla 7 Normativas que incluyen bacteriofagos como pardmetros microbioldgicos en funcion del tipo de muestra

y el afio de inclusion. (AO: Australia Oeste, * Guias y recomendaciones)

Pese a la ausencia de consenso en la eleccién de un subgrupo, durante las Gltimas décadas
algunos de estos grupos de bacteri6fagos han sido incorporados como pardmetros
microbioldgicos en diversas normativas y guias para el control de la calidad microbioldgica del
agua y biosolidos de multiples paises. De hecho, recientemente se han actualizado las
legislaciones europeas de aguas potables y aguas regeneradas cuyas propuestas incluyen a los
bacteriofagos como parametros microbioldgicos a analizar, por lo que se prevé su futura
implementacion en todos los paises miembros y sus legislaciones de manera consecuente (Tabla
7).
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1.5 Métodos para la deteccion de bacteriéfagos

La manera habitual de determinar la presencia de bacteriéfagos es mediante la lisis bacteriana
que generan o por las consecuencias que acarrea este proceso litico como la liberacién de
compuestos intracelulares al medio externo. Por ello, uno de los pasos méas importantes es
definir la bacteria huésped que se empleard para la deteccion, ya que debe ser sensible al
bacteriofago o grupo de bacteriofagos en cuestion para que pueda desencadenarse este proceso

litico.
1.5.1 Métodos tradicionales para la deteccidn de bacteriéfagos indicadores

Desde hace décadas se han descrito métodos sencillos que nos permiten detectar cualitativa o
cuantitativamente la presencia de bacteriofagos en una muestra. Algunos de los ejemplos mas
clasicos son ensayos cualitativos como el test de presencia-ausencia o ensayos cuantitativos en
placa mediante el recuento de las calvas de lisis generadas por los bacteriéfagos como el método
de doble capa de agar (DAL). Los ensayos de presencia-ausencia requieren un enriquecimiento
y multiples diluciones seriadas para posteriormente estimar las concentraciones mediante
métodos como la técnica del NMP. Los ensayos cuantitativos proporcionan directamente
resultados en forma de unidades formadoras de calvas de lisis (UFP) por unidad volumen
(Adams 1959).

1.5.1.1 Deteccidn de colifagos somaticos

En la actualidad estan descritos 5 métodos estandarizados para la deteccion de colifagos
somaticos. Dos de ellos pertenecientes a las normativas redactadas por la ISO (Anonymous
2000), otros dos redactados por la U.S. EPA (Métodos 1601 y 1602) (U.S. EPA 2001a, 2001b)
y otro en los Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater de la APHA
(9224B) (Green et al. 2000; Rice 2012).

Las cepas huespedes utilizadas en los 5 metodos estandarizados son cepas E. coli C o derivadas.
Previamente a la eleccion de estas cepas se observo que el uso de cepas de E. coli no derivadas
de la cepa C proporcionan menores recuentos de colifagos somaticos (Havelaar and Hogeboom,
1983; Stetler, 1984). En el caso de los Standard Methods for the Examination of Water and

Wastewater la cepa utilizada es la E. coli C original (ATCC 13706), mientras que los métodos
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descritos por las otras 2 organizaciones optaron por utilizar sus clones resistentes al acido
nalidixico: E. coli CN13 en los métodos definidos por la U.S. EPA y E. coli WG5 (también
denominada como E. coli CN) en el método 1SO 10705-2. ElI motivo por el que fueron
seleccionadas las cepas huéspedes resistentes al &cido nalidixico fue para minimizar el
crecimiento de la flora acompafante que interfiere frecuentemente en la visualizacion correcta
de las calvas de lisis. La adicion del &cido nalidixico elimina la flora acompafiante no resistente
en el medio de analisis, permitiendo evitar un paso previo de filtracion que implica el paso de
las muestras a través de filtros de membrana de didmetro de poro de 0,22 um, compuestas de
algun material que no retenga proteinas como son el PVDF o la PES. Los filtros empleados
requieren este material ya que en caso contrario causarian la adsorcion y retencion de los fagos
en el filtro. Realizando ensayos con un mismo método para reducir la posible variabilidad
causada por la composicion del medio y condiciones de ensayo, se ha comprobado que las 3
cepas huéspedes son capaces de detectar nUmeros similares de fagos somaticos en matrices
acuéticas (Grabow et al., 1993; Guzmaén et al., 2008).

La normativa 1SO 10705-2 (Anonymous 2000) incluye un método cualitativo basado en
ensayos de presencia/ausencia (Test de la gota o “spot test” tras un paso previo de
enriquecimiento), adaptable a resultados cuantitativos mediante la metodologia del NMP
(Figura 5A) y un método cuantitativo basado en el recuento de unidades formadoras de calvas
(UFP) mediante método de la doble capa (DAL) (Figura 5B). Los métodos ISO pueden ser
implementados en laboratorios de microbiologia de analisis rutinario sin experiencia previa con

el trabajo de fagos (Mooijman et al., 2005).

La U.S. EPA describe 2 protocolos diferentes para la deteccion de colifagos somaticos; El
método 1602, que es un método cualitativo basado en ensayos de presencia/ausencia (U.S. EPA
2001b) y el metodo 1601 que describe un método cuantitativo para recuento de calvas basado
en una unica capa de agar (SAL) (U.S. EPA 2001a). Ambos métodos han sido validados
mediante ensayos interlaboratorio (U.S. EPA 2003b, 2003a) y tienen disponibles versiones
simplificadas (U.S. EPA 2001c).

El método descrito en Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
(American Public Health Association 2012) fue afiadido en su 222 edicion y se basa en el
recuento de calvas mediante un anélisis DAL empleando la cepa E. coli C como cepa huésped.
Ademas de las cepas huéspedes, existen diferencias menores en el medio empleado entre los

diferentes procedimientos estandarizados, pero los métodos descritos en la APHA, U.S. EPA e
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ISO para la deteccion de colifagos somaticos proporcionan resultados similares (Green et al.
2000; Guzméan et al. 2008).

Addition of a given
A) f volume of the sample
Host bacterium
culture

Incubate shaking for
18-24 h

Decontamination of a fraction by filtration
or by chloroform + centrifugation

Lysis indicates PRESENCE No lysis indicates
of phages inthe tested ABSENCE of phages
sample in the tested sample

“Spot test"
(deposita drop of approx.
10 )

Confluentmonolayer of . l
the hostbacterium o
— -’ G
Incubar 18-24 h

culture. OD=0.3

| 1 ml sample 2.5 ml of soft agar (0.7 %
l / agar-agar) (45 +1)°C

‘ 1.- Gentle shaking

B) ‘ 1 ml bacterial

2.-Pour into the agar plate avoiding bubble
formation

Agar plate (1.4 % agar-agar) ‘

— 3.- Allow to solidify at room temperature placing
[ the plate in a flat surface upside up

4.- Incubate the plate upside down (37°C for 18
hours)

5.- Count the number of lytic plaques. Results
are expressed as the number of plaque forming
units (PFU) per ml of sample

Figura 5. Esquemas representativos de los métodos recogidos en las normativas ISO para la deteccion de
bacteriofagos A) Spot test tras enriquecimiento B) Método DAL (Jebri et al., 2017).
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Los resultados de los ensayos cuantitativos de recuento de calvas pueden ser obtenidos en hasta
6 horas de incubacion, pero el tiempo habitual utilizado es de 18 horas para garantizar la
visualizacion de las calvas con una mayor certeza. Por otro lado, los ensayos cualitativos
requieren de minimo 24 horas para observar resultados. No existen referencias de materiales
comerciales para ninguno de ellos, pero son métodos sencillos de preparar y econémicamente
rentables. Los costes de materiales, medios, reactivos y mano de obra son similares a los
requeridos para la deteccion de coliformes fecales o E. coli, realizados con frecuencia en
laboratorios de analisis rutinario. Ademas, los procedimientos de la ISO tienen pasos opcionales
para laboratorios con una disponibilidad de equipo limitada e incluyen un control de calidad.
El volumen de muestra utilizado en los métodos puede ser modificado a volimenes superiores

o inferiores manteniendo las proporciones de medio, cepa huésped y muestra (Jebri etal., 2017).

1.5.1.2 Deteccion de colifagos F-especificos

Las cepas huéspedes empleadas para detectar colifagos F-especificos deben ser capaces de
producir pili sexuales, cuyos genes estan codificados en el plasmido F. Inicialmente, para la
deteccion de estos colifagos se utilizaron cepas de E. coli Hfr como la cepa C3000 (ATCC
15597) derivada de la cepa E. coli K12, que también son capaces de detectar colifagos
somaticos. Méas adelante se perfecciono la técnica utilizando cepas capaces de detectar
principalmente colifagos F-especificos, como E. coli HS/Famp (ATCC 700891)
(Debartorlomeis and Cabelli 1991) y Salmonella entérica serovar Typhimurium WG49 (NCTC
12484) (Havelaar and Hogeboom 1984), aunque ambas aln detectan un proporcion muy
pequefia de colifagos somaticos. Estas dos fueron las cepas elegidas para ser incluidas en los
métodos estandarizados de deteccion de colifagos F-especificos. Ambas cepas disponen de
marcadores de seleccion como la resistencia a la ampicilina proporcionada en el plasmido en el
caso de E. coli HS/Famp o la capacidad de utilizar la lactosa cuando el plasmido F esta presente
en el caso de la cepa S. enterica WG49, que facilitan su estabilidad y seleccion (Debartorlomeis
and Cabelli 1991; Havelaar and Hogeboom 1984). Los recuentos de bacteriofagos obtenidos
por ambas cepas son bastante similares (Grabow et al., 1993). Como se menciona
anteriormente, para el recuento de colifagos F-ARN especificos se debe realizar la diferencia
entre el nimero de UFP de colifagos realizados en ausencia (colifagos F-totales) y presencia
(colifagos F-ADN) de ARNasa en el medio de analisis. Se ha observado que entre el 90-95%

de los fagos F-especificos detectados en aguas residuales son fagos F-ARN especificos, aunque
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este porcentaje podria ser inferior en el caso de aguas tratadas (Havelaar and Hogeboom 1984;
Debartorlomeis and Cabelli 1991).

Existen 4 métodos estandarizados para la deteccion y recuento de los colifagos F-especificos y
el subgrupo de los colifagos F-ARN especificos. La normativa ISO 10705-1 (Anonymous 1995)
incluye 2 métodos estandarizados para la deteccion y recuento de fagos empleando WG49 como
cepa huésped. Al igual que en el caso de los colifagos somaticos, la normativa ISO incluye un
método cuantitativo por DAL y un método cualitativo de presencia-ausencia adaptable al
método del NMP (Figura 5). Ambos incluyen ademas un paso opcional de adicion de ARNasa
al medio para la diferenciacion de subgrupos. Del mismo modo que en el caso de los colifagos
somaticos, los métodos ISO pueden ser implementados en laboratorios de microbiologia de
analisis rutinario sin experiencia previa con el trabajo de fagos (Mooijman et al., 2005). Los
métodos EPA 1601 y 1602 descritos para colifagos somaticos que emplean un método
cualitativo basado en la presencia/ausencia y un método cuantitativo basado en SAL
respectivamente, también se aplican para la deteccion de colifagos F-especificos (U.S. EPA
2001b, 2001a) usando la cepa E. coli HS/Famp. Ambos métodos han sido validados mediante
ensayos interlaboratorio (U.S. EPA 2003b, 2003a) y tienen versiones simplificadas disponibles
(U.S. EPA 2001c).

El tiempo requerido para la obtencion de resultados en los métodos estandarizados cuantitativos
es de 18 horas de incubacion como minimo y, en el caso de los cualitativos, 24 horas. Los costes
totales de materiales, medios, reactivos y mano de obra para la deteccién de colifagos F-
especificos son similares al coste de la deteccion de colifagos somaticos, pudiendo ascender
hasta un 10-15% debido a la necesidad de la ARNasa y la duplicacion del nimero de placas
para el estudio diferenciado de F-totales y F-ARN. Ademas, los procedimientos de la ISO
también tienen pasos opcionales para laboratorios con una disponibilidad de equipo limitada e
incluyen un control de calidad de la cepa y el volumen de muestra utilizado en los métodos
puede ser modificado a volimenes superiores o inferiores manteniendo las proporciones de

medio, cepa huésped y muestra (Jebri et al., 2017).

Ademas de los métodos estandarizados de cultivo, existen métodos moleculares especificos
para la deteccion de determinados colifagos F-especificos o algunos de los subgrupos en los
gue se dividen. Dentro de estos métodos diferenciamos entre seroldgicos y genéticos. En el caso
de los métodos serologicos se han descrito un método de neutralizacion y un método de
aglutinacion en latex (Love and Sobsey 2007; Furuse 1987). Este ultimo método es rapido y
aplicable in situ, pero requiere de enriquecimientos previos y depende en gran medida de la
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accesibilidad a antisueros, que hoy en dia es mucho menos préactica que la disponibilidad de
sondas y cebadores para los métodos basados en la deteccion de &cidos nucleicos. Respecto a
los métodos genéticos, pueden estar basados en hibridacion de calvas con sondas especificas o
en tecnicas de amplificacion de acidos nucleicos (RT-gPCR). La hibridacion de las calvas
obtenidas de los métodos cuantitativos estandarizados implica su transferencia a diferentes
membranas y una posterior hibridacion con sondas de ADN especificas para alguno de los 4
genotipos. La mayor ventaja que presentan es que permiten el estudio de multiples calvas en un
mismo ensayo (Hsu et al., 1995; Schaper and Jofre, 2000). Los ensayos de RT-gPCR han sido
desarrollados fundamentalmente para la deteccién de MS2 (representativo del subgrupo I de F-
ARN), la diferenciacion entre genogrupos y ensayos para la deteccién simultanea de todos los
subgrupos (O’Connell et al., 2006; Ogorzaly and Gantzer, 2006; Wolf et al., 2010). Esta
aproximacion nos permite detectar en pocas horas el nimero de CG (copias genomicas)
presentes en una muestra de manera directa o a partir de fagos recuperados de calvas, pero no
proporciona informacion respecto a la infectividad de los fagos. La tendencia observada es que
los valores de CG detectados superen los de fagos infecciosos, pero existen ocasiones en las
que no se cumple, debido a la baja eficiencia de la RT-gPCR en algunos tipos de muestras
(Hata, et al., 2013). Ademas, esta diferencia entre CG y UFP no siempre se mantiene constante,
aumentando generalmente tras tratamientos de inactivacion debido a que las sefiales de GC en

el ambiente son mas resistentes.

1.5.1.3 Deteccion de colifagos totales

Para la deteccion de colifagos totales inicialmente se utilizé6 como cepa huésped E. coli K12,
que es una cepa Hfr, por lo que el plasmido F esta integrado en el cromosoma bacteriano en
forma de episoma y, por tanto, expresa pili de forma constitutiva. Esta cepa puede también
detectar colifagos somaticos, aunque detecta menos que las cepas derivadas de E. coli C (Rose
et al. 2003). Posteriormente, se han desarrollado cepas mas eficientes para la deteccién de
colifagos totales como las cepas E. coli CB390 y C3000. El uso de la E. coli C3000 (ATCC
15597) para la deteccion de colifagos totales esta extendido principalmente en los EE. UU.,
aunque también detecta una menor cantidad de colifagos somaticos que las cepas empleadas en
los métodos estandarizados. La cepa E. coli CB390 fue desarrollada mas tarde, pero es capaz
de detectar ambos grupos de colifagos con nameros similares a la suma de los colifagos
somaticos y F-especificos detectados por las cepas huéspedes empleadas en los métodos

estandarizados. Su uso comenzo en Espafia, donde fue desarrollada, pero posteriormente ha
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sido validado por otros laboratorios a lo largo del mundo (Bailey et al., 2017; Guzman et al.,
2008). Los métodos utilizados en la deteccion de colifagos totales en la actualidad son similares
a los métodos estandarizados para la deteccion de colifagos F-especificos. No existe un método
estandarizado descrito en la actualidad que referencie de manera exclusiva los colifagos totales
(Guzman et al. 2008).

1.5.1.4 Deteccidn de bacteriofagos que infectan a Bacteroides.

Para la deteccion de fagos de Bacteroides, se emplea los métodos descritos en la ISO 10705-4
que incluye un método cuantitativo basado en la técnica DAL y un método cualitativo para
determinar presencia/ausencia (Anonymous 2001) (Figura 5). Son métodos similares a los
descritos para colifagos, pero difieren fundamentalmente en el requerimiento anaerdbico de
crecimiento de Bacteroides que hace que se requieran tiempos superiores de incubacion.
Ademas, los costes de material, medios, reactivos y mano de obra son similares a los de la
deteccidn de colifagos, pero requieren un gasto un 10-15% superior como consecuencia del

requerimiento de condiciones anaerdbicas.

1.5.2 Métodos de deteccion rapida de bacteriofagos

Con la inclusién de los bacteriofagos como pardmetros microbiol6gicos en normativas,
regulaciones y guias de aguas a nivel global (Tabla 7), la necesidad de disponer de métodos de
deteccion rapida, idealmente en forma de Kits sencillos y féciles de utilizar para los usuarios,
ha aumentado en la actualidad (Blanch et al., 2020). Se diferencian principalmente cuatro

aproximaciones empleadas para el desarrollo de métodos rapidos de deteccién de colifagos:

1.5.2.1 Mejoras en el proceso de deteccién de calvas

En cuanto a la optimizacion del proceso de deteccion de calvas de lisis, existen dos alternativas,
buscar mejoras en la composicion del medio o realizar cambios en el procedimiento que
permitan una deteccién mas rapida. En cuanto a la composicion del medio, el objetivo principal
es mejorar el tamafio y la nitidez de las calvas, ya que algunas son pequefias, turbias y dificiles
de ver. Se han empleado diversas técnicas como la tincion del césped bacteriano con diversos
compuestos, el uso de antibioticos para aumentar el tamafio y claridad de éstas o la adicion de

componentes adicionales como el glicerol. Sin embargo, la respuesta a estas modificaciones no
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es uniforme entre los diferentes bacteriofagos, no reducen el tiempo ni producen un mayor
numero de calvas (aunque a veces se cuentan mas porque se visualizan mejor), por lo que su
efecto es incierto (Hurst et al.,1994; McLaughlin and Balaa, 2006; Santos et al., 2009). En
relacion con los cambios en el procedimiento, se ha buscado mejorar de la eficacia y manejo de
la técnica DAL, facilitando la extension de calvas o aumentando su contraste respecto al medio
(Cormier and Janes, 2014; Mazzocco et al., 2009). Aunque estos métodos son sencillos y
baratos, carecen de precision y son Utiles solo para un recuento preliminar aproximado sin
proveer ninguna mejora sustancial en la facilidad de uso, duracion o limite de deteccion
respecto a los métodos estandarizados. Otras aproximaciones como las propuestas de
Easyphage (Fung et al., 2007) y Quantiphage (Rames and Macdonald 2019), que incorporan
soportes no basados en agar para los ensayos de recuentos de calvas con componentes
preparados previamente, proporcionan resultados mucho mas interesantes en cuanto a las

mejoras que conllevan respecto a su velocidad y facilidad de uso.

