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Abstract

Besides classic enteric viruses such hepatitis A virus and norovirus, there are other
viruses that can reach water sources without being part of their transmission route. Some
of these pathogens are enveloped viruses, which complicates their recovery with the

usual concentration methods for the classic naked enteric viruses.

Glass wool filtration followed by polyethylene glycol (PEG) 6000 precipitation is cheap
and reliable for recovering non-enveloped viruses, but is inefficient for the concentration
of enveloped viruses. Thus, the first goal of this Thesis was the optimization of the glass
wool filtration method for the recovery of enveloped viruses without losing efficiency
for the recovery of naked viruses. Once optimized, this protocol was used to concentrate
viruses from multiple water types such drinking water, surface water, well water,

wastewater and brackish pond water.

The results presented suggest that the optimized glass wool filtration method is useful
and reliable for recovering both enveloped and non-enveloped viruses. Of particular
interest was the characterization of a norovirus outbreak of gastroenteritis associated to
the consumption of bottled water. Remarkably, several emerging viruses, such as non-
classical astroviruses, West Nile virus and rat coronaviruses, were detected in samples

from Riyadh (Saudi Arabia), and Barcelona.

Additionally, a monthly surveillance of enterovirus in the Barcelona wastewater was
implemented for the control of the circulation of highly pathogenic species such as
Enterovirus A71 and D68. The dominant consensus sequence and the ensemble of major

and minor sequences were determined by Sanger and deep sequencing, respectively.
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I introduccion

1.1 - Historia y relevancia del tratamiento de aguas

El agua siempre ha sido una importante via de transmisiéon de
enfermedades, ya sean bacterianas, viricas o parasitarias, que hoy en dia afecta
sobre todo a los paises en vias de desarrollo. Este problema ya se conocia desde
el albor de las primeras civilizaciones, y el ser humano ha buscado métodos para
evitar el contagio de aquellos patégenos que utilizan la via fecal-oral. Cerca del
3500 a.C. se comenz6 a hacer uso de letrinas en Mesopotamia para separar las
aguas negras de aquellas destinadas al consumo [1]. Si avanzamos hasta el 2000
a.C. podemos observar que en el antiguo Egipto se utilizaba el cobre como
método de desinfeccion de agua, siendo la primera de muchas culturas que
darian a ese metal un uso en el saneamiento de agua de bebida [2]. Con el paso
del tiempo aparecieron nuevos métodos de control y tratamiento de aguas con
el propésito de prevenir enfermedades, basandose especialmente en la turbidez
como pardmetro de evaluacion de la salubridad debido al desconocimiento de la
existencia de los microorganismos hasta el siglo XVIL. Aun asi, no seria hasta
después de las epidemias de célera de 1854 y 1892 en Reino Unido y Alemania,
respectivamente, cuando se comenzaron a instaurar las bases de la depuracion
de aguas con unas normativas que culminaron en el afio 1897 y que supondrian
la base de los métodos de saneamiento actuales [3]. Hoy dia existe un sistema
robusto y efectivo cuyos principios se cimientan en la gestion desarrollada por la

antigua Grecia [1,4] que permite el facil acceso de agua potable a la poblacion.

Los sistemas de tratamiento de aguas residuales y potabilizacion para el
posterior uso y consumo estdn muy extendidos, pero todavia no se ha instaurado
en todo el mundo. Los datos recogidos por WHO y UNICEF demuestran que en
2015 todavia el 7% de la poblacién mundial carecia de acceso a una fuente de
agua segura. La mayor parte de éstos son habitantes de paises en vias de

desarrollo donde ademds mucha gente no posee un sistema basico de
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saneamiento y no pueden llevar a cabo practicas basicas de higiene [5]. El escaso
desarrollo socioeconémico de estas zonas hace que sea dificultosa la integracion
de un buen sistema de depuracién y potabilizacién. Todo ello conlleva a una alta
incidencia de las enfermedades transmitidas a través del agua, y junto con otros
factores como la mala alimentaciéon conllevan a una mayor gravedad de las

mismas [3].

Determinar la carga microbiolégica del agua para evaluar su calidad es
algo bien establecido y relativamente facil de llevar a cabo en nuestras
instalaciones, pero el proceso se vuelve mucho més complejo y resulta poco
viable en zonas econdémicamente deprimidas. La falta de infraestructuras y
recursos limitan o incluso pueden llegar a impedir el uso de varios sistemas de
deteccion de microorganismos. Esto es especialmente problemético en caso de
querer determinar la presencia de virus ya que estin generalmente en
concentraciones demasiado bajas para ser eficientemente detectados de forma
directa, por lo que se requieren grandes volimenes de agua para poder hacer
analisis vélidos [6]. Todo método de detecciéon de virus en muestras de agua
precisa de un previo paso de concentracién para acumular las particulas viricas
en un volumen lo bastante pequefio para que su carga, en caso de hallarse en la
muestra, exceda los limites de deteccion de las técnicas posteriores para asi evitar
falsos negativos. Eso supone un incremento en el coste del analisis que puede
llegar a hacerse inasumible en segtin qué paises. Este inconveniente también se
puede hacer patente en laboratorios de ensayo de los paises desarrollados

cuando tienen que manipular un gran nimero de muestras [7].

Uno de los métodos mas rentables a la hora de poder concentrar virus
para su posterior andlisis es la filtracion por lana de vidrio, que permite poder
procesar la muestra sin manipulaciones previas a la filtracion y ya ha sido
utilizada en diversas situaciones para la deteccién de virus en aguas, ya fueran

residuales [8,9], crudas [10,11] o directamente destinadas al consumo humano
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[7]. Todo ello, unido al bajo coste del proceso, hace de la filtracién por lana de
vidrio un método muy atractivo para concentrar muestras de una amplia
variedad de sistemas hidricos y poder determinar la presencia de patégenos

viricos en los mismos.

1.2 - Los virus entéricos

Se entiende por virus entérico todo aquel que puede encontrase en el
tracto entérico. Normalmente estos virus utilizan la via fecal-oral para
propagarse, lo cual implica que son susceptibles de ser transmitidos a través de
agua o alimentos contaminados. Esa no es su tnica via de contagio, pudiendo
aprovechar también el contacto persona a persona cuando las condiciones
higiénicas de la persona infectada no son 6ptimas [6]. La mayoria de virus
entéricos tienen un genoma de &cido ribonucleico (RNA). El genoma de RNA les
permite tener tasas de mutacién del orden de 10 a 104 sustituciones por base y
célula infectada, bastante por encima de los 108-10-¢ de los virus con genomas
codificados en &cido desoxirribonucleico (DNA). Eso, junto con la gran
capacidad de recombinacion y los altos titulos que excreta una persona infectada
- llegando a las 1010 copias gendmicas por gramo de hez (gc/ gr) en algunos casos
[6] -, ha hecho de estos virus patégenos de gran relevancia sanitaria atin a dia de

hoy [12].

Pese a que todos siguen la misma ruta de transmision, los virus entéricos
se pueden clasificar segtin su tropismo tras haber pasado la barrera intestinal en
enterotrépicos, hepatotrépicos, neurotropicos y pneumotrépicos [6]. La mayoria

de infecciones entéricas estdn, no obstante, relacionadas con los dos primeros.
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1.2.1 - Virus entéricos enterotrépicos

Las gastroenteritis constituyen una de las enfermedades mas comunes en
el mundo, con varios miles de millones de casos anuales registrados, de los
cuales los principales agentes causales son los virus entéricos [13,14]. En Estados
Unidos los casos de gastroenteritis aguda se contabilizan por encima de los 350
millones, y menos del 14% tienen un agente causal bacteriano [15]. El principal
patégeno que causa gastroenteritis a nivel mundial es norovirus (NoV),
responsable de 685 millones de casos anuales de gastroenteritis, representando
por si solo el 20% del total [12,16]. Su importancia relativa a nivel regional es
variable; por ejemplo en la Unién Europea los mayores agentes causales de
brotes a través de agua y alimentos son bacterianos [17], todo lo contrario a lo

mencionado en Estados Unidos.

Ademds de NoV, hay descritos muchos otros virus entéricos que
provocan gastroenteritis, siendo el caso de astrovirus (AstV), rotavirus (RoV),

adenovirus (AdV) o sapovirus (SaV).

1.2.1.1 - Norovirus

NoV fue el primer representante de la familia Caliciviridae visualizado al
microscopio electrénico, identificado gracias a un brote que hubo en Norwalk,
Ohio, a finales de los afios 60, de ahi el nombre que corresponde al primer
genotipo descubierto [18]. Durante un tiempo el resto de los entonces
denominados Small Round Structured Viruses (SRSV) fueron llamados Norwalk-
like virus por su relacion con el prototipo original. Se trata de un virus de capside
desnuda con simetria icosaédrica de aproximadamente 27 nm de didmetro, cuyo
material genético estd compuesto por una tnica cadena de RNA de cadena

simple y polaridad positiva (+ssRNA) de aproximadamente 7.6 kb [19,20]. Dicho
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genoma esta poliadenilado en su extremo 3’, contiene una proteina llamada VPg
en el extremo 5. Entre ellos hay tres marcos de lectura abiertos (ORFs) llamados
ORF1, ORF2 y ORF3 que organizan todos los genes del virus (Figura 1). En el
ORF1 se hallan tnicamente las proteinas no estructurales (NSP) englobadas en
una poliproteina que posteriormente se procesara por la proteasa NS6 codificada
dentro de la misma, mientras que los otros dos ORF codifican para las proteinas
estructurales (SP) que conforman la capside, denominadas VP1 - o proteina de

capside mayor - y VP2 - o proteina de capside menor [21-23].

Una de las caracteristicas distintivas de la familia Caliciviridae es la
formacién de moléculas de RNA subgendémico durante su ciclo de infeccion.
Dicha molécula posee las mismas caracteristicas que el genoma completo en
cuanto a modificaciones en sus extremos 5" y 3’, pero solamente codifica para las
proteinas estructurales. Este es un mecanismo para incrementar la eficiencia de
traducciéon de las proteinas de la cdpside. En el caso de NoV su RNA
subgenémico posee entre la VPg y el acido poliadenilico tanto el ORF2 como el

ORF3 (Figura 1) [21,22].

ORF 1 ORF 2 ORF 3
VAWAY AW AW AW A WAV AV AV AV AV AW AW AW A WLLY.N |
VPg p48 NTPase p22 VPg Pro Pol VP1 VP2
ORF 2 ORF 3
5 @)/ S - AAAn 3
VPg VP1 VP2

Figura 1. Organizacién del genoma de norovirus. El genoma completo del virus posee tres ORF
que organizan las proteinas estructurales y no estructurales. ORF1 se traduce como una
poliproteina que es procesada posteriormente por la proteasa (Pro) localizada dentro de la misma
y que contiene ademas la RNA polimerasa RNA dependiente (Pol) asi como proteinas necesarias
para formar el complejo de replicacion (p48 y p22), entre otras. ORF2 y ORF3 codifican para
Gnicamente una proteina estructural cada una. Durante el ciclo, ademads, se puede observar la
presencia de RNA subgenémico que solamente contiene los dos tltimos ORF. Imagen adaptada
de [23].
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1.2.1.1.1 - Ciclo replicativo de norovirus

El estudio de los norovirus humanos (HNoV) se ha visto obstaculizado
por los enormes problemas para cultivarlos y propagarlos en laboratorio [24], lo
cual ha dificultado mucho la comprensién de su ciclo replicativo. Buena parte
del conocimiento que se tiene de su ciclo es gracias al norovirus murino (MNoV),
uno de los pocos norovirus que si se ha conseguido replicar in vitro con un
sistema robusto y reproducible. Anteriormente se extrapolaron los datos
recogidos de otro miembro de la familia Caliciviridae que se encontraba fuera del
género Norovirus, el calicivirus felino, con las limitaciones que ello comportaba
al estar bastante alejado filogenéticamente y provocar, ademas, una enfermedad
respiratoria en vez de entérica [25]. En los ultimos afios se ha descrito la
posibilidad de propagar NoV utilizando enteroides derivados de células madre

[26], 1o cual permitird comprender con mucho mas detalle su ciclo biolégico.

A pesar de todo, gracias al modelo de MNoV se tiene una aproximacion
de sus mecanismos de replicacion. Todavia existen muchas incégnitas alrededor
del ciclo de NoV, especialmente en lo que se refiere a las moléculas
determinantes de su tropismo [27], pero esta claro que, tras haber sido ingerido
y haber pasado la primera barrera que supone el bajo pH estomacal, el virus halla
su diana en el intestino. Diversos estudios apuntan a que entre los receptores
utilizados por MNoV y posiblemente los genotipos que infectan a humanos se
hallan las proteinas de membrana conocidas como CD3001f y CD3001d [28,29].
Fstas se encargan de la regulacién de procesos intracelulares, haciendo de
inhibidor y activador de procesos inmunolégicos, respectivamente. Otras
glicoproteinas y glicolipidos como los antigenos del grupo histosanguineo
(HBGA), asi como el acido sialico y la fucosil-transferasa 2 (FUT2) han mostrado

tener también un papel en la interaccién virus-célula de NoV [30-32].

Tras dicha interaccion el virién completo entra en la célula por un

mecanismo que a dia de hoy todavia se desconoce. Una vez dentro, la capside se
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desnaturaliza para liberar el acido nucleico. Al tratarse de un +ssRNA, actuaria
igual que un RNA mensajero (mRNA) dentro de la célula y, mediante la VPg
unida covalentemente al extremo 5, se recluta las proteinas implicadas en la
traduccién. Esto sucede ya que el virus utiliza la VPg como un sustituto de la
proteina cap que normalmente estd implicada en dicho proceso [21]. Una vez
producida la poliproteina de ORF1, ésta se procesa gracias a la proteasa (Pro)
codificada en la misma. Esta proteasa se encarga de liberar las distintas proteinas
incluidas en la poliproteina tanto durante como después de su traduccion. Con
la poliproteina procesada se liberan los diversos factores viricos implicados en la
replicacion del genoma; p22, NTPasa, p48, la RNA polimerasa RNA dependiente
(RdRp) y VPg. Lareplicacion estd asociada a membranas providentes del reticulo
endoplasmético y del aparato de Golgi. Estos mecanismos de generacion de
membranas para su uso en la replicacién es un proceso ampliamente observado
en los virus +ssRNA [33]. En el caso concreto de NoV se ha visto la capacidad
de la NPTasa de NoV de formar vesiculas en el citoplasma, asi como su
localizacién en las membranas del reticulo endoplasmaético y las mitocondrias,
pudiendo estar implicada en la formacién de las vesiculas donde se llevara a cabo
la replicacion [34]. De este papel se encargan también p22 y p48, cuyo papel es
inhibir el trafico de vesiculas hacia el aparato de Golgi y de disgregar dicho
organulo, respectivamente [21]. Tras el reclutamiento de membranas la RdRp
inicia una sintesis conocida como de novo donde se produce una molécula de
RNA de cadena negativa (-ssRNA) sin necesidad de VPg. Una vez sintetizado
este molde, la misma polimerasa se encargara de la sintesis de genomas de NoV
mediante un proceso dependiente de VPg, ya que ayudaria a la polimerasa a
comenzar la replicaciéon actuando a modo de primer. De esta manera se
sintetizaria un nuevo RNA que serviria tanto para generar més poliproteina

como para la replicaciéon de nuevos genomas [35].
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La generacion del RNA subgenémico contintia siendo un proceso por
clarificar, habiendo a dia de hoy dos posibles modelos de cémo sucede su
sintesis. Ambas, sin embargo, coinciden en una sefializacion localizada antes del
inicio del ORF2, tomando como referencia el RNA genémico del virus. El primer
modelo implica la formacién de una estructura secundaria en el +ssRNA de NoV
que actuaria a modo de sefial para finalizar el -ssRNA una vez hecho el molde
de tinicamente los ORF2 y 3, teniendo asi un molde del cual saldria tnicamente
el RNA subgenémico [36]. El segundo modelo sittia la estructura secundaria en
el -ssRNA, y en vez de ser un terminador haria de sefial para reclutar VPg en esa
zona. Asi, con un tinico tipo de molde se podria sintetizar tanto el RNA genémico
como el subgenodmico. Este tipo de sintesis de RNA subgendmico se ha visto en

otros miembros de la familia Caliviciridae [37].

Terminada la replicacién y mediante las copias de RNA subgenémico, el
virus traduce la regioén correspondiente a las proteinas VP1 y VP2 para formar
las capsides. Se ha podido observar que VP1 es capaz de autoensamblarse sin
necesidad de factores celulares, dando lugar a particulas indistinguibles del
virién maduro en cuanto a forma y antigenicidad. Sin embargo, estas particulas
ensambladas solamente a partir de VP1 no son infecciosas, con lo que en el
proceso de ensamblaje se requiere también la presencia de VP2 para generar un
virion maduro y funcional. Esto se debe a que probablemente VP2 esté
involucrada en la encapsidacion del acido nucleico, si bien también se requiere
una interaccion entre VP1 y VPg para que dé lugar a la encapsidacion,

discriminando entre los mRNA de la célula y el genoma de NoV [21].

El mecanismo de salida de la célula todavia no se conoce con exactitud,
pero se ha propuesto que el virus provoque la apoptosis celular para liberar los
viriones. Esta teoria se ve reforzada con diversos estudios donde se ha detectado
la acumulaciéon de moléculas apoptoéticas en las células infectadas, asi como el

hecho de haber detectado actividad proapoptoética en la NTPasa [34].
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Figura 2. Esquema del proceso de multiplicacién de NoV dentro de una célula infectada. Tras la
internalizacién y desencapsidacién del acido nucleico, el virus produce la poliproteina cuyos
componentes estan destinados a la replicacién. Cabe destacar la importancia de la presencia de
VPg tanto en el RNA genémico como en el subgenémico, indispensable para el inicio de la
polimerizacién de un nuevo RNA. Es éste RNA el encargado de producir a gran escala VP1 y VP2
para asi encapsidar el RNA genémico y liberar los nuevos viriones. Imagen extraida de [32].

11



Introduccion _

Una vez fuera de la célula, los viriones pueden iniciar un nuevo ciclo replicativo
en las células vecinas o ser excretados en las heces y asi eventualmente
contaminar aguas o alimentos que hardn de via de transmisién hacia otros

hospedadores.

1.2.1.1.2 - Filogenia y diversidad de norovirus

Los diferentes NoV se clasifican dentro del género segtn la secuencia de
la proteina VP1 dando lugar a siete genogrupos que engloban los diferentes
genotipos conocidos. Las secuencias de dos norovirus pertenecientes a dos
genogrupos distintos pueden diferir mas de un 50% entre ellos [32]. De todos
ellos solamente los genogrupos I, Il y IV - denominados comtnmente GI, GII y
GIV - comprenden genotipos que infectan al ser humano [38-40]. La gran
mayorfa de infecciones por NoV son causadas por serotipos incluidos en el
genogrupo II, y después por el genogrupo I y con mucha menor incidencia el
genogrupo IV [38]. La gran diversidad y variabilidad de NoV, especialmente alta
en los genogrupos I y II (Figura 3), es lo que le ha otorgado su gran eficiencia a
la hora de infectar a la poblacién, ya que se dan casos en todos los rangos de edad
y muchas de las personas afectadas ya pasaron por gastroenteritis previas
causadas por NoV. Las variantes de NoV GII.4 han sido hasta hace poco las cepas
con mayor peso en la incidencia de gastroenteritis por norovirus en todo el
mundo, aunque recientemente han aparecido cepas del genotipo GII.17 que han

desplazado en ntimero de casos a GII.4 [41-43].

Junto con las diferencias en secuencia y hospedadores, los genogrupos
pueden diferir en otros aspectos como es el caso de su transmisiéon; mientras NoV
GI es mas frecuente en los brotes provocados por aguas, NoV GII estd mas
relacionado con gastroenteritis cuya causa son los alimentos [44,45]. Los diversos
genogrupos también pueden presentar diferencias en sus ciclos infecciosos. Por

ejemplo, NoV GV, donde se encuentra MNYV, posee una NS4 con menor
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actividad de inhibicién de procesos celulares que el andlogo en los norovirus

humanos, p22 [21].

Genogroup VI

canine
Genogroup |l

bovine

G5 GIl2
Gil.12y) GIL10

Genogroup |l

human, porcine

Genogroup |
human

Genogroup VI

canine

Genogroup V

murine

Genogroup IV
human, feline/canine

Figura 3. Arbol filogenético de norovirus. En él se pueden apreciar los siete genogrupos en los que
estan clasificados los diversos genotipos, asi como el hecho de que la mayor parte de la diversidad
recae en los genogrupos I y II. Imagen extraida y editada de [40].

1.2.1.1.3 - Epidemiologia

Las infecciones de NoV ocurren durante todo el afio, pero su frecuencia
se ve incrementada en los meses frios [46]. Estas cursan generalmente con
diarreas, nduseas, vomitos, y en unos casos mds aislados también se afiaden
fiebre y dolor abdominal a la sintomatologia. El cuadro clinico se manifiesta
generalmente 48 horas después de la infeccién [18], aunque se han registrado
brotes con periodos de incubacién mas breves asi como maés prolongados [47,48].
En personas con un sistema inmunolégico sano la enfermedad es leve y

autolimitante, superdndose la infeccion pasadas entre 24 y 72 horas [49]. Se
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pueden dar casos de enfermedades con un cuadro mas severo, en el cual ademas
de aumentar la proporcion de enfermos con dolor abdominal y fiebre, esta tltima
llega temperaturas maés altas, asi como aparecen otros sintomas como puede ser
la rigidez de cuello. Cuando las personas infectadas tienen una salud
comprometida, junto con la severidad aumenta también la duracion del periodo
sintomaético [49-51]. En los colectivos con un sistema inmunolégico més débil se

puede dar incluso casos mortales [38,50].

En el polo opuesto encontramos las infecciones asintomaticas, donde la
persona es capaz de excretar virus en las heces y propagarlo a pesar de no cursar
con el cuadro clinico de la enfermedad. Hay una clara correlacién entre la
ausencia de sintomas y la edad, siendo los nifios el colectivo més susceptible a
contraer este tipo de infeccion, pudiendo llegar a ser casi el 50% del total de nifios
infectados en un brote [52]. Por el contrario, en NoV GII no se han encontrado
diferencias entre la carga de virus excretada por personas que cursan con una
infeccion asintomatica y la de aquellos que si manifiestan sintomas, lo cual
convierte a los portadores asintomaticos en un importante e invisible foco de
contagio [53]. Toda esta informacion relacionada con las infecciones
asintomaticas hace que NoV continte siendo un patégeno importante en todo el
mundo cuya deteccién en el medio acuético es indicativa de la circulacion del

virus independientemente de la existencia de casos sintomaticos.
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1.2.1.2 - Astrovirus

AstV es otro virus entérico causante de gastroenteritis que fue
visualizado por primera vez en 1975. Su nombre hace referencia a la forma de los
viriones, pues su capside conforma una estructura que recuerda a una estrella
[54]. Los viriones de AstV tienen un didmetro aproximado de 28 nm, llegando
hasta los 41 nm cuando se tienen en cuenta sus picos caracteristicos, y no poseen
envuelta. La capside de AstV tiene una simetria T=3, cuyos capsémeros estan
conformados por tres proteinas llamadas VP34, VP27 y VP25, todas providentes
del intermediario VP70 que a su vez deriva del precursor V90 [55,56]. Mientras
VP34 es la encargada de recubrir el material genético y posee el dominio mas
conservado, las otras dos proteinas forman la zona externa de la cépside y los
picos caracteristicos. Su genoma estd formado por una tnica molécula de
+ssRINA con una proteina VPg en su extremo 5’ y poliadenilaciéon en su extremo
3"y consta de una longitud que puede ir de las 6.2 a las 7.8 kb [57]. Este consta
de tres ORFs denominados ORFla, ORF1b y ORF2. Los dos primeros codifican
las NSP, y el altimo la VP90 que darad lugar a las tres SP comentadas

anteriormente.