1.5.2.2 Deteccion de la lisis en cultivos liguidos del huésped

Las mejoras conseguidas mediante la deteccion de la lisis en cultivos liquidos de huéspedes
infectados se enfocan en dos campos: La monitorizacion de cambios en la densidad dptica de
un cultivo y la deteccion de la actividad enzimatica de enzimas liberadas por las células durante
el proceso infectivo. En relacion con los cambios en la densidad Optica, recientemente se ha
descrito un método basado en el anélisis de la cinética observada a DOesonm de cultivos
bacterianos expuestos a un bacteriofago especifico (Rajnovic et al., 2019). Este método es
rapido, pero tienen un limite de deteccién considerablemente superior a los métodos
estandarizados y actualmente solo esta disponible para el bacteriéfago T4, por lo que necesita
ser evaluado para mezclas de colifagos y suspensiones de fagos naturales. Los métodos basados
en la deteccion de enzimas liberadas por la lisis bacteriana tienen mayor relevancia y existen
varias aproximaciones diferentes en funcién de la enzima detectada. Las principales enzimas
detectadas en estos métodos son la B-galactosidasa, la adenilato quinasa y la B-glucuronidasa.
Todos estos métodos de deteccion de actividad enzimatica son métodos cualitativos que pueden
ser adaptados a un formato cuantitativo mediante la aproximacién NMP si fuera necesario.
Dentro de los métodos de deteccion de la B-galactosidasa, hace décadas que fue descrito el
primero de los métodos para la deteccion de lisis celular por infeccion de bacteriofagos en un
cultivo liquido basado en la deteccion de la actividad de una enzima intracelular (ljzerman,

1993). Posteriormente, otros metodos han perfeccionado la deteccion basada en la -
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galactosidasa como el método Fast Phage (Salter et al., 2010). Respecto a los métodos basados
en la deteccién de fagos midiendo la liberacion de adenilato quinasa durante la lisis, éstos se
aprovechan de la liberacion de ATP generada y su conversion en energia luminica mediante la
enzima luciferasa. El protocolo fue evaluado empleando E. coli WG5 con el bacteriéfago de
referencia somatico $X174 (Guzman et al., 2009). Otra posible enzima que se puede detectar
en la lisis mediada por bacteriofagos es la B-glucuronidasa. EI método descrito y desarrollado

en esta tesis se incluye dentro de esta categoria.

1.5.2.3 Métodos moleculares

Dentro de los métodos moleculares, existen tanto técnicas seroldgicas como basadas en la PCR.
Se aplican directamente sobre las particulas virales de la muestra, pero no distinguen entre
particulas fagicas infectivas y no infectivas de manera directa. La alta heterogeneidad de los
colifagos somaticos dificulta la aplicacién de esta clase de métodos especificos para su
deteccidn (Muniesa et al., 1999) por la imposibilidad de encontrar cebadores que detecte todos
los grupos, pero existen multiples aproximaciones para la deteccion de colifagos F-especificos,
un grupo mas homogéneo, especialmente Utiles en las aplicaciones de MST (Jofre et al., 2011).

1.5.2.4 Sensores microelectrénicos

Por Gltimo, se han desarrollado sensores microelectronicos para la deteccion de virus (incluidos
bacteriéfagos y colifagos) basados en la deteccidn de particulas virales o la lisis del huésped
causada por la infeccion (Chaturvedi et al., 2016; Garcia-Aljaro et al., 2009; Lo$ et al., 2008;
Zago et al., 2012). Estas técnicas proporcionan resultados con mucha rapidez, pero no tienen,
por el momento, la precision y sensibilidad de los métodos tradicionales, lo cual limita su
posible aplicacion. Ademas, requieren de equipamiento altamente sofisticado y suelen ser

dificiles de realizar, proporcionando resultados cuyo andlisis e interpretacion es dificil.

En resumen, aunque los métodos estandarizados se pueden emplear en laboratorios de analisis
rutinario, requieren de una previa preparacion de materiales de referencia, stocks de bacterias
huéspedes y multiples pasos durante el analisis. Estos requerimientos pueden resultar
engorrosos y crear una cierta complejidad operacional, requiriendo mas tiempo del establecido
en una jornada laboral para obtener los resultados. Los kits comerciales en desarrollo, que se
basan la lisis de bacterias huéspedes mediante fagos y la liberacion de un compuesto

enzimatico, proporcionan resultados tan rapidos como los métodos moleculares debido al corto
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tiempo necesario para el ciclo de replicacion del fago, causando la lisis de un alto nimero de
bacterias huéspedes en unas pocas horas, informando ademéas de la presencia de fagos
infecciosos en la muestra. Estos kits comerciales son los mas prometedores para la optimizacion
de la metodologia tradicional, que facilitarian por tanto el uso como indicadores de los
colifagos. Entre estas alternativas prometedoras se encuentra el método Bluephage, cuyas
caracteristicas, desarrollo y aplicacion se describen en este trabajo de tesis. En la discusion se
describirdn también méas en detalle las caracteristicas de todos estos metodos rapidos

disponibles en la actualidad y se comparan con el método desarrollado en esta tesis.
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Objetivos

El objetivo general de esta tesis es el desarrollo de un método, basado en técnicas de cultivo
para la deteccion de colifagos como microorganismos indicadores de contaminacion fecal, que
sea rapido, sencillo, econdmicamente rentable y adaptable a diferentes condiciones. Dicho
método ha sido denominado Bluephage. De este objetivo general derivan los objetivos

especificos planteados durante el desarrollo de esta tesis, que son los siguientes:

e Desarrollar un método colorimétrico sencillo y barato, capaz de detectar de manera
rapida la presencia de colifagos somaticos, F-especificos o totales en bajas
concentraciones y que sea realizable dentro del horario de una jornada laboral
(Articulos 1, 4 y 5).

e Diseflar y desarrollar cepas modificadas genéticamente para ser empleadas en este
nuevo método. La modificacion de estas cepas se basa en la sobreexpresion de la
enzima B-glucuronidasa y la inhibicion de la entrada del sustrato dentro de la célula
bacteriana, de manera que dicha enzima intracelular solamente pueda ser liberada e
interactuar con su sustrato cromogeno tras el proceso de lisis celular causado por la

infeccion de colifagos somaticos, F-especificos o totales (Articulo 1, 4 y 5).

e Comparar que las nuevas cepas modificadas genéticamente para el método Bluephage
mantienen la misma capacidad de deteccion de colifagos que las cepas huéspedes

originales usadas por los métodos estandarizados (Articulos 1, 2, 4 y 5).

e Adaptar el método Bluephage a diferentes volumenes de muestra, desde 0.1 ml a 100
ml, a diferentes tipos de muestras de aguas y alimentos y evaluar su adaptacién como
método cuantitativo mediante la aplicacion de la técnica del Nimero Mas Probable
(NMP) (Articulos 1, 2, 4y 5).

e Mejorar las técnicas tradicionales de deteccion de bacteri6fagos somaticos y F-
especificos, reduciendo los costes y el tiempo de analisis, mediante modificaciones en

el medio de cultivo empleado y/o en el procedimiento de anélisis (Articulos 3y 5).

61



62









Informes

3.1 Informe sobre el factor de impacto

Los articulos que constituyen la memoria de esta de tesis doctoral han sido publicados en
revistas cientificas internacionales indexadas en Journal Citation Reports, relevantes en la
linea de investigacion que se ha desarrollado y cuatro de ellas pertenecen al primer cuartil (Q1)

de sus campos de estudio.

e Elarticulo “Bluephage: A rapid method for the detection of somatic coliphages used as
indicators of fecal pollution in water” fue publicado en el afio 2018 en la revista Water
Research (DOI: 10.1016/j.watres.2017.10.030). Dicha revista se encuentra en el primer
decil (D1) y primer cuartil (Q1) en todas sus categorias (Water Resources,
Environmental Sciences y Environmental Engineering) y tiene un factor de impacto en
2018 de 7,913.

e El articulo “Bluephage, a method for efficient detection of somatic coliphages in one
hundred milliliter water samples” fue publicado en el afio 2020 en la revista Scientific
Reports (DOI: 10.1038/s41598-020-60071-w). Dicha revista se encuentra en el primer
cuartil (Q1) en su categoria (Multidisciplinary Sciences) y presenta un factor de impacto
en 2019 de 3,998.

e El articulo “Evaluation of New Components in Modified Scholten’s Medium for the
Detection of Somatic Coliphages” fue publicado en el afio 2020 en la revista Food and
Environmental Virology (DOI: 10.1007/s12560-020-09419-z). Dicha revista se
encuentra en el segundo cuartil (Q2) en la categoria de Environmental Sciences y en el
tercer cuartil (Q3) de las categorias de Microbiology y Virology y presenta un factor de
impacto en 2019 de 2,8109.

e Elarticulo “New approach for the simultaneous detection of somatic coliphages and F-
specific RNA coliphages as indicators of fecal pollution” ha sido publicado en 2019 en
la revista Science of the Total Environment (DOI: 10.1016/j.scitotenv.2018.11.198).
Dicha revista se encuentra en el primer decil (D1) y primer cuartil (Q1) en la categoria

de Environmental Sciences. presenta un factor de impacto en 2019 de 6,551.

e El articulo “F-specific coliphage detection by the Bluephage method” fue publicado en
el afio 2020 en la revista Water Research (DOI: 10.1016/j.watres.2020.116215). Dicha
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Informes

3.2 Informe de participacion en las publicaciones

El doctorando Daniel Toribio Avedillo ha participado en todas las publicaciones que forman
parte de su tesis de la manera que se detalla a continuacion. Ninguno de los coautores de los

articulos ha utilizado los datos y las publicaciones para la elaboracion de su tesis doctoral.

e Muniesa M, Ballesté E, Imamovic L, Pascual-Benito M, Toribio-Avedillo D, Lucena
F, Blanch AR, Jofre J. Bluephage: A rapid method for the detection of somatic
coliphages used as indicators of fecal pollution in water. Water Res. 2018 Jan 1; 128:10-
19. doi: 10.1016/j.watres.2017.10.030. Epub 2017 Oct 16. PMID: 29078067.

El doctorando ha contribuido en el analisis de los resultados obtenidos y ha colaborado

en la redaccion del articulo y su revision.

e Meéndez J, Toribio-Avedillo D, Mangas-Casas R, Martinez-Gonzéalez J. Bluephage, a
method for efficient detection of somatic coliphages in one hundred milliliter water
samples. Sci Rep. 2020 Feb 19; 10(1):2977. doi: 10.1038/s41598-020-60071-w. PMID:
32076096; PMCID: PMC7031265.

El doctorando ha contribuido en el disefio de la investigacion realizada, en el andlisis de

los resultados obtenidos y ha colaborado en la redaccion del articulo.

e Toribio-Avedillo D, Méndez J, Muniesa M, Blanch AR. Evaluation of New
Components in Modified Scholten's Medium for the Detection of Somatic Coliphages.
Food Environ Virol. 2020 Jun; 12(2):148-157. doi: 10.1007/s12560-020-09419-z. Epub
2020 Jan 31. PMID: 32006190.

El doctorando ha participado activamente en el disefio experimental del estudio y ha
Ilevado a cabo la investigacion detallada en el mismo. También ha realizado el analisis
de los resultados obtenidos, su organizacion y discusion, liderando la redaccion del

articulo.

e Toribio-Avedillo D, Martin-Diaz J, Jofre J, Blanch AR, Muniesa M. New approach for
the simultaneous detection of somatic coliphages and F-specific RNA coliphages as
indicators of fecal pollution. Sci Total Environ. 2019 Mar 10; 655:263-272. doi:
10.1016/j.scitotenv.2018.11.198. Epub 2018 Nov 14. PMID: 30471594.
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El doctorando ha participado activamente en el disefio experimental del estudio y ha
llevado a cabo la mayor parte de la investigacion detallada en el mismo. También ha
realizado el anélisis de los resultados obtenidos, su organizacion y discusién y ha

realizado la redaccion de la primera versién del articulo.

Toribio-Avedillo D, Martin-Diaz J, Blanco-Picazo P, Blanch AR, Muniesa M. F-
specific coliphage detection by the Bluephage method. Water Res. 2020 Jul 21;
184:116215. doi: 10.1016/j.watres.2020.116215. Epub ahead of print. PMID:
32726738.

El doctorando ha participado activamente en el disefio experimental del estudio y ha
llevado a cabo la mayor parte de la investigacion detailada en ¢l mismo. También ha
realizado el analisis de los resultados obtenidos, su organizacion y discusion, liderando

la redaccion del articulo.
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Articulo 1

4.1 Articulo 1:
Bluephage: Un método rapido para la deteccion de colifagos somaticos

como indicadores de contaminacién fecal en aguas

M. Muniesa, E. Ballesté, L. Imamovic, M. Pascual-Benito, D. Toribio-Avedillo, F. Lucena,
A.R. Blanch, J. Jofre

Water Research (2018); 128:10-19. DOI: 10.1016/j.watres.2017.10.030.

Introduccion

La contaminacion fecal en aguas y alimentos es un problema global relevante (LeChevallier
and Kwok-Keung 2004). Tradicionalmente, para su monitorizacion se han empleado
microorganismos bacterianos como indicadores de contaminacion fecal, pero existen dudas
respecto a su eficacia para representar a grupos de microorganismos no bacterianos, como virus
0 protozoos. Estos grupos se comportan en las diversas matrices de manera diferente a las
bacterias, generalmente mostrando una mayor persistencia que éstas (Borchardt et al., 2004;
Gerbaet al., 1979; Payment et al., 1997). Por ello, existe un consenso en la opinion de que tanto
los virus como los protozoos no estan debidamente representados por los indicadores

bacterianos y que se requiere el uso de otros indicadores adicionales.

Como consecuencia, diversos grupos de indicadores de contaminacién fecal virica han sido
planteados como alternativas en aguas. Entre ellos, los bacteriéfagos que infectan a bacterias
entéricas como E. coli (colifagos) han sido estudiados y presentan un gran potencial (Armon
and Kott, 1996; Bosch et al., 1991; Grabow, 2001; Jofre, 2007). Los colifagos somaticos,
aquellos que infectan E. coli a través de la pared celular bacteriana, son los mas abundantes en
muestras contaminadas fecalmente (IAWPRC Study group on health related water
microbiology 1991). Actualmente, existen métodos rapidos, baratos y robustos para su
deteccidn. Diversas normativas y autoridades reguladoras han optado recientemente por la
inclusion de colifagos somaticos como indicadores fecales en aguas (North Carolina
Administration 2011; Republica de Colombia 2014; Western Australian Government 2012;
U.S. EPA 2015, 2016). En el momento de la realizacion del articulo, en la Union Europea (The
European Parliament and the Council of the European Union 2020b, 2020a) se estaba

estudiando su aplicacién en normativas de aguas de bafio y recreacionales y en aguas
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reutilizadas respectivamente. Tras la publicacion de este articulo, ambas directivas incluyendo

los colifagos como parametros microbiol6gicos han sido ya aprobadas.

Se prevé que la aceptacion e inclusion de los colifagos en diversas normativas requerira el
desarrollo de métodos simples y rapidos para su deteccion, ya que los métodos empleados
actualmente requieren de un tiempo elevado, inconveniente importante para los laboratorios de
analisis rutinarios que suelen necesitar resultados con rapidez, preferiblemente en un mismo
dia. Por ello, en este estudio se ha desarrollado una nueva metodologia denominada Bluephage,

que permite la deteccidn de colifagos de manera sencilla dentro de una jornada laboral

Objetivos

Para este estudio se han planteado los objetivos detallados a continuacion:

e Diseflar una metodologia répida que permita la deteccion de colifagos somaticos en
muestras con altas o bajas concentraciones de colifagos, generando el menor nimero

posible de falsos negativos.

e Desarrollar una nueva cepa huésped derivada de la cepa empleada en las normativas

ISO capaz de detectar colifagos somaticos mediante la nueva metodologia.

e Ensayar la cepa y el método en diferentes muestras, tanto de laboratorio como
ambientales, para demostrar la capacidad de deteccion de fagos de la nueva cepa y

comparar ambas metodologias, la tradicional y la nueva.

e Demostrar la aplicabilidad del método y de la cepa en ensayos cuantitativos usando la
técnica del NUmero Mas Probable (NMP).

e Valorar la aplicabilidad de la metodologia y la cepa empleada en ella en diferentes

volimenes de muestra.

Resultados

La metodologia disefiada (que se ha denominado Bluephage) se basa en la deteccion
colorimétrica de la presencia de colifagos. La metodologia emplea la enzima f-glucuronidasa
y analogos cromogenos de su sustrato (el acido glucurénico), como el X-glucuronido. Todo
este método es posible gracias a la modificacion mediante ingenieria genética de una cepa

huésped para la deteccion de los fagos.
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La cepa desarrollada se denominé E. coli CB10 y deriva de la cepa E. coli WG5, capaz de
detectar colifagos sométicos y que es empleada como cepa huésped en la normativa ISO 10705-
2. Se disefiaron dos modificaciones genéticas en la cepa WG5: Una de ellas se basa en la
delecion de los genes que codifican los transportadores del sustrato al interior celular,
impidiendo asi la entrada del sustrato y, por tanto, limitando la interaccién entre la enzima y
sustrato. La otra modificacion es una sobreexpresion de la enzima incorporada a fin de
amplificar la respuesta. Gracias a la actuacion conjunta de ambas, la enzima solo entraria en
contacto con el sustrato tras el proceso de lisis celular, como la causada por la presencia de
fagos, gracias a la cual se produciria la liberacion de la enzima al medio. En ese caso la enzima
sobreexpresada se liberaria al medio, entrando en contacto con el sustrato que, al ser degradado,
liberaria el cromodgeno asociado, causando un cambio de color en el medio y revelando la

presencia de fagos en la muestra.

La primera de las modificaciones fue la sustitucion de los genes que codifican para los
transportadores de acido glucuroénido al interior celular (uidB y uidC) por un casete que confiere
resistencia a tetraciclina (tetR). Siguiendo el esquema recogido en la figura 1 de la publicacion,
se consiguié un fragmento hibrido con el gen tetR flanqueado por regiones parciales de los
genes uidB y uidC. Dicho casete se introdujo mediante recombinacion homéloga en el genoma
de las células sustituyendo los genes del cromosoma bacteriano por el fragmento disefiado. Esta
modificacion es seleccionable en los clones por la resistencia a tetraciclina que confirma una

insercion correcta del mismo.

La segunda modificacion genética realizada fue la sobreexpresion del gen uidA, que codifica la
enzima B-glucuronidasa. Esta modificacion mejora la velocidad del cambio de color al
aumentar el nimero de centros activos disponibles para la catalisis de la reaccion. La
sobreexpresion fue lograda debido a la insercion del gen uidA en un plasmido pBAD bajo un
promotor de expresion regulado por la presencia de arabinosa. Esta modificacion es

seleccionable en los clones por la resistencia a ampicilina.

Antes de proceder al anélisis de muestras ambientales, se evalud la actividad de la cepa CB10
en presencia del sustrato realizando un ensayo colorimétrico comparativo entre las diferentes
cepas como se muestra en la Figura 2 del articulo. La cepa CB10, al carecer de los
transportadores uidB y uidC, no permite la entrada del sustrato al interior celular y, por lo tanto,

no causa cambios en el color del medio en ausencia de agentes que causen su lisis.
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Las modificaciones genéticas realizadas en la cepa CB10 no afectan a su capacidad de deteccion
de colifagos somaticos. Para comprobarlo, se llevaron a cabo ensayos comparativos entre las
cepas WG5 y CB10 empleando el método de la doble capa de agar (DAL) descrito en la ISO
10705-2. Los recuentos de colifagos obtenidos con ambas cepas no presentaron diferencias
significativas entre si. Por tanto, la cepa desarrollada es tan eficiente como la cepa original en

la deteccion de colifagos somaticos.

Con la cepa de E. coli CB10 se procedid a realizar ensayos en la metodologia Bluephage
empleando el medio BTM (Bluephage Test Medium), compuesto por MSB y otros componentes
adicionales para el ensayo, al cual se afiaden la cepa huésped CB10 y la muestra por analizar.
Estos tubos se incuban estaticamente a una temperatura de 37°C, monitorizando a lo largo del
tiempo el cambio de color que sucede en el medio. El ensayo termina cuando el control negativo
sin fagos cambia de color, por lisis espontanea de las células, lo cual nunca ocurre antes de las
7 horas de incubacion. En este estudio se analizaron 5 muestras de agua residual, 2 muestras de
agua de rio, 3 muestras de lodos de depuradora y 2 muestras de mejillones comerciales. Para
todas ellas se realizaron bancos de diluciones en tubo de manera que se mantuvieran
concentraciones estimadas de fagos de en torno a 500, 50, 5y 1 UFP/tubo, como se muestra en
la Figura 3 del articulo. Se observaron los cambios de color hacia azul a partir de las 1:30 h
para las concentraciones mas elevadas y a partir de las 2:15 h para las de menor concentracién
tardando como méaximo 4:30 h en observar un cambio de color en las muestras de 1 UFP/tubo.
Para comprobar la sensibilidad y especificidad del método, al final de cada ensayo se realizaron
test de la gota (spot test) con el sobrenadante de los cultivos. El objetivo de esta prueba era
verificar que los cambios de color se correspondian con la presencia de fagos en la muestra 'y
que los negativos observados se correspondian con la ausencia de fagos. Los resultados de
presencia/ausencia observados por el método Bluephage y el test de la gota fueron idénticos,

verificando la ausencia de falsos positivos y falsos negativos en las muestras analizadas.

Los resultados del test de la gota también fueron aplicados a la técnica del NUumero Mas
Probable (NMP) para obtener estimaciones cuantitativas de las concentraciones de fagos en los
tubos ensayados. Los valores de las concentraciones de los fagos en los tubos positivos y los
valores de NMP estimados de sus correspondientes spot test fueron comparados entre si,

demostrando que no habia diferencias significativas entre ellos (Figura 4).

La variacion de la eficiencia del método frente a la temperatura de incubacién fue valorada
mediante ensayos Bluephage a diferentes temperaturas. Los ensayos a las temperaturas de 37°C
y 44°C proporcionaron resultados similares, pero, en contraste, a temperaturas de 20°C y 25°C
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requirieron tiempos superiores de hasta 5 h de incubacion para que el cambio de color tuviera

lugar, incluso en muestras de concentraciones elevadas (500 UFP/tubo).

Se realizaron ensayos Bluephage con diferentes volumenes de muestra para demostrar la
adaptabilidad del método. Para la adaptacion a volimenes superiores se analizaron 50 ml de
muestras conteniendo entre 10 — 500 UFP/I, obteniéndose resultados positivos en tiempos de
hasta 1:30 h de incubacion. En los ensayos de adaptacion a volumenes inferiores se emplearon
microplacas con muestras de concentraciones entre 100, 10 y 1 UFP/pocillo, observandose los

cambios colorimétricos entre las 1:30 - 3:30 h de incubacion.

Discusién

Los métodos de deteccion cualitativos y cuantitativos recogidos en las normativas ISO y U.S.
EPA para colifagos somaticos proporcionan resultados robustos. No obstante, requieren de al
menos 6 horas de incubacion para obtener resultados (siendo recomendadas 18 horas) y 2 horas
de crecimiento previo de la bacteria huésped. Para resolver este problema, se han desarrollado
nuevos protocolos buscando reducir este tiempo de ensayo. Un ejemplo es el protocolo descrito
por ljzerman et al., 1993, basado en la deteccion de la B-galactosidasa extracelular. Este método
se basa en la deteccidn enzimatica consecuencia de la lisis celular, pero produce muchos falsos
positivos y requiere largos tiempos de incubacion cuando la cantidad de fagos es baja. Otro
ejemplo es el método descrito por Guzman et al., 2009 basado en la deteccion bioluminiscente
del ATP. Es eficiente, pero requiere de equipamiento de laboratorio que no siempre esta
disponible en laboratorios de analisis. EI método Bluephage supone una alternativa efectiva y

econdmica que soluciona multitud de los problemas que presentan los métodos anteriores.

El método Bluephage se aprovecha de la sobreexpresion de una enzima que no es liberada al
medio hasta la lisis celular y la incapacidad de importacion del sustrato por parte de la cepa.
Estos hechos garantizan que el contacto entre la enzima, acumulada intracelularmente, y su
sustrato, de origen extracelular, no se producira en ausencia de lisis de la bacteria huésped. Esta
separacién entre ambos supone una gran ayuda para evitar problemas como los falsos positivos.
La tendencia general es que las concentraciones mas elevadas de colifagos producen un cambio
de color més rapido que las concentraciones méas bajas, pero se han observado excepciones
durante los ensayos realizados con muestras ambientales especialmente para muestras de
concentraciones mas bajas. Se han planteado dos posibles causas para esta variabilidad en el

tiempo de viraje: La variabilidad generada por la posibilidad estocastica de inocular un Gnico
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fago entre los diferentes tubos, sobre todo cuando se tratan muestras con bajas concentraciones
de fagos, y a la heterogeneidad del grupo de los colifagos somaticos presentes en diferentes
muestras, al estar este grupo formado por diferentes familias de bacteriéfagos con diferentes
tiempos de replicacién y tamafios de explosion, que hace que sus comportamientos podrian ser

potencialmente diferentes.

Considerando que el tiempo de incubacion inicial para el crecimiento de la cepa huésped hasta
la fase exponencial es 2 h y que el tiempo del ensayo para la deteccion de 1 colifago somatico
es aproximadamente 3,5 h, el tiempo de duracion total del ensayo alcanzaria las 5,5 h. Esto se
encuentra dentro de los limites de una jornada laboral y proporciona los resultados con mayor
rapidez que otros métodos. Ademas, el método Bluephage tiene un porcentaje muy bajo de
falsos positivos y requiere de un equipamiento minimo de laboratorio para su realizacion. No
obstante, la aparicion de falsos positivos con este método podria suceder en presencia de otros
agentes liticos, altas concentraciones de la enzima en la muestra u otras bacterias productoras
de dicha enzima en muestras altamente contaminadas. Es por ello por lo que antes de la
aplicacién del método se recomienda realizar una filtracion previa de las muestras por
membranas de 0,22 pum de baja adsorcion proteica, recomendada en las normativas 1SO. Dicho

paso de filtracion no es obligatorio para el método, pero garantiza una mayor fiabilidad.

El método Bluephage es aplicable a diferentes grupos de muestras y en diferentes volumenes
de muestra y tiene una sensibilidad equivalente a del método estandarizado recogido en las
normativas 1SO, ya que Bluephage emplea una cepa (CB10) con una capacidad de deteccién
similar a la cepa huésped empleada en las 1SO (WG5). Por su rapidez, es una alternativa
ventajosa frente a los métodos tradicionales en situaciones donde se requieran resultados en el
mismo dia de muestreo. Algunos ejemplos son: la provisién de agua de consumo segura, el
seguimiento de brotes de origen acuatico, la evaluacion de la calidad de aguas recreacionales o
la monitorizacion de la calidad del agua en plantas de tratamiento, desinfeccion o de produccion
alimentaria. EI método Bluephage es una alternativa robusta y simple a las metodologias
estandarizadas actuales, pero existen aun posibles campos de estudio para la mejora del método
como el cambio a una deteccion fluorogénica, la liofilizacion de las cepas huéspedes o la

adaptacion de la metodologia a sistemas online para una automatizacion del proceso.
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Conclusiones

e La inclusion progresiva de los colifagos como indicadores de contaminacion fecal en
nuevas normativas requeriré de la introduccion de métodos rapidos para su deteccion.

Bluephage es una alternativa rapida, eficiente y robusta.
e El método Bluephage detecta hasta 1 colifago somatico en 3,5 h de incubacion.

e EI método Bluephage es aplicable a nivel cualitativo, cuantitativo, en diversos

volumenes y diferentes tipos de muestras.

e Actualmente es el método maés rapido para la deteccion de contaminacion fecal mediante

la deteccion de microorganismos de contaminacion fecal cultivables.

(Nota: Los medios, tampones, protocolos, plasmidos y cebadores empleados en este articulo se

encuentran descritos en los Anexos 2-5.)
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ABSTRACT

The use of somatic coliphages as indicators of fecal and viral pollution in water and food has great po-
tential due to the reliability, reproducibility, speed and cost effectiveness of methods for their detection.
Indeed, several countries already use this approach in their water management policies. Although
standardized protocols for somatic coliphage detection are available, user-friendly commercial kits
would facilitate their routine implementation in laboratories. The new method presented here allows
detection of up to 1 somatic coliphage in under 3.5 h, well within one working day. The method is based
on a modified Escherichia coli strain with knocked-out uidB and uidC genes, which encode the transport
of glucuronic acid inside cells, and overexpressing uidA, which encodes the enzyme B-glucuronidase. The
enzyme accumulated in the bacterial cells only has contact with its substrate after cell lysis, such as that
caused by phages, since the strain cannot internalize the substrate. When the enzyme is released into the
medium, which contains a chromogen analogous to glucuronic acid, it produces a change of color from
yellow to dark blue. This microbiological method for the determination of fecal pollution via the
detection of culturable microorganisms can be applied to diverse sample types and volumes for quali-

tative (presence/absence) and quantitative analysis and is the fastest reported to date.

© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Fecal water pollution is an important cause of pathogen trans-
mission and is associated with several thousand human mortalities
per day around the world (LeChevallier and Kwok-Keung, 2004).
The indicators most commonly used to determine fecal pollution
levels in different water sources are bacterial, but fecal-
contaminated water also contains viral and protozoan pathogens.
This has raised doubts within the water microbiology community
concerning the capacity of bacterial indicators to measure water
quality and predict waterborne viral disease hazards (Borchardt
et al, 2004; Gerba et al., 1979; Grabow, 2001; Keswick et al.,
1984; Payment et al., 1997). Therefore, additional indicators are
advisable to predict the presence and behavior of viruses in water.

Several groups of bacteriophages have been proposed as indi-
cator microorganisms to assess fecal and viral contamination of

* Corresponding author.
E-mail address: mmuniesa@ub.edu (M. Muniesa).

https://doi.org/10.1016/j.watres.2017.10.030
0043-1354/© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

water. The potential value of different groups of phages that infect
enteric bacteria as quality indicators in water, biosolids and food
has been studied in depth and reviewed (Armon and Kott, 1996;
Bosch et al., 2001; Goyal, 2006; Grabow, 2001; Hsu et al., 2002;
IAWPRC Study group on health related water microbiology, 1991;
Jofre, 2007). One of these bacteriophage groups are somatic co-
liphages, which replicate in Escherichia coli after infection through
the cell wall (IAWPRC Study group on health related water
microbiology, 1991). Somatic coliphages are abundant in fecally
contaminated samples, and there are standardized methods for
their detection and quantification (Anonymous, 2000; U.S. EPA,
2001a; 2001b). The standardized ISO and U.S. EPA methods are
faster than the tests to identify bacterial indicators, easy to perform,
cost effective and reasonably robust (Mooijman et al., 2005; U.S.
EPA, 2003a; 2003b). However, current methods are still multi-
step processes that require several media and operations and
more than 8 h (that is, more than one ordinary working day) to
yield results.

Although the use of somatic coliphages as fecal indicators was
proposed years ago (IAWPRC Study group on health related water
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microbiology, 1991), they have only recently been included in water
and sludge quality guidelines: for example, those affecting water
reclamation (North Carolina Administration, 2011; Queensland
Government, 2005), groundwater (NHMRC and NRMMC, 2011;
U.S. EPA, 2006), biosolids applied in agriculture (Republica de
Colombia, 2014; Western Australian Government, 2012) and
aquaculture practices (Food and Drug Administration and
Interestate Shellfish Sanitation Comission, 2015). Additionally, the
U.S. regulatory authorities (U.S. EPA, 2016; U.S. EPA, 2015) are
currently studying the application of coliphages in the quality
control of bathing and recreational surface water. As the use of
somatic coliphages expands, simpler and faster detection methods
will be required. The availability of straightforward ready-to-use
tests would facilitate routine implementation of the methods in
laboratories and encourage their adoption in guidelines for water,
biosolids and food quality management. Unfortunately, the use of
molecular techniques such as PCR, which would provide a rapid
detection, is not possible, because somatic coliphages are a het-
erogeneous group belonging to different phage families (Muniesa
et al., 1999) that do not share common DNA sequences.

Among various approaches to devise such a method, some are
based on the measurement of the phage-mediated release of
intracellular molecules, such as the intracellular enzyme B-galac-
tosidase (Ijzerman et al., 1994, 1993; Salter and Durbin, 2012) or
adenylate kinase (Guzmdn-Luna et al, 2009). However, this
approach has certain drawbacks that still need to be resolved,
including long incubation times when the phage density is low or
frequent false positive results. The present study reports further
progress in this field with a method based on an engineered host
bacterium.

Herein we describe a somatic coliphage detection method based
on a modified E. coli host strain. The modification is located in a
genetic operon specific for E. coli: the B-glucuronidase system. An
assay based on B-glucuronidase has already been applied to detect
E. coli in agar plates (e.g., Chromocult® Merck Laboratories. Darm-
stadt, Germany) or liquid media (Colilert®, IDEXX Laboratories, Inc.
Maine, US), and has been approved by some food management
agencies for drinking water and processed food samples
(Anonymous, 2001). The media contain the substrate X-glucuro-
nide, which is cleaved by R-p-glucuronidase, a characteristic
enzyme of E. coli. E. coli grown in this media develop a dark blue
coloration or fluorescence (Frampton et al., 1988; Kilian and Biilow,
1976).

The B-glucuronidase system in E. coli is composed of several
genes (Liang et al., 2005). For our purpose, we focused on the uidA,
uidB and uidC genes that encode the UidA, B and C proteins. UidA is
the active subunit: an intracellular acid glucuronoside glucur-
onosohydrolase with broad substrate specificity (Novel and Novel,
1976). UidB, which is located in the inner membrane, is a proton-
dependent transporter specifically for importing o- and B-glucu-
ronides into the cell, making it essential for glucuronide transport.
UidC, which is associated with the outer membrane, does not
confer transport activity, but it improves the efficiency of transport
by UidB through an unknown mechanism (Liang et al., 2005). B-
glucuronide molecules are imported by the activity of UidC and
UidB and once inside the cell are cleaved by UidA (Novel and Novel,
1976).

The objective of this work was to develop a method that allows
the rapid detection of somatic coliphages at low densities while
minimizing false negative results. The method, named Bluephage,
incorporates a tailored E. coli strain with two features that improve
its sensitivity for phage detection. On the one hand, it over-
expresses the uidA gene, causing an accumulation of the p-glucu-
ronidase enzyme in the cytoplasm. On the other, it lacks the genes
(uidB and uidC) involved in introducing the substrate into the cell.

The culture medium used in this test incorporates the substrate 5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-B-p-glucuronic acid, which turns blue
after its cleavage by B-glucuronidase. Consequently, only after the
host strain cells are lysed, as occurs after phage infection, will the
enzyme degrade the substrate, which in turn causes the medium to
change color, thereby providing fast phage detection in a given
sample.

2. Materials and methods
2.1. Medium and growth conditions

The media and conditions used here are those included in the
ISO protocol for the culture of E. coli WG5 strain (Anonymous,
2000). The method employs a modified version of Modified
Scholten's Broth (MSB) (Anonymous, 2000). The modified MSB
medium is supplemented with 0.05% (w/v) arabinose, 0.5% (v/v)
glycerol, 15ul CaCl; 1M and 0.1 mg/ml 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-B-p-glucuronic acid. When necessary for the selection of
colonies transformed with the pBAD vector, ampicillin (ap) (100 ug/
ml) was added to the liquid medium.

The modified bacterial strain and bacteriophages were inocu-
lated into MSB media and incubated at 37 °C for variable periods
(from 1 to 18 h), unless specified otherwise.

2.2. Plasmids

Plasmid pKD46 (GenBank AY048746), expressing the Red
recombinase system, was used to insert DNA fragments into the
E. coli chromosome (Datsenko and Wanner, 2000). The tetracycline
resistance gene (tet) was amplified from plasmid pACYC184 (Gen-
bank X06403) (Rose, 1988). The pBAD-TOPO vector (Invitrogene)
was used to clone and overexpress the uidA gene. All the vectors
were purified using Qiagen Plasmid Midi purification kits (Qiagen
Inc., Valencia, USA).

2.3. Bacteriophages

The bacteriophages in this study were used from laboratory
stocks of known concentration (10° PFU/ml) containing a pure
culture of one bacteriophage, or naturally occurring somatic co-
liphages. Coliphages were purified from 1 ml of raw urban sewage
from the influent of a wastewater treatment plant that serves
approximately 500,000 inhabitants (containing ca 104~ PFU/ml),
or 50 ml of Llobregat river water (ca 10° PFU/ml). Both sampling
points are located in the Barcelona area, Spain. Phage ®X174 (ATCC
13706-B1) was used as a reference phage for somatic coliphages, in
accordance with the ISO protocol (Anonymous, 2000). To prepare a
phage mixture, two phages (SOM3 and SOM23) (Muniesa et al.,
2003), which belong to Myoviridae and Siphoviridae morpholog-
ical types, respectively, were used together with phage ®X174
(Anonymous, 2000).

The environmental samples used were filtered through 0.22 pm
pore size, low-protein-binding (PES) membranes (Millipore, USA)
to remove bacteria and other particulate material.