1.2.1.2.1 - Ciclo replicativo de astrovirus

Pese a que todavia se desconoce con qué moléculas interacciona AstV
para adherirse a la célula e iniciar su entrada, las diferencias en el tropismo de
los distintos serotipos de astrovirus apuntan a que no hay un dnico receptor
involucrado [58]. Tras el reconocimiento se inicia la entrada del virus mediante
una endocitosis mediada por clatrina [59] y una vez dentro la vesicula pasa por
un proceso de maduracién hasta que el genoma es liberado de un endosoma
tardio. Ya en la célula, se inicia una traducciéon VPg dependiente [60-62] de dos
poliproteinas llamadas nsPla y nsPlab, en funcion de si la traduccién incluye

solo el ORF1a o también traduce ORF1b. Todo esto se debe a un heptamero que
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en caso de formar una estructura secundaria permitiria la fusién de ambos ORF
en la traduccién. No se ha descrito la sintesis de la RdRp de ORF1b de forma
independiente [63]. Para que los componentes de dichas poliproteinas sean
funcionales han de procesarse por proteasas tanto celulares como del virus [64].
Finalizado el procesamiento de las poliproteinas, se forma el complejo de
replicaciéon que dara lugar primeramente al ~ssRNA molde y posteriormente a
nuevas copias de RNA tanto gendémico como subgenémico de AstV. Si bien no
se ha descrito con precision, es posible que las membranas que AstV utiliza para
la replicacion y el posterior ensamblaje deriven del reticulo endoplasmatico, ya
que se han visualizado particulas de doble membrana englobando viriones que,

ademas, se sitian cerca del ntucleo celular [61].

La mayor parte de la traducciéon del ORF2 ocurre principalmente gracias
al RNA subgenémico. La proteina traducida, la ya mencionada VP90,
reconoceria el RNA genémico de AstV gracias a unos residuos que
corresponderian a un fragmento de VP34 no esencial para la formacién de la
capside [65]. Una vez formado el virién inmaduro, una serie de caspasas
celulares procesan todas las VP90 que forman el virion de astrovirus,
generandose un virion cuya capside estaria formada por VP70. Estas caspasas
podrian verse activadas gracias a la funcién proapoptoética de nsP1la [66]. Si bien
ya tiene cierta infectividad, este virién todavia no se considera maduro, y
requiere de la presencia de tripsina una vez ha salido de la célula para procesar
las tres proteinas que conforman los capsémeros de un virién infeccioso; VP34,

VP27 y VP25 [65].

La salida del virus depende del procesamiento de VP90 por las caspasas
celulares. No se conoce como sale el virus de la célula, pero si se ha detectado

que puede salir tanto provocando lisis celular como prescindiendo de ella [67].
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1.2.1.2.2 - Filogenia de Astrovirus; nuevos genotipos emergentes

El término astrovirus engloba a todos los virus de la familia Astroviridae,
que incluye dos géneros, Mamastrovirus y Avastrovirus segin si infectan a
mamiferos o a aves, respectivamente [57]. Estos géneros se encuentran separados
por genotipos dentro de los cuales se engloban diferentes serotipos de AstV que
comparten hospedador. El tinico genotipo con més de un hospedador es el 2,
englobando virus de gato y leopardo. Existen ocho serotipos de AstV
estrechamente relacionados entre si incluidos en el genotipo 1 de Mamastrovirus
(MAstV-1); éstos corresponden a los comtinmente llamados astrovirus humanos
(HAstV, por sus siglas en inglés), siendo considerados hasta 2008 los tinicos AstV

con este hospedador [55,68].

Actualmente se conocen otros tres genotipos de astrovirus que infectan a
humanos; los genotipos 6, 8 y 9 (MAstV-6, MAstV-8 y MAstV-9,
respectivamente). Estos se encuentran filogenéticamente més relacionados con
otros AstV animales que con el genotipo 1. Los nuevos genotipos incluyen los
serotipos de astrovirus conocidos como MLB-1, MLB-2 y MLB-3 (MAstV-6), VA2
y 4 (MAstV-8) y finalmente VA1 y VA3 (MAstV-9). Algunos de estos nuevos
serotipos tienen tropismos distintos a los anteriormente mencionados MAstV-1
a 8, ahora denominados astrovirus clésicos y se han aislado de pacientes con
enfermedades que no son gastroenteritis, aunque acaban siendo igualmente

excretados por las heces.
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1.2.1.2.3 - Epidemiologia

Se calcula que AstV es el causante de entre el 2y el 9% de los casos de
gastroenteritis no bacteriana a nivel mundial en nifios [57] siendo con una
incidencia maxima entre los dos y los cinco afios, si bien también puede causar
grandes brotes en adultos. La incidencia de infecciones por AstV tiene una clara
estacionalidad que cambia dependiendo de la region; en el trépico se ve un
aumento en el namero de casos en la estacion lluviosa, mientras que en las
regiones templadas es en invierno cuando la incidencia alcanza su maximo

[69,70].

Las gastroenteritis por AstV cursan con una enfermedad leve, siendo
autolimitante en la mayor parte de los casos. Tras un periodo de incubacién de
entre 1 y 5 dias aparecen los sintomas de la infeccién, que se solucionan pasado
un rango de tiempo similar, durando en la mayor parte de casos entre 48 y 72
horas. Los sintomas més comunes son diarrea (tanto acuosa como mucosa),
ndusea, vomitos, fiebre y dolor abdominal [71,72]. Los vémitos, si bien se trata
de un sintoma bastante comtin, son mds infrecuentes que en las gastroenteritis
causadas por otros agentes, como norovirus [72]. También se pueden dar casos
de gastroenteritis con sintomas mds peligrosos como la intususcepcién o
enterocolitis necrotizante [72,73], o un aumento de la severidad en Ila
sintomatologia habitual, especialmente en pacientes inmunosuprimidos. En este
altimo colectivo se pueden dar otros casos de enfermedades mas graves
causadas por AstV tales como meningitis, encefalitis e infecciones sistémicas, asi
como se ha detectado en enfermedades respiratorias pese a no haber
determinado si era el agente causal de dicha infeccion [57,74-78]. La mayor parte

de estos casos son normalmente causados por los astrovirus no clasicos.

Al igual que muchos otros virus entéricos, se sabe que se producen
enfermedades asintomaticas, desconociéndose si hay diferencias en la excrecion

de virus entre aquellos que cursan con enfermedad y aquellos que no en la
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mayoria de genotipos de AstV. Un estudio en la India no detecté diferencias
significativas en la carga virica entre casos sintomaticos y asintomaéticos de una
infeccion causada por MLB1 [79], lo que podria sugerir que en el resto de AstV
también seria asi. Haya diferencias o no, la presencia de infecciones que cursen
sin manifestaciones clinicas dificulta en gran medida el control de la propagaciéon

de AstV, siendo especialmente problematico en el caso de brotes.

1.2.2 - Virus entéricos hepatotrépicos

Dentro de esta subclasificacion de virus entéricos tenemos como principal
patégeno al virus de la hepatitis A (HAV), si bien en los tltimos afios ha ido
ganando importancia el virus de la hepatitis E (HEV). A pesar de estar
clasificados dentro de dos familias distintas, ambos poseen caracteristicas
similares que van maés alla de su tropismo. Se tratan de virus con capacidad de
provocar tanto infecciones agudas como crénicas (esto tltimo solamente HEV)
cuya transmision sigue la ruta fecal-oral, contaminando agua y alimentos, en
contraparte con los virus de la hepatitis B y C que tienen una via de transmision
parenteral. Asimismo, en ambos casos se consideraban virus estrictamente de
capside desnuda, pero recientemente se ha detectado la presencia de particulas
pseudoenvueltas mientras dura la infeccion, despojandose de ellas en el

momento de liberarse al ambiente [80,81].

1.2.2.1 - Virus de la hepatitis A

Si bien ciertos aspectos de la hepatitis y sus dolencias fueron ya descritos
por Hipdcrates, los agentes etiologicos viricos de esta enfermedad no se

comenzaron a describir hasta el siglo XX. Previo a la visualizaciéon de HAV solo
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existia una dnica fuente de la anteriormente denominada “ictericia epidémica”
relacionada con un brote del siglo XVIII a manos de Cleghorn [82]. La
caracterizacion de HAV puede decirse que comenz6 a raiz de las epidemias de
hepatitis que aquejaron a los soldados en la Primera y especialmente la Segunda
Guerra Mundial donde, preocupados por la salud de sus tropas, Inglaterra y
Estados Unidos decidieron investigar las hepatitis viricas. Lo que comenzé con
una diferenciacién entre hepatitis infecciosa (transmitida a través de agua y
alimentos) y seroldgica (que fue relacionada con la administraciéon de la vacuna
de la fiebre amarilla) culminé con la visualizacion del virién de hepatitis A el afio

1973 gracias a la microscopia electrénica [83].

Las particulas de HAV poseen una simetria icosaédrica de 28 nm de
didmetro, y con una simetria pseudo T=3 debido a que los capsémeros maduros
estan constituidos por cuatro proteinas (VP1, VP2, P3 y VP4) aunque durante la
formacién de la capside VP4 y VP2 se encuentran fusionadas en una proteina
llamada VP0. La capside madura otorga a HAV una gran resistencia a altas

temperaturas y pH muy acidos [84].

El genoma de HAV estd compuesto por una tnica molécula de +ssRNA
de aproximadamente 7.5 kb, unido a una VPg en 5" y terminando en una cadena
de poli(A) en su extremo 3’. La principal caracteristica del genoma de HAV y de
toda la familia Picornaviridae es la presencia de una compleja estructura
secundaria denominada Sitio Interno de Entrada del Ribosoma (IRES, su nombre
en inglés; Internal Ribosome Entry Site), indispensable para el ciclo replicativo
del virus. Los IRES de la familia Picornaviridae estan clasificados en funcién de su
estructura y por ende interaccién con proteinas relacionadas con el ciclo del
virus, teniendo HAV un IRES que no se encuentra en ningtin otro picornavirus
[85]. La poliproteina de HAV se divide en tres secciones llamadas P1, P2 y P3. P1
contiene la informacién de las cuatro proteinas estructurales ya mencionadas, asi

como 2A, una proteina que en los demadas picornavirus se encuentra en la
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siguiente seccion, y que en el HAV es esencial para la morfogénesis del virién
[86]. Tras éstas se halla P2, que contiene las proteinas 2A, 2B y 2C. El fragmento
P3 tiene las proteinas no estructurales 3A, 3B (VPg), 3Cpro (proteasa) y 3Dpol
(RdRp). Esta organizacion es distinta a la de muchos virus +ssRNA ya que por

lo general las NSP se hallan en el extremo 3" del genoma.

1.2.2.1.1 - Ciclo replicativo de hepatitis A

Una de las caracteristicas diferenciales del ciclo de hepatitis A respecto al
de otros virus es el tiempo requerido para completar un ciclo. Mientras la
mayoria de patégenos viricos requieren pocas horas desde su entrada en la célula
hasta la salida de la nueva progenie, HAV tarda dias en terminar un ciclo, ya que
su replicacion comienza como muy pronto 12 horas después del inicio de la
infeccion [87,88]. De igual forma, HAV se caracteriza por poseer un uso de
codones significativamente distinto al de la célula hospedadora [89]. Este hecho
puede ser, probablemente, consecuencia de su incapacidad de producir
silenciamiento celular al no codificar una proteina 2A con actividad proteasa
presente en el genoma de otros picornavirus [90], con lo que no puede utilizar
los RNA de transferencia (tRNA) més comunes de la célula con la eficacia que
otros patégenos de la misma familia [91]. La proteina 2A de HAV esta implicada
en la correcta formacién de la capside estabilizando los protémeros en vez de

producir el silenciamiento celular [86].

El virus llega al lumen intestinal gracias a agua o alimentos
contaminados. No estd claro si hay una primera replicacion del virus en el
intestino o si directamente pasa la barrera intestinal mediante transcitosis para
llegar torrente sanguineo y, de éste, al higado. El receptor utilizado por el virus
tampoco estd claro; en un principio se pensé que era TIM-1 (T-cell
immunoglobulin and mucin domain-containing protein 1), anteriormente
conocida como HAVcr-1 [92]. Dicha proteina estd implicada en la entrada de

diversos virus envueltos [93,94], y hasta hace poco se creia la principal molécula
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que permitia la entrada del virus, si bien recientemente se ha visto que no es
esencial para que HAV se una y entre en la célula diana en hepatocitos [95]. En
los ensayos con lineas celulares la importancia de TIM-1 en la entrada del virus
es relativa y condicionada por el tipo de célula, teniendo un peso mayor en las
células derivadas de rifion que en las células hepéaticas [96], probablemente

debido a la diferencia en el nivel expresion de TIM-1 entre higado y rifién [97].

Una vez ha interactuado con el receptor el virus entra en la célula
mediante el mecanismo de la endocitosis. Este proceso va seguido de una
desencapsidacion para liberar el genoma de HAV en el citoplasma de la célula
mediante un proceso distinto al de los deméds miembros de la familia
Picornaviridae, debido principalmente a las particularidades estructurales de la
capside de HAV [84], asi como a la presencia de dos tipos de particulas
infecciosas con distintas cinéticas de desencapsidacion [88]. Ambas propiedades
hacen que la liberacién del RNA de HAV en la célula no esté sincronizada y que
sea mucho mas lenta de lo habitual, llegando a tardar varias horas en culminar.
La desencapsidacion requiere de la formacién de unos poros en los endosomas
que probablemente se produzcan gracias a la interaccion de VP4 con la

membrana endosomal [98].

Con el +ssRNA liberado, éste se desprende de su VPgy el virus comienza
una primera traducciéon de la poliproteina gracias al elemento IRES, que
interactda con los factores de traduccién gracias a su estructura secundaria [99].
En la traduccién el ribosoma puede iniciar la sintesis de la poliproteina en uno
de los dos codones AUG cercanos al IRES, dando lugar a dos VP4 con diferente
secuencia amino terminal [100]. El proceso de traducciéon es lento debido al
sesgado uso de codones ya mencionado, y durante este proceso la cistein-
proteasa 3Dyro hace un primer corte entre 2A y 2B dividiendo la poliproteina en
dos. Posteriormente 3Dy, cortara entre 2C y 3A, y finalmente separard todas las

proteinas a excepcién de VP0. Es en ese momento en el que 2C se encargaré de
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reclutar las membranas necesarias para formar el complejo de replicacién [101].
En esas membranas se unird la proteina 3A para anclar a 3B, proteina encargada
de hacer de primer para iniciar la replicacion del genoma a partir del molde de -

ssRNA previamente formado.

Completada la replicacién, comienza la fase tardia del ciclo, en la cual se
formaran las capsides de la nueva progenie de HAV. Durante el proceso se
liberan mediante protedlisis las proteinas VPO, VP3 y VP1-2A, formandose
finalmente la ya mencionada estructura pseudo T=3. Existe controversia en si las
capsides se generan alrededor de las copias de RNA del virus o si el genoma se
inserta una vez las capsides estdn formadas, siendo dos modelos igualmente
aceptados en la morfogénesis de las capsides de los picornavirus. Una vez
formada la capside y con el +ssRNA en su interior, el propio genoma cataliza el
corte que separa VPO en las proteinas VP2 y VP4, dando lugar al virién maduro

e infeccioso [102].

La salida del virus ocurre gracias a la interaccién con endosomas
mediante el sistema ESCRT (Endosomal Sorting Complexes Required for
Transport). El virus interactta con el sistema ESCRT y entra en los endosomas
generando los cuerpos multivesiculares (MVB) y adquiriendo en el proceso las
pseudomembranas con las que se detectan las particulas de HAV en plasma. Los
MVB son enviados hacia la membrana plasmatica, liberdndose asi la nueva
progenie de HAV [103]. Estos virus pueden o bien iniciar nuevos ciclos
infectando células vecinas o bien pasar por el canaliculo biliar para volver al
intestino y ser excretados, perdiendo la pseudoenvuelta en el proceso. Cuando
una particula envuelta infecta a otra célula para iniciar un nuevo ciclo, el proceso
de endocitosis es més lento, ya que requiere de la maduracién del endosoma a
lisosoma para que la capside pueda liberar el genoma en la célula hospedadora

[104].
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1.2.2.1.2 - Filogenia del virus de la hepatitis A humano y emergencia del

genotipo I11A

Una de las principales particularidades de hepatitis A es el hecho de
existir, segtin la secuencia de la proteina VP1, hasta seis genotipos distintos
[105,106], aunque todos se incluyen en un tinico serotipo al no haber variabilidad
en el sitio de neutralizacion antigénico [107], lo cual permite, en general,
inmunizar a la poblacion contra la mayoria de los genotipos de HAV con
solamente una vacuna. Se han descrito ciertas variantes que pueden escapar de
proteccion que ofrece la vacuna [108,109], pero aun asi son escasos ya que los
epitopos de la capside o sus cercanias poseen codones raros cuya modificacion
podria comprometer el correcto plegamiento las proteinas estructurales. Esto
dificulta la apariciéon y emergencia de nuevos serotipos al haber un delicado

equilibrio entre la diversidad antigénica y la consistencia de la capside [110].

Los genotipos I, Il y III son los tinicos capaces de infectar a seres humanos,
habiéndose aislado los genotipos IV, V y VI en simios. Son precisamente los
genotipos humanos los que mas diversidad poseen, teniendo los genotipos I y I1I
dos subgenotipos cada uno, A y B [113]. La reclasificacién del antiguo genotipo
VII como una variante del genotipo II ha derivado en la descripciéon de dos
subgenotipos dada la divergencia entre ambos clusters [111,112], (Figura 5). Se
ha propuesto la existencia de un tercer subgenotipo dentro del genotipo I, el IC

[114].
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Figura 5.: Arbol filogenético de HAV en funcién de la secuencia de la proteina VP1. El genotipo
IIB corresponde al antiguo genotipo VII, cuya tnica secuencia fue hallada en Sierra Leona. El

genotipo VI no es visible en la imagen al no haber una secuencia de VP1 para dicho genotipo, si
bien segtn otro arbol en [111] estaria mas cerca del genotipo IV que del genotipo V. Imagen

extraida y editada de [112].

Los diversos genotipos tienen diferencias claras en su distribucion
geogréfica. Los genotipos IA, IB y IIIA se encuentran en todo el mundo, si bien
generalmente es el genotipo IA el mas numeroso en América, Europa y ciertas

partes de Asia y Africa. IB predomina en Oriente Medio y Sudafrica, y ITIA es el

que mas casos de hepatitis A provoca en la India y Pakistan [112,115,116]. Los
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genotipos que no se distribuyen globalmente han sido detectados en areas muy
delimitadas; IIA solo ha sido identificado en Francia, y la tinica secuencia de IIB
se encontro en Sierra Leona. Finalmente, el genotipo IIIB solo se ha identificado

en Corea, Japén y Espafia [112].

Pese a tratarse de un virus con una escasa capacidad evolutiva en
términos de secuencia aminoacidica y serologia, el cambio en la distribucién
geografica de los genotipos de HAV pueden provocar una re-emergencia de
casos, especialmente en regiones endémicas o en colectivos que no han recibido
la vacuna. Un buen ejemplo lo hallamos en Catalufia, donde desde 1999 se
administré la vacuna contra HAV a los 12 afios, con los casos relacionados con el
genotipo IIIA [117]. Si bien la vacunacién permitié un claro descenso en el
namero de casos de hepatitis A, se vio un aumento de casos de hepatitis a en
nifios menores de cinco afios provocados por este genotipo. Junto con la
relevancia del incremento en la incidencia en dicho colectivo, hay que tener
también en consideracién que en los nifios menores de cinco afios HAV suele
cursar con infecciones asintomaticas [118]. El detectar el incremento de casos de
hepatitis en menores de 5 afios se debe a que el genotipo IIIA si causa
sintomatologia, incluso en grupos que generalmente pasan la infeccion sin
manifestaciones clinicas, lo cual hace de su emergencia en areas geogréficas
donde no es habitual algo cuya vigilancia es prioritaria. A dia de hoy la vacuna

contra HAV se administra a los nifios entre los 12 y 23 meses [119].

27



Introduccion _

1.2.2.1.3 - Epidemiologia de hepatitis A

Al tratarse de un virus con un ciclo infeccioso tan lento, los primeros
sintomas no se manifiestan hasta pasado un periodo de incubacién que puede ir
de los 15 a los 50 dias, durando normalmente alrededor de 4 semanas [120]. Las
infecciones por HAV también pueden cursar con infecciones asintomaticas, tal y
como se ha mencionado anteriormente, y con cuadros de hepatitis fulminante.
Hepatitis A se caracteriza por ser una enfermedad que nunca cronifica, si bien
puede llegar a durar hasta seis meses hasta que la infeccién se resuelve [121]. El
virus se excreta en las heces pasados los 10-12 primeros dias, antes de que se
manifiesten los sintomas. Tras un pico que ocurre dos semanas antes de la
aparicion de sintomas. A partir de ahi, el titulo de HAV en heces va decreciendo,
hasta desaparecer generalmente pasadas tres semanas [120]. Esa excrecion previa
a los sintomas favorece la diseminacién del virus y por tanto dificulta el control

de los brotes.

Hepatitis A cursa generalmente sin sintomas en nifios, y mientras que los
adultos si desarrollan la enfermedad. La sintomatologia de la infeccion por HAV
son inespecificos, con lo que se requiere de la deteccién del patégeno en suero o
heces para poder determinar que HAV ha sido el agente causal. El cuadro clinico
mas comun incluye ictericia, heces de color pélido, orina oscura, fiebre, nduseas,
vomitos, malestar general y dolor abdominal. Existen también casos de cuadros
clinicos méas graves o atipicos. Uno de ellos, la hepatitis A recidivante, consiste
en un segundo pico de deteccién de aminotransferasas pasadas entre cuatro y
siete semanas del primer pico. En otros casos puede dar lugar a una colestasis
prolongada acompafiada de prurito y pérdida de peso [121,122], entre otras
manifestaciones clinicas como pueden ser dafios renales agudos y cuadros
extrahepaticos que pueden provocar anemia, artritis, pancreatitis aguda o
complicaciones neurolégicas. Finalmente, hay casos infrecuentes en los que HAV

puede provocar casos de hepatitis fulminante. Dado que los pacientes que han
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sufrido este tipo de hepatitis tienen una baja carga de RNA virico en sangre y un
elevado nivel de bilirrubina, se considera que el dafio hepatico que provoca este
tipo de cuadro se debe especialmente a la respuesta inmune maés que al propio

HAV [123].

Tal y como se ha mencionado anteriormente, una vacuna monovalente es
suficiente como para inmunizar a la poblacién frente a practicamente cualquier
variante de HAV por su escasa variabilidad serolégica. Se han desarrollado tanto
vacunas atenuadas como vacunas inactivadas para prevenir la hepatitis A [124].
En el terreno de las vacunas inactivadas tenemos aquellas que tnicamente
inmunizan contra hepatitis A, como son HAVRIX® (GlaxoSmithKline) y
VAQTA® (Merck) [120], disponibles actualmente para su administracién, o
aquellas que estan combinadas con otro patégeno. A dia de hoy existen dos
vacunas combinadas que contienen hepatitis A; una de ellas inmuniza también
contra hepatitis B (Twinrix®) [125,126] mientras que la otra protege contra la
fiebre tifoidea ademas de hepatitis A (Vivaxim®) [127]. Por norma general la
cobertura de todas las vacunas mencionadas es alta, si bien se recomiendan dos
dosis, administrandose la segunda unos seis meses después de la primera, para

que sean totalmente eficaces [128].

Las vacunas atenuadas han sido desarrolladas especialmente en China, y
estan basadas en dos cepas concretas de HAV; H2 y L-A-1, siendo tinicamente
distribuidas en dicho pais y en el sector privado de la India [124,129]. Ademas
de haber mostrado también una buena eficacia, tienen la ventaja de necesitarse
Unicamente una dosis para que proteja contra HAV. La principal contraparte de
esta vacuna, y la de todas las atenuadas en general, es el riesgo de que el

patégeno atenuado sufra mutaciones que lo reviertan a su forma infecciosa.
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1.2.2.2 - Virus de la hepatitis E

El virus de la hepatitis E es el quinto agente causal virico de hepatitis que
se descubrié. Los primeros indicios de la existencia del virus datan de 1978,
momento en el que HAV dej6 de ser el tnico agente causal de hepatitis virica
transmitido por agua y alimentos [130]. Su visualizacién por microscopia
electrénica no lleg6 hasta el afio 1983 gracias al virélogo ruso Mikhail Balayan
quien logré replicar el virus administrandose a si mismo material contaminado
de pacientes asidticos [131]. La gran importancia de este virus residen en la
capacidad de infectar un amplio espectro de mamiferos; ademés del humano se
han registrado infecciones en cerdos, murciélagos, camellos, ratas, conejos,
mangostas, jabalies y ciervos, asi como también se ha descrito en pollos y la
trucha degollada [132,133]. Se considera un virus reemergente y zoondtico

gracias a los genotipos con reservorios animales [131,133].

HEV es un virus de cdpside desnuda icosaédrica con un didmetro de
entre 27 y 34 nm y similitudes estructurales con la familia Caliciviridae,
comprendiendo una simetria T=3 con 180 copias de una tnica proteina
estructural [134]. La proteina de la capside se puede dividir en tres dominios
distintos llamados S, M y P. El dominio S es el que conforma la estructura bésica
de la capside, siendo ademas la region mas conservada de la proteina, el dominio
P es el que posiblemente tenga la funcién de interactuar con el receptor del virus
para entrar en la célula e iniciar el ciclo. Finalmente, el dominio M tiene la funcién
de unir los dos dominios previamente mencionados y otorgan estabilidad al

virion [135].

La capside contiene una tnica molécula de +ssRNA con un tamafio
aproximado de 7.2 kb (6.7 kb en el HEV aviar), y pequefias regiones no
codificantes 5" (5-UTR) y 3’ (3’-UTR) de tamafios variables. La longitud media
del 5’-UTR de HEV es de 26 nucleétidos, pero algunas cepas llegan hasta los 35
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nt mientras que en otras no se ha reportado la presencia de un 5-UTR. Algo
similar ocurre con 3'UTR, teniendo una media de 65 nt de longitud tras el cual
hay una cola de poli(A) [136]. El genoma estd organizado en tres ORF con un
cierto solapamiento entre ORF2 y ORF3. ORF1, el méas grande de todos ellos,
codifica para siete proteinas no estructurales. ORF2 contiene la informacién de
la proteina de la capside, mientras que ORF3 permite la traduccion de una
proteina multifuncional llamada vp13. En el genotipo 1 de HEV hay, dentro de
los cerca de 5.1 kb que conforman el ORF1, un ORF4 cuya funcién es incrementar
la replicaciéon estimulando la RdRp del virus. La expresion de ORF4 esta
condicionada por un elemento similar a IRES localizado entre las posiciones 2701
y 2787, que se activa en condiciones de estrés en el reticulo endoplasmatico [137].
En el genoma de HEV hay dos elementos cis-reactivos (CRE) con una cierta
estructura secundaria; uno de ellos tras ORF1 y el segundo en 3'UTR, siendo

(a) Genoma de HEV

27nt 58nt (conservado) 65nt
7.2 kb JR
m'G-cap 5'UTR 3 UTR ool p-ofi (A)
Sy (S
CRE CRE

(b) RNA gendémico y RNA subgendmico bicistrénico
- 7.2 kb (genémico)

Te
m'G-cap 2.2 kb (subgenémico bicistrdnico)

mTG-cap

(c) ORFs

e A(N)
' 3"NCR

o 5
5100 5147 7129

o g
2691 |RES-like 3167
element

Figura 6.: Organizacion genémica de HEV. Ademas de la representaciéon esquematizada del
genoma en (a) y de la comparativa entre el RNA genémico y subgenémico (b) se puede apreciar
en (c) los cuatro ORFs descritos en HEV y las posiciones aproximadas de sus extremos, asi como
las diversas proteinas que codifican en ORF1. El dominio “v” que figura en la poliproteina de ORF1
corresponde a una region hipervariable que, si bien no se sabe su funcién, marca la eficiencia de la
replicacién del virus. Cabe recordar que ORF4 solo ha sido descrito en el genotipo 1 de hepatitis E.

Imagen adaptada de [133].
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cruciales para la replicaciéon de HEV [138]. Durante la infeccién se produce un

RNA subgenémico tinicamente con los ORF2 y 3 [135,139].

1.2.2.2.1 - Ciclo replicativo del virus de la hepatitis E

A falta tanto de un sistema de cultivo in vitro de HEV como de un modelo
animal, existen muchas incégnitas que rodean el ciclo infeccioso de HEV. Si bien
se ha descrito que la unién a proteoglicanos de heparin sulfato tiene un papel en
la adhesion del virus a la célula [140,141] no se ha identificado todavia cudl es el
receptor que le permite la entrada. Algunos estudios sugieren que el virus se
uniria al receptor mediante el dominio M de la proteina de la capside [142].
También es posible que el dominio P tenga un papel en la entrada al poseer
lugares de unién a polisacaridos. Estos mismos sitios podrian estar relacionados

con la desencapsidacion [143].

Con el RNA libre en el citosol de la célula, se inicia la traduccién de las
poliproteina codificada en el ORF1, con diversos dominios cataliticos que llevan
a cabo todas las funciones necesarias en el ciclo replicativo. Todavia no esta claro
si los diversos dominios deben separarse para llevar a cabo su funcién o si, por
el contrario, tienen actividad catalitica en forma de poliproteina [144]. El dominio
proteasa de HEV es una PCP (Papain-like Cysteine Protease) con diversas
similitudes con la hallada en el virus de la rubeola [145]. La PCP actta junto a la
metiltransferasa y el dominio X de HEV para inhibir el interferon de tipo 1,
bloqueando la respuesta inmune innata. Dicha inhibicién la consiguen gracias a
la supresion de RIG-I por parte de PCP y al bloqueo de la cascada de induccién
del INF-B (interferén beta) por parte de la metiltransfereasa y del dominio X
[146,147]. El dominio Y de la poliproteina tiene un papel importante, aunque
desconocido, en la replicacion del virus, ya que las alteraciones en su secuencia
o estructura secundaria afectan a dicho proceso [148]. Ademas de la inhibicién
del interferén, el dominio X del virus haria la funcién de la ADP-ribosa-1’-

monofosfatasa (Appr-1’-pase), catalizando el corte entre el tRNA y el aminoécido
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que transporta [149]. Finalmente, el dominio helicasa se encargaria de abrir las
cadenas de RNA para separar el +ssRNA del virus del -ssRNA que sintetizaria
primeramente la RdRp. Junto a eso, es la encargada de catalizar la formacién del
5-cap dada su actividad fosfatasa. La proteina de ORF4 estimularia la actividad
de la RdRp interactuando con los dominios X, RdRp y helicasa para formar un

complejo de replicacion [135].

Una vez sintetizado el -ssRNA y separado de la cadena de polaridad
positiva mediante la helicasa, se utilizard de molde para generar tanto RNA
genémico como subgendmico. A partir de ahi se traducen ORF2 y ORF3, dando
lugar a la proteina de la capside y a la vp13, respectivamente. El ensamblaje es
un proceso todavia muy poco conocido, pero se especula que la encapsidacién
se hace alrededor del genoma del virus mediante un reconocimiento de una
secuencia de 76 nt localizado en ORF1 por el extremo amino terminal (N-ter) de
la proteina de la capside. El reconocimiento permitiria la formacién de dimeros
uniéndose dos proteinas estructurales por su extremo carboxilo terminal (C-ter).
Una vez la capside estd formada la proteina vp13, tras fosforilarse, participaria
en el transporte y la salida de los viriones. HEV aprovecharia las vesiculas
intracelulares para salir, adquiriendo la pseudomembrana en el proceso de
entrada a la vesicula, dando lugar a MVB. La salida del virus culmina gracias a
una via exosomal ayudada por vp13, ya que actiia a modo de canal ionico que

daria permeabilidad a la membrana celular [150].

Al liberarse los viriones de HEV de la célula permanecen con la
pseudoenvuelta en el torrente sanguineo, perdiéndose inicamente tras pasar por
el canaliculo biliar en su retorno al intestino para ser excretados. Si las particulas
pseudoenvueltas infectan otra célula, tendrdn una adhesién celular menos
eficiente y un mecanismo de entrada distinto, basada en una endocitosis
mediada por clatrina y dineina-2 [151], en el que se requieren Rab5, Rab 7 y

GTPasas para la internalizacion del virus. Una vez dentro, antes de liberarse al
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citosol y desencapsidarse, se requiere una previa degradacion de la

pseudoenvuelta en el lisosoma [141,152].

1.2.2.2.2 - Filogenia y potencial zoonético de HEV

El virus de la hepatitis E ha pasado por varias familias de virus antes de
llegar a la filogenia actual. Al poco de descubrirse se clasificé dentro de la familia
Picornaviridae al tratarse de otro virus entérico causante de hepatitis. Tras eso
paso6 por la familia Caliciviridae al verse similitudes morfolégicas y genémicas
con dicha familia, incluyendo en esta familia el género Hepevirus. Finalmente, los
analisis genotipicos lo situaban demasiado lejos de los calicivirus, con lo que se
separ6 el género Hepevirus para formar una nueva familia, Hepeviridae [132]. A
dia de hoy la familia Hepeviridae contiene dos géneros: Piscihepevirus y
Orthohepevirus. El primer género comprende tnicamente un virus hallado en
trucha degollada [153]. Orthohepevirus estd dividido en cuatro especies;
Orthohepevirus A-D. Orthohepevirus B posee un tinico genotipo que infecta a aves
[154-156], mientras que Orthohepevirus C se ha descrito en ratas, bandicuts,
visones, hurones y musarafias. Estas dos especies no son capaces de infectar a
humanos. El genotipo que conforma Orthohepevirus D tiene como hospedador los
murciélagos [156]. Actualmente se ha propuesto la ampliacién de Orthohepevirus

C con dos genotipos nuevos, con lo que llegaria a tener cuatro [157].

Orthohepevirus A es la especie mds extensa, con siete genotipos descritos
en la actualidad (llamados HEV-1 a HEV-8). De éstos, HEV-1, HEV-2, HEV-3,
HEV-4 y HEV-7 son capaces de infectar a humanos, siendo el anico hospedador
de los dos primeros. Los otros tres han ido aislados también de otros mamiferos
tales como cerdos, ciervos y conejos. HEV-7 es un caso especial ya que se
consideraba tinico de camellos, pero recientemente se describié una infeccién de
este genotipo en un paciente que padecié6 una infeccién crénica tras un
trasplante. Los genotipos HEV-5 y HEV-6 solo se han aislado en jabalies (Figura
7) [135]. El octavo genotipo de HEV, recientemente propuesto y aceptado,
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también tiene como reservorio los camellos y muestra potencial zoonético

[158,159].
HEV-7
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Figura 7.: Arbol filogenético de los ocho genotipos que conforman la especie Orthohepevirus A. La
localizacién de HEV-8 en el drbol y su distancia con HEV-7 es aproximada al haber sido afiadida
en el arbol en base a otra figura sobre la filogenia de HEV disponible en [159]. Imagen editada de
[156].

Esta diversidad de hospedadores en cuatro de los ocho genotipos que
conforman Orthohepevirus A demuestran el riesgo de emergencia de nuevas
variantes de HEV gracias a su potencial zoonético, que cada dia se considera
mayor ya que constantemente se descubren nuevos hospedadores para este virus
[160]. Dicho riesgo se incrementa cuando el principal reservorio no humano del

virus es el cerdo. Diversos estudios alrededor del mundo han detectado
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seroprevalencias altas para anticuerpos de HEV en este animal, yendo desde el
30% hasta el 80% [161-164]. Junto a eso, y al igual que pasa con otros patégenos
como el virus de la gripe, el cerdo puede hacer de puente, permitiendo que
genotipos hasta ahora exclusivamente animales infecten a humanos. Esto se debe
a que se ha descrito cierta susceptibilidad del cerdo a cepas de HEV aisladas de

jabalies, si bien el estudio solo ha mostrado la susceptibilidad con HEV-3 [165].

La distribuciéon geogréfica de los genotipos que infectan a humanos esta
claramente segregada, hallandose hepatitis E causadas por los genotipos 1y 2 en
los paises en vias de desarrollo y por los genotipos 3 y 4 en los paises
desarrollados [132,166]. La prevalencia de seropositividad es en general mas
elevada en paises en vias de desarrollo que en los paises desarrollados.
Asimismo, dentro de un mismo pais la prevalencia aumenta en las zonas rurales
respecto a las urbanas [167-169]. Las diferencias entre los genotipos,
disponibilidad de agua y el nivel socioeconémico también influyen en la
principal via de transmisién de HEV. Mientras que en los paises en vias de
desarrollo la via principal de infeccion es el agua, alla donde los casos son mas
esporddicos los casos de HEV se dan especialmente por el consumo de carne

contaminada mal cocinada [166,170].

1.2.2.2.3 - Epidemiologia de hepatitis E

Se calcula que aproximadamente un tercio de la poblacién mundial ha
pasado por una infecciéon de HEV [171]. Cada afio se estima que HEV infecta a
20 millones de personas, de los cuales 3,3 millones contraen la enfermedad,
dando lugar a unas 44.000 muertes en el afio 2015 [166,172]. La poblacién
principalmente afectada por la enfermedad depende de la region; en paises en
vias de desarrollo la mayoria de las infecciones ocurren en pacientes jovenes y
mujeres embarazadas. En paises desarrollados ocurre lo contrario; hay mas casos
de HEV en hombres y su edad es mas avanzada respecto a las regiones

endémicas [173].
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El periodo de incubacién de la enfermedad una vez se ha ingerido el virus
dura entre dos y seis semanas, y tras dicho periodo se manifiestan sintomas
tipicos de una hepatitis virica; fiebre, nauseas, dolor abdominal, vémitos,
anorexia, malestar general y hepatomegalia. La ictericia no es un sintoma
generalizado en hepatitis E en las regiones endémicas, dandose solo entre un 40
y un 75% de los casos en paises en vias de desarrollo o desarrollados,
respectivamente [174]. Al contrario que en dreas endémicas, la ictericia es el
sintoma mds comun en las regiones donde los casos son esporadicos [175]. Los
sintomas desaparecen tras superar la enfermedad pasadas unas 4-6 semanas,
siendo por lo general autolimitante. Aun asi, hay ocasiones en las que la persona
infectada desarrolla una enfermedad crénica. Estos casos se han descrito en
pacientes inmunosuprimidos y con el genotipo 3 [176], con la tinica excepcién de

un nifio con hepatitis E crénica asociada al genotipo 4 [177].

En las areas donde la prevalencia de HEV es alta se dan tanto casos de
enfermedades asintomaéticas como enfermedades inespecificas que no se pueden
distinguir de cualquier otra dolencia provocada por un virus. De igual forma en
las regiones endémicas se producen cuadros mas graves de colestasis o dafios
severos en el higado que puede desembocar en fallos hepaticos agudos o

subagudos [173].

Ademas de la capacidad de dar lugar a una hepatitis créonica, HEV puede
provocar cuadros severos en mujeres embarazadas, especialmente en &reas
endémicas, por lo que estos sucesos se asocian tinicamente a los genotipos 1y 2
[174]. La mortalidad en mujeres embarazadas en esas regiones puede llegar a ser
extremadamente elevada [178]. Las causas de la alta severidad de la enfermedad
en el periodo de gestacion todavia se desconocen, pero se sabe que el riesgo de
contraer una enfermedad sintomatica que derive en fallo hepético o
enfermedades obstétricas es mas alto en el segundo y tercer trimestre, asi como

la mortalidad aumenta en los tltimos tres meses de embarazo [141,179]. Ademas,
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el feto se puede ver afectado de varias formas; una de ellas es la transmisién
vertical de HEV, cosa que puede provocar abortos o incrementar la morbilidad
y mortalidad de los neonatos que sobreviven a la infeccién durante la gestacion

[132,166,174].

Otro de los motivos que hacen de la infecciéon por HEV algo preocupante
son las manifestaciones extrahepaticas que puede llegar a tener, dandose tanto
en infecciones agudas como en crénicas. Las mds comunes son manifestaciones
neurolégicas como el sindrome de Guillain-Barré, encefalitis, mielitis, y
amiotrofia neurdlgica. Aun asi se han reportado infecciones de HEV que han
afectado otros 6rganos, dando lugar entre otros a pancreatitis, crioglobulinemia,

linfoma, tiroiditis y miocarditis [180-183].

1.2.3 - Virus entéricos neurotropicos: Enterovirus

El género Enterovirus es uno de los que conforman la familia
Picornaviridae, tratindose de un gran grupo que comprende una amplia variedad
de virus clasificados en quince especies distintas (Enterovirus (EV) A-L y
Rhinovirus (RV) A-C) [184]. Dado que las tres especies de Rhinovirus son
patégenos respiratorios y tienen una via de transmisiéon por fémites y aerosoles,
los més importantes a la hora de contaminar el medio acuético son los incluidos

en la especie Enterovirus.

Las particulas de EV tienen la estructura caracteristica de cualquier
picornavirus; una capside de aproximadamente 30 nm de didmetro construida a
partir de cuatro proteinas estructurales (VP1-4) que le otorga una simetria
pseudo T=3. El genoma completo del virus tiene una longitud de entre 7.1y 7.5
kb cuyo extremo 3’ esta protegido por una proteina VPg y su extremo 5’ termina

en una cola de poli(A). El 3'-UTR de EV, al igual que en toda la familia
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Picornaviridae, posee un elemento IRES indispensable para llevar a cabo el ciclo
infeccioso del virus. EI IRES de EV es de tipo I, con una longitud aproximada de
450 nt y cinco estructuras secundarias que interaccionan con las proteinas
celulares implicadas en la traduccién del genoma del virus de una forma distinta

a la de otros IRES [185].

Si bien el miembro més conocido y representativo ha sido poliovirus
(PV), se conocen a dia de hoy mas de 300 serotipos (més de la mitad de ellos
Rhinovirus) debido a la gran diversidad tanto a nivel antigénico como genético
que hay en el género Enterovirus [186]. Esa variedad hacen de EV un género
cuyos Organos diana pueden ser muy variables, y con ese amplio rango de
tropismos pueden dar lugar a todo tipo de enfermedades como gastroenteritis,
pleurodinia, conjuntivitis hemorragica, miocarditis, pericarditis o ambas,

encefalitis y meningitis aséptica entre muchos otros [184,187-193].

1.2.3.1 - Ciclo replicativo de enterovirus

Al estar localizado en la misma familia que HAV, los diversos serotipos
de EV comparten junto con éste y los demds picornavirus muchas de las
caracteristicas de su ciclo infeccioso. Las principales diferencias entre el virus de
la hepatitis A y cualquier enterovirus residen en la capacidad de estos altimos
de producir silenciamiento celular gracias a una proteina 2A con actividad
proteolitica. Asimismo, y dado el papel que posee 2A en el resto de picornavirus,
no tiene un papel en la morfogénesis de la capside como el que se ha explicado

en HAV.

Los diversos EV se transmiten por distintas vias segin cudl es el tejido
diana; a través de agua y alimentos, a través de contacto persona-persona o por

fomites [194]. Algunos incluso pueden no utilizar la ruta fecal-oral y transmitirse
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via aerosoles, como es el caso enterovirus D68 [195,196]. El tropismo de EV,
ademas de por la via de transmision, se debe a la gran cantidad de receptores
que pueden llegar a reconocer, no habiendo ni un tinico receptor por serotipo ni
exclusividad en el uso de los receptores. EV es capaz de reconocer moléculas tan
distintas entre ellas como pueden ser el acido sidlico y receptores de
lipoproteinas y si bien la gran mayoria se trata de proteinas, hay algunos casos
como el de EV D68 donde algunas variantes pueden usar carbohidratos como

receptor [197].

Tras ese reconocimiento se produce una endocitosis con una consiguiente
desencapsidacion donde se produce una desestabilizacién de la capside que da
lugar a la liberacion del 4dcido nucleico. La entrada del genoma del virus en la
célula se produce gracias a la formacién de unos poros a partir de la
hexamerizaciéon de VP4 miristorilado en la membrana del endosoma tras la
liberaciéon de los pocket factor, unos lipidos que se encuentran en la regién
hidrofébica de VP1 y da estabilidad a la capside [198]. Una vez se libera el pocket
factor, VP1 se reestructura de forma que se adhiere a la membrana endosomal y

el genoma se libera al citosol celular a través del poro formado por VP4.

La primera traduccién se produce rapidamente tras la liberaciéon del
+ssRNA de EV, mediada por el IRES. A partir de ahi, la 3Dpo sintetizada se
encarga de la replicacion, utilizando la proteina VPg (3B) como primer para
producir la cadena negativa que servira de molde para replicar el genoma del
virus. Tras haber procesado la poliproteina, las proteasas 3Cpro y 2A se encargan
de inducir el silenciamiento celular inhibiendo tanto la transcripcién como
promoviendo la traduccién independiente de proteina cap, ademas de llevar a
cabo otros procesos como la inhibicién del interferén de tipo I. También tienen
un papel en la replicacién bloqueando la traduccién independiente de cap,
dejando libre su genoma para que la polimerasa pueda generar la cadena molde

[197,199,200].

40



I introduccion

T e
TR NS 3 (+) strand synthesis

\

Genome-induced
virion maturation

@ Mature virion
) 7

Uncoating | NNINING dshNAintermediate | 8\~ AL @pmvimn
VRaB\ A~ AN f p
" 3l
(+) strand RNA W/-‘S. (-) strand synthesis A
v | Assembly
| Ganome replication | ! i eiginelle [T
: s
\):/x 7 Pentamer
. — 2
Translation gl !
= I.. EE:EI[;T | Capsid proteins s -/
i i T
: — LIS — & &
Polyprotein ) _’/’ | | 1 Protomer
slale O M |/ '
S| = ~ '.(""‘ © |

VPO Host proteins > 5' ?Liplds

i ? Prdinsep
( 5

'% Cholesterol

Figura 8.: Esquema del ciclo replicativo de EV. En él se pueden ver las principales caracteristicas
de una infeccién por este picornavirus, como el hecho de que solamente el genoma sale de la
vesicula endocitica, no todo el virién, y el hecho de poder llevar a cabo una liberacién de la nueva
progenie tanto provocando la lisis celular como prescindiendo de ella. Imagen extraida de [197].

A la vez que se produce la replicacion se expresan las proteinas de la
capside en la poliproteina P1, siendo procesada por la 3C,r, para dar lugar a las
proteinas VPO, VP3 y VP1. Segin el modelo aceptado, estas proteinas
estructurales se autoensamblan alrededor del +ssRNA en formacién para dar
lugar a una capside inmadura. El proceso de morfogénesis termina cuando el
RNA del virus promueve la ruptura de VP0 en VP2 y VP4, siendo un paso crucial

en la maduracién del virién [102,201].

Se consideraba que la salida de las particulas maduras requeria la lisis de
las células infectadas, provocando asi su muerte, pero estudios recientes apuntan
a que utilizan el sistema de autofagia celular no solo para culminar su ciclo

replicativo, sino también para infectar las células vecinas mediante la regulacion
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de los lipidos que intervienen en la autofagia [202]. Algunos virus son liberados
de nuevo al medio ambiente tras volver al intestino en caso de que su replicaciéon

se produzca en otros tejidos, cerrando asi el ciclo.

1.2.3.2 - Filogenia de enterovirus

La clasificacién del género Enterovirus ha ido cambiando a lo largo de los
afios. Desde 2012 el género incluye quince especies distintas, doce de las cuales
corresponden a EV (Enterovirus A-L). De todos ellos, los patégenos humanos se
incluyen en las especies Enterovirus A, B, C y D. Las demds especies de EV no
tienen representantes cuyo hospedador sea el ser humano, si bien muchos de
ellos infectan primates. Las excepciones son las especies Enterovirus G,
clasicamente porcino pero que tiene serotipos que infectan a jabalies, ovejas o
cabras, Enterovirus I cuyo tnico representante se hall6 en camellos, y Enterovirus

K, cuyos hospedadores son roedores [184,203-207] ( ).

Todos los serotipos de EV humanos se clasifican en cuatro grandes
grupos; Enterovirus, Coxsackievirus, Echovirus y Poliovirus. Los serotipos
catalogados como Enterovirus se encuentran en las cuatro especies humanas.
Coxsackievirus esta diferenciado en Coxsackievirus A y Coxsackievirus B. Los
miembros del primer grupo se encuentran hoy en las especies Enterovirus Ay C
(@ excepcion de Coxsackievirus A9 que estd en Enterovirus B). Tanto
Coxsackievirus B como Echovirus estan restringidos a la especie Enterovirus B.