2.4. PCR techniques

PCRs were performed with a GeneAmp 2400 PCR system (Per-
kin-Elmer, PE Applied Biosystems, Barcelona, Spain.). The oligo-
nucleotides used in this study are shown in Table 1 and were
designed from the sequence available for E. coli K-12 (GenBank
Accession number NC_000913).
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Table 1
- Oligonucleotides used in this study.
Name Oligonucleotides Target gene ref
uidA-For2 CTTAATGAGGAGTCCCTT uidA This study
uidA-Rev2 CCAGGAGAGTTGTTGATT uidA This study
uidB-up CTGGACTGGCATGAACTTC uidB This study
uidC-lp ACTTCAGCATAAAGTCATACT uidC This study
uidB-Tc5 CTTATATCGTATGGGGCTGACACTGTCCACCACTCGTCCG uidB overlapping tet This study
uidC-Tc3 CTAACGGATTCACCACTCCAACGCTGACATTTGCACCGAT uidC overlapping tet This study
Tc5 TCAGCCCCATACGATATAAG tet (Serra-Moreno et al., 2006)
Tc3 TGGAGTGGTGAATCCGTTAG tet (Serra-Moreno et al., 2006)
pBADf ATGCCATAGCATTTTTATCC pBAD Plasmid construct Invitrogene
pBADr GATTTAATCTGTATCAGG pBAD Plasmid construct Invitrogene
RR46-1p GAGCTCTAAGGAGGTTAT pKD46 (Serra-Moreno et al., 2006)
RR46-up GTGCAGTACTCATTCGTT pKD46 (Serra-Moreno et al., 2006)
2.5. Electroporation i o i

Electrocompetent cells were prepared from 50 ml of culture in
super optimal broth (SOB) medium (Hanahan, 1983) with 0.05% -
arabinose as previously described (Sambrook and Russell, 2001),
mixed with the corresponding amount of DNA (plasmid or PCR-
amplified, 0.5pug) and transferred to a 0.2cm electroporation
cuvette (Bio-Rad, Inc.). The cells were electroporated at 2.5 kV, 25 F
and 200 €. Cells containing the construct were recovered on MSB
agar with the corresponding antibiotic.

2.6. Generation of a tailored CB10 strain

The E. coli strain WG5 (the wild-type strain: wt) recommended
in the ISO standard method for the detection of somatic coliphages
(Anonymous, 2000) was genetically modified in several steps.

2.6.1. uidA overexpression

A fragment containing the gene encoding the B-glucuronidase
enzyme (uidA, 1847 bp) was amplified by PCR with primers UidA-
For2/UidA-Rev2 (Table 1) from wt E. coli and cloned using a
pPBAD-TOPO® TA Expression Kit. The latter contains a pBAD-TOPO
vector that allows gene insertion under the control of an araBAD
promoter (Invitrogene Corporation, Barcelona, Spain). The uidA
gene was inserted into the plasmid following the manufacturer's
instructions. The construct was separately transformed in electro-
competent cells prepared with wt E. coli. In the resulting construct,
pBAD:uidA, the gene was positioned in the correct orientation
immediately downstream of the Pg, inducible promoter, as
confirmed by PCR using primers pBADf/pBADr (Table 1) and
sequencing.

The expression of uidA in the pBAD vector was optimized by
adding arabinose to the medium at different final concentrations
(ranging from 0 to 0.02%) as described by the manufacturer (Invi-
trogen Corporation, Barcelona, Spain). Finally, arabinose was added
to a final concentration of 0.05% in the media. Both vectors contain
an ampicillin marker, therefore the strains containing the plasmid
construct were grown in the presence of ampicillin in an initial
stage.

2.6.2. Construction of the uidB-tet-uidC fragment

The amplimer containing the tet gene was constructed, replac-
ing the whole fragment comprising uidB and uidC genes. The
primer pair Tc5-Tc3 (Table 1) was used for the amplification of the
tet gene (1343 bp). The primer pair uidB-up/uidB-Tc5 amplified a 5
region of the uidB initial codon including a 20 bp tail homologous
with the 5 region of tet (279 bp). Primers uidC-Tc3/uidC-Ip
amplified the 3’ region of the uidC subunit (261 bp) (Fig. 1)
including a 20 bp fragment homologue of the 3’ region of tet. The

_____________ - -«
<— uidA-Rev2 uidA-For2

—> —
uidC-Ip uidC-Te3 uidB-Tc5 uidB-up

Generation of three

= separate fragments by
PCR
)

5 Antibiotic Cassette ! Primers used to amplify
Amplimer v v —L.| antibiotic cassette contain
construction > - region of homology with

Te3 Tes uidBand uidC.
Overlapping | ] tet ] Long construct generated
PCR

=== by PCR using the three

uidC-lp uidB-up amplimers as templates

Cells wt transformed
with pKD46

Red system
[ | fet I ] / L) Use of 50ml culture to
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uidC < uidB j——— L.| Transformation of 0.1-0.5
ug of the fragment
Recombination — Induction using 0.05% of
arabinose.
UidA cloning
LB agar+Tc ==>[ Agar plates with Tc ]
uidC ] tet l uidB PCR confirmation
i —L-| Elimination of pKD46 at
araC pBAD AFor 37°C
'u_l o PCR confirmation
pBAD::uidA uidA
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4 tidA-Rev2 =T construct pBAD: uidA.

Selection with ap and
PCR confirmation

LB agar+ amp

Fig. 1. Scheme showing the construction of strain CB10.

conditions used for all primer combinations were an annealing
temperature of 50 °C and an elongation time of 60 s.

Fragments uidB and tet were annealed at their overlapping re-
gion (underlined letters in Table 1). They were then amplified by
PCR as a single fragment with the external primers uidB-up and Tc3
(generating a fragment of 1602 bp) with an annealing temperature
of 55°C and an elongation time of 2 min. Fragments UidC and tet
were annealed at their overlapping region with the external
primers uidC-Ip/Tc5 (underlined letters in Table 1) generating a
fragment of 1584 bp. Finally, the two fragments, of 1602 and 1584
bp, were annealed at their overlapping region (the tet gene) and
were amplified by PCR as a single fragment with the external
primers uidB-up/uidC-1p, generating the final fragment (1843 bp),
in which the sequence between genes uidB and uidC was replaced
by the tet gene. The uidB-tet-uidC fragment was excised from the
gel and purified using the Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen Inc.,
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Valencia, USA). The final product was used for the electro-
transformation in the wt strain.

2.6.3. Transformation of pKD46

Plasmid pKD46 (GenBank AY048746) was transformed by
electroporation in electrocompetent wt E. coli cells prepared as
described above. Transformed colonies were selected by resistance
to ampicillin and the presence of pKD46 was confirmed by PCR,
using the primer pair RR46-up/RR46-Ip and sequencing.

2.6.4. Recombination of uidB-tet-uidC

The transformation of 30 pl of the fragment 6 (UidB-tet-UidC)
PCR amplimer (corresponding to 0.1—0.5 pg of amplified DNA) was
performed in electrocompetent wt cells containing vector pKD46.
These cells were prepared from 50 ml cultures (approximately
5 x 1019 CFU/ml) grown at 30°C in SOB medium with ampicillin
and 0.05% r-arabinose to an ODggg of 0.6. The transformed cells
were recovered in the presence of Tc (10 pg/ml). Colonies in which
uidB and uidC were replaced by fragment 6 were confirmed by PCR,
using the uidB-UidC primers, and by sequencing.

The strain was forced to lose the plasmid pKD46 by several
growing steps at 37 °C (pKD46 cannot replicate over 30 °C) without
ampicillin. The loss of the pKD46 plasmid was confirmed by PCR.

2.6.5. Construction of CB10

The mutant lacking the uidB and uidC genes was transformed
with plasmid pBAD:uidA generating strain CB10, AuidBuidC:tet
(pBAD::uidA). The presence of plasmid pBAD was confirmed.

The performance of strain CB10 in detecting somatic coliphages
was compared with that of the wt strain using a suspension of
phages SOM3, SOM23 and ®X174 propagated in the laboratory and
with phages occurring in environmental samples.

2.7. Assays of the Bluephage method

Strain CB10 was inoculated in standard MSB with ampicillin, and
incubated overnight at 37 °C. One ml of the overnight culture was
1/100 diluted in fresh MSB with ampicillin and grown to the
exponential growth phase, monitored by an optical density (OD) at
600 nm of 0.3. At this stage, 0.5 ml of this culture was added to
2.5 ml of the MSB medium containing 0.05% arabinose, 0.5% glyc-
erol, 15 ul CaCl 1M and 0.1 mg/ml of X-glucuronide (5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-B-p-glucuronic acid cyclohexylammonium salt;
C0H26BrCIN,07) as the substrate. As indicated in each experiment,
aliquots of dilutions of the corresponding phage suspension were
added to each tube and one tube without phages was kept as a
control. The tubes were statically incubated at 37 °C and periodi-
cally evaluated for color change from light yellow to blue. The
experiment lasted until the phage-free control tube turned blue (a
minimum of 7 h). The method was also adapted for quantification
using the most probable number (MPN) method.

2.8. Spot test confirmation of phages detected by Bluephage

From each tube inoculated using the Bluephage method, after
the reported incubation period, 15 ul aliquots were taken and
spiked onto an agar monolayer containing strain CB10 according
with the ISO method (Anonymous, 2000). The plates were side-up
incubated at 37°C. Plaques appearing in the spot area were
considered positive for the presence of phages in a given sample.
Positive results for this spot test were compared with positive re-
sults in the Bluephage tube to evaluate the sensitivity of the new
method.

For a quantitative comparison, the MPN method was applied to
the positive spot tests and the positive tubes obtained with the

Bluephage method, and compared with the number of phages
detected by the conventional ISO method (Anonymous, 2000).

2.9. Sensitivity of the Bluephage method

To evaluate the sensitivity of the method and the minimum
incubation time needed for the analysis, somatic coliphages were
enumerated in natural water samples using the ISO method
(Anonymous, 2000). The samples were filtered through 0.22 pm
low-binding membranes (PES, Millipore) and diluted to reach
estimated lower densities of phages. Each dilution was evaluated in
triplicate using the Bluephage method. The minimum time to obtain
results was reported.

The performance of the test was assayed at 20 °C, 25 °C, 30°C,
37°Cand 44°C.

Wastewater and river water samples filter-sterilized through
high-protein binding membranes of 0.22 pm (Millex-MF Millipore)
to remove phages were used as additional controls.

2.10. Assay protocol in solid samples: sludge and mussels

To evaluate the performance of the method in matrices other
than water, sludge samples from the digestor of a wastewater
treatment plant in the Barcelona metropolitan area, which serves
approximately 500,000 people, and mussels obtained from local
supermarkets were processed. The method for phage extraction
from sludge corresponds to the methods used in established pol-
icies, as described previously by Lasobras et al. (1999). with minor
modifications. Briefly, the samples were mixed in a 1:10 (w/v) ratio
with PBS (pH=7.4) and homogenized by magnetic stirring for
30 min at room temperature. The suspension was then centrifuged
at 10,000 x g for 30 min at 4 °C. The supernatant was subsequently
filtered through low-protein-binding 0.22 pm pore size membrane
filters (Millex-GP, Millipore, Bedford, MA). The suspension was
diluted and used to enumerate phages using the standard ISO
method and analyzed in triplicate using Bluephage.

For the study of phages in mussels, samples were spiked with
somatic coliphages from raw sewage to reach a final estimated
concentration of 10?-10° PFU/g of mussel. Phages were incubated
with the samples for 2 h at 23 °C. There is no established guideline
for phage extraction from mussels, so previously reported methods
were used (Lucena et al., 1994). Briefly, mussel meat from a mini-
mum of 10 mussels per sample was homogenized in a blender for
5 min. Elution of phage particles was performed on 100 ml of the
homogenate by magnetic stirring for 15 min in 400 ml of borate
buffer (0.01 M) containing 3% beef extract (pH 9.5). After neutrali-
zation to pH 7.2, the treated homogenate was clarified by centri-
fugation at 2500 x g for 15minat 4°C. Phages present in the
supernatant were enumerated by the ISO standard procedure and
detected by the Bluephage method.

2.11. Scaling up and down of the Bluephage method

To evaluate the performance of the method in different sample
volumes, 100 ml bottles were used with 50 ml of river water sam-
ples diluted to contain phage densities of 10 PFU/ml. Similarly,
small volumes of 1.5 ml containing densities from 10% to 0.1 phages
were used. Both assays were performed keeping the same pro-
portion of nutrients, substrate and strain CB10 as in the tubes.

2.12. Statistical analysis
Computation of data and statistical tests were performed using

the Statistical Package for Social Science software (SPSS). The
ANOVA test was used to evaluate the differences between MPN,
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spot test and Bluephage results; evaluations were based on 5% of
significance levels.

3. - Results
3.1. - Method rationale and strain performance

The genetically modified E. coli strain (referred to henceforth as
strain CB10) described in this study was grown in the presence of
the substrate without its consumption, since the substrate cannot
be incorporated inside the cell in the absence of transporter genes.
Only when phage infection caused cell lysis was p-glucuronidase,
which is overexpressed in the presence of arabinose and accumu-
lated in the cell cytoplasm, released into the medium where it
encountered the substrate. Even as few as 1 to 5 somatic coliphages
were able to lyse a number of cells exceeding 10® in less than 3 h,
thus liberating a large amount of enzyme into the medium. The
enzyme in the medium cleaves the D-glucuronide in the 5-bromo-
4-chloro-3-indolyl-B-p-glucuronic acid molecules, releasing the
blue substrate that turns the broth (originally light yellow) dark
blue. The time necessary for this color change varied depending on
the number of bacteria lysed and hence on the concentration of
phages added to the cell culture and the time elapsed after
infection.

The performance of CB10 in the presence of the substrate was
evaluated before using it for phage detection. To do this, the E. coli
WGS5 (wt) strain containing pBAD:uidA and CB10 (with and without
phages) were compared when inoculated into the broth for the
Bluephage method. We observed a slight but visible color change
with the wt E. coli (Fig. 2). Meanwhile, strain CB10 had no effect on
the color in the absence of phages, because of its incapacity to
incorporate the substrate caused by replacement of the uidBuidC
complex. The highest expression of the enzyme was observed in the

Fig. 2. - Confirmation of the incapacity of the strain CB10 to incorporate the substrate
in the absence of phages and of the overexpression of the uidA gene under the control
of the arabinose promoter. A: Growth on a Chromocult® agar plate containing X-
glucuronide. B: Growth in Bluephage liquid medium. The tube containing natural
occurring phages was inoculated with 10° phages.

wt strain containing pBAD:uidA in the presence of 0.02% arabinose,
which produced a darker blue than the wt strain. Finally, on adding
phages from wastewater (we used a high quantity of 10> PFU to test
the method under optimal conditions), CB10 caused a change of
color after only 1.5 h of incubation (Fig. 2).

3.2. - The CB10 strain and the standard method detected the same
number of phages

To confirm that the modification of the wt strain did not cause a
decrease in the number of phages detected, its performance was
compared with the wt strain, according to the ISO method
(Anonymous, 2000). The phage counts obtained with both strains
showed no significant differences (P > 0.05) (Table 2).

3.3. Performance of the Bluephage method with environmental
samples

Filtered wastewater and river water samples were 10-fold
diluted and added to the Bluephage tubes containing strain CB10,
at descending phage densities. In Fig. 3, the tubes correspond to
estimated 500, 50, 5 and < 1 PFU/tube (calculation based on the
dilution of the sample), and one control tube that contained only
CB10 and no phages. The cultures were incubated at 37 °C and the
color change was monitored over time (Fig. 3). The first positive
results were observed at 1:30 h for concentrations of 50 and 500
phages. Cultures containing 5 phages turned blue after 2:15 h.
Nevertheless, the tubes were incubated until the control culture
turned blue, which required a minimal incubation time of 7 h.
Samples were considered negative for the presence of phages if
blue coloration did not occur before the time needed for the control
sample to change color (Fig. 3).

Potentially polluted wastewater and river samples were 10-fold
diluted and the number of somatic coliphages was evaluated using
the ISO method (Table 3). The color change was monitored after
2:30h, 3:30 h and 4:30 h, times that were selected to generate re-
sults within one working day. The resulting number of positive
tubes out of the total number of tubes assayed at the different times
for each phage density are presented in Table 3. Notably, at higher
phage densities, detection occurred after 2:30h. Some samples
with high phage densities turned blue even earlier, at 1:30 h (data
not shown). In general, tubes with high phage densities changed
color earlier than those with low densities (Table 3), although a
clear correspondence between the number of phages and the time
required for the color change was not always observed, as discussed
below.

The minimal time to observe color change in tubes with <5 PFU
was 2:30 h, as for example in tubes with densities of 0.7 PFU/tube in
wastewater or 3.4 PFU/tube in river water (Table 3). Nevertheless,
at 4:30 h, all the tubes containing >10 PFU/tube were positive and
46% of the tubes containing 1—10 PFU/tube had also turned blue.
This time is well within the time frame in which the phage-free
negative control remained without changing color. In parallel, no
changes were observed in the filter-sterilized diluted wastewater
and river water control samples from which the phages had been
removed.

3.4. Results using the Bluephage method at different temperatures

The above mentioned results were obtained when incubating at
37 °C, with the same results obtained at 44 °C. In contrast, at 20 °C
and 25 °C, longer incubation times (5 h) were required before the
color change was detected in the tubes containing 500 PFU.
Accordingly, the phage-free control tube also remained unaltered
for longer, and no change of color was observed before 12 h of
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Table 2
- Enumeration of phages by the ISO method comparing the wt and the mutant CB10 as host strains in wastewater (WW), river water (RW) and using laboratory phages as
controls.
Sample Ref. Source Wt (PFU/ml) CB10 (PFU/ml) Log; o difference
Wwwi Wastewater 4.95 % 10* 3.80 x 10* 0.11
ww2 Wastewater 7.27 x 10° 8.56 x 10° -0.07
ww3 Wastewater 1.95 x 10* 2.06 x 10* —-0.02
ww4 Wastewater 7.91 x 10° 334 x 10° 0.37
WW5 Wastewater 7.26 x 10° 512 x 10° 0.15
RW1 River Water 4,77 x 10% 3.36 x 10? 0.15
X174 Laboratory 5.70 x 10'° 3.20 x 10'° 0.25
Mixture of phages® Laboratory 2.54-10° 2.14-10° 0.07

2 Mixture is composed by phage ®X174 (Anonymous, 2000), and environmental Myoviridae (SOM3) and Siphoviridae (SOM23) phages.

incubation.

3.5. Sensitivity and specificity of the Bluephage method

To confirm that the color change in inoculated tubes was due to
the presence of phages, the supernatant of each tube (including the
negative tubes) underwent a spot test on strain CB10. Positive re-
sults of both Bluephage and the spot test were used to enumerate
the phages using the MPN method. The results recorded after 3.5 h
of incubation by the Bluephage method and by the spot test were
used to determine the phage densities using MPN calculations
(Fig. 4). In all cases, the values obtained with Bluephage were the
same as or slightly lower than the spot test values. However, the
results showed no statistically significant (P> 0.05) differences
between them.