Poliovirus forma un cluster aparte dentro de Enterovirus C.
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Tabla 1.: Clasificacion de las doce especies de Enterovirus y los hospedadores de sus representantes.
La mayor parte de los serotipos conocidos se encuentran en las especies Enterovirus A-C, cuyo
hospedador principal es el ser humano. En comparacioén, la especie Enterovirus D es muy poco
frecuente. El asterisco en la especie Enterovirus L indica que el serotipo descrito se comenta en un
articulo que a dia de hoy no ha sido publicado.

m Capacidad de infectar humanos | Hospedadores no humanos

Enterovirus A Simios, Babuino
Enterovirus B 63 Si Simios, Chimpancé, Mandril
Enterovirus C 23 Si ---

Enterovirus D 5 Si Chimpancé, Gorila
Enterovirus E 4 No Bovinos
Enterovirus F 7 No Bovinos
Enterovirus G 20 No Cerdo, Jabali, Oveja, Cabra
Enterovirus H 1 No Simios
Enterovirus | 1 No Camello
EnterovirusJ 6 No Simios
Enterovirus K 2 No Roedores
Enterovirus L* 1 No Mono Rhesus

1.2.3.3 - Epidemiologia de enterovirus

Se calcula que anualmente y solo en Estados Unidos EV es causante de
hasta 15 millones de infecciones y varias decenas de miles de hospitalizaciones.
El ntimero de casos llega a los 1.000 millones en todo el mundo [208,209]. El rango
de enfermedades que pueden llegar a causar es muy amplio y las dolencias
causadas por EV no estdn asociadas a serotipos concretos; el mismo tipo de EV
es capaz de provocar mas de una enfermedad dependiendo de la variante y del
estado de salud de la persona infectada, entre otros. La mayor parte de las
infecciones provocadas por EV cursan o bien sin sintoma alguno o bien con un
cuadro similar al de resfriado comtn. Sea cual sea la evolucion de la infeccién
habra un periodo de incubacion de entre tres y seis dias, y en caso de causar
sintomas le sigue un periodo prodrémico con una duracién de entre 12 y 36
horas. Los sintomas que cursan en esta fase son inespecificos y tienen gran
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similitud con el cuadro de un resfriado comun; fiebre, dolor de garganta, pérdida
de apetito, tos y estornudos. Tras ese periodo, la forma leve de infecciéon por EV
puede dar lugar a aftas bucales, sarpullidos y un leve dolor generalizado en el
cuerpo. Generalmente esta forma de la enfermedad es autolimitante y la

infeccion se supera en 5 o 7 dias [184,193].

La mayor parte de complicaciones durante el curso de una infeccion por
EV afectan a nivel neurolégico o cardiaco. Eso, junto a la diversidad de serotipos
existentes, hacen que sean un grupo de patégenos de dificil control y de gran

importancia a nivel sanitario.

Las principales complicaciones en una infeccion por EV son las

siguientes:

Enfermedad Mano-Pie-Boca (HFMD): Esta forma de infeccion de EV se

da en nifios menores de 10 afos, siendo especialmente frecuente en aquellos que
tienen entre 3 y 5 afios. Los serotipos que pueden provocar HFMD se encuentran
en Enterovirus A, By C. La sintomatologia de HFMD comprende fiebre, faringitis,
asi como tlceras y erupciones en manos, pies boca (de ahi su nombre) y nalgas.
Asimismo, un sintoma frecuente es la onicomadesis, es decir, desprendimiento
de la ufia por su zona proximal, apareciendo debajo de ella una ufia nueva. En
algunas ocasiones se pueden dar complicaciones a nivel neurolégico, cardiaco y

pulmonar [209,210].

Conjuntivitis hemorragica: La conjuntivitis hemorrédgica causada por EV

se conocié también bajo el nombre de “enfermedad del Apollo 117, dado que fue
descrito en un brote que coincidié con el primer alunizaje [211]. Los principales
serotipos asociados a esta enfermedad son Enterovirus D70 y Coxsackievirus-
A24 [188,212]. Se trata de una enfermedad extremadamente contagiosa cuya
manifestacion es rapida. La enfermedad cursa con enrojecimiento de los ojos,

edemas, fotofobia, hemorragia subconjuntival, irritacion, reacciones foliculares y
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ojos llorosos [213]. En caso de no darse la hemorragia, la sintomatologia puede
durar menos tiempo [214]. Bajo este cuadro el virus se transmite especialmente

a través de fomites o contacto persona-persona [212,213].

Miocarditis y pericarditis: Cuando el tropismo de EV lo lleva a poder

infectar el corazon o el pericardio puede darse una infeccién sin sintomas o bien
manifestarse con dolor en el pecho, arritmias, debilidad, fiebre, diarrea, dolor de
garganta y en los peores casos fallos cardiacos que pueden llevar a la muerte.
También se pueden observar disfunciones en ventriculares, y en neonatos
manifestarse otros sintomas como hipotermia, cianosis e hipoxia. Cuando EV

infecta a neonatos suelen requerir soporte cardiopulmonar [215].

Hay una diferenciaciéon entre ambas enfermedades segtn la edad; la
miocarditis es mas corriente a edades muy tempranas, mientras que los nifios y
los adultos tienen mas tendencia a sufrir de pericarditis. Aun asi, se pueden dar
infecciones en ambos tejidos (miopericarditis), en cuyos casos la enfermedad se

agrava y puede llegar a dar lugar a un infarto [184,216].

Meningitis y encefalitis: Estas dos afecciones neurolégicas se distinguen

segiin si estd afectado el parénquima cerebral o no, siendo considerados
respectivamente encefalitis o meningitis. EV es considerado la principal causa de
meningitis aséptica, y su infeccion tiene como sintomas comunes mas comunes
dolor de cabeza, estomacal y muscular, fiebre, exantemas y nauseas. Se puede
dar ademas pleocitosis en el liquido cerebroespinal durante las primeras fases.
La presencia de los sintomas caracteristicos (rigidez de nuca y fotofobia)
aumenta cuanto mayor es la edad de la persona afectada. En neonatos tienden a
aparecer protuberancias en las fontanelas y sufrir de letargia e irritabilidad

[184,217].

La encefalitis por EV es menos comdn que la meningitis, pero tiene peor

prondstico. Es facilmente distinguible de las encefalitis causadas por otros
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agentes etiologicos dado que ademds de los sintomas clasicos de la enfermedad
(como pueden ser fiebre, dolor de cabeza, hepatomegalia, hiporreflexia,
somnolencia o coma) la diarrea, erupciones cutaneas y cambios de personalidad
son mucho mas frecuentes. En neonatos hay un mayor riesgo de sepsias y
cardiomiopatias, y en menores de 3 afios se da la mayor cantidad de muertes tras
desarrollar sobre todo edemas pulmonares [217,218]. En la primavera del 2016,
en Catalufa se dio un brote de encefalitis causado por el serotipo EV-A71, con
maés de cien nifios afectados [219], cuya alarma ha llevado a una vigilancia de la

poblacién de EV que circulan en el area de Barcelona.

Parélisis flacida aguda: La paralisis flacida aguda comienza normalmente

con un cuadro inespecifico de fiebre, fatiga dolor de cabeza, vomitos y rigidez de
cuello. En las formas severas de la enfermedad el sistema nervioso se ve afectado
y se produce una paralisis generalmente en las piernas, pero existe la
probabilidad de que la enfermedad afecte a los musculos respiratorios, causando

la muerte de la persona infectada.

Esta enfermedad estaba clasicamente asociada a PV, pero con el fruto de
los esfuerzos de su erradicacion en los que a dia de hoy es endémico tnicamente
en dos paises (Afganistan y Pakistan) [220], han comenzado a aparecer brotes de
enfermedades con sintomatologia similar al de la poliomielitis asociados a otros
EV [221]. De igual forma que con poliovirus, las parélisis flacidas provocadas por
otros enterovirus afectan especialmente a los nifios. De entre todos los agentes
causales los més destacables son los EV A71 y D68, si bien Coxsackievirus y
Echovirus contienen agentes causales de dicha enfermedad. A dia de hoy los
casos mas significativos estdn en los serotipos A71 y D68. A71 es el mayor
causante de las formas mas severas de la enfermedad, provocando ademas
brotes a gran escala [222,223]. D68 corresponde a un serotipo que hasta hace poco
provocaba un nimero muy limitado de infecciones, al igual que todos aquellos

incluidos en la especie Enterovirus D, y provocaba enfermedades respiratorias
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muy similares a las de RV. Sin embargo los casos de infecciones por D68 han ido
en aumento en los ultimos afios llegando a ser uno de los serotipos comunes que
circulan en Estados Unidos [224-226]. Ese aumento de casos ha demostrado sus
capacidades neurotrépicas, dando lugar a casos de pardlisis flacida provocados
por D68, considerdndose uno de los serotipos con mayor riesgo de ocupar el

nicho que la campania de erradicacién de PV estd dejando vacio [226,227].

1.3 - Emergencia de virus envueltos

La emergencia de los nuevos astrovirus, serotipos poco comunes de
enterovirus, la aparicién del genotipo IIIA de hepatitis A en nuestra region y la
capacidad zoonética de hepatitis E no comprenden todos los ejemplos de virus
emergentes con capacidad de llegar al medio acuético. Algunos de los nuevos
retos de los virus transmitidos por aguas implican virus envueltos, muchos de
los cuales no utilizan explicitamente la transmision fecal-oral pero pueden llegar
a contaminar aguas por sus vias de excreciéon. De todos estos, los coronavirus
(CoV) comprenderian el grupo de mayor relevancia por dos principales motivos;
ser uno de los virus con mas nuevos representantes descritos en los altimos afios
y por haber entre ellos CoV emergentes causantes de enfermedades graves con

capacidad de transmitirse por alimentos y por la via ambiental.

Los CoV destacan por ser los virus con genoma de RN A mas grandes, con
un +ssRNA que puede llegar a medir 31 kb. Existen cuatro grandes géneros
dentro de la familia Coronaviridae; Alphacoronavirus, Betacoronavirus,
Gammacoronavirus y Deltacoronavirus. Los dos primeros géneros tienen como
principal origen los murciélagos y los otros dos provienen especialmente de aves

[228]. Muchos de los nuevos CoV descubiertos pertenecen a los géneros
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Alphacoronavirus y Betacoronavirus, y de los nuevos CoV que se han detectado en
los ultimos afios destacan dos betacoronavirus; los virus causantes del Sindrome
Respiratorio Agudo Severo (SARS-CoV) y del Sindrome Respiratorio de Oriente
Medio (MERS-CoV). Con la aparicién de estos virus cambié la visiéon y la
importancia clinica de los CoV, ya que hasta entonces solo se conocian como

patégenos que causaban enfermedades respiratorias o gastrointestinales leves.

EI SARS-CoV fue el primero en ser descrito. A finales de 2002 se inici6 un
brote en el sur de China, en la provincia de Guangdong, extendiéndose por mas
de una veintena paises y salddndose en julio de 2003 con 8096 afectados,
provocando la muerte de 774 de ellos [229,230]. Tras ese gran brote solo se
describieron unas pocas infecciones de caracter zoonético en 2004, siendo la
altima vez en la que se detecté dicho CoV [231]. Aunque fue evidente que se
trataba de un patogeno zoonético, la primera teoria sobre su origen fue errénea.
Se consider¢ inicialmente que el origen de este virus era la civeta, pues los
primeros casos se debieron al contacto de civetas infectadas por SARS-CoV que
lo transmitieron al ser humano, pero a dia de hoy estd aceptado que el virus
proviene de murciélagos del género Rhinolopus, y que la civeta es un hospedador

que ha permitido su amplificaciéon y salto al ser humano [232].

MERS-CoV, aislado por primera vez en 2012 y con el camello como
intermediario, presenta ciertas diferencias respecto a SARS-CoV. Una de ellas es
que a dia de hoy continua habiendo casos de personas infectadas por MERS-
CoV; en el informe de septiembre de 2019 de la WHO se contabilizaron un total
de 2468 casos desde 2012, de los cuales 851 han fallecido debido a la enfermedad
[233]. Ademads, pese a que MERS-CoV presenta una menor infectividad
comparado con SARS-CoV, su tasa de mortalidad es mucho mayor (34.84% y
9.56%, respectivamente). Aun asi tienen también ciertas similitudes, siendo
ambos virus de origen zoonético, muy posiblemente providentes de murciélago,

que causan una enfermedad respiratoria grave en cuyos sintomas se incluyen la
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disnea y la neumonia [234]. Desde finales de 2019 fue descubierto un nuevo
miembro del género Betacoronavirus denominado SARS-CoV2, agente causal de
la enfermedad conocida como COVID-19 a dia de hoy extendido por toda la
geografia y que ha culminado en una pandemia que actualmente sigue en curso

[235].

Otro virus envuelto que puede llegar al agua es el de la influenza, que
comprende cuatro géneros de la familia Orthomyxoviridae. Los més importantes
son los virus de la influenza A y B, causantes de las epidemias anuales. Influenza
C y el recientemente descubierto influenza D son causantes de enfermedades
mas leves que los dos ya mencionados. Todos ellos tienen un genoma de -ssRNA
segmentado (influenza A y B poseen ocho segmentos mientras que influenza C
y D tienen siete) lo cual hace que posean, ademas de la alta tasa de mutacioén, la
capacidad de reorganizar sus segmentos en un proceso llamado “reassortment”
cuando un hospedador es coinfectado por dos virus de la influenza distintos,

normalmente uno humano y otro animal.

Con este reordenamiento aparecen rapidamente nuevas variantes del
virus con genes tipicos de las cepas aviares y otros de cepas humanas, dando
lugar a las pandemias causadas por influenza A [236-238]. El reassortment se da
gracias a su amplio rango de hospedadores al usar el 4cido sialico como receptor,
una molécula que se encuentra en la superficie celular de una gran cantidad
células de muchos organismos, entre ellos todos los vertebrados [239]. El salto de
virus de influenza aviar al ser humano, si bien es posible, es un proceso muy
poco eficiente, con lo que el reassortment permite que las cepas aviares puedan
infectar y extenderse rapidamente en la poblacién. Generalmente el hospedador

que favorece este proceso es el cerdo [240].

La mayor parte de gripes que ocurren anualmente se deben a una cepa

de influenza A. Si bien en humanos la infeccion es respiratoria y su transmisién
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es principalmente a través de fémites y aerosoles, en aves se produce una
infeccion generalizada que implica una excrecién en el ambiente [241,242]. Si
bien la transmisién del virus de la influenza a humanos por este medio no es
relevante, las principales masas de agua donde las aves buscan cobijo y alimento
pueden servir para detectar la presencia de influenza y colaborar asi en el control
de su circulacién. El poder usar la detecciéon de estos virus en ambientes
acudticos adquiere una mayor importancia si se tiene en consideracion que las

aves son el principal reservorio del virus de la influenza [243].

Finalmente, otro virus que puede llegar al agua es el virus del Nilo
Occidental (WNV). WNV es un miembro de la familia Flaviviridae, donde se
encuentran otros importantes patégenos humanos como son el virus del dengue
o de la hepatitis C, pero también se incluye en el grupo de patégenos conocidos
como arbovirus (contraccion del término inglés arthropod-borne virus, o virus
transmitido por artrépodos) al usar mosquitos del género Culex como vector. El
principal hospedador del virus son las aves, siendo especialmente importantes
aquellos que se encuentran en el orden de los Passeriformes. Estos son los que
contraen una infeccién en la que el virus prolifera lo suficiente como para que el
mosquito al picarles pueda transmitir la enfermedad. Muchas otras aves (como
el caso de los Accipitriformes, orden del ave en el que se detect6 WNV por
primera vez en Catalufia [244]), asi como hospedadores fuera de dicha categoria,
no producen una viremia lo bastante elevada como para propagar la enfermedad

[245].

WNV causa infecciones asintomaticas en el 80% de los casos. Del 20%
restante, la gran mayoria cursan con la fiebre del Nilo, que puede durar desde
unos pocos dias en una forma leve de la enfermedad como provocar una fatiga
y debilidad que puede prolongarse hasta varios meses. En aproximadamente 1
de cada 150 casos el virus es capaz de llegar a invadir el sistema neurolégico,

provocando meningitis o encefalitis que puede llegar a provocar dafios que dejen
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secuelas. El 10% de los que contraen la forma grave de la enfermedad mueren

[245,246].

A pesar de que su via de transmisiéon principal no implica un contacto
directo con el medio exterior, el virus es capaz de llegar al ambiente a través de
varios medios, como pueden ser las plumas de las aves infectadas [247]. También
ha sido detectado en los tractos orales y rectales de pajaros enfermos [248]. De la
misma forma se han detectado posibles vias de transmisién secundarias; los
caimanes se pueden transmitir WNV entre ellos, cosa que permite amplificar la
cantidad de virus en el ambiente y que el contagio a otras especies por la via
principal sea més eficaz [249]. Otros estudios apuntan a una posible transmision
hidrica y alimentaria hacia las aves [250]. Afortunadamente el ser humano no es
susceptible a contraer el virus a través de agua o alimentos contaminados, pero
la presencia de WNYV en estas matrices indica una posible infeccion a las aves de

la zona y el consecuente salto al hombre mediante picadas de Culex.

51



Introduccion _

52



2 - OBJETIVOS

53



54



I objetivos

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral es la optimizacién de métodos
de concentracién para responder a las necesidades actuales de detectar tanto
virus con capside desnuda como virus con envuelta, para asi poder determinar

el perfil virolégico de muestras de agua de diversas procedencias.

Los objetivos especificos de este trabajo son los siguientes:

1. Optimizacién del método de concentraciéon por lana de vidrio
utilizando HAV como ejemplo de virus desnudo y el coronavirus
de la gastroenteritis porcina transmisible (TGEV) como ejemplo
de virus envuelto.

2. Aplicacién de la metodologia optimizada para detectar patégenos
de interés en muestras de agua superficial y de pozos de la zona
de Riad, Arabia Saudi.

3. Determinacion del perfil virolégico de las aguas del estanque de
Cal Tet, localizado en el Delta del Llobregat.

4. Estudio de la diversidad poblacional de enterovirus en las aguas
residuales de la zona de Barcelona mediante secuenciacién
masiva a partir del fragmento de la proteina VP1 usada en la
caracterizacion.

5. Caracterizacion de virus asociados a brotes de transmision hidrica
y determinacién de la poblacion mediante secuenciacién masiva

en caso de ser posible.
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_ Informe de los articulos

3.1 - Articulos publicados y sus factores de impacto

Los articulos que forman parte de la memoria de la Tesis Doctoral
presentada por Albert Blanco Ortiz han sido publicados en revistas

internacionales de Virologia indexadas en el Journal of Citation Reports.
Articulo I:

Blanco A, Guix S, Fuster N, Fuentes C, Bartolomé R, Cornejo T, Pint6 RM,
Bosch A. “Norovirus in Bottled Water Associated with Gastroenteritis Outbreak,
Spain, 2016”. Emerg Infect Dis. 2017 Sep;23(9):1531-1534. doi:
10.3201/eid2309.161489. Publicado en la revista Emerging Infectious Diseases en el

afio 2017. Dicha revista poseia en ese afio un factor de impacto de 8.222.
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Articulo II:

Blanco A, Abid I, Al-Otaibi N, Pérez-Rodriguez FJ, Fuentes C, Guix S,

Pint6 RM, Bosch A. “Glass Wool Concentration Optimization for the Detection

of Enveloped and Non-enveloped Waterborne Viruses”. Food Environ Virol.

2019 Jun;11(2):184-192. doi: 10.1007/s12560-019-09378-0. Publicado en la revista

Food and Environmental Virology en el afio 2019. Dicha revista poseia ese mismo

afio un factor de impacto de 2.819.

Director y tutor Directora
t/* | \j\
/"/ " / o‘
e \ /
Dr. Albert Bosch Navarro Dra. Rosa Maria Pint6 Solé

Barcelona, abril de 2021.
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3.2 -Informe de coautoria de los articulos publicados

Articulo I:

Blanco A, Guix S, Fuster N, Fuentes C, Bartolomé R, Cornejo T, Pinté RM,

Bosch A. “Norovirus in Bottled Water Associated with Gastroenteritis Outbreak,
Spain, 2016”. Emerg Infect Dis. 2017 Sep;23(9):1531-1534. doi:
10.3201/eid2309.161489.

El trabajo implicado en el articulo I se pudo realizar dentro del marco de
los proyectos Food-FP7-311846 de la Unién Europea y XRB-Xarxa de Referéncia

de Biotecnologia de la Generalitat de Catalunya.

El doctorando se ha encargado de la parte experimental del articulo con
la excepcion de la secuenciaciéon masiva y la generacion de los datos resultantes.
En el proceso de concentracién de muestras fue ayudado por Noemi Fuster. Se
ha encargado también de la interpretacién de los datos tanto generados durante
la parte experimental como los datos epidemioldgicos recibidos del Departament

de Salut de la Generalitat de Catalunya.

Ningtn coautor ha utilizado el articulo para su tesis doctoral.
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Articulo II:

Blanco A, Abid I, Al-Otaibi N, Pérez-Rodriguez F], Fuentes C, Guix S,

Pint6 RM, Bosch A. “Glass Wool Concentration Optimization for the Detection

of Enveloped and Non-enveloped Waterborne Viruses”. Food Environ Virol.

2019 Jun;11(2):184-192. doi: 10.1007 /s12560-019-09378-0.

El trabajo implicado en el articulo II se realizé en el marco de los
proyectos 12-ENV2528-02 del Plan for Science, Technology and Innovation
(MAARIFAH), King Abdulaziz City for Science and Technology, Kingdom of
Saudi Arabia, el Food-FP7-311846 de la Unién Europea y XRB-Xarxa de

Referéncia de Biotecnologia de la Generalitat de Catalunya.

El doctorando, junto con Cristina Fuentes y Francisco Javier Pérez-
Rodriguez formaron a Islem Abid en el procedimiento de concentracién por lana
de vidrio. El grupo de la Dra. Abid recolect6 y concentré las muestras para luego
enviar el producto resultante a nuestro laboratorio. El resto de la parte

experimental del articulo II lo ha llevado a cabo el doctorando.

Ningtn coautor ha utilizado el articulo para su tesis doctoral.

Director y tutor Directora

Dr. Albert Bosch Navarro Dra. Rosa Maria Pint6 Solé

Barcelona, abril de 2021.
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3.3 -Informe de manuscritos pendientes de publicacién

Junto con los dos articulos mencionados el doctorando ha escrito tres
manuscritos que contienen los resultados del resto de la parte experimental de

la tesis doctoral. Los borradores son los siguientes:

Manuscrito I: Abid I, Blanco A, Al-Otaibi N, Guix S, Pinté RM, Bosch A.

“Dynamic and seasonal distribution of enteric viruses in surface and well water

in a desert environment”.

El trabajo implicado en el borrador se pudo realizar dentro del marco de
los proyectos 12-ENV2528-02 del Plan for Science, Technology and Innovation
(MAARIFAH), King Abdulaziz City for Science and Technology, Kingdom of
Saudi Arabia, el Food-FP7-311846 de la Unién Europea y XRB-Xarxa de

Referencia de Biotecnologia de la Generalitat de Catalunya.

El contenido del primer manuscrito corresponde al analisis en
profundidad de la prevalencia de virus de transmision fecal oral en aguas del
area de Riad, Arabia Saudji, a partir del método de filtracion por lana de vidrio

descrito en el articulo II.

Ningtn coautor ha utilizado el articulo para su tesis doctoral.
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Manuscrito II: Blanco A, Guix S, Pint6 RM, Bosch A. “From Classic

Human Enteric Viruses to Emerging Viruses: the Llobregat Delta Study”.

El contenido del borrador se pudo realizar gracias a un convenio con el
Consorci per a la Protecci6 i la Gesti6 dels Espais Naturals del Delta del Llobregat
que permitié el acceso del doctorando a la reserva natural para realizar el
muestreo en un area previamente acordada. Asimismo, el andlisis de aguas
residuales recogidas por Aigiies de Barcelona se realiz6 dentro del marco del
proyecto “Detecci6 i tipat d’enterovirus a partir de mostres d’aigua residual” de

la Generalitat de Catalunya.

En el segundo borrador se analiza la presencia tanto de virus entéricos
clasicos como virus emergentes detectables en sistemas hidricos en aguas del
delta del Llobregat y de entrada de la depuradora del Prat del Llobregat, muy

cercana al lugar de muestreo del delta.

Ningtn coautor ha utilizado el articulo para su tesis doctoral.
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Manuscrito III: Blanco A, Guix S, Garcia-Cehic D, Quer J, Pinté RM, Bosch

A. “Enterovirus surveillance in Barcelona wastewater, 2017-2018".

Todo el trabajo experimental descrito en el borrador forma parte de la
investigacion incluida en el proyecto “Detecci6 i tipat d’enterovirus a partir de

mostres d’aigua residual” de la Generalitat de Catalunya.

Las aguas residuales del Prat del Llobregat ya mencionadas en el borrado
II fueron utilizadas también para el seguimiento de la poblacién de los diversos

genotipos de enterovirus en el drea de Barcelona.

Ningtn coautor ha utilizado el articulo para su tesis doctoral.
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4.1 - Capitulo I: Norovirus in Bottled Water Associated with Gastroenteritis
Outbreak, Spain, 2016

Autores: Albert Blanco, Susana Guix, Noemi Fuster, Cristina Fuentes, Rosa

Bartolomé, Thais Cornejo, Rosa Maria Pint6, Albert Bosch.

Norovirus (NoV) es el principal agente causante de gastroenteritis virica
a nivel mundial. De los siete genogrupos que hay conocidos (GI-GVII) solo NoV
GI, NoV GII y NoV GIV comprenden los genotipos capaces de infectar al ser
humano. De éstos, el genogrupo II es el més importante en términos
epidemiolégicos pese a su comportamiento estacional, y su alta incidencia con
respecto a los demds genogrupos se debe a la gran variabilidad de genotipos que
incluye. En los ultimos afios el genotipo predominante en gastroenteritis
causadas por NoV ha sido el GII.4, habiendo un cambio en la variante

predominante cada dos o tres afios.

En los altimos afios se ha detectado un cambio en la tendencia de NoV
GII a nivel mundial, y en varios paises NoV GII.4 ha sido sustituido como
genotipo mayoritario por NoV GII.17. En abril de 2016 se declaré un brote de
gastroenteritis por NoV en Catalufia con 4136 casos detectados asociado a aguas
de dispensadores para empresas. En heces de pacientes asociados al brote se
detectaron tanto NoV GI como NoV GII. De este tltimo genogrupo se detect6

una gran cantidad de gente positiva para NoV GIL.17.

El grupo pudo obtener muestras de agua que provenian de una empresa
afectada por el brote. Tras analizar el contenido restante de las dos garrafas
facilitadas se pudieron detectar altos niveles de genomas tanto de NoV GI como
de NoV GII. Asimismo, los resultados se compararon con otras dos muestras de
agua obtenidas de una segunda empresa en cuya plantilla no se detectaron casos.

Las dos muestras analizadas de dicha empresa resultaron ser negativas para
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ambos tipos de NoV. Finalmente, de determiné la presencia de otros virus
entéricos en las cuatro muestras de agua, como enterovirus, astrovirus,
sapovirus, rotavirus, adenovirus y virus de la hepatitis A. Todas las muestras

fueron negativas para dichas dianas.

Los altos niveles de genomas de NoV en las muestras de la empresa
afectadas permitieron, por un lado, poder hacer un ensayo con monoazida de
propidio (PMA por sus siglas en inglés), y por otro, intentar genotipar los NoV
hallados. El ensayo con PMA determiné que las particulas infecciosas
correspondian solamente entre un 0.33 y un 5.64% del total de genomas
detectados, en funcién del genogrupo y la muestra, teniendo mayor
supervivencia NoV GI. La secuenciacion fue dificil, y solo se pudo determinar la
presencia de NoV GIL4 en el agua. Posteriormente se hizo una secuenciaciéon
masiva de dicha muestra para ver la poblacién de NoV GII de la misma, pero no
se detectaron otros genotipos que si se encontraron en heces de pacientes, como
GIl.2, GII.2 y el mencionado GII.17. Es posible que los deméds genotipos del virus
se hallaran en menor concentraciéon en las muestras recibidas, o que éstos se
perdieran durante el proceso de concentraciéon hasta llegar a niveles

indetectables.

La importancia de los resultados radica en que es la primera vez que se
detecta norovirus en agua embotellada, remarcando la importancia de
determinar unas normativas de seguridad y de establecer un sistema de analisis

de virus en aguas para impedir nuevos brotes en el futuro.
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Norovirus in Bottled Water Associated with
Gastroenteritis Outbreak, Spain, 2016

Albert Blanco,” Susana Guix," Noemi Fuster,
Cristina Fuentes, Rosa Bartolomé, Thais Cornejo,
Rosa Maria Pinto, Albert Bosch

In April 2016, an outbreak of gastrointestinal illness (4,136
cases) occurred in Catalonia, Spain. We detected high lev-
els of norovirus genotypes | and Il in office water coolers
associated with the outbreak. Infectious viral titer estimates
were 33-49 genome copies/L for genotype | and 327-660
genome copies/L for genotype Il.

uring April 11-25, 2016, a total of 4,136 cases of gas-

troenteritis were reported by the Public Health Agen-
cy of Catalonia (ASPCAT; Figure, panel A). A case-patient
was defined as an exposed person who had vomiting or di-
arrhea (3 or more loose stools within 24 hours) and >2 of
the following: nausea, abdominal pain, or fever (>37.8°C).
Six patients required hospitalization.

The epidemiologic investigation conducted by the
ASPCAT pointed toward an association of the outbreak
with drinking bottled spring water from office water cool-
ers; the water had been bottled at a source in Andorra (M.
Jané-Checa and A. Martinez-Mateo, Public Health Agency
of Catalonia, pers. comm., 2016 Sep 1). Compared with
other modes of transmission such as food or person to per-
son, norovirus outbreaks associated with drinking water are
rare in developed countries (/). On April 15, 2016, as a
precautionary measure, the company producing the bottled
water recalled >6,150 containers of water of suspected
quality that had already been distributed to 925 companies.
The water complied with all requirements of the European
Commission directive on the exploitation and marketing of
natural mineral waters (2), but these requirements do not
include any virologic determination.

The Spanish Authority for Consumption, Food Safe-
ty, and Nutrition reported the outbreak at the national
(http://www.aecosan.msssi.gob.es/ AECOSAN/web/se-
guridad_alimentaria/ampliacion/gastroenteritis_agua_env-
asada.htm) and European (Rapid Alert System for Food
and Feed, RASFF, expedient 2017/0469, https://webgate.

Author affiliations: University of Barcelona, Barcelona, Spain

(A. Blanco, S. Guix, N. Fuster, C. Fuentes, R.M. Pint6, A. Bosch);
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ec.europa.eu/rasff-window/portal/?event = notificationDet
ail&NOTIF_REFERENCE =2016.0469) levels. The num-
bers of cases reported by the ASPCAT peaked on April 18
and 21 (Figure, panel B), and the ASPCAT declared the
outbreak over on April 25.

The Study

As part of the epidemiologic investigation of this outbreak,
we took samples from four 19-L water coolers in 2 offices
in the Barcelona metropolitan area, from which affected
persons had drunk. We collected samples 1 and 2 on April
15 from 2 water coolers in 1 office, from which 36 cases
had been reported. A private company provided samples
3 and 4, from 2 water coolers in a different office with
an unknown number of cases, on April 20. We tested all
samples immediately upon receipt at our laboratory. We
used positively charged glass wool and polyethylene gly-
col precipitation for virus concentration. Sample volumes
ranged from 2.0 L to 7.8 L; we reduced each sample to a
final volume of 7 mL, as described previously (3). We ex-
tracted total RNA from 0.5 mL of the concentrates with the
NucliSens miniMAG magnetic system (BioMérieux, Mar-
cy-I’Etoile, France) and eluted the samples in 100 uL of
elution buffer, following the manufacturer’s specifications.
We performed a standardized 1-step real-time TaqMan re-
verse transcription PCR (RT-qPCR; Ultrasense, Invitrogen
Life Technologies, Barcelona, Spain), in which we used 5
pL of extracted RNA to determine the number of genome
copies per liter of human norovirus genogroup I (GI) and
genogroup II (GII) (4-7). We monitored virus/nucleic acid
extraction and enzyme efficiencies as previously described;
we used double-stranded DNA plasmids containing the tar-
get sequences as standards (8).

We detected high RNA levels for norovirus Gl and
GII, around 10° and 10* genome copies/L, in 2 of the 4
water cooler samples concentrated by glass wool filtration
and polyethylene glycol precipitation (Table). Because mo-
lecular methods are unable to discern between infectious
and noninfectious particles, we predicted the infectivity
of norovirus in the concentrated samples by treating the
samples with the nucleic acid intercalating dye PMA prop-
idium monoazide; (50 pumol/L) and Triton X surfactant
(0.5%) before RT-qPCR; this enabled us to distinguish be-
tween virions with intact and altered capsids (9). Following
this approach, estimated infectious levels in the 2 positive

'"These authors contributed equally to this article.

1531

DISPATCHES



DISPATCHES

Barcelona city
2,194 cases
151 companies

Barcelonés Sud
823 cases

Camp de Tarragona 69 companies

154 cases
47 companies

As EfCatalunya Central

Figure. Waterborne norovirus
outbreak in Catalonia, Spain, April
15-25, 2016 (n = 4,136 cases).

A) Geographic distribution of the
number of cases and affected
companies in the Catalonian Health
regions. Inset shows location of
region in Spain. Map outlines
obtained from https://commons.
wikimedia.org/wiki/File: Catalonia_
location_map.svg. B) Time
distribution of reported cases. Cases
are displayed according to the
dates of the press release from the
Public Health Agency of Catalonia
(http://premsa.gencat.cat/pres_fsvp/
AppJava/notapremsavw/292423/
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samples were 49 and 327 genome copies/L for norovirus GI
and 33 and 660 genome copies/L for norovirus GII (Table).

Given the large number of persons involved in the
outbreak and the reported 50% human infectious dose for
norovirus of 18—1,300 particles (/0,11), the high genome
copy values in the water samples were not unexpected. In
addition, the proportion of intact (infectious) virions in the
water samples, estimated through PMA/Triton treatment
before RT-qPCR assays, represented 0.3%—5.6% of the
total number of physical particles, which was enough to
cause gastrointestinal illness (10,11).

We assayed the presence of enteroviruses, astrovirus-
es, sapoviruses, rotaviruses, adenoviruses, and hepatitis
A virus in the 4 water samples by using commercial RT-
gPCR kits (Viasure, Certest Biotec SL, Zaragoza, Spain),
with negative results. We attempted genotyping of noro-
viruses in samples 1 and 2 using a semi-nested RT-PCR
protocol with specific primers for GI and GII. We per-
formed the first PCR with primers COG1F and G1SKR
for GI and COG2F and G2SKR for GII (6,12). For the
second PCR, we used primers G1SKF and G1SKR for
GI and G2SKF and G2SKR for GII (/2). We assigned
genotypes based on clustering with reference strains from
the sequence database of the European network NoroNet
and norovirus genotyping tool (/3). We detected a single
sequence corresponding to genotype GII.4/Sydney/2012
(GenBank accession no. KX816644) in samples 1 and
2. Additionally, MiSeq next-generation sequence analy-
sis (Illumina, San Diego, CA) of the amplified product
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confirmed the sole presence of genotype GII.4/Syd-
ney/2012 (data not shown).

Although some fecal samples from persons who
worked at the office from which water samples 1 and 2 were
obtained contained genotypes GI.2 (n = 10) and GII.17 (n
= 11) but not GIL.4/Sydney/2012, we isolated genotypes
GI1.4/Sydney/2012 (n=1), Gl.2 (n=1), GIL.17 (n=1), and
GIL.2 (n = 1) from fecal samples from persons from a dif-
ferent office who exhibited the same gastrointestinal symp-
toms after drinking water supplied by the same company
(data not shown). We hypothesize that the spring water
was contaminated by all 4 strains (GI.2, GIL.2, GII.4, and
GII.17) but levels of viral contamination for each genotype
were not homogeneous in all bottled coolers. We may have
detected only the GII.4 genotype in water samples 1 and
2 because of a higher concentration of this specific geno-
type or because of bias caused by the sampling, concen-
tration, and molecular detection procedures. Finally, sev-
eral reasons could explain why we did not find any GII.4/
Sydney/2012 or GII.2 genotypes among the fecal samples
from persons from the office that provided samples 1 and
2, including the existence of immune status among the ex-
posed persons or differences in the proportion of infectious/
physical particles between the different types.

Conclusions

We describe quantitative detection of norovirus in bottled
water. Previously, several brands of mineral water were
reported to contain norovirus, but the findings were later
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Table. Human norovirus genome copies per liter in analyzed water cooler samples concentrated by glass wool filtration and
polyethylene glycol precipitation, metropolitan area of Barcelona, Spain, April 15-20, 2016*

RT-gPCR PMA/T
Sample Gl Gll Gl Gll
1 1.1 x 108 5.8 x10° 49 327
2 1.0 x 10* 2.6 x 10* 33 660
3 ND ND NT NT
4 ND ND NT NT

*G, genogroup; ND, not detected; NT, not tested; PMA/T, treatment with the nucleic acid intercalating dye propidium monoazide (PMA, 50 pmol/L) and
Triton X surfactant (0.5%) before RT-qPCR; RT-gPCR, real-time TagMan reverse transcription PCR.

attributed to laboratory contamination with control re-
agents (/4,15). One limitation of our study is the low num-
ber of water samples analyzed. Four days after the onset
of the outbreak, the company recalled all batches of water
and water coolers of suspected quality, which hampered the
collection of a larger number of samples for analysis.

The cause of the water contamination remains to be
elucidated. However, the high number of affected persons
from 381 offices that received water coolers, and the many
different genotypes found in some patients’ fecal speci-
mens, point toward sewage pollution of the spring aquifer.
Aquifer pollution was acknowledged by the Andorra Min-
istry of Health and Welfare, and further use of the spring
was banned.

This large outbreak suggests that the management of
microbial risks of commercially produced mineral waters,
universally based solely on bacterial parameters, could
benefit from additional analysis for relevant viral patho-
gens such as norovirus. However, the substantial costs
incurred in developing, enhancing, and managing virus
surveillance systems call for a balanced approach to keep
both the cost and the time required for the analyses within
feasibility limits.
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Si bien los principales virus entéricos clasicos presentan en el medio
ambiente cdpsides desnudas, han ido apareciendo y adquiriendo importancia
otros patégenos que, si bien no tienen por qué utilizar la via fecal-oral, tienen la
capacidad de alcanzar el sistema hidrico y ser lo tanto detectados en aguas, y de
esta manera vigilar su presencia entre la poblacion. Estos dltimos presentan
capsides envueltas y esa diferencia en su estructura puede causar que los

métodos de concentracion actuales no recuperen eficientemente dichos virus.

En nuestro laboratorio se lleva afios usando una filtracién por lana de
vidrio seguida de una concentraciéon secundaria con polietilénglicol (PEG) 6000
para recuperar virus en muestras de agua. Dicho método tiene como principales
ventajas su robustez y bajo coste, y su eficiencia de recuperacién de virus de
capside desnuda ha sido demostrada en varios estudios anteriores. Utilizando
como modelo de virus desnudo el HAV y como virus envuelto el TGEV, se
inocularon altos niveles de virus en agua de bebida y describi6é primeramente la
recuperacion de virus envueltos con la filtracion por lana de vidrio clasica. Al ver
que no alcanzaba un 1% de recuperacién se decidié modificar el método de
forma que se pudiera mejorar la eficiencia para TGEV sin comprometer la de

HAV.

Mediante un par de cambios sencillos como son el pH del buffer de
elucion utilizado tras la filtracién, su tiempo de contacto con el filtro de lana de
vidrio y el incremento del PEG 6000 del 10 al 20% permitieron no solamente

mejorar significativamente la recuperaciéon de TGEV, sino que ademas también
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se mejord la de HAV. El principal inconveniente del método optimizado es el
prolongado contacto de los virus a un pH elevado, cosa que compromete su
infectividad, pero dado que la mayoria de virus no son cultivables en laboratorio

y se detectan por métodos moleculares, es un inconveniente menor.

Una vez determinada la eficacia del método optimizado en laboratorio,
se decidi6 confirmar su utilidad en muestras reales. En colaboracién con el grupo
dela Dra. Islem Abid del Botany and Microbiology Department, Science College,
King Saud University de Riad, Arabia Saudi, se pudo concentrar y analizar
muestras de agua del Wadi Hanifa. El grupo de la Dra. Abid envi6 al laboratorio
concentrados de dichas aguas procesados por el método optimizado de
concentracion para ser analizados tanto por HAV como por CoV. De las 21
muestras analizadas de septiembre a noviembre de 2015, se pudieron detectar 8
positivas para HAV y una, correspondiente a septiembre, para CoV. Dado que
la PCR de CoV utilizada es capaz de detectar genomas de los miembros de los
géneros Alphacoronavirus 'y Betacoronavirus se secuencioé la muestra positiva para
determinar de qué clase de CoV se trataba. La secuenciacion revel6 que se trataba
de un Alphacoronavirus de roedor estrechamente relacionado con otras secuencias

halladas alrededor del mundo en los altimos afios.

Tras los resultados obtenidos se pudo concluir que el método optimizado
de filtracion por lana de vidrio result6 ser de gran utilidad en muestras crudas,

con cambios sencillos y de escaso impacto en el coste del protocolo.
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Abstract

An extremely affordable virus concentration method based on adsorption-elution to glass wool and subsequent reconcentra-
tion through polyethylene glycol 6000 (PEG) precipitation was optimized to recover not only non-enveloped viruses but also
enveloped viruses. Hepatitis A virus (HAV) and transmissible gastroenteritis virus (TGEV) were employed as surrogates
for naked and enveloped viruses, respectively, to set up the methodology. Initial experimentation in small-volume samples
showed that both types of particles readily adsorbed to the positively charged glass wool but were poorly detached from it
through standard elution with 0.05 M glycine with 3% of beef extract buffer, pH 9.5, with elution efficiencies of 7.2% and
2.6%, for HAV and TGEYV, respectively. To improve the recovery of enveloped viruses, several modifications in the elution
were assayed: increasing the elution pH, extending glass wool and eluent contact time, adding a detergent, or performing the
elution by recirculation or under agitation. Considering practicability and performance, recircularization of the eluent at pH
11.0 for 20 min was the elution procedure of choice, with efficiencies of 25.7% and 18.8% for HAV and TGEV in 50 L of
water. Additionally, employing 20% PEG instead of 10% for virus reconcentration improved recoveries up to 47% and 51%,
respectively. The optimized procedure was applied to detect naturally occurring HAV and coronaviruses in surface water
of Wadi Hanifa, Riyadh. HAV was detected in 38% of the samples, while one sample was positive for an alphacoronavirus.
This cheap virus detection system enables the comprehensive surveillance of viruses present in water samples.

Keywords Water concentration - Coronavirus - Hepatitis A virus - Enveloped viruses - Non-enveloped viruses

Introduction

A large variety of pathogenic viruses found in the enteric
tract of humans and animals may become environmental
contaminants. Despite any virus susceptible to cause an
infection after ingestion of water could be considered a
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waterborne virus, most reported incidents of waterborne ill-
ness are actually related to gastroenteritis or hepatitis. The
leading cause of gastroenteritis is norovirus (NoV), impli-
cated in 20% of all cases worldwide, although other viruses
such as rotaviruses, astroviruses, adenoviruses and sapovi-
ruses have also been implicated in waterborne transmission
of gastroenteritis (Bosch 2007). Regarding hepatitis, hepa-
titis A virus (HAV) is the foremost agent of acute hepatitis
and waterborne hepatitis A outbreaks have been globally
reported (Pint6 et al. 2010), while hepatitis E virus is an
emerging waterborne agent in the developing world, mostly
by infection with genotype 1 virus, and much less frequently
by genotype 2 virus (Kamar et al. 2014).

All the aforementioned viruses have in common that
they occur in the environment as non-enveloped particles,
implying a high virion stability (Sanchez and Bosch 2016).
Nevertheless, some relevant enveloped pathogenic viruses
are documented to be also found in the human gastroin-
testinal tract, among them coronaviruses (CoV) that cause
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serious respiratory diseases such as the severe acute res-
piratory syndrome or SARS, reported in November 2002,
with considerable shedding of the virus in stools (Chu et al.
2005). In fact, the environmental transmission of SARS was
reported in a large, private apartment complex (McKinney
ct al. 2006). Another emerging CoV, the human Middle East
Respiratory Syndrome coronavirus (MERS-CoV), initially
reported in Saudi Arabia in 2012, is found in the urine and
feces of infected animals (Dudas et al. 2018) and in human
feces as well (Zhou et al. 2017; Drosten 2013). Other exam-
ples of enveloped viruses with potential waterborne spread
are avian influenza viruses, such as the highly pathogenic
H5N1. Despite their replication is primarily in the respira-
tory tract, avian influenza viruses induce a generalized infec-
tion in birds with actual replication in the gastrointestinal
duct with abundant virus shedding in feces (Zhang et al.
2006; Worobey 2008).

CoV and influenza viruses have been reported to survive
in the environment long enough to be potentially environ-
mentally transmitted. For instance, both influenza A and B
viruses survived for 24—48 h on hard, non-porous surfaces
such as stainless steel and plastic but survived for less than
8-12 h on cloth, paper, and tissues (Bean et al. 1982). Stud-
ies on the survival of the 2009 HIN1 pandemic virus in
water evidenced the capacity of the virus to remain infec-
tious for at least 200 days at 4 °C (Dublineau et al. 2011).
Van Doremalen and coworkers (2013) ascertained the stabil-
ity of MERS-CoV under different environmental conditions.
MERS-CoV was more stable at low temperature/low humid-
ity conditions and could still be recovered after 48 h. During
aerosolization of MERS-CoV, no decrease in stability was
observed at 20 °C and 40% relative humidity. Another study
employing infectious animal CoV as surrogates for human
CoV pointed to their survival on surfaces for up to 28 days
(Casanova et al. 2010).

Since viruses in water occur in very low numbers, pro-
cessing of large volumes of water is required to concentrate
the contaminant viruses in a much smaller final volume
susceptible to be analyzed by molecular micro-methods
(Ikner et al. 2012; Bosch et al. 2008). If this critical sam-
ple concentration step could be applied to concentrate not
only non-enveloped viruses but enveloped viruses as well,
it would provide a more comprehensive catchall virus detec-
tion system allowing a more comprehensive overview of the
virome present in environmental water samples.

Positively charged glass wool filtration has been suc-
cessfully employed for the concentration of non-enveloped
viruses from water (Pérez-Sautu et al. 2012; Sano et al.
2011; Blanco et al. 2017). The aim of this study was to
develop a procedure based on glass wool filtration for the
recovery of enveloped and non-enveloped viruses from
large volumes of water. Transmissible gastroenteritis virus
(TGEV) and HAV were used as models for enveloped and

non-enveloped viruses, respectively, for method optimiza-
tion. Water from Wadi Hanifa in Riyadh, Saudi Arabia, was
sampled for the presence of CoV and HAV following the
selected methodology.

Materials and Methods
Viruses and Cells

Monolayers of ST cells (swine testis) were used to propagate
the strain PUR46-MAD of the TGEV (Sanchez et al. 1990;
Moreno et al. 2008), courtesy of L. Enjuanes and I. Sola,
National Center of Biotechnology, Cantoblanco, Madrid).
The PUR46-MAD strain of TGEV is attenuated, producing
very mild or no enteritis and no mortality in conventional
non-colostrum-deprived piglets, and absolutely no patho-
genic at all for humans. TGEV was employed as a surrogate
for not only human CoV such as MERS-CoV or SARS-CoV,
but for generic enveloped viruses as well. ST (swine testis)
cells grown in Eagle Minimum Essential Medium (MEM)
with 10% fetal bovine serum (FBS) were infected at a mul-
tiplicity of infection (m.o.i.) of one, as described elsewhere
(Bailey et al. 2004). Infected cell supernatants were col-
lected and kept at —80 °C. Cycles of freeze-thawing were
avoided to prevent enveloped particle disruption. High-titer
HAV stocks (strain HM 175 43c¢) were produced in FRhK-4
cell monolayers grown in MEM with 15% inactivated FBS,
employing a m.o.i. of 1, and purified after lysing host cell
membranes by the addition of a nonionic detergent (1%
NP-40) to the infected cell supernatants, as described else-
where (Costafreda et al. 2014).