As indicated above, only results obtained within an acceptable
time frame for the method, during which the control did not
change color, were considered and used for the calculations.

3.6. The Bluephage method is applicable to phages extracted from
solid samples

To evaluate any limitation of the method when using somatic
coliphages extracted from matrices other than water, two types of
solid samples related with water pollution, sludge and mussels,
were evaluated. The presence of phages in wastewater sludge and
mussels was detected by the Bluephage method after 2:30 h of in-
cubation, when no change was observed in the control (Table 4) or
before 7 h of incubation. As in the water samples, most samples
with densities of up to 10 PFU/tube, and some with even lower
densities (Table 4), were already positive at 1:30h (data not
shown). All the samples with fewer than 3 phages/tube were
negative, since no change of color was observed before the control
turned blue.

3.7. The Bluephage method is applicable at different scales

When using larger volumes, phages were detected by the
Bluephage method whenever the proportions of nutrients, sub-
strate and the host strain CB10 were maintained. Volumes of 50 ml
of samples containing low phage densities (10 PFU/l of sample,
which corresponds to 500 PFU in each bottle) produced positive
results visible after 1:30 h of incubation (Fig. 5A).

Similarly, the method was successfully down-scaled, which is
useful for quantification based on the MPN technique. As in the
tubes, the Bluephage method allowed detection of somatic co-
liphages in sample dilutions containing 100 PFU/well or over at
1:30h and 10PFU/well or over at 3:30h (Fig. 5B). Even a well
containing just 1PFU started to turn blue after 3:30h (Fig. 5B,
3:30 h, 2nd row).

4. Discussion

The standardized ISO and U.S. EPA protocols for the detection
and enumeration of somatic coliphages consist of a multiple-step
procedure involving coliphage replication in exponential-growth-
phase host cells. ISO-10705-2 (Anonymous, 2000) includes both a
double-agar-layer (DAL) plaque assay for the quantification of PFU
and the presence/absence test that can also be adapted to the MPN
format. U.S. EPA Method 1601 (U.S. EPA, 2001a) is a presence/
absence method and U.S. EPA Method 1602 (U.S. EPA, 2003b) a
single-agar-layer (SAL) plaque assay. Plaque assays provide results
more rapidly, and in both methods, plaques can be obtained after
6 h. However, up to two additional hours are needed for pre-growth
of the host strain, and the overall recommended assay length is
18 h.

Alternative protocols based on the detection of a molecule
released by host cell lysis have also been reported (Guzman-Luna
et al.,, 2009; [jzerman et al., 1993). These methods provide insight
into the number of infectious bacteriophages in a given sample.
They are also relatively fast because of the short time needed for the
initial and subsequent replication cycles, which allows a high
number of lysed cells to be obtained in 2—3 h. Thus, ljzerman et al.
(1993). report a method based on rapid extracellular release and
detection of a B-galactosidase enzyme during the coliphage-
induced lysis; the drawbacks are false positives and long incuba-
tion times required when the phage number is low. Later, Guzmdn
Luna et al (Guzman-Luna et al., 2009). described a method based on
the detection of somatic coliphages via a bioluminescence assay
measuring the phage-mediated release of adenylate kinase and
subsequent adenosine 5'-triphosphate detection. These methods
have been improved and adapted to multiple tube serial dilutions
based on the U.S. EPA and ISO presence/absence standards (Salter
and Durbin, 2012; Salter et al., 2010), with results available
within one working day. Additionally, the test is facilitated by the
incorporation of lyophilized E. coli tablets.

The Bluephage method presented here takes advantage of the
overexpressed B-glucuronidase enzyme, which is not secreted into
the medium until the cells are lysed. Therefore, in the absence of
bacteriolysis, contact between the intracellular enzyme and its
specific substrate is precluded. As the substrate remains uncleaved,
false positive results are avoided during the time needed to com-
plete the screening. In the presence of bacteriophages, the bacterial
cells are lysed, releasing the enzyme into the medium where it finds
and cleaves the substrate, inducing a change of color when enough
cells are lysed. The general trend observed was that higher phage
densities caused a faster change of color than lower densities,
although with some exceptions. The variability observed at low
phage densities has two explanations. First, the possibility of
inoculating a single phage can vary from tube to tube when the
densities are low. Second, the somatic coliphages are heteroge-
neous, as they belong to different families with a variety of burst
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Fig. 3. - Example of color change of the Bluephage tubes in the presence of decreasing
phage densities at different times. Blue indicates a positive result while yellow in-
dicates negative results.

sizes and times required for replication (Muniesa et al., 1999).
Considering that 1.5—2 h are required to prepare strain CB10 at
an ODggg of 0.3 for inoculation into the tubes, and that the method
allows detection of one phage per tube in 3.5 h, the maximum test
duration is of 5.5 h: well within one habitual working day. It should
also be considered that the host strain can be grown to an ODggg of

Table 3
Comparison between the number of phages enumerated by the ISO method or by
using Bluephagein dilutions of river water, urban raw wastewater and a mixture of
phages.

Sample ISO PFU/tube® Bluephage
Positive tubes/total tubes
2:30h 3:30h 4:30h
River 1 336 33 33 33
16.8 23 23 33
34 13 13 23
17 0/3 0/3 23
03 03 03 03
River 2 43 13 23 33
21.5 1/3 2/3 3/3
43 03 13 1/3
2.1 0/3 03 13
0.4 0/3 0/3 0/3
Wastewater 1 85.6 3/3 3/3 3/3
17.1 13 33 33
8.6 1/3 3/3 3/3
17 0/3 2/3 23
0.9 0/3 03 13
0.2 0/3 0/3 0/3
Wastewater 2 334 3/3 3/3 3/3
6.7 33 33 33
33 2/3 33 33
0.7 1/3 2/3 2/3
0.1 0/3 0/3 0/3
Phages mixture” 49.9 11n 11 11
16.6 1/2 1/2 22
83 12 1/2 22
5.0 02 0/2 02
1.7 0/2 02 12
0.5 0/2 0/2 0/2

2 Measured in the water samples by ISO method, numbers correspond to the
estimated calculation based on the dilution of the sample.

b Mixture composed by phage ®X174, one Siphoviridae phage and one Myoviridae
phage.

0.3 before the sample arrives at the laboratory (Anonymous, 2000).
Compared to the aforementioned methods based on the detection
of a molecule or molecules released by host cell lysis, the method
reported herein is faster, and gives a much lower percentage of false
positive results; furthermore, it needs minimal laboratory
equipment.

The change of color observed in the phage-free controls after 7 h
was attributed to spontaneous cell lysis after a certain incubation
period, but this is sufficient time to ensure phage detection in the
sample. It cannot be excluded that the presence of bacteriolytic
agents other than phages can lead to false positive results, which
could also be caused by the presence of high concentrations of the
glucuronidase enzyme or glucuronidase-positive bacterial strains
in the samples. This can occur with highly polluted undiluted
wastewater, and the high density of phages occurring found in such
samples produces a color change before glucuronidase can have the
same effect. In any case, the Bluephage method requires the pre-
vious filtration of the sample to reduce the possibility of other
bacteriolytic agents and particularly for the removal of other bac-
terial strains possessing glucuronidase activity. Filtration of natural
samples through 0.22 um low-protein binding membranes is
already used in the standard methods for somatic coliphage
detection (Anonymous, 2000), although it is not mandatory.

Importantly, the Bluephage method shows the same sensitivity
as the standard ISO method. The CB10 strain does not lose its ca-
pacity to detect somatic coliphages after its modification, and it was
confirmed that all positive enzymatic activity results were due to
the presence of phages in the sample. Moreover, Bluephage is useful
for the analysis of water and solid matrices such as biosolids and
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Fig. 4. Mean MPN for the Bluephage method (n = 14) and the spot test (n = 14) compared across samples containing different concentrations of somatic coliphages. Mean MPN were

not significantly different (p > 0.05) according to ANOVA test.

Table 4
Performance of the method in 2:30 h for phages in solid matrices.

Sample wt strain (PFU/ml or g) Dilution Theoretical PFU/ml Positive tubes at 2:30 h Control performance (2:30 h)
Sludge 1 1.89.10° D 945 3/3 No change
-1 94.5 3/3
-2 945 3/3
Sludge 2 1.03.10° D 515 3/3 No change
-1 51.5 3/3
-2 5.15 2/3
Sludge 3 8.91.10? D 445 3/3 No change
-1 445 3/3
-2 445 1/3
-3 045 0/3
Mussels 1 1.55 .10? D 155 3/3 No change
-1 15 3/3
-2 1.5 0/3
Mussels 2 4.09.10° D 1600 3/3 No change
-1 335 3/3
-2 3 1/3
-3 <0.25 0/3

shellfish. The method can also be scaled up for large volumes and
adapted to small volumes for MPN quantification, mimicking kits
available for the detection of bacterial indicators. In the current
work, our main intention was to establish the suitability of the
method for use in different conditions and matrices, but a more
exhaustive analysis should be done in the future to evaluate the
significance of low PFU in these formats.

The rapid performance of the method, providing results within
the same day of sampling, would be an advantage when a fast,
immediate or continuous response to the quality of a water body is
required: for instance, to provide safe drinking water, trace the
origin of a water-borne outbreak, evaluate the quality of recrea-
tional surface waters in the morning before the users arrive,
monitor a treatment plant or a disinfection device, or evaluate the
water used in food production.

The method could be improved still further without involving
substantial changes by using fluorogenic instead of colorimetric
detection and lyophilized strains that are easier to store, although
in this case, the time frame necessary to generate visible results

should be validated. An adaptation of Bluephage to detect B-
glucuronidase activity using already available online platforms
(Hesari et al., 2015; Togo et al., 2007) seems feasible and would
provide an automated method.

5. Conclusions

e The widespread incorporation of somatic coliphage detection in
water management policies requires user-friendly methods.
Bluephage can facilitate routine implementation of somatic
coliphage determination in laboratories with minimal
requirements.

Bluephage allows the detection of up to 1 somatic coliphage in
under 3.5h, well within a working day. This improves the
sensitivity reported for other available methods

The method has been successfully applied to diverse sample
types and volumes, using presence/absence and quantitative
analysis, which confirms its suitability for use with a variety of
food and water samples
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Fig. 5. - A: Bluephage method for volumes of sample of 50 ml containing phages at a
concentration of 10 PFU/ml after different times. B: Scale-down of Bluephage method
using replicates inoculated with phages from wastewater samples at different con-
centrations and times.

e This microbiological method for the determination of fecal
pollution via detection of culturable microorganisms is the
fastest reported to date, and can provide results where rapid
information of fecal pollution is essential.
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Articulo 2

4.2 Articulo 2:
Bluephage, un método para la deteccidn eficiente de colifagos somaticos

en muestras de agua de cien mililitros

Javier Méndez, Daniel Toribio-Avedillo, Raquel Mangas-Casas and Judit Martinez-Gonzalez

Scientific Reports 10, 2977 (2020). DOI: 10.1038/s41598-020-60071-w

Introduccion

Los colifagos son bacteri6fagos capaces de infectar a Escherichia coli y otras bacterias
coliformes. Existen diferentes métodos estandarizados equivalentes para su deteccion recogidos
por las entidades reguladoras de la ISO y la U.S. EPA (Grabow et al., 1998; Guzman et al.,
2008; Schaper and Jofre, 2000). Actualmente, los colifagos estdn siendo incluidos como
microorganismos indicadores en diversas normativas de calidad de agua alrededor del mundo
debido a su potencial como indicadores virales de contaminacion fecal (BIS 2012; NHMRC;
NRMMC 2011; Republica de Colombia 2014). Entre ellas, estan las nuevas normativas de agua
de consumo de la Unién Europea y la OMS que recomiendan la ausencia de colifagos somaticos
en muestras de agua de 100 ml (World Health Organisation 2017; The European Parliament

and the Council of the European Union 2020a).

En la actualidad existen las siguientes alternativas para realizar los analisis de ausencia de
colifagos en muestras de 100 ml: 1) La prueba de presencia/ausencia descrita en ambos
protocolos ISO/U.S. EPA, 2) el método DAL (Double Agar Layer) para el recuento de colifagos
descrito en la normativa ISO con un paso previo de concentracion de la muestra y 3) el método
SAL (Single Agar Layer) descrito en la normativa U.S. EPA que utiliza 10 réplicas de 10 ml
para alcanzar el volumen total necesario de 100 ml. El primero, de acuerdo con los estandares
de ambas entidades, requiere 2 pasos de enriquecimiento y un posterior test de la gota .Por
tanto, requiere mas de un dia de trabajo para obtener resultados. Por otro lado, tanto el método
de SAL (Grabow et al., 1998; Mooijman et al., 2001) como la concentracion de las muestras
(Ikner et al., 2012; Méndez et al., 2004) son procedimientos complejos y sufren de pérdidas de
eficiencia en la recuperacion de colifagos. Se requieren por tanto de protocolos eficientes,
rapidos y sencillos para el usuario para la deteccion de colifagos en 100 ml de muestra. El

método Bluephage, descrito por Muniesa et al., 2018 (Publicacion 1), puede ser un candidato
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con facil implementacién al no requerir mano de obra altamente cualificada y necesitar un

equipo de laboratorio minimo para su realizacion.

La deteccion de un unico fago en volimenes elevados de muestra es un reto complejo debido a
que las particulas virales siguen una distribucién espacial no uniforme de acuerdo con el modelo
tedrico de Poisson (Maul 1999). Por ello, en este estudio se utilizardn aproximaciones
estadisticas que calcularan los porcentajes de muestras positivas esperados en un conjunto de
muestras con concentraciones de 1 fago por 100 ml con el objetivo de determinar la precision

y limite de deteccidon de los diferentes métodos para el recuento de colifagos.

Objetivos

Para este estudio se plantearon los siguientes objetivos:

e Demostrar que la susceptibilidad de la cepa CB10 a colifagos somaticos pertenecientes

a diferentes familias de virus es equivalente a la susceptibilidad de la cepa WGS5.

e Comparar la precision del método Bluephage con la precision de los protocolos de la
ISO en las pruebas de deteccion de presencia/ausencia de colifagos somaticos en

muestras de 100 ml.

e Establecer la especificidad y el limite de deteccion del método Bluephage y comparar

estos valores con los obtenidos por el método DAL, segun las normativas de la ISO.

Resultados

Con el objetivo de demostrar la equivalencia de ambas cepas (WG5 y CB10) respecto a la
susceptibilidad a colifagos somaticos, se llevé a cabo un ensayo de infectividad mediante el test
de la gota (spot test) de 18 suspensiones individuales de colifagos somaticos, caracterizados
previamente como pertenecientes a las familias Microviridae, Myoviridae, Podoviridae,
Siphoviridae o Tectiviridae y 4 suspensiones individuales de colifagos F-especificos de las
familias de los Inoviridae o Leviviridae. También se realizaron ensayos de infeccion cruzada
utilizando suspensiones de fagos obtenidas de 30 calvas aisladas de muestras de aguas
residuales parcialmente purificadas y visualmente diferentes, obtenidas tras la infeccion de cada
una de las cepas, y usadas para su posterior reinfeccion en la cepa opuesta. Con los resultados

de los test de la gota se concluyd que la susceptibilidad de ambas cepas era idéntica, ya que son
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infectadas por el mismo numero de colifagos somaticos, tanto de referencia como ambientales,

y por ninguno de los colifagos F-especificos.

La valoracion de la precision del método en volumenes elevados se calculd utilizando stocks
liofilizados de la cepa CB10 en ensayos de presencia/ausencia mediante la metodologia
Bluephage en volumenes de 100 ml. Los cambios colorimétricos de los ensayos de Bluephage
fueron monitorizados durante 4 horas de incubacion a 37 °C. En paralelo, se realizaron ensayos
de presencia/ausencia por el método DAL descrito en las normativas de la ISO para la
comparacion con los resultados del método Bluephage. Las muestras empleadas fueron
diferentes alicuotas de suspensiones de referencia de colifagos somaticos, preparados a partir
de colifagos aislados de muestras ambientales, conteniendo entre 50-100 UFP/ml y que fueron
afiadidos a 100 ml de agua mineral que no contenia de colifagos somaticos. En la Tabla 1 de la
publicacion estan recogidos los resultados a ambos analisis, indicando el porcentaje de
positivos, estimaciones de NMP, de media y de intervalos de confianza para cada volumen. La
comparacion de los resultados obtenidos de los métodos de la ISO con los obtenidos mediante

Bluephage demuestra que no existen diferencias significativas entre ambos métodos.

Con el fin de confirmar la especificidad de la cepa E. coli CB10 usada en el método Bluephage,
se realizaron 80 controles negativos del ensayo Bluephage empleando muestras de agua mineral
no contaminadas. Ninguno de estos controles negativos sufrié un cambio de color en los

ensayos de Bluephage en tiempos inferiores a 4 horas, demostrando una alta especificidad.

Buscando la distribucion estadistica apropiada para nuestros datos, se observd que las
concentraciones de bacteridfagos obtenidas en los ensayos se ajustan a una distribucién de
Poisson mejor que a otras clases de distribuciones estadisticas (Tabla 2). Para esta comparacién
de distribuciones se aplicaron los criterios de informacion de Akaike (AIC) como criterios de
seleccién y la prueba de Kolmogorov-Smirnov (KS) para verificar que los recuentos reales y
las funciones de distribucion de probabilidad calculadas no eran estadisticamente diferentes. La
prueba de Wilcoxon fue utilizada para establecer que no habia diferencias estadisticamente
significativas entre los valores de las predicciones tedricas de nUmeros positivos estimadas por
la distribucion de probabilidad de Poisson y los valores experimentales obtenidos mediante

ambos métodos, DAL y Bluephage (Tabla 3).

Las distribuciones de Poisson derivadas del porcentaje de muestras positivas de las alicuotas de
menor volumen fueron utilizadas para llevar a cabo una simulacion de remuestreo aleatorio

(bootstrapping). Dicha simulacion del método de Bluephage con 10.000 ensayos in silico fue
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realizada para obtener estimaciones de la precision y especificidad del método. Los valores
medios simulados de porcentajes de muestras positivas se compararon con los valores
experimentales del método DAL para determinar la precision y especificidad del método. Tras
la simulacién y comparacion, se obtuvo una precision media de 96,67 % y una especificidad
media de 97,78% para el método Bluephage. Por lo tanto, el método Bluephage es tan preciso
y especifico como el método DAL descrito en los protocolos de la ISO para la deteccion de
colifagos somaticos en muestras de 100 ml.