Standard Waterborne Virus Concentration

Initially, viruses were concentrated from water by filtra-
tion through positively charged glass wool (Ouest Isol,
Alizay, France) as described elsewhere (Pérez-Sautu et al.
2012; Lambertini et al. 2008; Kiulia et al. 2010). To moni-
tor the efficiency of virus concentration, TGEV and HAV
were seeded at a concentration of 1.15x 107 and 1.78 x 10°
TCIDs,/L, respectively, in 5-L samples. Two consecutive
elutions were performed by backcirculating (5 L/min)
through the glass wool 50 mL of 0.05 M glycine with 3% of
beef extract buffer (GBE), pH 9.5 with the aid of a peristaltic
pump (Millipore XX8200230) and recovering the eluates
with the aid of a vacuum pump (Millipore, XX5522050).
The resulting 100-mL eluate was further concentrated by
10% polyethylene glycol 6000 (PEG) precipitation (Ueki
et al. 2005). The pellet was resuspended in 5 mL of PBS,
pH 7.4, and stored at —80 °C.

@ Springer
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Optimization of the Concentration for the Recovery
of Enveloped Viruses

To improve the recoveries of enveloped viruses obtained
with the standard glass wool filtration method, several steps
of the elution procedure were modified and the effect of
these changes on TGEV recovery ascertained. The tested
modifications were: (i) increasing the pH of the elution
buffer from 9.5 up to 11.0, (ii) increasing the contact time
of the glass wool and the GBE elution buffer from 10 min to
overnight (O/N), (iii) adding detergent Tween 80 at a con-
centration of 0.3% in the elution buffer at pH 11.0 and an
O/N contact time, (iv) unpacking the glass wool from the
column, mixing it with the elution buffer at pH 11.0 and
keeping it under agitation O/N, and (v) recirculating the elu-
tion butter at pH 11.0 through the glass wool column for 1 h
with a peristaltic pump (Millipore XX80EL004).

A first set of studies was performed in 5-L volumes, while
a second set was performed with 50-L volumes. For virus
reconcentration, PEG was employed at 10% and 20% con-
centrations to precipitate viruses in the eluates. For each
procedure, three separate experiments were performed, and
in each experiment, three separate replicas were seeded with
the appropriate HAV and TGEV concentrations to yield final
concentrations in the unconcentrated samples of around
9% 10% and 6 x 10° TCIDs/L, respectively. Virus recoveries
were ascertained by quantitative TagMan Real-Time-PCR
(RT-qPCR) assays as described below.

Quantitative Molecular Detection of TGEV
Coronavirus

RNA was extracted from 100 pL-aliquots of TGEV concen-
trates using the NucliSENS® miniMAG® extraction system
(bioMérieux), according to the manufacturer’s instructions.
The extracted RNA was recovered in 100 pL of the elution
buffer.

A one-step RT-qPCR assay (RNA UltraSense™ One-
Step Quantitative RT-PCR System, Invitrogen, Life Tech-
nologies) with previously described primers targeting the
S gene of the virus genome (Vemulapalli et al. 2009) was
employed for quantitative TGEV detection. The final volume
of reaction mixture was 25 pL, containing 0.4 uM of for-
ward primer (5'-“TCTGCTGAAGGTGCTATTATATGC-3'),
1.2 uM of reverse primer (5'-CCACAATTTGCCTCTGAA
TTAGAAG-3"), 0.3 uM of probe (5’ FAM-C/TAAGGGCTC
ACCACCTACTACCACCA-BHQ3') and 5 pL of extracted
RNA. The amplification parameters were as follows: reverse
transcription at 50 °C for 30 min followed by denaturation
at 95 °C for 15 min. Then, 50 cycles of amplification were
performed with each cycle, including denaturation at 94 °C
for 15 s, annealing for 30 s at 56 °C and extension for 15 s
at 72 °C.
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Molecular Detection of Wild-Type CoV

A semi-nested TagMan RT-PCR with previously described
primers (Gouilh et al. 2011), targeting a conserved region of
the RNA-dependent RNA-polymerase gene, was employed
for the broad detection of wild-type alpha and beta CoV. The
first PCR produces a 438-bp amplicon, whereas the nested
one produces a 216-bp amplicon. Primer sequences were as
follows: Primer reverse: 5'-CCATCRTCMGAHARAATC
ATCATA-3"; Primer forward: 5'-GGTTGGGAYTAYCCW
AARTGTGA-3'; Primer forward (2nd PCR): 5'-GCNAAT-
WSTGTNTTTAACAT-3'. Briefly, the RT mix contained
200 uM of dNTPs, 0.5 uM of reverse primer and 5 uL of
RNA, using a final volume of 25 uL. The PCR and the
semi-nested PCR mix contained 200 uM of dNTPs, 1 yM
of both forward and reverse primer and 10 pL of the reverse
transcription product. The final volume of the PCR and the
semi-nested PCR mix was 50 pL.

The amplification parameters were as follows: reverse
transcription ran during 60 min at 42 °C. The first PCR had
a denaturation period of 95 °C for 3 min. Then, 30 cycles
of amplification were performed with each cycle containing
denaturation at 95 °C for 30 s, anncaling for 60 s at 50 °C
and extension for 90 s at 72 °C. There was a final elongation
period of 7 min at 72 °C. The second PCR had the same
program as the first, but the elongation period run at 54 °C
for 60 s.

Quantitative Molecular Detection of HAV

HAV quantification was performed through a standardized
one-step real-time TagMan RT-qPCR (RNA UltraSense™
One-Step Quantitative RT-PCR System, Invitrogen, Life
Technologies) with primers HAV240 and HAV68, probe
HAV150(-) labeled at the 5" with 6-carboxyfluorescein
(FAM) and modified at the 3' with the addition of a minor
groove binder (MGB), and assay conditions described else-
where (Costafreda et al. 2006) and specified in the ISO
15216-1:2017 standard for determination of hepatitis A
virus and norovirus using real-time RT-qPCR (International
Organization for Standardization - ISO 2017).

Water Samples

The collection of samples for ficld studies was carried out
based according to ISO 19458:2006 (International Organi-
zation for Standardization - ISO 2006) for the collection
of water samples for microbiological analysis. Seven 10-L
water samples were collected monthly from September to
November 2015, from strategic sampling locations along
the main channel of Wadi Hanifa in the Nejd region, Riyadh
Province, in central Saudi Arabia. Samples were stored for a
maximum of 24 h at 4 °C before being processed. Minimum
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and maximum temperature, conductivity and pH readings
were 25-30 °C, 2604-5803 uS/cm, and 7.4-7.8, respec-
tively. Total and fecal coliform counts (CFU) per 100 mL
ranged from 1.5x10* to 1.7x 10’ and from 2.5x 10° to
9.1x 10%, respectively.

Sequencing

Since our CoV RT-PCR detects all CoV belonging to either
the alphacoronavirus or the betacoronavirus group, sequenc-
ing was necessary to characterize the positive samples. The
DNA was sequenced using both forward and reverse prim-
ers using the thermo Sequenase Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Premix Kit (Amersham Pharmacia Biotech) on
an automated sequencer (ABI PRISM 310). The nucleotide
sequence was submitted to GenBank (accession number:
KY565343).

Phylogenetic analysis was performed using the neighbor-
joining method (distance calculation by the Kimura-2-pa-
rameter correction; pairwise deletion) implemented in the
MEGA?7 program (Kumar et al. 2016), and results were vali-
dated by 1000 bootstrap replicates. Genotypes were assigned
based on clustering with reference strains in the phylogenetic
tree with >70% bootstrap support.

Statistical Analysis

Data were ascertained to be normally distributed. Compari-
sons between means were performed using the student t test
(unpaired) using the IBM SPSS Statistics version 20 soft-
ware (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). P values <0.05 were
considered statistically significant.

Results

Method Optimization for Enveloped
and Non-enveloped Virus Concentration from Water
Through Glass Wool Filtration

Table 1 depicts the recoveries of TGEV and HAV genome
copies in the concentrates from 5-L samples. Initially, the
standard glass wool filtration method, consisting of an
adsorption to the positively charged glass wool matrix and
subsequent elution with GBE buffer at pH, 9.5 after 10 min
of contact, was employed. By this procedure, both viruses
cfficiently adsorbed onto the glass wool, with mean attach-
ment efficiencies of 57.1% and 52.1%, for TGEV and HAV,
respectively, but then were poorly eluted from it, with recov-
eries of 2.6% and 7.2% for TGEV and HAV, respectively.
The clution efficiency dramatically increased when the
pH of the eluent was raised to 11.0, irrespectively of other
details of the procedure such as eluent contact time or the
presence of Tween 80 (Table 1). In consequence, different
elution procedures, all performed at pH 11.0, were assayed
for the concentration of HAV and TGEV seeded in large-
volume samples, such as 50-L water samples (Table 2).
Addition of Tween 80 hampers the recovery of TGEYV, likely
because of the presence of a lipid-containing envelope in
the virion that is damaged by the detergent. Extending the
elution time to overnight, or performing the elution under
agitation or recircularization provided better efficiencies of
recovery for both viruses. Considering both practicability
and performance, recircularization of the eluent at pH 11.0
for 20 min was the clution procedure of choice. The mean
adsorption efficiencies for TGEV and HAV in 50 L of water
were of 62% and 34% for TGEV and HAV, respectively.
PEG is widely employed for virus reconcentration from
the eluates at a 10% concentration. By simply increas-
ing the concentration of PEG from 10 to 20%, a sig-
nificant (p<0.01) improvement in the efficiency of this

Table 1 Percent recoveries of
transmissible gastroenteritis
virus (TGEV) and hepatitis
A virus (HAV) seeded in

5-L surface water samples

employing adsorption onto
glass wool and different elution
procedures

Elution Virus

TGEV HAV

Adsorption Elution Adsorption Elution
pH 9.5; 10 min® 71.6 2.6 59.6 72
pH 11.0; 10 min 51.4 28.8 50.2 33.1
pH 11.0; O/N 62.9 37.4 52.8 34.3
pH 11.0+ Tween 80 0.3%; O/N 42.7 100.0 45.6 86.7
Average adsorption (mean + SE) 57.1+6.3 - 52.1+£2.9 -

The composition of the elution buffer was 0.05 M glycine with 3% of beef extract

OIN overnight, SE standard error

Standard elution procedure
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Table 2 Percent recoveries of

. > Elution Virus

transmissible gastroenteritis

virus (TGEV) and hepatitis TGEV HAV

A virus (HAV) seeded in - - - -

50-L surface water samples Adsorption Elution Adsorption Elution

employing adsorption onto .

glass wool and different elution pH11.0; ON 738 29 441 6.8

procedures pH 11.0+Tween 80; O/N 64.3 0.4 419 22.6
pH 11.0; agitation, O/N 50.1 10.4 23.2 23.3
pH 11.0; recirculation 20 min 59.2 18.0 27.1 239
Average adsorption (mean + SE) 61.9+9.9 34.1+10.5

The composition of the elution buffer was 0.05 M glycine with 3% of beef extract

O/N overnight, SE standard error

reconcentration step was observed. In this way, the effi-
ciencies of recovery of TGEV and HAV increased from
30.8+14.7% to 51.3+10.5% and from 30.2+8.1% to
47.2 +£5.7%, respectively (data not shown). Twenty percent
PEG was employed thereafter as reconcentration procedure
in the optimized concentration method.

Table 3 shows the efficiency of the different steps that
compose the optimized concentration procedure for the
detection of non-enveloped and enveloped viruses in large
water volumes. TGEV was more efficiently (p <0.05)
adsorbed onto the glass wool than HAV (62.8 vs 34.1%);
however, HAV was more readily eluted from the matrix than
TGEV (25.7 vs 18.8%), although this difference was not
statistically significant. The efficiencies of virus precipi-
tation by 20% PEG did not significantly differ among the
enveloped and non-enveloped viruses: 41.9% for TGEV and
49.8% for HAV. Altogether, the overall concentration effi-
ciencies for TGEV and HAV were in the same range: 5.1%
and 4.5% for TGEV and HAYV, respectively. These recov-
eries for the enveloped and non-enveloped virus models

were significantly (p <0.005) improved compared to those
obtained employing the standard glass wool adsorption-elu-
tion procedure: 0.4% and 1.4% for TGEV and HAV, respec-
tively (Table 3).

Molecular Detection of HAV and CoV
in Environmental Samples from Saudi Arabia

The optimized glass wool concentration procedure was
applied for the detection of CoV and HAV naturally occur-
ring in the surface water of Wadi Hanifa. Only one sample
(Table 4) was positive by semi-nested RT-PCR for wild-type
alpha/beta CoV. Sequence analysis evidenced that the CoV
isolate was closely related to a novel rodent/shrew-specific
clade within lineage A of genus Alphacoronavirus, reported
in Asia and Europe, whose prototypic member is the recently
described Lucheng virus found in China (Wang et al. 2015;
Tsoleridis et al. 2016) (Fig. 1).

A standardized one-step RT-qPCR assay was employed
for the quantitative detection of HAV in Wadi Hanifa

Table 3 Percent recoveries of

L o Concentration step
transmissible gastroenteritis

Virus recoveries

virus (TGEV) and hepatitis TGEV HAV
A virus (HAV) seeded in (mean+SD) (mean +SD)
50-L surface water samples
employing the optimized Adsorption to glass wool 62.8+3.5% 34.1+3.6%
concentration procedure (3.6x10°+2.6x 10°) (3.0x10°+3.7x 10%
Elution from glass wool 18.8+2.2% 25.7+3.5%
(6.8x10°+£1.2x10%) (7.8x10%£2.2x 10%
Adsorption + Elution 11.8+2.1% 8.8+2.2%
PEG precipitation 41.9+6.5% 49.8+7.2%
(2.8x10°+8.9x 10% (3.8%x10*+1.4x10%
Overall recovery 51+1.4% 45+1.5%
Recovery by standard procedure 0.40% 1.4%

Mean TGEV and HAV concentrations in the initial unconcentrated samples were 5.7 10° + 1.6 x 10°, and
8.9%10° + 5.0x 10° TCIDsy/L, respectively. Viruses were eluted by recirculating for 20 min 0.05 M gly-
cine buffer with 3% of beef extract at pH 11.0, and further reconcentrated by precipitation with 20% poly-
ethylene glycol 6000 (PEG). Mean virus titers (TCID5y/L) recovered at each concentration step are shown

in brackets
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TabIe“T Detection'of naturally Month CoV positivity HAV positivity HAV Genome copies/LL HAV genome
occurring coronaviruses (CoV) (mean = SD) copies/L (Range)
and hepatitis A virus (HAV) _
in surface water samples from Sep 2015 1/7 (14%) 57 (11%) 9.5%10% + 7.3x 103 7.1x10'-1.9x 10*
g:g‘_;‘zglf;{)f;‘)“d‘ Arabia 0ct2015 077 (0%) 177 (14%) 5.0x10' = 0.0 5.0x10'
’ Nov 2015 0/7 (0%) 2/7 (29%) 8.4x10° £ 5.9x102 44%10*-1.6% 10°
Total 1/21 (5%) 8/21 (38%) 35%10° £ 6.2x10° 5.0x10'-1.9%x 10*

5, KY370050.1

Kvaroots.1

x064654.1 Coronavirus 1C54 RNA-dependent RNA poymerase gere prtial ods

Fig. 1 Neighbor-joining phylogenetic tree of coronaviruses based on
a conserved region of the RNA-dependent RNA-polymerase gene.
Phylogenetic distances are expressed as the expected number of sub-
stitutions per nucleotide site and can be estimated using the scale.
The numbers adjacent to the nodes represent the percentage of boot-

strap support (of 1000 replicates) for the clusters to the right of the
node. Only bootstrap values above 70% are shown. Bold type indi-
cates the alpha coronavirus sequence obtained in this study (accession
number: KY565343.1)
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waters (Table 4). HAV was detected in 38% of the sam-
ples (8/21), and the highest positivity rate (71%, 5/7) was
observed in September. The mean genome copy number in
the surface water was 3.5 x 10%/L, ranging from 5.0 10'/L
to 1.9 x 10%/L.

Discussion

The surveillance of the virological quality of water provides
relevant inputs on the public health impact of waterborne
viruses, among them, the incidence and behavior of viruses
in the water environment, the assessment of the risk of infec-
tion posed by these waterborne viruses, or the efficiency of
water treatments for virus removal/inactivation. Last but not
least, characterization of the strains isolated from the water
environment supplies valuable environmental epidemiol-
ogy data that may provide a comprehensive overview of all
viruses circulating in the community, encompassing not only
viral agents causing symptomatic infections but also those
that cause asymptomatic infections that otherwise remain
unnoticed.

Positively charged oil-coated sodocalcic glass wool is a
low-cost alternative for the concentration of different types
of viruses in water without requiring any preconditioning
of the sample (Gantzer et al. 1997; Lambertini et al. 2008;
Kiulia et al. 2010; Sano et al. 2011; Pérez-Sautu et al. 2012;
Blanco et al. 2017). Upon autoclaving, used glass wool
may be readily disposed as recyclable waste. However, in
our hands, the standard glass wool concentration method
does not perform well for enveloped viruses and hence we
adapted the procedure to concentrate enveloped viruses
without dampening the recoveries of non-enveloped virus
particles that remain the usual targets in environmental sur-
veillance studies. By modifying the elution conditions, the
recoveries of both types of viruses after glass wool concen-
tration were dramatically improved, increasing from 7.2%
and 2.6-25.7% and 18.8%, for non-enveloped and enveloped
viruses, respectively. An additional improvement in the virus
concentration efficiencies was observed doubling the con-
centration of PEG, from 10 to 20%, to perform the precipi-
tation employed for virus reconcentration. In this way, 20%
PEG provided increases in the recovery of non-enveloped
and enveloped viruses of up to 56.3% and 66.6%, respec-
tively, compared to 10% PEG (data not shown).

The choice of PEG precipitation over other possible
reconcentration options was also based on the affordability
of the procedure in order to keep the cost of the entire virus
concentration, i.e., glass wool adsorption/elution and PEG
reconcentration, low enough (below 15 euro per sample)
to be applicable for environmental surveillance studies per-
formed in developing areas.
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Current ISO standards for the molecular detection of
viruses in water and food specify a threshold of acceptance
of virus recovering efficiencies above 1% (International
Organization for Standardization - ISO 2017; Lowther
et al. 2017). This criterion is met for the recovery of non-
enveloped and enveloped viruses from large volumes
(50 L) of water employing glass wool filtration and PEG
precipitation: 4.5% and 5.1%, respectively. The combined
adsorption-elution concentration steps provided recoveries
of 8.8% and 11.8%, respectively, for non-enveloped and
enveloped viruses, from 50-L samples.

The optimized concentration methodology was applied
for the detection of wild-type HAV, and alpha and beta
CoV, naturally occurring in the waters of the main chan-
nel of Wadi Hanifa, a valley running for 120 km from
northwest to southeast, with several small-medium size
towns, that crosses the city of Riyadh. HAV was detected
in 38% of the samples (8/21), while only one sample came
out positive for a rat CoV belonging to lineage A of genus
Alphacoronavirus, closely related to a CoV reported in
European rats (Tsoleridis et al. 2016) that, together with
the Lucheng virus described in China, form a distinct
rodent/shrew-specific clade (Wang et al. 2015; Ge et al.
2017). The sole remit of the limited survey performed in
Riyadh surface waters was to ascertain the validity of the
concentration procedure for the comprehensive monitoring
of the presence of non-enveloped and enveloped viruses
in the environment. Noteworthy, the same methodology
has enabled the very recent detection of alpha CoV, phy-
logenetically related to the one detected in Wadi Hanifa,
in water samples from the metropolitan area of Barcelona
(data not shown). No data exist on the potential zoonotic
transmission of rodent CoV to humans.

At the end of June 2018, the burden of MERS in Saudi
Arabia was 1853 laboratory-confirmed cases, including
717 related deaths with a case—fatality rate of 38.7% (WHO
2018). Although several CoV may be spread through the
fecal-oral route, the potential waterborne transmission of
MERS-CoV or SARS-CoV remains unlikely, despite the
considerable shedding of both viruses in human stool (Chu
et al. 2005; Drosten 2013) and, in the case of MERS-CoV,
in camel stool too (Dudas et al. 2018). Nevertheless, there
is evidence that environmental factors played an important
role in the rapid spread of SARS infection throughout a
large, private apartment complex (McKinney et al. 2006)
and that the human gut may serve as an alternative infec-
tion route for MERS-CoV (Zhou et al. 2017).

Activities involving manipulation of samples poten-
tially carrying MERS-CoV, SARS-CoV or other emerg-
ing agents may require BSL-3 facilities (CDC 2017).
Raising the pH of the eluent employed in the glass wool
virus concentration provided the dual benefit of signifi-
cantly increasing virus recoveries for all types of viruses
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and, concomitantly, of greatly reducing virus infectivity,
hence avoiding the need to work in sophisticated BSL-3
facilities.

Conclusions

A cheap and robust virus concentration procedure based on
adsorption/elution onto glass wool and PEG precipitation
that enables the comprehensive surveillance of viruses in
large volumes of water has been developed. The methodol-
ogy is able to concentrate non-enveloped as well as envel-
oped virus particles, opening the possibility to survey the
presence in the environment of some health-significant
enveloped viruses, such as MERS or SARS CoV, avian
influenza virus, Nipah virus or Tick-borne encephalitis
virus, among others. Although the waterborne transmission
of these agents, if any, is negligible, their presence in the
environment is indicative of their spread and prevalence
among their human or animal hosts, even in the absence of
symptomatic cases.

The affordability of the developed methodology makes it
adequate for surveillance studies performed in low-income
parts of the world.
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4.3 - Capitulo III: Dynamic and seasonal distribution of enteric viruses in
surface and well water in a desert environment

Autores: Islem Abid, Albert Blanco, Nawal Al-Otaibi, Susana Guix, Rosa Maria
Pint6, Albert Bosch.

El area de Riad, Arabia Saudji, representa un ambiente de gran interés en
el campo de la virologia ambiental. Al poseer un ambiente drido con escasas
precipitaciones y temperaturas extremas en los meses de verano, el agua es un
bien escaso y preciado. La astringencia de dicho recurso ha ido incrementando
debido al explosivo aumento demogréfico de la zona, pasando en sesenta afios

de 150.000 habitantes a cerca de 5 millones.

La mayor parte del aporte hidrico de la zona llega al Wadi Hanifa, un
area fluvial que permanece mayormente seco hasta que llega la estacién lluviosa,
en la cual pueden ocurrir inundaciones. En el resto del afio el agua llega por las
anecdoticas precipitaciones y especialmente por una depuradora de aguas
residuales. Una fraccion de dicha agua se filtra a través del suelo hasta pozos
circundantes. Siendo Arabia Saudi un area endémica para HAV, estudiar el perfil
virolégico tanto del agua de Wadi Hanifa como de los pozos puede ofrecer
informacion valiosa sobre la prevalencia y supervivencia de virus entéricos en

ambientes desérticos.

Mediante el método optimizado de filtracion por lana de vidrio se
concentraron y posteriormente analizaron 156 muestras de agua - 84 de las
cuales del Wadi Hanifa y 72 de pozos - en el periodo comprendido de diciembre
de 2014 a noviembre de 2015. Se determin¢ la presencia de NoV GI, NoV GII,
HAV y HEV, y posteriormente se cuantificaron las muestras positivas para

cualquiera de dichos virus.
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Los resultados mostraron una clara persistencia de NoV GII en las
muestras de agua providentes del Wadi Hanifa y escasa presencia en pozos. La
prevalencia de NoV GI y HAV en aguas superficiales se alternan, con un pico de
incidencia de NoV Gl en la primera mitad del afio y con el maximo de positivos
de HAV a partir de julio. Este efecto es todavia mds evidente en las aguas de
pozo. Tomando como referencia el inicio de la época de lluvias en octubre se
puede ver que tanto HAV como NoV GI ven drasticamente reducida su
presencia en las aguas de Arabia Saudi, ya sea en superficie o en pozos. NoV GII
mantiene, pese a las inundaciones que se dieron en 2015 en la estaciéon htimeda,
prevalencias similares a las del resto del afio. HEV solo se ha encontrado en dos

muestras de septiembre y noviembre.

Sinos centramos en las cuantificaciones, en todos los virus hay una mayor
carga virica en aguas superficiales, si bien la diferencia entre los titulos de HAV
en aguas superficiales y de pozo es menor a la encontrada en NoV GI y GII. En
estos casos se han detectado muestras de agua superficial con mas de 10.000
gc/L, mientras que en aguas de pozo apenas llegaban a las 100 gc/L. Otra
particularidad de HAV respecto a NoV es que la carga virica en aguas fluctaa
mas. Al igual que con la prevalencia, se encuentra los mayores titulos de NoV se
alcanzan en la primera mitad del afio, y a partir de julio se detectan las cargas

maéaximas de HAV.