El limite de deteccion fue calculado desde las alicuotas de menor volumen comparando el
porcentaje de muestras cuya concentracion era de 1 fago en 100 ml mediante el método DAL
frente a la proporcion de las muestras positivas obtenidas por el método Bluephage. Los
porcentajes obtenidos de muestras positivas para estos volimenes fueron de 35,71% y 38,01 %
para los métodos DAL y Bluephage respectivamente. De acuerdo con la distribucion de
Poisson, la funcién de probabilidad para un nimero n de eventos que ocurren en un intervalo
con una tasa media A cuando n=0 puede ser descrita como e™. En base a esto se determinaron
los valores de A de 0,4418 y 0,4796 para el método DAL y Bluephage respectivamente. Para
buscar diferencias significativas entre ambos valores se aplicd un andlisis de remuestreo
aleatorio para determinar un intervalo de A donde no existen diferencias significativas aplicando
la prueba de KS. Se determind que dicho intervalo se extendia desde 0,4032 hasta 0,4826,
incluyendo los valores de A determinados anteriormente. De este modo, se concluye que no
existen diferencias significativas respecto al rendimiento de ambos métodos en muestras con

concentraciones bajas de bacteridfagos.
Discusion

Los resultados de los ensayos de susceptibilidad nos permiten concluir que la cepa E. coli CB10
tiene una capacidad de deteccion de colifagos equivalente a la cepa empleada en los métodos
estandarizados E. coli WG5. Se demostré que el método Bluephage tiene también una
especificidad muy buena, ya que no presentd ningun falso positivo en 80 muestras negativas en
ausencia de colifagos somaticos. Con estos datos, de acuerdo con la distribucion de
probabilidad de Poisson, el método Bluephage proporcionaria falsos positivos en los posibles
ensayos realizados en porcentajes inferiores al 1,25%. En conjunto, tanto el método Bluephage
como su cepa huésped CB10 son especificos para los mismos tipos de colifagos somaticos
detectados por las cepas WG5 en los métodos de deteccion de colifagos somaticos descritos en
los protocolos de la ISO.
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Los resultados obtenidos de los ensayos se ajustaron a una distribucion de probabilidad de
Poisson. Esto permiti6 realizar simulaciones de remuestreo aleatorio in silico de los métodos
por las que se comprob6 que la precision y especificidad en ensayos de deteccion de colifagos
somaticos en volumenes de 100 ml es similar para ambos métodos. Mediante una simulacion
de remuestreo aleatorio empleando muestras de concentracion de 1 colifago en 100 ml se
comprobo que el rendimiento de ambos métodos en muestras con bajas concentraciones de

bacteriéfagos no variaba, manteniendo por consiguiente limites de deteccion similares.

Conclusiones

e Bluephage es un método especifico y preciso para realizar ensayos rapidos de presencia

/ausencia para la deteccion de colifagos somaticos.
e Lasensibilidad de Bluephage no difiere de la sensibilidad mostrada por el método 1SO
e El limite de deteccion del método Bluephage es de 1 UFP por 100 ml.

o El método Bluephage es aplicable en el analisis de muestras de 100 ml requerido por las
normativas de aguas de la UE y la OMS.

(Nota: Los medios, tampones, protocolos, plasmidos y cebadores empleados en este articulo se
encuentran descritos en los Anexos 2-5.)
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Bluephage, a method for efficient
detection of somatic coliphages
in one hundred milliliter water
samples

Javier Méndez", Daniel Toribio-Avedillo, Raquel Mangas-Casas & Judit Martinez-Gonzalez

Emerging water quality guidelines and regulations require the absence of somatic coliphages in 100 mL
of water, yet the efficiency of standardized methods to test this volume of sample is questionable.
Arecently described procedure, Bluephage, using a modified E. coli host strain, overcomes some of
the methodological limitations of standardized methods. In a maximum of 6.5 hours (2.5 hours for
pre-growing the host strain and 4 hours for the presence/absence test), Bluephage allows the direct
detection of one plaque-forming unit (PFU) in a 100 mL water sample. The test shows high levels of
specificity for somatic coliphages and comparable accuracy with standardized methods.

Coliphages, viruses infecting Escherichia coli, have been included or are being considered for inclusion in water
quality regulations and guidelines around the world'-. Some of these regulations, such as those for different types
of drinking water>, prescribe or recommend the absence of somatic coliphages in 100 mL water samples.

Widely accepted standardized methods for determining somatic coliphages are available’=®. The host strains
and media endorsed in the ISO (International Organization for Standardization) standard 10705-2:2000” and
the USEPA (U.S. Environmental Protection Agency) 1601 and 1602 methods®® provide similar results'*'% To
determine coliphage absence in 100 mL water samples, which requires analysis of the full 100 mL volume, the fol-
lowing standardized procedures are currently used: (1) the presence/ absence test according to ISO or USEPA; (2)
the double agar layer (DAL) assay as indicated in ISO’, which requires the concentration of phages in 100 mL of
water sample followed by phage enumeration in the full concentrate, and (3) the USEPATs single agar layer (SAL)
assay®, which is applied to 10 replicas of 10mL. According to ISO and USEPA standards, the presence/absence test
requires 2 steps (enrichment and spot test) and needs more than one working day to obtain results. On the other
hand, both the concentration'** and SAL procedures are complex and suffer from loss of efficiency in coliphage
recovery'®!>. Feasible, efficient, fast and user-friendly methods to determine the presence of coliphages in 100 mL
water samples are therefore required. Recent progress in this field®"'® includes the development of Bluephage
method!®, whose application can facilitate the routine implementation of somatic coliphage determination in
laboratories with minimal equipment and expertise requirements.

To detect phage concentrations as low as one in a given volume is challenging, as viral particles have an uneven
spatial distribution in watery suspensions, theoretically following the Poisson model®®. Accordingly, to assess the
accuracy and detection limit of different phage determination methods, a statistical approach was used to calcu-
late the distribution in aliquots of suspension and consequently the expected percentage of positive samples in a
set of recipients prepared to contain about one phage per 100 mL.

The aim of this study was to compare the accuracy of the Bluephage method in testing for the presence/
absence of somatic coliphages in 100 mL volumes of water, as well as to assess its specificity and detection limit
compared to the reference method ISO-DAL.

Materials and Methods
Bacteriophage enumeration. The ISO DAL standardized method” was used to count somatic coliphages.

Susceptibility of host strains GW5 and CB10 to different coliphages. The sensitivity of both host
strains to coliphage isolates was tested with pure cultures of phages of our lab library, some of them coming from
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Figure 1. Control chart of the reference material used for the comparison test. UCL, UWL, CL, LWL and LCL,
refer to, respectively, the upper control limit (43 sigma), the upper warning limit (+2 sigma); the central line
(mean value), the lower warning limit (-2 sigma) and LCL lower control limit (-3 sigma).

culture collections and others isolated by us and characterized by electron microscopy®. The spot test performed
according to ISO” was carried out with bacteriophages belonging to different families of somatic bacteriophages:
Microviridae (Phi X174 and M4), Myoviridae (SOM 1, SOM 3, SOM 5, SOM 8, SOM 15, SCH2, SCH10 and STER
5), Podoviridae (933 W), Siphoviridae (SOM 4, SOM7, SOM 28, SSAU 9, MAR 1 and SCH4) and Tectiviridae
(PDRI1). Moreover, F-specific bacteriophages were tested: Inoviridae (F1) and Leviviridae (MS2, GA and QB).

As well, the cross-reaction with phages partially purified from well-isolated and visually different plaques on
the two strain by was tested. Plaques were obtained applying the ISO DAL method to a variety of fecally polluted
water samples. Thus, 30 plaques obtained on WG5 and 30 on CB10, were purified and their capability to infect
was tested by the spot test in both WG5 and CB10 strains.

Reference coliphage suspensions. Reference suspensions of naturally occurring somatic coliphages were
prepared according to Méndez et al.?!. Briefly, influent raw sewage from a wastewater treatment plant was centri-
fuged for 10 min at 2000 x g, and the supernatant was filtered through 0.22 pm low protein-binding polyethersul-
fone membrane filters. The naturally occurring somatic coliphages in the resulting suspensions were quantified
and after dilution concentrations ranging from 50 to 100 PFU per mL were obtained. Glycerol was added to give
a final concentration of 5 or 10% (v/v). The suspensions were distributed into vials of 1.5 or 2.5 mL and stored at
(=704 10) °C.

Quiality control of the reference suspension.  The quality and stability of the reference phage suspension
was monitored by a control chart prepared in accordance with van Dommelen?. For this purpose, 20 vials of each
batch were enumerated on different days. Based on the results, the mean (¥) and sigma (s) were calculated and
then the warning limits (¥ £ 2s) and control limits (X & 3s). In each successive experiment, one vial of the batch
was analyzed, and the result was included in the chart. Results were considered out of control in the case of a
single violation of the control limit (X & 3s) and if two out of three observations in a row exceeded the same
warning limit (¥ & 2s). Figure 1 shows the control chart of the phage suspension used.

Presencefabsence in 100 ml of water by Bluephage. Briefly, an aliquot of a freeze-dried culture of E.
coli strain CB10'®, containing about 10° cells, was suspended in 10 mL of Modified Scholtens” Broth (MSB)”. The
mixture was incubated at (36 == 1) °C for 2.5 hours with gentle shaking. When ready, 10 mL of the culture was
added to a 100 mL volume of water for testing. The culture was previously obtained using a dry culture medium
(fast kit BPF-SPA, Bluephage S. L., Barcelona) containing the necessary compounds to obtain the exact broth
composition as described by Muniesa et al.'®. The water sample receiving the CB10 culture was swirled gently
until thoroughly mixed and incubated at (36 & 1) °C. The test results were read after 3.5hours and the incubation
was never extended more than 4 hours from the beginning.

Detection performance. Detection was performed over a period of several weeks and by two different
operators, who each carried out a similar number of tests. The control chart of the reference suspension was used
throughout this period, in accordance with the quality control schemes followed, and there were no deviations in
the counts. Aliquoted volumes of 10 uL, 25 uL, 75pL and 100 uL of the reference suspension were titrated by the
ISO DAL assay’ and equal quantities of the reference suspension were added to containers containing 100 mL of
commercial mineral water, and submitted to a presence-absence test with Bluephage, as described above.

As negative control for Bluephage method, 80 commercial mineral water samples were analyzed.

Statistical analysis. The Kolmogorov-Smirnov test (KS), the Akaike information criteria (AIC), the test of
equal or given proportions and Wilcoxon test were carried out under R, version 3.5.3%. Distribution fitting was
done using the library fitdistrplus, version 1.0-14%*, Statistical bootstrapping was completed using the library
boot, version 1.3-20*>?%. In addition, the most probable number (MPN) of coliphage concentrations in the bacte-
riophage suspensions without 100% positive detection frequency was calculated using the library MPN, version
0.3.0%, calculating the confidence intervals using the Jarvis approach?.

Results and Discussion
Both the host strains and the method are specific for those somatic coliphages that are also detected by the strain
WGS and the ISO DAL method.
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Method
Control Chart ISO-DAL Bluephage
Central line Mean and
Vol. tested n (control limits)* | (95% C.I)> | MPN and (95% C.L)¢ | % pos. % pos. MPN and (95% C.1.)¢
Method
0 0
oul 80 10 0 (0-0.037) 0 0 (0-0.037)
0.70 0.45 0.51 0.48
101 42| (0.52-0.89) (0.26-0.62) | (0.32-0.84) 404 38.1 (0.29-0.79)
1.80 1.78 1.28 1.28
25 18 | (1.30-2.23) (0.94-2.50) | (0.72-2.29) 722 722 (0.72-2.29)
75ul 10 53 5.60 Non computable 100 100 Non computable
W (3.90-6.69) (4.30-6.90) P P
7.00 10.10
100l 10 (5.20-8.92) (7.50-12.10) Non computable 100 100 Non computable

Table 1. Results after enumeration using the ISO DAL method and presence/absence with the % of positive
enrichments using the Bluephage method. *Theoretical values of the reference material according to the
inoculated volume, theoretical mean and control limits; P(mean and confidence intervals obtained by statistical
bootstrapping; “MPN and confidence interval calculated according to Jarvis.

AIC C.ILof X
Vol. tested | Poisson | Neg. Binomial | Normal | Distribution | p-value®* |\ 2.5% | 97.5%
10pul 72.92 74.92 78.25 Poisson 0.261 0.452 0.286 0.643
25p1 67.18 67.49 72.40 Poisson 0.427 1.778 1.056 2.611
75ul 46.10 48.10 48.15 Poisson 0.155 5.600 4.100 7.000

Table 2. Summary of the parameters of the preferred probability distribution functions for each volume of the
reference materials titrated by the ISO DAL assay. *Chi-squared p-value.

Positive samples (%) Wil test®
Vol. tested | n | Theoretical | ISO Bluephage p-value
10pl 42 | 36.59 40.40 38.10 >0.05
25ul 18 |83.20 72.22 72.22 >0.05
75pl 10 | 99.65% 100.00 | 100.00 *

Table-3. Comparison between the number of positive samples assuming the Poisson probability distribution
functions. *Wilcoxon test results (both comparisons); * non-computable.

Strain CB10 was, as it is strain WGS5, susceptible of being infected by 18 bacteriophages belonging to five fam-
ilies of somatic coliphages, four of them being the most frequently observed in faecally contaminated waters®. As
well, both strains were sensitive to 60 recent bacteriophage isolates, and thus strain CB10 follows being suscepti-
ble to phages infecting WG5 and all phages isolated in CB10 infect strain WGS5. In contrast, neither strain WG5
nor strain CB10 were susceptible to the F-specific bacteriophages tested. Consequently, it can be deduced that
there is not change in phage susceptibility of strain CB10 with respect to strain W5.

None of the 80 negative controls changed to blue in 4 hours, indicating an absence of phages. The Bluephage
method therefore showed a very good specificity, showing no false positive results in 80 samples, or according
with the Poisson distribution, with lesser than 1.25% of false positives.

Thus, it can be concluded that both the host strains and the method are specific for those somatic coliphages
that are also detected by the strain WG5 and the ISO DAL method.

The phage concentration values obtained by the different methods are displayed in Table 1. The bacteriophages
counted by the ISO DAL assay in 10, 25 and 75 puL volumes of the reference suspension as well as the theoretical
numbers calculated from the control chart of the reference suspension both fitted a Poison distribution better
than a binomial or a normal distribution (Table 2). The AIC were applied as selection criteria, and the KS test was
carried out to verify that the real counts and calculated probability distribution functions did not differ statisti-
cally. Accordingly, the Poison distribution of the theoretical values in 10 uL, 25uL and 75 uL of the reference sus-
pension allowed the prediction of the number of positive detections in these three volumes, which was compared
with the number of positive detections obtained with the ISO DAL and Bluephage methods (Table 3).

The rate of positive detections using Bluephage method was identical (p > 0.05, test of equal or given propor-
tions) to that of the theoretical test and the ISO DAL assay.

The content of all containers receiving 75 uL and 100 uL of the reference phage suspension turned blue after
4hours, indicating the presence of phages, and the ISO DAL assay gave always-positive counts. Therefore, the
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results corresponding to tests where 100 pL of the reference suspension was added to 100 mL were not included
in the determination of accuracy and detection limit.

The containers receiving 10 uL and 25 pL of the reference suspension showed different percentages of positive/
negative detections as it is shown in Table 1. In addition, zero-values were detected in a number of tests by the ISO
DAL assay carried out in parallel. From the results of the Bluephage method (positive/negative) for each inocu-
lated volume, it was possible to determine the mean value expressed as MPN of bacteriophages in 100 mL of the
inoculated samples (Table 2). These values fit with the theoretical numbers added to each container according to
the phage concentration of the reference suspension and the counts obtained using the ISO DAL assay.

Moreover, using the Poisson distributions derived from the percentage of positive samples (Table 3) inocu-
lated with 10 uL and 25 pL a bootstrapping simulation for the Bluephage method was carried out to calculate the
accuracy and specificity of this method. Briefly, the first step for it was determining the X\-parameters, which were
estimated assuming the percentage of negative samples as the probability of 0-counts. Then, 10,000 runs were
simulated for the 42 counts inoculating 10 uL and for the 18 counts inoculating 25 p. Counts containing >1 phage
were considered positive. The simulated mean values of positive and negative samples were compared to the
real values obtained with ISO-DAL in order to calculate the accuracy and the specifity of the method. After the
simulation the mean accuracy value was 96.67% with a confidence interval of 92.67 to 99.33%; as well, the mean
specificity value was 97.78% with a confidence interval ranging from 94.3 to 100%, which fits with the showed
results with the sensitivity test performed.

According to these results, the Bluephage method was as accurate as the ISO DAL assay for somatic coliphage
detection in 100 mL water samples.

The limit of detection was calculated from the proportions of 10uL-inoculated samples, titrated following
the ISO DAL procedure, that contained 1 bacteriophage, versus the proportion of positive samples (>1 bacteri-
ophage) detected using Bluephage method. The percentage of positive samples for the ISO DAL and Bluephage
methods were 35.71% and 38.01%, respectively (Table 3). As the Poisson distribution describes the probability of
n number of events occurring in an interval given an average rate (X\), when n =0, the probability function can
be described as e™. In this particular case, the estimated \-values for samples titrated according to the ISO DAL
method and tested by Bluephage method were 0.4418 and 0.4796, respectively. To check for any statistical differ-
ence between both values, a bootstrapping analysis was carried out to determine the interval of \-values, which
did not statistically differ from the X-value of ISO DAL when the KS test was applied. The interval of \-values
ranged from 0.4032 to 0.4826, indicating that the performance of Bluephage method applied to samples contain-
ing low bacteriophage concentrations did not differ from the ISO DAL titration.

Summarizing, it can be concluded that the Bluephage method is a specific, accurate and a rapid presence/
absence feasible method to detect somatic coliphages, with a detection limit of 1 PFU per 100 mL, applicable to
100 mL water samples.
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4.3 Articulo 3:
Evaluacion de nuevos componentes en el medio Modificado de Scholten

para la deteccion de colifagos somaticos

Daniel Toribio-Avedillo, Javier Méndez, Maite Muniesa, Anicet R. Blanch

Food Environ Virol. 2020 Jun; 12 (2):148-157. DOI: 10.1007/s12560-020-09419-z.

Introduccion

La evaluacion de la calidad microbiologica del agua se ha basado tradicionalmente en la
utilizacion de indicadores bacterianos. A lo largo de las décadas se han realizado mejoras
perfeccionando su uso (Ashbolt et al., 2001; Feachem et al., 1983). No obstante, tienen ciertas
limitaciones, ya que no son siempre representativos del comportamiento de otras clases de
microorganismos como los virus, hongos o protozoos. Como consecuencia, especies patogenas
de dichos grupos podrian resultar problematicas a la hora de identificar o trazar su origen
basandose exclusivamente en informacion de indicadores bacterianos. Es por ello que diversas
especies y grupos de microorganismos han sido propuestos como indicadores alternativos para
estos grupos no bacterianos, complementarios a los indicadores bacterianos. Los bacteriéfagos
entéricos se han propuesto como indicadores fecales viricos para ser aplicados en agua,
alimentos y biosolidos (Havelaar et al., 1986; Hsu et al., 2002; Jofre, 2007; Kott et al., 1974).

Los bacteri6fagos entéricos son parasitos intracelulares obligados que abundan en el intestino
de los animales. Infectan a bacterias entéricas de forma especifica y generalmente no se replican
en el ambiente (Brion et al., 2002; Muniesa and Jofre, 2004). En funcidn de la localizacion de
infeccion o las cepas a las que infectan se han propuesto los siguientes grupos: colifagos
somaticos, colifagos F-especificos y bacteriéfagos que infectan a Bacteroides spp. Existen
métodos estandarizados (ISO) validados para la deteccion de cada uno de estos grupos de
bacteriofagos. Debido a su gran utilidad, hay normativas que ya los incluyen como indicadores
fecales viricos en aguas (North Carolina Administration 2011; Republica de Colombia 2014;
Western Australian Government 2012) incluidas directivas en la UE (The European Parliament
and the Council of the European Union 2020b, 2020a).

Los colifagos somaticos son buenos indicadores de contaminacion fecal gracias a que estan

generalmente presentes en mayores concentraciones que los colifagos F-especificos en

101



Articulo 3

muestras ambientales contaminadas fecalmente. En la UE se usa para su deteccion el método
de la doble capa (DAL) descrito en las normativas ISO 10705-2 (somaticos) e ISO 10705-1 (F-
especificos). En el método 1ISO 10705-2 se emplea el medio Modified Scholten (MS) tanto para
el crecimiento de la bacteria huésped como durante los ensayos de deteccion de colifagos. Al
estar presente durante todos los pasos del ensayo, las mejoras en la eficiencia del medio podrian
contribuir a mejoras en el rendimiento del método Este medio estd formulado con una
concentracion de nutrientes muy elevada que le permite ser muy eficiente para el crecimiento
bacteriano y para la deteccion de colifagos somaticos. La concentracion es tan elevada que
podria ser incluso excesiva, de manera que la reduccién de la concentracién de dichos
componentes podria ayudar a ahorrar en los costes de los anélisis. Por otro lado, la adicion de
nuevos componentes podria optimizar el crecimiento de las cepas huésped y/o la infeccion de
los colifagos. Estos fueron los dos campos de estudio que se plantearon para la busqueda de

mejoras en el medio de cultivo.

Objetivos

Para este estudio se han planteado los siguientes objetivos en relacion con el medio MS:

e Estudiar la influencia de la incorporacion de nuevos componentes presentes en otros
medios de crecimiento de E. coli al medio MS en el crecimiento de la cepa huésped E.

coli WGS5, la deteccién de colifagos somaticos y el coste de los analisis.

e Valorar la influencia de la reduccién de los componentes del medio MS en el
crecimiento de la cepa huésped E. coli WG5, la deteccion de colifagos somaticos y el

coste de los andlisis.

e Comprobar la existencia de posibles sinergias entre las diferentes vias de mejora

estudiadas y determinar las mejores combinaciones posibles.

Resultados

En primer lugar, se estudiaron las posibles mejoras en el crecimiento de la cepa huésped debido
a la inclusion de nuevos componentes en el medio MS. En base a los componentes de otros
medios selectivos de E. coli, se seleccionaron 8 posibles componentes cuya presencia podria
beneficiar el crecimiento de la cepa y/o deteccién de colifagos somaticos mediante el método
DAL. Los componentes seleccionados y sus concentraciones estan recogidos en la Tabla 1. Se

llevd a cabo un disefio de experimento 2% de Plackett-Burman (Plackett and Burman, 1946)

102



Articulo 3

doblado con un tamafio de N=24 para 8 factores con 2 niveles con estos 8 componentes para
determinar cuéles influyen significativamente en el crecimiento. Dicho experimento se realizd
como un primer cribado, minimizando el nimero de ensayos necesario en comparacion con un
disefio factorial completo. Utilizando las combinaciones establecidas por este disefio, se realizo
el analisis del crecimiento bacteriano mediante la técnica de Miles-Misra-Irwin (Miles et al.,
1938). Los resultados de este cribado inicial determinaron 3 componentes cuya presencia
influenciaba significativamente el crecimiento bacteriano: laurilsulfato de sodio, deoxicolato

de sodio e hidrogenofosfato de sodio.

Con los 3 componentes mas importantes ya definidos, se realiz6 un disefio factorial completo
(Christen and Raimbault 1991; K. W. Davies 1993) de 3® con 3 diferentes posibles
concentraciones para cada uno de los componentes. El objetivo del ensayo era determinar las
concentraciones optimas de cada uno de los componentes y posibles sinergias entre ellos. De
entre todas las combinaciones ensayadas, las siguientes fueron las mas destacadas:
LO DO HO0.5; L0 DO H1yLO D1 H1, cuyas composiciones estan descritas en la Tabla 2.

Tras la seleccion de estas combinaciones, se realiz6 de manera independiente un analisis con
un posible componente inhibitorio: el propionato de sodio. Este compuesto es empleado en
industrias alimentarias para eliminar el crecimiento de microbiota acompafante. En los analisis
realizados se observo que el medio P4 (con 4 g/L de propionato de sodio afiadido) presentaba
resultados significativamente mejores respecto al crecimiento de la cepa bacteriana en el medio

original mediante el método de Miles-Misra-Irwin.

El siguiente objetivo fue determinar la influencia de la dilucion del medio MS original en el
crecimiento de la cepa huésped E. coli WG5. En la Figura 3 se pueden observar las diluciones
realizadas y los resultados obtenidos de los ensayos de crecimiento bacteriano y velocidad de
crecimiento. De entre dichas diluciones, las diluciones de 1/2, 1/3 y 1/4 no resultaron
significativamente perjudiciales para el crecimiento de la cepa (p>0,05), aunque se observaron
diferencias en cuanto a la velocidad de este crecimiento. En las curvas de crecimiento se
observo que la Unica dilucién que no afectaba significativamente de manera negativa a la
velocidad de crecimiento era aquella cuya concentraciéon del medio original estaba diluida a la
mitad (p>0,05).

Con los datos obtenidos en los analisis previos, se planted un estudio de la velocidad de
crecimiento de las combinaciones de componentes favorables seleccionadas en combinacion

con una posible dilucion del medio. Los resultados de las curvas de crecimiento observadas se
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presentan en la Figura 4. Aunque alguna de estas combinaciones permitié un crecimiento mas
rapido que el medio original, ninguna de ellas obtuvo un resultado significativo. En cambio, se
observé un perjuicio significativo en la velocidad de crecimiento en el medio P4 tanto en

presencia como ausencia de la dilucion del medio original (p<0,05).

La influencia en la deteccion de colifagos somaticos mediante el método DAL de las
combinaciones de componentes mas favorables tanto en el medio MS original como la dilucion
1/2 del mismo esta representada en la Figura 5. Los recuentos de colifagos de este analisis
concluyeron que ni la adicion de estos nuevos componentes ni la dilucién del medio original
afectaban de manera significativa a la deteccion de colifagos somaticos mediante la
metodologia DAL (p>0,05).

Se realizé una estimacion del coste por muestra de cada uno de los medios propuestos en
comparativa con el coste del medio original. Los costes fueron calculados teniendo en cuenta
la necesidad de 10 placas para el ensayo y los precios comerciales de cada componente (Tabla
3). Se determind que la adicion de componentes nuevos al medio podria suponer hasta un 5%
de aumento en el coste como maximo, que es el caso del propionato de sodio. En cambio, la
dilucion del medio original ayuda a paliar estos posibles incrementos causados por la adicion
de componentes en gran medida, ya que resulta en todos los casos en reducciones de entre el

27 %y el 33 % de los costes analiticos en funcion de componentes adicionales.

Discusién

Cuatro de los nueve componentes ensayados tuvieron un efecto significativamente positivo en
el crecimiento bacteriano: el laurilsulfato de sodio, el deoxicolato de sodio, el hidrogenofosfato
de sodio y el propionato de sodio. Sim embargo, ninguno de ellos favorecio significativamente
la deteccidn de colifagos mediante el método DAL ni la velocidad de crecimiento de la bacteria
huesped. Pese a ello, se observd que existe una posible sinergia entre el deoxicolato de sodio y
el hidrogenofosfato de sodio observada en relacion con el crecimiento de la cepa huésped y
posiblemente su tasa de crecimiento. Estudios mas exhaustivos respecto a estos componentes y
sus posibles efectos sinérgicos podrian acarrear una reduccion en tiempos de analisis de
enumeracion de colifagos. No obstante, con los datos actuales se requeririan mas analisis
confirmatorios evaluando las posibles variaciones en las concentraciones de los componentes

y como afectan a la sinergia observada.
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Por otra parte, se observo que la dilucion a la mitad de la concentracion original del medio MS
no conlleva ningun efecto perjudicial en ninguno de los parametros contemplados en este
estudio. Esto confirma la hipoétesis inicial de que la concentracion de nutrientes en el medio MS
es innecesariamente elevada y se puede reducir. La reduccion permitiria ahorrar costes y
facilitar el uso del medio MS en analisis de muestras con un elevado volumen. Un ejemplo son
los cultivos de enriquecimiento para el ensayo de presencia/ausencia de las metodologias de la
ISO para la deteccion de colifagos. Este método usa una version 2 veces concentrada del medio
MS para evitar la posible dilucidn del mismo causada al afiadir el mismo volumen de la muestra.
Teniendo en cuenta la posibilidad de dilucién del medio original, se podria utilizar el MS
original ya que su dilucién a la mitad no conlleva efectos perjudiciales ni en el crecimiento ni
en la deteccidn de colifagos. Esto supondria un ahorro considerable en el coste del ensayo como
se comprobd al realizar los analisis de costes. Esta reduccién también favorece el desarrollo de
Kits o pruebas optimizadas para la deteccion de bacteriofagos, ya que los posibles aumentos en
el coste debidos a la inclusién de nuevos componentes pueden verse compensados por la
reduccion de costes gracias a la dilucion.

Conclusiones

e La adicién de nuevos componentes al medio MS puede favorecer el crecimiento de la
cepa huésped WG5. Ademas, algunas combinaciones de componentes podrian mejorar

la tasa de crecimiento sin alterar la enumeracion de bacteriéfagos.

e La reduccion de la concentracion del medio MS es beneficiosa y viable
econdmicamente. Es posible reducir hasta un cuarto la concentracion original sin alterar
el crecimiento de la bacteria y hasta un medio sin alterar la velocidad de crecimiento

bacteriano.

e La dilucion del medio original a la mitad se estima que podria ahorrar costes de
aproximadamente un 33% respecto al coste original. Este ahorro podria compensar el

aumento de coste generado por la introduccion de componentes adicionales en el medio.

(Nota: Los medios, tampones, protocolos, plasmidos y cebadores empleados en este articulo se

encuentran descritos en los Anexos 2-5.)
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Abstract

Enteric bacteriophages (somatic coliphages, F-specific coliphages or both together) are now recognized as useful viral
indicators in water, shellfish, and biosolids and are being progressively included in national and international sanitary
regulations. Among them, somatic coliphages have an advantage in that they usually outnumber F-RNA coliphages in
water environments. Their enumeration using Modified Scholten’s (MS) media, following the ISO 10705-2 standard for the
growth of Escherichia coli host strain WGS, is highly efficient and a common practice worldwide. These media contain a
high concentration of nutrients, which may be modified to save costs without loss of bacterial growth host efficiency. This
study explored reducing the concentration of nutrients in the current formulation and/or incorporating new components to
improve the host bacterial growth and/or the enumeration of somatic coliphages at an affordable analytical cost. A twofold
dilution of the original MS media was found not to affect the bacterial growth rate. The addition of combinations of assayed
compounds to twofold diluted MS media slightly enhanced its analytical performance without altering bacterial growth. By
generating savings in both cost and time while maintaining optimal results, media dilution could be applied to design new

simple applications for coliphage enumeration.

Keywords Somatic coliphages - Bacteriophage - Viral indicators - Water quality - Culture medium

Introduction

For more than a century, the evaluation of the microbio-
logical quality of water has been based mainly on bacte-
rial indicators (Feachem et al. 1983; Ashbolt et al. 2001).
After progressive improvements in specific and practical
applications and analytical techniques such as membrane
filtration methods, defined substrate methods, or microbial
source tracking (Ashbolt et al. 2001; Farnleitner and Blanch
2017), bacterial indicators are a key contributor to the con-
trol of waterborne infectious diseases. However, bacteria
have certain limitations, for example, they are not always
representative when used as indicators of pathogenic viruses
in certain situations and water treatments in both developed
and developing countries (Borchardt et al. 2004; Gerba et al.
1979; Grabow 2001; Keswick et al. 1984; Payment et al.
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1997). As an alternative, in the last decades, enteric bacte-
riophages have been proposed as viral indicators in water as
well as food and biosolids (Havelaar et al. 1986; Hsu et al.
2002; Jofre 2007; Kott et al. 1974; WHO 2017a, b).

Enteric bacteriophages are obligate intracellular micro-
organisms (Adams 1959) that are abundant in the guts of
animals, infect specific enteric bacteria, and generally do
not replicate in the environment (Brion et al. 2002; Muniesa
and Jofre 2004). Three main groups of bacteriophages have
been proposed as improved indicators for viral fecal pol-
lution: somatic coliphages (infecting Escherichia coli
through the cell wall), F-specific phages (infecting E. coli
and other enterobacteria through the sex pili encoded by
the F-plasmid), and phages of Bacteroides spp. (infecting
host strains through the cell wall). Standardized methods for
the detection of all the bacteriophage groups (ISO 10705-1,
ISO 10705-2, US-EPA 1601, US-EPA 1602) (Anonymous
1995, 2000; Anonymous 2003a, b, ¢) and procedures for
validating methods for the concentration of bacteriophages
from water (ISO 10705-3) (Anonymous 2003a, b, c) have
been developed.
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The utility of somatic coliphages, F-specific coliphages, or
both together (total coliphages) has been increasingly acknowl-
edged and they are now included as viral indicators for water,
shellfish, and biosolids in national and international sanitary
regulations (NHMRC and NRMMC 2011; North Carolina
Administration 2011; Queensland Government 2005; Repub-
lica de Colombia 2014; Republique Francaise 2014; U.S. EPA.
2016; U.S. EPA 2015; Western Australian Government 2012;
Food and Drug Administration and Interstate Shellfish Sani-
tation Comission 2015). The European Commission recently
included coliphages among microbial parameters in a new EU
drinking water directive (https://ec.europa.eu/info/law/bette
r-regulation/initiatives/com-2017-753_en) and for the vali-
dation of treatment processes in water reuse (https://ec.europ
a.eu/info/law/better-regulation/initiatives/com-2018-337_en).
Scientific reviews, meta-analysis studies, and guidelines also
support their use as viral indicators in water monitoring and
management practices for different types of water use (U.S.
EPA 2015; WHO 2017a; Nappier et al. 2019).

Somatic coliphages usually outnumber F-RNA phages
in water environments (Jofre et al. 2016; Mooijman et al.
2005; WHO 2017b; Nappier et al. 2019). They have also
been previously reported as good indicators for viral fecal
pollution (Armon and Kott 1996; IAWPRC Study group on
health related water microbiology 1991; Jofre 2007).Their
enumeration using Modified Scholten’s (MS) media (MSB:
Modified Scholten’s Broth; ssMSA: semi-solid Modified
Scholten’s Agar; MSA: Modified Scholten’s Agar) accord-
ing to the ISO 10705-2 standard (Anonymous 2000) is com-
monly performed in conventional laboratories worldwide.
These MS media are formulated with a high concentration of
nutrients and have proved highly efficient for bacterial host
growth and subsequent enumeration of somatic coliphages.
Nevertheless, the incorporation of new components used in
other culture media for the growth of E. coli strains, and/or
a reduction of the nutrients in the MS media may improve
(i) the growth of the host strain E. coli WG5S (ISO 10705-
2), providing an optimal layer of bacterial growth, (ii) the
recovery of somatic coliphages for their enumeration, and
(iii) the costs of the media used for coliphage determination.

In this study, the currently used MS media were modified
by incorporating several compounds found in other culture
media formulations for E. coli and by removing certain
components, and the performance of the new medium was
assessed.

Material and Methods
Bacteriophages and Bacterial Strains

A pure culture of the somatic coliphage ®X174 (ATCC
13,706-B1) in laboratory stocks of known concentration (10°
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plaque-forming units/mL) was used as a reference bacterio-
phage in accordance with the ISO 10705-2 standard. E. coli
strain WGS5 (ATCC 700078) was used as a host strain for
somatic coliphages as described in the ISO 10705-2 standard
(Anonymous 2000) in assays of growth kinetics and medium
optimization by enumeration of colony-forming units (CFU)
and plaque-forming units (PFU), respectively.

Medium and Growth Conditions

All the studied media formulations (solid, semi-solid or
broth) were used following the established conditions in the
ISO 10705-2 standard for the culture of E. coli WGS strain
(Anonymous 2000). MSB, MSAss, and MSA were used to
set up the base values for bacterial growth and later for the
enumeration of somatic bacteriophages applying the double
agar layer (DAL) method as indicated in the ISO procedure.
According to ISO 10705-2, the MSB components are: 10 g/L.
of peptone, 3 g/L of yeast extract, 12 g/L of meat extract, and
3 g/L of NaCl. For the preparation of MSA, 15 g/L of agar
is added to the composition, and for MSAss, only 7.5 g/L
of agar is added. Additionally, 5 mL of Na,CO; (150 g/L)
and 0.3 mL of MgCl, (4.14 M) per liter were always added
before sterilization. After the sterilization process, the pH
was adjusted to 7.0-7.5. Incubation of all media formula-
tions was always performed at 37 ‘C for 18 h to quantify
bacterial growth (by CFU) and somatic coliphages (by PFU).

Colony-Forming Unit Enumeration
in the Experimental Media

The growth of E. coli strain WGS in the media contain-
ing new compounds was initially assessed by enumerat-
ing the CFU using the Miles—Misra—Irwin method (Miles
et al.1938). This consists of making tenfold serial dilutions
of a fresh bacterial culture and plating one drop of 10 uL of
each dilution in an agar plate of the assayed medium. For
every designed medium, six dilutions (from 107 to 107)
were inoculated on each plate, each with five replicates (See
Fig. 1). MSB was used to prepare the fresh culture of E. coli
strain WGS. A positive control of MSA was used as the base
level reference for statistical analysis of significances for the
new media in each assay. For every experiment performed
with the new media, a negative control using sterile MSB
was also plated.

Bacterial Growth Kinetics of the Assayed Media

The kinetics of bacterial growth were measured by spec-
trophotometry, observing the increase of optical den-
sity at 600 nm (ODg,). Growth curves were monitored
every 30 min until the culture reached the cell density
of > 10 CFU/mL, when exponential growth stopped.
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Fig. 1 Schematic representation of Miles—Misra—Irwin method applied for CFU/mL enumeration

According to ISO 10705-2, an exponential phase culture of
the bacterial host is needed for bacteriophage enumeration,
the main aim of this study.