Pese a las limitaciones de haber muestreado solo durante un afio el
estudio es relevante por ser el primero en analizar en profundidad la presencia

de virus de trasmision fecal-oral en el medio acuético de Arabia Saudi.
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Highlights:

NoV had higher prevalence and loads in surface water than well water, HAV

did not follow this pattern.

HAYV had higher titers when NoV viral loads were low and viceversa.

HAYV was detected in wells almost all the year, NoV mostly from December to

April.
HEV was detected in two well water samples with similar levels, in May and

November.
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Abstract

Enteric viruses are the major cause of gastroenteritis worldwide, but in some areas like
Saudi Arabia there is no information about their presence in water sources. Having
information about children stool samples is not enough to know their real prevalence.
The aim of the study was to gather information about the presence of enteric viruses in
water for the first time in Saudi Arabia. For this purpose, thirteen monthly samples from
December 2014 to November 2015 were collected in Wadi Hanifa and surrounding wells.
Hepeatitis A virus and E viruses, and noroviruses GI and GII were detected and quantified
by molecular methods after concentration employing an optimized glass wool filtration
method. Despite hepatitis E findings were anecdotic, our results highlights interesting
features about the other three viruses. There was a higher prevalence of norovirus in Wadi
Hanifa samples than in well water samples (46.43% and 12.5%, respectively, for
norovirus GI, and 66.67% and 8.33% respectively for norovirus GII), and similar levels
of hepatitis A positivity (40.48% in surface water vs 43.06% in well water). Also, a strong
correlation with flooding events for HAV and NoV GI were observed in both types of
water and surface water samples, respectively, being NoV GII apparently not affected.

Finally, quantifications showed a duality between norovirus and hepatitis A.
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1 - Introduction

Enteric viruses, the major cause of acute gastroenteritis worldwide, are also one
of the most important waterborne pathogens (Ganesh and Lin, 2013). Despite their
divergence in pathogenesis and life cycle, all of them are transmitted by the fecal-oral
route, through both food and water contamination. They spread in the environment
mostly as non-enveloped particles, making them resistant to unfavorable conditions and
can persist for extended periods. Their infectious dose is low (Atmar et al., 2014) and,
combined with the extremely high excretion of up to 108-10'! gc/gr (Bosch et al., 2016),
enteric viruses are capable to produce large outbreaks. The most important viruses in this
group can be divided in enterotropic and hepatotropic viruses, being norovirus (NoV)

and hepatitis A virus (HAV) the best known and characterized of each category.

NoV is the causal agent of approximately 20% of all gastroenteritis, infecting
685 million people every year, making them the leading cause of gastroenteritis
worldwide (Ahmed et al., 2014). This virus has high diversity and all known noroviruses
are classified in seven genogroups (GI to GVII), but only NoV GI, GII and GIV are
capable to infect humans (Vinjé, 2015; White, 2014). NoV can cause both sporadic cases
and outbreaks during all the year, with a significant seasonality, having a peak of
incidence in cold seasons (Mounts et al., 2000). Most NoV gastroenteritis cases are due
to genogroup GII, precisely due to genotype GIL4, but recently the genotype GII.17
emerged, and its reports are increasing. For example, GII.17 has replaced GII.4 in China

(de Graafetal., 2015; Pan et al., 2016).

The most common acute viral hepatitis is caused by HAV, a member of the
Picornaviridae family with en extremely high resistance to adverse conditions (Stuart et
al., 2018). Although it can be waterborne, HAV is mostly foodborne since the largest
recent outbreaks are associated with shellfish and frozen berries (Sanchez et al., 2002;
Scavia et al., 2017). Hepatitis A can be prevented by vaccination, but its vaccine is not
administered worldwide, having a global distribution divided in non-endemic countries
and endemic countries. Non-endemic regions are usually high-income countries where

the vaccination is administered, whereas endemic regions trends to be low-income
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countries with poor water sanitation. There are also regions considered of intermediate

endemicity like Eastern Europe and Middle East (Jacobsen and Wiersma, 2010).

In recent years, hepatitis E virus (HEV), a viral agent with zoonotic potential,
has emerged HEV causes cases of foodborne hepatitis, sometimes with chronicity in
immunocomprised individuals (Ahmed et al., 2015), and complications in pregnant
women that may even lead to a higher mortality rate (Navaneethan et al., 2008). The fetus
is also affected by HEV through vertical transmission, abortions, and increasing morbility
and mortality in neonates (Kamar et al., 2014). HEV has different genotypes and, unlike
HAV, there are some animal reservoirs. The most important non-human reservoir of HEV
genotypes that can infect humans are domestic pigs (Sus scrofa), but genotype 7 (HEV-
7) is capable to infect humans as well and was firstly isolated in camels (Lee et al., 2016;
Smith et al., 2014). A new genotype related with camels was recently described (HEV-

8), but it has not yet been demonstrated that it can infect humans too (Sander et al., 2018).

Saudi Arabia is an intermediate region with endemic HAV, but also has risk of
high HEV incomes because the close contact with camels. Furthermore, the high
temperatures and the long dry season of Saudi Arabia make water sources limited.
Despite of that, in wet season rainy events may produce waterborne incidents such floods
and outbreaks. Wadi Hanifa, located in an urban-industrial desert in Ryad, receives
treated wastewater from the Manfuha sewage treatment plant and its water is used for
irrigation. Although waterborne pathogens have been detected and described in stool
samples of children with gastroenteritis in Saudi Arabia (Arif et al., 1994; Kheyami,
2010; Tayeb et al., 2010, 2008), there is no information about the prevalence of any of
them in the water environment. In this study, we search for HAV, HEV and NoV GI and

GII in water samples of Wadi Hanifa and neighboring wells.

2 - Material and methods

2.1 - Sample collection

Thirteen 10-L water samples were collected monthly from December 2014 to

November 2015. Sampling locations are summarized in Fig. 1. Seven locations were
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selected strategically to cover most of the Wadi Hanifa surface area, whereas the
remaining 6 locations cover wells between Wadi Hanifa and Batha channel. The total
number of samples was 156 (84 from Wadi Hanifa and 72 from well water).
Physicochemical and microbiological analysis were performed in all samples prior the

concentration.

2.2 - Glass wool filtration

All water samples were concentrated using an optimized glass wool filtration
method (Blanco et al., 2019) in King Saud University. Briefly, each water sample passed
through a positive-charged glass wool filter to detain all viruses in the sample. Then,
viruses were eluted with 200 mL of glycine beef extract (GBE) buffer (glycine 0.05M,
beef extract 3%) at pH 11, recirculating the buffer through the filter for 1 hour. After this
elution, 20% of polyethylene glycol (PEG) 6000 was added to the eluted and a secondary
concentration based on flocculation-precipitation was performed. The final volume of the
concentrated was 2.5 mL, and 1 mL of each concentrate was sent to University of

Barcelona. The concentrated was stored at -20°C until the nucleic acid extraction.

2.3 - Total nucleic acid extraction

Total RNA was extracted from 500 pl of the sample using NucliSENS®
miniMAG® extraction system (Biomérieux). Nucleic acid extraction was performed
according the instructions provided by the manufacturer, obtaining a final volume of
100pl. In order to track our nucleic acid extraction efficiency, 10 pl of Mengovirus were
added to each sample before the lysis step. Once extracted, all samples were stored at -

80°C.

2.4 - Virus detection and quantification

Mengovirus quantification and HAV, NoV GI and NoV GII screening were
performed by using a multiplex RT-qPCR previously developed in our laboratory
(Fuentes et al., 2014). Mengovirus recovery efficiencies >1% are acceptable, whereas
recoveries < 1% are considered unacceptable and the nucleic acid extraction must be

repeated. Once all samples were confirmed to acceptable efficiencies, they were tested
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for the presence of HAV, NoV GI and NoV GII, positive samples were then processed
in a monoplex RT-qPCR for quantifying these viruses. The monoplex RT-qPCR is
selected for quantification because the multiplex is slightly less sensible. Positive
samples not detected in the monoplex are qualified as “detectable non-quantificable”

sample and in quantification was considered to have <5 copies/rxn.

Both multiplex and monoplex RT-qPCR have the same cycle: 60 minutes at 55°C
for reverse transcription and 5 minutes at 95°C for initial denaturalization, followed by
45 cycles for amplification containing three steps; 15 seconds at 95°C, 60 seconds at 60°C

and 60 seconds at 65°C. Fluorescence is read at every cycle after this last step.

HEYV is detected and quantified in a separated RT-qPCR using primers and probe
previously described (Jothikumar et al., 2006). The amplification program is different
from the reference as we adapted the method: 30 minutes at 50°C for reverse transcription
and 10 minutes at 95°C for initial denaturalization. Then, 45 cycles for amplification with
two steps; 15 seconds at 95°C and 60 seconds at 58° C. Fluorescence is read at every

cycle.

All qPCR were performed using Invitrogen® Ultrasense One Step RT-qPCR
System kit and Stratagene® Mx3000p thermocycler. All sets of primers and probes are

summarized in Table 1.

2.5 - Statistical analysis

Comparisons between positivity were performed using x> test. Since
quantification data was not normally distributed, comparisons between means were
performed using the Mann Whitney test. P values < 0.05 were considered statistically

significant.

3 - Results

All 156 samples were screened for HAV, NoV GI, NoV GII and HEV. Of 84
Wadi Hanifa surface water samples, 34 (40.48%) were positive for HAV, 39 (46.43%)
for NoV GI and 56 (66.67%) for NoV GII. Considering all 72 well water samples, 31
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(43.06%) were positive for HAV, 9 (12.5%) for NoV GI and 6 (8.33%) for NoV GIL.
These results show no significant difference between surface water and well water for
HAYV but are significantly different (p<0.05) for both NoV GI and GII (Fig. 2). Two
samples were positive for HEV, both of them well water samples; one of them was
collected in May 2015 in the 4™ well water sample location, and the other in November

2015, in the 1*" well water sample location.

When quantifying positive samples, the mean log of genome copies/L (log gc/L)
oscillated between 1.04 to 2.83 for HAV, 1.69 to 3.76 for NoV GI and 1.96 to 3.63 for
NoV GII in surface water samples. The highest means values were observed in
September, June and March for HAV, NoV GI and NoV GII, respectively. The lowest
mean values were in March, September and July, respectively. According these data, we
can consider that NoV was more present in water during winter, spring and summer,

whereas HAV levels increased in autumn (Table 2).

Well water samples quantifications showed ranges between 1.66-2.72, 1.69-1.94
and 1.68-1.75, for HAV, NoV GI and NoV GII, respectively. The highest viral load
numbers for HAV, NoV GI and NoV GII occurred in August, February and January,
respectively, and the lowest in July, December & April, and August, respectively.
Nevertheless, the mean HAV quantification in summer (June-August) is higher than in
winter (December-February), so we can consider well water and surface water has similar

behaviors (Table 2).

A global comparison between surface water samples and well water samples
viral loads showed no significant differences regarding HAV detection, however, both
NoV GI and GII showed significant differences, with higher titers in surface water than
in well water. Considering separately the samples in each season (May-Sept for dry
season and Oct-March for wet season), no significant differences were observed between
surface and well water samples for HAV in any season, whereas for NoV GI and NoV

GII significant differences were only found in dry season.

Finally, the positive samples for HEV had a viral load of 2.96 log gc/ and 2.71

log gc/L for May and November well water samples, respectively.
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4 - Discussion

Wadi Hanifa runs through the city of Riyadh and around 70% of the city is
located within its catchment area. The term “wadi” usually refers to a dry riverbed that
contains water only after heavy rain episodes, and this is the natural condition of Wadi
Hanifa. However, the sampling area covered in the present study, in the south of Wadi
Hanifa, bears a continuous flow of water resulting from the effluents of the Manfouha
sewage treatment plant, drained Riyadh groundwater and storm water channels draining
different sectors of the city (Alhamid et al., 2007). It also represents a convenient system

for disposing Riyadh wastewater.

Temperatures in summer reach an average of 42.9 °C (109.2 °F), and
precipitation averages only 60 millimeters (2.4 in) per year in the driest places. Rain falls
with great intensity for short periods between October and April, causing flash floods.
Usually April is the rainiest month, but 2015 had atypical heavy rains with floods in
October and November, affecting the results. The nature of the dry, warm climate leads
to a high percentage of the scarce rainfall being instantly evaporated. That which remains
mostly ends up as groundwater. While abundant, the levels of the water table are being
tested by the rapid growth the city of Riyadh has seen in the past fifty years, from a
population of 150,000 in 1960 to an estimated 5 million today. For that, Wadi Hanifa
surface and well water have a particular interest because their potential to contain high

titles of enteric viruses.

Prevalence of HAV, NoV Gl and NoV GII are summarized in Fig. 2. Differences
in positivity between surface and well water samples are probably due to water filtration.
The similar HAV positivity for both types of samples and NoV lower prevalence in well
water samples would mean that HAV is more resistant to water filtration than NoV. The
higher HAV prevalence in both well water and surface water were detected in the driest
months (June-August). That could point groundwater protects viruses from temperature,
sunlight, and drought. For NoV, most of the positive samples were detected in December-
April and then prevalence decreases for NoV GI, with minimum prevalence in the first

two months of the wet season. HAV shows a similar behavior than NoV GI but its higher
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prevalence is detected in June-September. For well water samples, all three viruses were
absent in rainy months. Heavy rain and floods could dilute viruses in water, causing that
NoV GI and HAYV in surface water and all three viruses in well water were harder to
detect. Prevalence of NoV GII seems not to be affected by rain since its positivity was
about the same before and after the rainy period. There were also a negative correlation
between rainfall and HAV and NoV GI prevalence. For these two viruses, all three
months with floods registered (March, October, and November) showed significant
decreases in prevalence in surface and well water (Fig. 3 and 4). No correlation between
NoV GII and rainfall was observed. Nevertheless, in March 2015, NoV GII was not

detected in well water samples (Fig. 5).

Surface water presents a certain HAV-NoV duality when comparing viral loads.
HAYV has its highest titer in August and September 2015 for well water and surface water,
respectively. In these months, NoV GI had its minimum viral load in surface water
samples and NoV GII quantification was one of the lowest in surface water and its
minimum in well water too. Additionally, lower HAV viral loads correlated with the
highest viral load period for NoV (January-March 2015). Similar results were found in
well water samples but only for NoV GI and HAV since NoV GII was mostly

undetectable.

HEV was detected in two well water samples, hence it seems that there is no
significant shedding of this virus in the environment. However, serological studies in
camels showed prevalences that could be higher than 68% in camels from the Middle
East (Bassal et al., 2019). The absence of HEV positive samples could be due that the
employed RT-qPCR assay only detects the major HEV genotypes (HEV-1 to HEV-4)
and not camel HEV genotypes.

In any case, this study has the limitation of covering only one year, and further

research is needed to confirm our data.
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5 - Conclusions

Since this is the first enteric virus survey in water in Saudi Arabia, there is not
much information to compare, and our data are limited. Nevertheless, we can confirm the
higher prevalence in surface water than in well water samples for HAV and NoV.
Quantifications showed that both NoV GI and GII presents higher viral loads in Wadi
Hanifa than in the surrounding wells, but this is not the case of HAV, with similar titles

in well and surface water.

Our data also points to strong rainfall events that correlate with HAV/NoV GI
prevalence in surface water, but only with HAV in well water. We could also observe an
opposite pattern of the prevalence of HAV and NoV GI, and between the viral loads of
HAYV and both NoV GI and GIL

The sporadic detection of HEV could point to the low prevalence of the major
genotypes of this pathogen in Saudi Arabia’s environment. However, the discovery of
the zoonotic potential of HEV-7 and the recent description of HEV-8, both having camels
as their natural reservoir, in which they show a high seropositivity, make HEV screening

a major priority.
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395  channels. Insert: sampling locations (red: surface water; green: well water)
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Table 1: Primers and probes employed for virus detection and quantification.

Probe: 5’-[6FAM]-TGATTCTCAGCCCTTCGC-[BHQ]-3’

Virus Primers References
Fw: 5°-~GCGGGTCCTGCCGAAAGT-3’ (Costafreda et
al., 2006;
Rv: 5’-TGCACGCCATCTTCATTCACA-3’
Fuentes et al.,
MgV | Probe (Multiplex): 5’-[VIC]-AGCACGTGGGAGGGCGATCG-[MGB]-3’ 2014)
Probe (Monoplex): 5’-[6FAM]-AGCACGTGGGAGGGCGATCG-[MGB]-3’
Fw: 5°-TCACCGCCGTTTGCCTAG-3’
Rv: 5’-GAGCCCTGGAAGAAAG-3’ (Costafreda et
— - al., 2006)
HAV | Probe (Multiplex): 5°-[6FAM]-CCTGAACCTGCAGGAATTAA-[MGB]-3
Probe (Monoplex): 5’-[6FAM]-CCTGAACCTGCAGGAATTAA-[MGB]-3’
Fw: 5°-CGCTGGATGCGNTTCCAT-3’ (da Silva et
al., 2007;
Rv: 5°>-CCTTAGACGCCATCATCATTTAC-3’
Fuentes et al.,
NoV GI | Probe (Multiplex): 5°-[TXRED]-TGGACAGGAGAY CGCRATCT-[IBRQ]-3’ 2014: Svraka
e ; et al., 2007)
Probe (Monoplex): 5’-[6FAM]-TGGACAGGAGAYCGCRATCT-[TAMRA]-3
Fw: 5’-ATGTTCAGRTGGATGAGRTTCTCWGA-3’ (Fuentes et al.,
2014;
Rv: 5’-TCGACGCCATCTTCATTCACA-3’
Kageyama et
NoV GII [ Probe (Multiplex): 5°’-[ATTO]-AGCACGTGGGAGGGCGATCG-[BHQ]-3’ al.. 2003:
Probe (Monoplex): 5°-[6FAM]-AGCACGTGGGAGGGCGATCG-[TAMRA]-3’ Loisy et al.,
2005)
Fw: 5°-~GGTGGTTTCTGGGGTGAC-3’
HEV | Rv: 5-AGGGGTTGGTTGGATGAA-3’

(Jothikumar et
al., 2006)
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Table 2: HAV, NoV GI and NoV GII mean viral load per month for surface and well
water samples. NA means that any of the samples were positive for that virus.

Month

December 2014

January 2015

February 2015

March 2015

April 2015

May 2015

June 2015

July 2015

August 2015

September 2015

October 2015

November 2015

HAV

1.63 +0.00

1.69 = 0.00

1.20 +0.50

1.04 £0.65

1.58 £0.11

1.86 +£0.23

2.33£0.52

1.91+0.15

2.57£0.83

2.83+0.98

1.69 +0.00

2.78 £0.29

Viral load (Logio Mean + SD)

Surface water

NoV GI

3.40 +
0.21

336+
0.09

3.06 =
0.17

345+
0.52

246 +
0.78

2.63 +
0.70

3.76 =
1.04

NA

336+
0.17

1.69 =
0.00

2.94 +
0.00

NA

NoV GII

3.10
0.99

329+
0.83

2.60 =
0.75

3.63+
0.36

327+
0.87

2.50 +
1.01

341+
0.16

1.96 =
0.27

3.02+
0.97

2.02+
0.30

237+
0.58

3.08 +
0.93

HAV

1.69 £+ 0.00

1.69 £+ 0.00

1.69 £+ 0.00

NA

1.69 +£0.00

1.69 +£0.00

2.15+0.34

1.66 +0.34

2.72 £0.47

1.90 £0.17

NA

NA

Well water

NoV GI

1.69 =
0.00

NA

1.94 =

0.39

1.78 +
0.08

1.69 =

0.00

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NoV GII

1.69 =
0.00

1.75 £
0.05

1.69 =

0.00

NA

1.69 =

0.00

NA

NA

NA

1.68 =

0.00

NA

NA

NA
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4.4 - Capitulo IV: From Classic Human Enteric Viruses to Emerging Viruses:

the Llobregat Delta Study

Autores: Albert Blanco, Susana Guix, Rosa Maria Pint6, Albert Bosch.

El rio Llobregat ha sido siempre un punto de gran interés a la hora de
determinar la presencia de virus entéricos en la poblacién gracias a las méas de 30
de plantas depuradoras que vierten aguas regeneradas en su cuenca. Afios atras
el grupo analiz6 la presencia de NoV en puntos estratégicos del recorrido del rio
que abarcaba buena parte del recorrido. Solo quedaron por analizar las zonas

relativas al nacimiento y a la desembocadura del mismo.

De los dos puntos restantes la desembocadura es un punto de dificil
acceso. El delta del Llobregat se ha consolidado como una reserva natural donde
cientos de aves migratorias que pueden ser vectores de patégenos que, si bien no
hacen uso de la ruta fecal-oral en su ciclo, si pueden llegar al agua y, por ende,
ser detectados en la misma, como el virus de la influenza o WNV. Del mismo
modo, el delta recibe agua regenerada de la depuradora del Prat del Llobregat.
Este punto de muestreo tan interesante requiere de un permiso especial para
poder hacer los andlisis pertinentes, con lo que se hizo un convenio con el
Consorci per a la Protecci6 i la Gesti6 dels Espais Naturals del Delta del Llobregat

para poder obtener muestra de uno de los estanques del delta.

Las aguas recolectadas durante los afios 2017 y 2018 fueron concentradas
con el método optimizado de filtracion por lana de vidrio para luego determinar
la presencia tanto de virus entéricos clasicos - HAV, NoV - como virus
emergentes tanto de capside desnuda - los nuevos AstV MLB y VA - como
envueltos - CoV, WNV, virus de la influenza A. La misma lista de virus fue

analizada en aguas se entrada de la depuradora del Prat del Llobregat obtenidas
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en un periodo de tiempo similar. Para poder determinar la presencia de WNV e

influenza se adaptaron métodos desarrollados en otros grupos.

Se observaron diferencias significativas tanto en prevalencia como en
carga entre las muestras del estanque de Cal Tet y las de la depuradora, siendo
siempre mayor en estas tltimas. Se pudieron detectar todos los virus a excepcién
de influenza y WNV-1. Una de las muestras de aguas residuales resulto positiva
para CoV, y al secuenciarlo se detect6 una nueva secuencia de Alphacoronavirus
de roedor, distinta a la hallada en el articulo II. Del mismo modo, una de las
muestras del delta fue positiva para WNV-2. Este hecho es de gran relevancia no
solo por la importancia del patégeno detectado, sino porque ocurrié pocos meses
después de que se detectara en Catalufa la primera ave de presa infectada por el

mismo linaje de WNV.

Los resultados resaltan la importancia y la utilidad de llevar a cabo una
vigilancia de virus en aguas, tanto residuales como crudas, como método de
control de la circulacion de virus en una region antes de manifestarse en la
poblacién, y como estrategia de deteccién y caracterizacion de virus hasta ahora

desconocidos.
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Abstract

The Llobregat Delta is a natural reserve nearby an airport, a Wastewater Treatment Plant
and surrounded by orchards that use the resulting treated water for irrigation.
Approximately 400 species of migratory birds with zoonotic potential use this area for
resting, feeding and breeding, making the Llobregat Delta an interesting area for
detecting and tracking both classical enteric viruses — such hepatitis A virus, norovirus
and astrovirus — and non-enteric viruses that could be detected in water — West-Nile virus,
coronavirus and influenza virus. Collecting water once a month for two years (2017-
2018) in Cal Tet pond and concentrating viruses with an optimized glass-wool filtration
method allow us to detect and quantify classical enteric viruses and emerging viruses by
RT-gqPCR —with the exception of coronavirus that were detected by seminested RT-PCR.
We could also compare these results with those obtained in Prat del Llobregat WWTP
wastewater surveillance in the same period. Results show higher prevalence and viral
load in wastewater for most of the viruses, with the exception of astrovirus VA4 and
West-Nile virus lineage 2, only detected in Cal Tet pond. In march 2018 a novel
alphacoronavirus were detected in wastewater, which sequence is similar to novel rodent

alpahcoronaviruses recently found around the world.
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Introduction

Despite the advances in wastewater treatment, waterborne transmission is still
one of the most important routes for both bacteria and viruses (Gall et al., 2015; Ramirez-
Castillo et al., 2015). Fecal-oral route is used by a large amount of pathogens to reach the
environment, with the consequent contamination of water and therefore food. Detection
and characterization of viruses in water is an ideal method for knowing the pathogens
circulating in a region. Thus, our group has already performed similar studies, i.e.
norovirus prevalence in Llobregat river (Pérez-Sautu et al., 2012), covering most of the
river’s length. In the past study two spots were not covered; Llobregat springs and

Llobregat Delta.