Plaque-Forming Unit Enumeration
in the Experimental Media

PFU of somatic coliphages were counted by the DAL tech-
nique and using a host strain E. coli WGS as described in
the ISO 10705-2 standard (Anonymous 2000). The DAL
technique consists of several steps in which a sample con-
taining bacteriophages, a host strain, and semi-solid agar
medium are mixed and plated on MSA plates forming an
overlay. Enumeration of PFU was performed after 18-24 h
of incubation at 37 °C. In this instance, MS media and %2
MS media were used for the DAL as described in the ISO
10705-2 standard for the detection of a calibrated suspension
of the somatic coliphage ®X174.

New Compounds and Concentrations

Different compounds were added to the MS media to evalu-
ate if they could improve the bacterial growth and/or the
enumeration of somatic coliphages. Their selection was
based on the composition of other selective media for E.
coli such as Chromocult, Difco MI, DifcoMTEC, Colilert,

and HardychromEsBL (Atlas 2010). Eight compounds were
chosen, each used at two concentrations (Table 1) accord-
ing to the usual concentrations in other enterobacteria
growth media: casamino acids (CAS 91079-40-2), sodium
pyruvate (CAS 113-24-6), tryptophan (CAS 73-22-3), thia-
mine (CAS 67-03-8, sodium lauryl sulfate (CAS 151-21-3),
sodium deoxycholate (CAS 302-95-4), disodium hydrogen
phosphate dodecahydrate (CAS 10039-32-4), and sodium
dihydrogen phosphate (CAS 7558-80-7).

The significance of the effects of the selected eight com-
pounds at two concentrations was determined using the

Table 1 Selected components in the initial design and their concen-
trations

Component Low concentra-  High concen-
tion (L) (g/L) tration (H)
(g/L)
Casamino acids 1.600 8.000
Sodium pyruvate 0.005 1.000
Tryptophan 0.005 1.000
Thiamine - 0.026
Sodium lauryl sulphate - 0.200
Sodium deoxycholate - 0.100
Disodium phosphate - 2.700
Sodium dihydrogen phosphate - 2.200
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statistical model 2% (Christen and Raimbault 1991; Davies
1993), which analyzes the importance of k factors (com-
pounds) in a determinate event (medium definition). Con-
sequently, eight factors (k=8) were used for the evaluation,
each at two concentrations. These parameters allowed the
definition of 2% media. In order to minimize the analyses, a
folded-over Plackett—-Burman design was performed (Plack-
ett and Burman 1946), with a run size of N=24 of up to 8
factors. A Plackett—Burman design is a type of screening
design that facilitates finding out which factors in an experi-
ment are important, allowing the analysis of a great number
of factors without performing a complete factorial design.
Therefore, it is a great tool for an initial screening for which
factors to concentrate on in the following experiments. Thus,
the number of potential media was reduced from 28 (factorial
design) to 24 combinations with five replicates of each in the
Plackett—-Burman design. The bacterial strain E. coli WG5
was used to evaluate all these media by the enumeration of
total CFU. A McFarland no. 3 cell suspension (McFarland
1907) in 0.25x PBS solution was prepared after growing the
strain on MSA for 48 h. This suspension used as a reference
to adjust the turbidity of bacterial suspensions has a turbid-
ity equal to 9x 108 CFU/mL of bacterial growth. Tenfold
dilutions were made from these suspensions in 0.25x PBS
solution. Five replicates of plating for each experimental
medium were performed following the Miles—Misra—Irwin
method (Miles et al. 1938) which is described in Sect. 2.3
of this article.

From the Plackett—-Burman design three compounds
were observed to improve significantly bacterial growth in
Miles—Misra—Irwin assays. These components were selected
for a full factorial design using three different concentra-
tions of each, giving 3* possible combinations, in order to
determine the optimal concentrations and possible syner-
gies between them. The selected compounds were sodium
lauryl sulfate (CAS 151-21-3) [LO=0 g/L of sodium lauryl
sulfate; L0.5=0.1 g/L of sodium lauryl sulfate; L1=0.2 g/L.
of sodium lauryl sulfate], sodium deoxycholate (CAS 302-
95-4) [DO=0 g/L of sodium deoxycholate; D0.5=0.05 g/L
of sodium deoxycholate; D1 =0.1 g/L of sodium deoxycho-
late] and disodium hydrogen phosphate dodecahydrate (CAS
10039-32-4) [HO=0 g/L of disodium hydrogen phosphate
dodecahydrate; H0.5=1.35 g/L of disodium hydrogen phos-
phate dodecahydrate; H1 =2.7 g/L of disodium hydrogen
phosphate dodecahydrate]. Once again, bacterial growth was
measured using the Miles—Misra—Irwin method as previ-
ously described. Combinations of the selected compounds
which yielded better CFU/mL results were subjected to fur-
ther analysis.

After analyzing the initially chosen eight compounds, an
additional compound, sodium propionate, was independently
assayed at three concentrations with the same methodology.
Used in the food industry for inhibiting bacterial growth,
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sodium propionate was tested to see if it would facilitate
CFU enumeration besides inhibiting the growth of other
microorganisms. This would be of interest, as it could con-
tribute to saving time by avoiding the filtration step in ISO
guidelines for eliminating accompanying microbiota (Anon-
ymous 2000). Concentrations were the following: sodium
propionate (CAS 137-40-6) [P1=1 g/L of sodium propion-
ate; P2=2 g/L of sodium propionate; P4 =4 g/L of sodium
propionate].

Subsequently, twofold, threefold, fourfold, eightfold,
16-fold, and 32-fold diluted MS media were tested using
the Miles—Misra—Irwin method (Miles et al. 1938) for
CFU/mL determination, the measurement of ODg,,, for
growth rate comparison, and the DAL method according
to ISO 10705-2 (Anonymous 2000) for PFU/mL enumera-
tion of somatic coliphages. This approach would allow us to
determine the feasibility of reducing the concentrations of
nutritional components of the established MS media with-
out negatively affecting bacterial growth or bacteriophage
detection. The original MS media composition was used as
a control in all analyses.

The most favorable combinations of new components and
dilutions of the existing ones providing similar results to
the original media were assayed for growth rate (ODggq,
measurement) and bacteriophage detection (PFU/mL enu-
meration by the DAL method) to determine the most optimal
combinations.

Statistical Analysis

Experimental design, computation of data, and statistical
tests were performed using Statgraphics software (Stat-
graphics Centurion XVI v.16.0.07) (Statpoint Technolo-
gies, Inc.). ANOVA analysis with 95% confidence intervals
was performed to corroborate the significance of differences
observed in the obtained data. E. coli and somatic coliphage
concentrations were log10 transformed to normalize the data
prior to statistical analysis.

Results

Colony-Forming Unit Enumeration
in the Experimental Media

The quantification of bacterial growth using the
Miles—Misra-Irwin method (Miles et al. 1938) based on
the initial factorial design showed differences in growth
among the studied compounds. Standardized effects of
each component added to the medium are represented
in Fig. 2. This Pareto chart shows the absolute values of
the standardized effects from the largest to the smallest.
The standardized effects are t-statistics that test the null
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hypothesis (zero effect). The chart also plots a reference
line to indicate which effects are statistically significant
considering a significance level of a=0.05, for determin-
ing significance in the Pareto chart with 95% confidence
intervals. The factors with bar extending beyond the vertical
line on the pareto chart shows significant influence at 95%
confidence level. Three of the eight assayed components
(sodium deoxycholate (p-value =0.0039), sodium lauryl sul-
fate (p-value=0.0093), and disodium hydrogen phosphate
dodecahydrate (p-value=0.0119)) surpassed this thresh-
old (Fig. 2), thus having a positive influence on bacterial
growth. The other 5 components had either a negative effect
on growth or a small positive effect that did not reach the
significance threshold.

The subsequent experimental design testing these three
potentially favorable components yielded better results in
bacterial growth in the following combinations (Table 2):
LO_DO0_HO0.5; LO_DO_H1 and LO_D1_H1 (LO=0 g/L of
sodium lauryl sulfate, DO=0 g/L of sodium deoxycholate,
D1=0.1 g/L of sodium deoxycholate, HO.5=1.35 g/L of
disodium hydrogen phosphate dodecahydrate; H1 =2.7 g/L
of disodium hydrogen phosphate dodecahydrate).

A similar analysis with the potentially inhibitory compo-
nent (sodium propionate) was performed independently. Of
the concentrations assayed, P4 (4 g/L. of sodium propionate
added) was the only one that performed significantly better
than the original medium (p-value =0.023).

Altogether, among the designed media, those that yielded
a better bacterial growth were MSA supplemented with the
following compounds and concentrations: LO_DO0O_HO0.5;
LO0_DO_H1; L0_D1_HI, and P4 (Table 2). These four higher

performing combinations were selected for further analyses
of bacteriophage enumeration and bacterial growth curve
assays.

Concentration of the Original MS Medium

The bacterial growth measurements were assayed in MS
and several diluted MS media. Results of E. coli WG5S
growth showed that the original formulation of this medium
contains an excessively high concentration of nutrients
(Fig. 3a). Thus, the original MS medium can be diluted up
to fourfold without causing any significant effect on bac-
terial growth (1/2 p-value =0.828, 1/3 p-value=0.571,
1/4 p-value =0.236). Higher dilutions of the MS media
were significantly detrimental for bacterial growth.
(1/8 p-value=3.63E-04, 1/16 p-value =1.07E-04, 1/32
p-value =5.29938E-05).

The comparison in Fig. 3b of different growth curves
shows that there were no significant differences in growth for
up to twofold dilutions (p-value =0.949). However, threefold
and fourfold dilutions, which were previously considered
harmless for bacterial growth in our Miles—Misra—Irwin
experiments, reduced the growth rate of E. coli cultures and
were thus not considered for the following assays.

Growth Curve Analysis of Experimental Media

A global comparison of the growth curves of the remain-
ing media was performed using MSB and twofold diluted
MSB (MSB %) as the base media. Concentrations and
components added to media are the same as previously

Sodium deoxycholate

| | =2+

Sodium laurylsulphate

Disodium phosphate

Tryptophan

Sodium pyruvate

Thiamine

Sodium dihydrogen phosphate

Casamino acids

1 1 1 1

Fig.2 Standardized effect pareto chart for bacterial growth measure-
ments (CFU/mL) obtained in Miles—Misra—Irwin assays for the eight
studied compounds, marked with (+) if their presence had a positive

1.5 2 25 3

Standardized effect

effect overall and (-) for negative effects. Vertical line represents a
confidence interval of 95%
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Table 2 Selected media CFU/mL counts and component concentrations (g/L) in each of them

Medium MSB concen- Sodium deoxycholate Disodium phosphate ~ Sodium propionate CFU/mL  SD p-value
tration (g/L)  concentration (g/L) concentration (g/L)  concentration (g/L)

MSB 28 - - - 6.09x10% 2.82x107 -
MSB L0_D0_HO0.5 28 - 1.350 - 6.31x10%  3.21x107 0.190
MSB L0_DO0_H1 28 - 2.700 - 6.43x10%  3.34x107 0.279
MSB LO_DI1_H1 28 0.100 2.700 - 6.40x10%  1.14x107 0.197
MSB P4 28 - - 4.000 6.57x10% 2.37x107 0.089
MSB 172 14 - - - 6.01x10° 2.71x107 0.828
MSB 1/2L0_D0_H0.5 14 - 1.350 - 6.07x10%  3.09%107 0.632
MSB 1/2 L0_DO0_H1 14 - 2.700 - 6.19x10% 3.21x10" 0.873
MSB 1/2 L0_D1_H1 14 0.100 2.700 - 6.16x10%  1.10x107 0.429
MSB Y2 P4 14 - - 4.000 6.45x10%  2.32x107 0.254

L sodium lauryl sulfate, D sodium deoxycholate, H disodium hydrogen phosphate dodecahydrate, P sodium propionate
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Logyo CFUML

Control ~ 1/2 Dilution  1/3 Dilution  1/4 Dilution  1/8 Dilution 1/16 Dilution 1/32 Dilution

Fig. 3 a Bacterial growth (CFU/mL) determined using Miles—Misra—
Irwin method for evaluating several dilutions of the original formu-
lation of MSB and MSA medium, which were utilized as controls
for these experiments. b Growth curves of E. coli WG5 (OD600) in

described in Table 2. Media LO_D0_HO0.5 and LO_D1_H1
(Table 2) allowed a faster growth than the other media
when combined with the original MSB (Fig. 4), how-
ever, not a significantly faster growth (p values =0.838
and 0.862, respectively). As a consequence, the addition
of sodium deoxycholate and disodium hydrogen phos-
phate dodecahydrate at the previously specified concen-
trations favored bacterial growth, reducing the time in
which the culture reaches a cell density of > 10° CFU/mL
(ODgg > 0.5). The significantly worst performances were
clearly from both MSB and MSB Y2 combined with P4 (p
values =0.031 and 0.012, respectively), resulting in a more
than twofold slower growth rate compared to the controls.
As shown in Fig. 4, there were no differences between the
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several diluted MSB medium concentrations measured until reaching
stationary phase. MSB medium was used as control for the experi-
ment

other potential media and the control used for both MSB
and MSB Y%a.

Plaque-Forming Unit Enumeration
in the Experimental Media

PFU/mL was determined by DAL assays for all the experi-
mental media based on MS media and MS %2 media, accord-
ing to the results obtained in both the bacterial CFU/mL
enumeration and growth curve measurement experiments.
The extra components added to these media were identical
to those added in the previous experiments (Table 2). No
significant differences were observed in enumeration effi-
ciency in terms of the components added to medium (Fig. 5)
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Fig.4 Representative growth curves of media with added compo-
nents at determined optimal concentrations using MSB and MSB
15 as core media. (LO=0 g/L of sodium lauryl sulfate; DO=0 g/L
of sodium deoxycholate; D1=0.1 g/L of sodium deoxycholate;

(p-value=0,179). In relation to media reduction, twofold
dilution yielded no significant changes in PFU/mL enumera-
tion either (p-value=0.714).

Cost Estimation

Using the ten newly designed media, a simple estimated cost
analysis per sample was also performed, using the original
MS media as a reference (MSB, MSA, or ssMSA). Estima-
tions were made assuming the necessity of at least 10 plates
of each media per sample, and the cost of each reagent was
based on the commercial prices of the components used in
our experiments. Results of this analysis are summarized
in Table 3. The addition of new components in the medium
could cause a maximum cost increase of 5%, in the case of
sodium propionate. However, these slight increases might be
mitigated by dilutions of the base media, which could result
in a 27-33% reduction of analytical costs, depending on the
additional components.

Discussion

Out of the nine components tested, four had a significantly
positive effect on bacterial growth as measured by CFU/
mL enumeration: sodium laury sulfate, sodium deoxy-
cholate, disodium hydrogen phosphate dodecahydrate,
and sodium propionate. Although none of them had a

16

14

12

ODGDUI\M

06
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02

0 50 100 150 200 250 300
Time (min)

——MSB 1/2
MSB 1/2 LO_D1_H1

MSB 1/2 L0_DO_H0.5
MSB 1/2 P4

—=—MSB 1/2 L0_DO_H1

HO0.5=1.35 g/L of disodium hydrogen phosphate dodecahydrate;
H1=2.7 g/L of disodium hydrogen phosphate dodecahydrate;
P4=4.0 g/L of sodium propionate)

significantly positive influence on bacteriophage detec-
tion by PFU/mL enumeration, the growth rate of the host
strain was improved.

A possible positive synergy between sodium deoxycho-
late and disodium hydrogen phosphate dodecahydrate was
found at 0.1 g/L and 2.7 g/L, respectively. Synergy was
observed in both CFU/mL and OD measurements, while
bacteriophage enumeration remained similar to the MSB
control. A similar effect was observed with the addition of
disodium hydrogen phosphate dodecahydrate at 1.35 g/L.
The improvement in the bacterial growth rate induced by
these combinations could indirectly benefit bacteriophage
enumeration by decreasing the time of analysis.

The fourfold dilution of MSA did not improve the
overall bacterial growth rate or therefore the enumera-
tion of bacteriophages (PFU). However, the growth rate
of the original MSB was maintained with twofold dilu-
tions, thus confirming our initial hypothesis that the MS
media contain an excessive amount of nutrients and could
be diluted to save costs. Furthermore, this modification
could also be applied for the analysis of larger sample
volumes in enrichment cultures intended for absence/pres-
ence tests (Anonymous 2000), which currently use twofold
concentrated media to analyze equal volumes of sample.
As diluting the media would not significantly affect the
measurements, 1X MSB could be used directly without
reducing the growth of the host strain or the propagation
of bacteriophages.

@ Springer
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Fig.5 Enumeration of somatic bacteriophages of the different stud-
ied combinations using the MSB, MSA, and MSAss media complete
or ¥2 diluted with or without supplementation of the selected com-
ponents. Selected components: LO=0 g/L of sodium lauryl sulfate;
D0=0 g/L of sodium deoxycholate; D1=0.1 g/L of sodium deoxy-

Table 3 Cost estimates per sample and fluctuation in comparison to
original medium of the selected media

Medium Cost of media per ana- % of cost

lyzed sample (€) increase/

decrease
MS 3.54 0.00
MS LO_D0_H0.5 3.57 0.78
MS LO_DO_H1 3.60 1.56
MS LO_DI1_H1 3.62 221
MS P4* 3.74 5.80
MS 12 2.36 -33.38
MS 1/2 LO_D0_H0.5 2.39 -32.60
MS 1/2 L0_D0_H1 241 -31.82
MS 1/2L0_D1_H1 242 -31.66
MS 1/2 P4 2.56 -27.57

“Best performing in terms of CFU/mL

In conclusion, whereas the supplementation of
MS media with new compounds rarely slowed bacte-
rial growth, some combinations of compounds slightly
improved the growth rate without altering bacteriophage
enumeration. More studies are required to analyze the
effects of these compounds and further optimize the
quantity to be added to the media. In particular, the fea-
sibility of their supplementation on a larger scale should
be assessed from an economical point of view. Possible
extra costs could nevertheless be offset by the dilution
of the media, which can be done up to fourfold without
significantly altering bacterial growth and up to twofold
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cholate; H0.5=1.35 g/L of disodium hydrogen phosphate dodecahy-
drate; H1 =2.7 g/L of disodium hydrogen phosphate dodecahydrate;
P4=4.0 g/L of sodium propionate; MSB =No potential components
were added to the media

without altering either growth rate or bacteriophage enu-
meration. According to the estimates performed in this
study, a 33% saving in costs could be achieved by reducing
the MS media concentration by half. After the addition of
different components, the savings were slightly lower, with
a minimum of 27%. These results create new possibili-
ties for designing improved tests or kits for bacteriophage
detection, as any added costs per sample arising from the
new components would be more than offset by the savings
from media dilution.
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