The Delta is an interesting area because is surrounded by orchards that uses treated water
coming from a neighboring Wastewater Treatment Plant (WWTP) for irrigation. The
same treated water is poured by the WWTP into the river and some ponds located at this
Delta. An optimal water treatment is needed to avoid waterborne virus transmission, and
water belonging from this part of the river could be useful for tracking the potential

enteric virus transmission through vegetables coming from these orchards.

The major foodborne and waterborne viruses, such hepatitis A virus, norovirus and
astrovirus are not the only viruses that can be detected in water. Some other pathogens
can reach water despite not being the main transmission route. Llobregat Delta is used
by more than 400 migratory bird species coming from Africa and north Europe for
feeding, resting, moulting and breeding. Since birds act as natural reservoirs of some
viruses with zoonotic potential like influenza virus and West-Nile virus, migratory birds
have an important role in their cross-country spread. These viruses have also the potential
to reach the water environment; influenza virus infects only the lower respiratory tract in
humans, but in birds causes a generalized infection, making influenza virus able shed in
feces and reach the environment (Worobey, 2008). For WNV, the main transmission is
through mosquitoes belonging to the Culex genus but can reach water through feathers

and carcasses (Nemeth et al.,, 2009). Furthermore, WNV has been detected in
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gastrointestinal tracts of infected individuals and some studies suggest foodborne and

waterborne transmissions between birds are possible (Komar et al., 2002).

Having on mind the nearby WWTP and the large amount of migratory birds, it could be
really useful to know the prevalence of the mentioned pathogens in the Llobregat Delta
water to track not only the usual waterborne viruses, but also the non-waterborne viruses
that may reach water environment. However, the Delta condition of natural reserve since
1987 poses difficulties to sampling. Thus, there are currently no data on the presence of
human pathogens in the area. Thanks to the Consorci per a la Proteccid i la Gestid dels
Espais Naturals del Delta del Llobregat, we could sample the Cal Tet pond for the
detection and quantification of both foodborne and non-foodborne pathogens; hepatitis
A, norovirus GI and GII, novel astrovirus, coronavirus, influenza and West-Nile virus.
The study is complemented with another screening in raw wastewater samples collected

at the WWTP that comprises most of the Delta sampling period.
Material and methods

Cal Tet water sample collection

We were allowed to collect 20 liter-samples of water from Cal Tet pond, located in the
natural reserve, once a month during a two-year period (January 2017-December 2018).
Since samples were processed and analyzed once collected, the results generated led us
to collect two extra samples in November and December of 2018. Then, the total number
of samples collected was 26. A basic physicochemical analysis was done before
collection, determining temperature, pH and conductivity. additionally, an aliquot was

employed to determine total aerobic bacteria, fecal coliforms and fecal enterococci.

Cal Tet pond was the selected sampling location by the consortia, since it receives
estuarine water and and sand-filtered river water. Last but not least, it is one of the
locations bearing the highest bird population and in drought periods also receives treated

water from the WWTP.

Wastewater sample collection
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Due the enterovirus outbreak of 2016 when near 100 children were affected by
enterovirus A71 (Casas-Alba et al., 2017; Gonzalez-Sanz et al., 2019), the Public Health
Department from the Autonomous Government of Catalonia launched a wastewater
surveillance study, to complement that perfomend on clinical samples for the detection
an characterization of enterovirus. The same wastewater samples were used to detect and
quantify other viruses. Aiglies de Barcelona collected three wastewater samples in May
2017, andone sample every month since June 2017 to December 2018 that were analyzed
in our facilities. The sampling location for raw sewage was the Prat del Llobregat WWTP.

This WWTP receives wastewater from Barcelona and surrounding areas.

Sample concentration

Cal Tet samples were concentrated using an optimized glass wool filtration method
developed in our laboratory (Blanco et al., 2019). The entire 20-liter sample was passed
through a positively charged glass wool filter, retaining the viruses present in the sample.
After the filtration, viruses were eluted using glycine-beef extract (GBE) buffer, pH 11.
The buffer detached the viruses by recirculation through the filter for 1 hour, followed
by a secondary concentration based on polyethylene glycol (PEG) 6000 flocculation/

precipitation. The resulting volume was 7 ml of concentrated, that were stored at -80°C.

For sample reconcentration, an optimized PEG 6000 flocculation/precipitation was
performed. Fifty ml of GBE buffer, pH 9.5 was added to 400 ml of wastewater. After
addition of 20% of PEG 6000 and NaCl the mix was allowed to flocculate for 24 hours,
and viruses were thereafter precipitated by centrifugation at 7500xg during 90 minutes.

The pellet was resuspended in 2 ml of PBS. The final volume was stored at -80°C.

Nucleic acid extraction

Total RNA was extracted from 1 ml of the sample using the NucliSENS® miniMAG®
extraction system (Biomérieux), following the manufacturer’s instructions, obtaining 50

ul as the eluted final volume. All samples were stored at -80°C before the analysis.

West-Nile virus RT-gPCR adaptation
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WNV is one of the most interesting non-waterborne pathogens that can however
contaminate water. , The Instituto Nacional de Investigaciones Agrarias (INIA) shared
with our laboratory their RT-qPCR procotol for detection and quantification of lineages
1 and 2 of WNYV separately (Jiménez de Oya et al., 2018), and plasmids containing the

target region as well.

Plasmids were resuspended in INVITROGEN UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled
Water. Then, plasmids were quantified using Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer.
The resulting quantification was used to determine the dilution containing 1-10 ng/ul of
DNA to transform INVITROGEN Library Efficiency® DH50™ Competent Cells,
following the manufacturer’s instructions. The resulting DH5a and the plasmid control
for WNV-1 and WNV-2 were grown separately in LB plates with 100 pg/ml ampicillin.
One colony of each plate was selected to grow in 100 ml of LB with 100 pg/ml ampicillin
for plasmid extraction the by using OriGene PowerPrep® HP Plasmid Midiprep System.
Two ml of each DH5a aliquots were then stored at -80°C for future plasmid extractions

if needed.

Ten-fold dilution series of both WNV-1 and WNV-2 standards were used to adapt INIA’s
RT-gPCR to our facilities, using INVITROGEN RNA UltraSense One-Step Quantitative
RT-PCR System. The final primers and probe concentrations were the same as in INIA’s
protocol. The cycles were modified as follows: 30 minutes at 50°C for reverse
transcription, then a denaturalization step of 10 minutes at 95°C, and finally 45
amplification cycles of 15 seconds at 95°C, then 60 seconds at 65°C. Fluorescence was

measured after the last step.

Influenza virus RT-PCR adaptation

Another non-waterborne pathogen of interest is influenza virus, and we employed Dr.
Inmaculada Casas (Instituto de Salud Carlos III) protocols to propagate an Influenza A
HINI1 California 2009 stock, also provided by Dr. Casa s that was used as positive
control for the qualitative RT-qPCR. Stocks of influenza A HI1NIwere produced after
infection of MDCK-SIAT]1 cell cultures. Briefly, we added 0.5 ml of the initial virus
stock to a confluent 80cm*> MDCK-SIAT1 flask (M.O.I = 2.5) after washing the
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monolayer twice. The virus was in contact with the cell lines 30 minutes before adding
post-infection medium: DMEM 0% with penicillin-streptomycin, HEPES 25 mM and
TPCK-treated tripsin (Sigma) 2.5 ug/ml. After 2-3 days we observed CPE and the
cultures upernatant was recovered. Then the new influenza virus stock titer was figured
infecting a 96-well plate of confluent MDCK-SIAT1 cells for determination of the
TCIDso/ml.

Once produced, a 10-fold dilution series of the new influenza A virus stock was used to
adapt the CRC RT-gPCR in our laboratory (WHO, 2015). The amplification cycle and
final primers and probe concentrations were not modified, but the mix was produced by

using INVITROGEN RNA UltraSense One-Step Quantitative RT-PCR System.

Virus detection and quantification

Both Cal Tet and wastewater samples were analyzed for the following viruses: hepatitis
A virus, noroviruses GI and GII, coronavirus, novel astroviruses (MLB-1, MLB-2, MLB-
3, VA1, VA2, VA3 and VA4), influenza virus and West-Nile virus. With the exception
of coronaviruses, all the mentioned pathogens were detected and quantified with RT-
gqPCR. HAV, NoV GI and NoV GII screening was performed following the ISO 15216
RT-qPCR. Novel astroviruses were analyzed by using three duplex RT-qPCR based on
the molecular methods for detect and quantify these six genotypes separately (Cordey et
al., 2017). The modifications that convert these six monoplex into three duplex are
described elsewhere (Vu et al., 2019). WNV and influenza A virus were detected using

the adapted methods earlier described.

For coronavirus detection we used a seminested RT-PCR for both alpha and
betacoronaviruses (Gouilh et al., 2011) with some modifications described in another
work (Blanco et al., 2019). All positive samples were sequenced by a Sanger-derived

method to identity the detected coronavirus.
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Statistical analysis

Cal Tet water and wastewater positivities were compared by y2 test. Mann Withney test
was used instead of the t-student test since quantification data were not normally

distributed. P values < 0.05 were considered statistically significant in all tests.
Results

Cal Tet physicochemical and bacteriological analysis

Physicochemical analysis are summarized in Table 1. Every three months the mean and
standard deviation was calculated. In this way we could observe that the pH was
relatively stable through time and the conductivity had maximum values in the summer
months (July-September), and minimum in the cold months (January-March). This
tendency was clearer in 2017 than in 2018. Water temperature showed similar tendencies,
but the coldest period was from October to December in 2017, and not in January-March

as in 2018, probably due to the relatively warm temperatures in early 2017.

Bacteriological analysis are summarized in Fig. 1. Like conductivity and temperature,
aerobic and coliform counts were highest in summer and lowest in winter, being total
aerobic counts at least 0.5 logs higher than coliform counts. Enterococci were usually not

found in Cal Tet water, and their numbers were low when detectable; from 2 to 8 cfu/ml.

Water samples analysis

Comparison between prevalence in both types of water samples are summarized in Fig.
2. After the classic enteric virus screening, in Cal Tet water samples, 6 out of 24 (25%)
were positive for HAV, 1 (4.17%) for NoV GI and 1 for NoV GII. The novel astrovirus
analysis showed 4 positives (16.67%) for MLB-1, 2 (8.33%) for VA1, 1 for VA2, 1 for
VA3 and 1 for VA4. The positivity of VA1, VA3 and VA4 was detected in the same
sample. All samples were negative for MLB-2 and MLB-3. None of the samples were
positive for CoV, influenza A virus and WNV-1, but in December 2017 the water sample

was positive for WNV-2. Most of the positive samples belonged to the 2017 sampling;
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in 2018 only had two positives for HAV, the positive sample for NoV GI and 2 positive
samples for MLB-1.

Wastewater samples showed significantly higher positivity than Cal Tet water samples.
11 out of 22 (50%) were positive for HAV, 21 (95.45%) for NoV Gl and 21 for NoV GII.
Novel Astrovirus had also higher prevalence in wastewater samples; 14 (63.64%) was
positive for MLB-1, 7 (31.82%) for MLB-2 and MLB-3, and 12 (54.55%), 15 (68.18%)
and 10 (45.45%) positive samples for VA1, VA2 and VA3, respectively. All samples
were negative for VA4, WNV and influenza virus. For CoV, the March 2018 sample

came out to be positive in the seminested RT-PCR assay.

Quantification of all viruses is summarized in Fig. 3. Since most of viruses had only a
single positivity in Cal Tet samples, mean and standard deviation were only figured for
HAV, MLB-1 and VA1 quantifications a. Viruses showed a very different presence
pattern in the pond; noroviruses were not only two of the least detected viruses, but also
the viruses with the lowest titers; 0.32 logs of genome copies/L for GI and 0.2 for GII. In
contrast, WNV had the highest titer (5.51 logs gc/L), and HAV was the virus with highest
SD (1.75 = 1.82 logs gc/L). All the novel detected astroviruses had similar means; 2.74
+ 0.91 for MLB-1, 2.74 + 0.33 for VA1, 2.55 for VA2, 2.51 for VA3 and 2.49 for VA4.

Viruses detected in both types of water have higher titers in wastewater than in Cal Tet
water samples, with HAV as the virus with the lowest levels, with 2.76 + 0.69 logs gc/L.
Noroviruses viral loads were 4.51 + 0.95 and 4.15 £ 0.78, for norovirus GI and GII,
respectively. MLB-2 and MLB-3 had titers of 2.86 + 0.58 logs of gc/L whereas the rest
of the novel astroviruses presented viral loads higher than 3 logs gc/L; 3.47 + 1.28, 4.52
+ 0.94 and 3.83 + 0.80 logs gc/L for VA1, VA2 and VA3, respectively.

with regard to the WNV-2 detected in December 2017, we only were able to sequence
the RT-qPCR fragment in the 3’NCR of the virus genome. This small sequence fragment
confirmed us that the virus belonged to the WNV lineage 2, related with other viruses
found in birds, most of them goshawks, in several countries of Central Europe; Austria,
Hungary Slovakia and Czech Republic (Fig. 4). Regarding the detected coronavirus,
sequencing the amplicon of the seminested RT-PCR allowed us to determine the RdRp
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sequence that evidenced that it belonged to an alphacoronavirus closely related with other

rat coronaviruses found in Eurasia (Fig. 5).
Discussion

Cal Tet water and wastewater samples showed statistically significant differences in
prevalence of all viruses found in both types of samples; HAV, NoV GI, NoV GII, MLB-
1, VA1, VA2 and VA3. For viruses only found in one type of sample, only MLB-2 and
MLB-3 prevalence were significantly different. The absence in Cal Tet samples of MLB-
2 and MLB-3 and the presence of VA4 (not found in wastewater samples), could

strengthen the possible role of wild animals as novel astroviruses reservoirs.

Only NoV GI, NoV GII and AstV VA2 and VA3 showed viral loads significantly
different in wastewater and Cal Tet water samples, with higher titers in wastewater. The
rest of the viruses occurred in similar levels in both types of samples, and this is
particularly interesting for hepatitis A virus. The mean and the SD in Cal Tet samples for
HAYV were high, since the January 2017 sample already reached by itself 5.57 logs gc/L.
This could probably be due to the large outbreak of hepatitis A that struck in Europe and
that affected the men-having-sex-with men collective from 2016 to 2018 (Sabria et al.,
2019). HAV could reach Cal Tet water through treated wastewater coming from the
WWTP employed to prevent the pond from drying.

One of the most important data produced in Cal Tet samples was the WNV-2 sequence
detected in December 2017. Their relationship with a goshawk WNV-2 reported in other
European countries is extremely relevant since in September 2017, colleagues from the
CReSA (Research Center on Animal Health) detected the first predatory bird infected
by WNV, being a goshawk (Busquets et al., 2019). This species is well known in Central
and North Europe for the migration of part of their population, reaching the Spanish
Mediterranean coast and hence the Llobregat Delta following the Mediterranean-Black
Sea pathway. The sequence found in September is also similar to that of another WNV
of Central Europe (Bakonyi et al., 2016; Drzewniokova et al., 2019; Hubalek et al., 2018;

Kolodziejek et al., 2018), but we could not compare our sequence with that of the
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goshawk found in Catalonia because we sequenced the 3’-NCR, whereas the sequence

obtained by CReSA corresponded to the NS5 gene.

The novel alphacoronavirus found in wastewater in March 2018 was closely related to
other rodent coronaviruses recently reported in other countries like Germany, China and
United Kingdom (Ge et al., 2017; Tsoleridis et al., 2019, 2016; Wang et al., 2015). Our
group already described a novel rodent alphacoronavirus detected in Saudi Arabia surface
water sample in September 2015, (Genbank ID: KY565343.1); nevertheless, but both

sequences were significantly different from each other.
Conclusions

Virus ecology was significantly different in Cal Tet pond and the wastewater coming
from the Barcelona Metropolitan area. As expected, the prevalence was significantly
higher in wastewater than in Cal Tet, but only few of the pathogens showed significant
differences in the viral load. Highest HAV loads were detected in early 2017, the same
period when the HAV outbreak that affected the MSM collective in Europe had the
maximum incidence peak. The HAV persistence and the low precipitations in December
2016 and part of January 2017 could favor that HAV reached Cal Tet water through

treated wastewater.

Novel coronaviruses related to rodents are being detected and identified in several
countries from Europe and Asia, but none was described in Spain until our wastewater
surveillance. When compared with the other sequence found in the mentioned study, we
could observe that the Barcelona wastewater sequence is more related to rat
coronaviruses than the one earlier reported in Saudi Arabia, which was closer to
coronaviruses found in other rodents. These findings demonstrate the relevance of

rodents as CoV reservoirs.

West-Nile virus finding in December 2017 was indeed significant since three months
earlier an infected goshawk was detected in Catalonia. Despite we cannot compare our
sequence with that reported by the CReSA, since different regions were sequenced in

each case, both sequences point to the same origin; predatory birds coming from Central
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and Eastern Europe. These findings highlight the crucial role of birds as reservoirs of

WNYV and their capacity to spread some zoonotic diseases.
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394  Table 1. Summary of pH, temperature and conductivity data of Cal Tet water. Each
395  month these three parameters were measured at time of sample collection.
Month pH£SD Temperature = SD | Conductivity = SD
(O (mS)

January-March 2017 8,08 +£0,15 16,50 £ 0,71 2,20+ 0,07
April-June 2017 8,33 +0,34 22,00 £ 5,29 2,55+0,23
July-September 2017 8,44+ 0,12 23,00+ 1,73 3,03+0,11
October-December 2017 8,33+ 0,06 11,33 +£5,86 2,61 £0,09
January-March 2018 8,32+ 0,09 9,33 +2,08 2,42 +0,11
April-June 2018 8,30 £ 0,02 24,00 £ 4,35 2,57+0,07
July-September 2018 8,31 +£0,07 26,33 £2,08 2,85+0,06
October-December 2018 8,17+0,16 15,25+3,40 2,39+0,15

396
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397

398  Fig.1. Bacteriological analysis of Cal Tet pond water. Total aerobic bacteria were always
399  higher than Escherichia coli titers. Enterococci were not always found, and their numbers
400  were in all instances really low.
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402  Fig. 2.Comparison of virus’ prevalence between Cal Tet pond and Prat del Llobregat
403 WWTP.
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405  Fig. 3. Quantification of positive samples in wastewater and Cal Tet water. Since most

406  of the viruses only had one positive sample in Cal Tet, no SD of the viral numbers is
407  shown.
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437,7 MH377402.1 West Nile virus isolate goshawk 2 nonstructural protein 5 gene partial cds and 3 UTR
23 MF984345.1 West Nile virus strain Falcon/Austria/2015 (Bi2/15) complete genome

MH244513.1 West Nile virus strain 200.B/2013/Secowe/SVK complete genome

KC407673.1 West Nile virus isolate Sad/12 complete genome
DQ116961.1 West Nile virus isolate goshawk-Hungary/04 complete genome

MF984344.1 West Nile virus strain Goshawk/Austria/2015 (Bi1/15) complete genome

MH377401.1 West Nile virus isolate goshawk 1 nonstructural protein 5 gene partial cds and 3 UTR
KP780838.1 West Nile virus isolate Mismo complete genome

MF984348.1 West Nile virus strain Blood donor 3/Austria’2016 (BD3/16) complete genome

MH244511.1 West Nile virus strain 291.B/2013/Velky Biel/SVK complete genome

81 MH244510.1 West Nile virus strain 486.8/2014/Velky Biel/SVK complete genome

KP780840.1 West Nile virus isolate Tammy complete genome

408

409
410
411
412
413
414

641 WNV Cal Tet December 2017

—
0.00050

Fig. 4. West-Nile virus phylogenetic tree. The most similar sequences were from another
WNV lineage 2 found mostly in birds in Europe, despite of other sequences isolated from
blood donors. Phylogenetic distances are expressed as the expected number of
substitutions per nucleotide site and can be estimated using the scale. The numbers
adjacent to the nodes represent the percentage of bootstrap support (of 1000 replicates)
for the clusters to the right of the node.
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KX964654.1 Coronavirus JC54 RNA-dependent RNA polymerase gene partial cds

KY370050.1 Rodent coronavirus isolate RtRI-CoV/FJ2015 ORF1ab polyprotein spike glycoprotein envelope protein membrane protein and nucleocapsid protein genes complete cds

KF294380.2 Lucheng Rn rat coronavirus isolate Lucheng-19 complete genome

KY370075.1 Rodent coronavirus isolate RtRnit-CoV/GZ2015 RNA-dependent RNA polymerase gene partial cds

KM&88168.1 Coronavirus RCoV/LEO/Rat sik/CHN/2007 RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) gene partial cds

KF294379.1 Lucheng Rn rat coronavirus isolate Longquan-311 orfiab polyprotein gene partial cds

KU739071.1 Alphacoronavirus TT-2016a isolate UKRn1 orfiab polyprotein (ORF1ab) gene partial cds

Coronavirus Wastewater March 2018

KY370054.1 Rodent coronavirus isolate RtClan-CoV/GZ2015 ORF1ab polyprotein gene partial cds and spike glycoprotein envelope protein membrane protein and nucleocapsid protein genes complete cds
KX964649.1 Coronavirus AcCoV-JC34 complete genome

KM888167.1 Coronavirus RCoV/D RMU10 2065/Myo gla/GER/2010 RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) gene partial cds

KY370045.1 Rodent coronavirus isolate RtMruf-CoV-1/JL2014 ORF1ab polyprotein spike glycoprotein envelope protein membrane protein and nucleocapsid protein genes complete cds

981KY370059.1 Rodent coronawvirus isolate RtMrut-CoV/JL2014 RNA-dependent RNA polymerase gene partial cds

KY565343.1 Alphacoronavirus sp. isolate 092015 S1 RNA dependant RNA polymerase gene partial cds
KM888162.1 Coronavirus RCoV/RMU10 2010/Myo gla/GER/2010 RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) gene partial cds
KM888163.1 Coronavirus RCoV/RMU10 3212/Myo gla/GER/2010 RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) gene partial cds

94 EU834955.1 Bat coronavirus M.sch/Australia/CoV146/2007 RNA-dependent RNA polymerase (ORF1b) gene partial cds
{KJOZOBSZJ Bat coronavirus isolate BtCoV/BFES55494/T.mel/RD/Tha/05/2012 RNA-dependent RNA polymerase gene partial cds
KY423459.1 Alphacoronavirus sp. isolate SPA EPI5 Myocap90 12B p25 RNA dependent RNA polymerase (nsp12) gene partial cds
KY423460.1 Alphacoronavirus sp. isolate SPA EPI5 Myocap31 4G p25 RNA dependent RNA polymerase (nsp12) gene partial cds
KY423461.1 Alphacoronavirus sp. isolate SPA EPI5 Myocap11 2C p25 RNA dependent RNA polymerase (nsp12) gene partial cds
KY423462.1 Alphacoronavirus sp. isolate SPA EPI5 Myomyo Minsch27 4C p25 RNA dependent RNA polymerase (nsp12) gene partial cds
KY423463.1 Alphacoronavirus sp. isolate SPA EPI5 Myomyo Minsch74 10B p25 RNA dependent RNA polymerase (nsp12) gene partial cds
KY423464.1 Alphacoronavirus sp. isolate SPA EPI5 Myomyo Minsch61 8E p25 RNA dependent RNA polymerase (nsp12) gene partial cds
KY423465.1 Alphacoronavirus sp. isolate SPA EPI5 Myomyo Minsch60 8D p25 RNA dependent RNA polymerase (nsp12) gene partial cds
KY423466.1 Alphacoronavirus sp. isolate SPA EPI5 Myocap38 5F p25 RNA dependent RNA polymerase (nsp12) gene partial cds
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00
Fig. 5. Coronavirus phylogenetic tree. Our sequence is located in a clustal of novel alphacoronaviruses found in rodents, most of
them rats (Rattus norvegicus, Rattus losea and Rattus nitidus). Phylogenetic distances are expressed as the expected number of
substitutions per nucleotide site and can be estimated using the scale. The numbers adjacent to the nodes represent the percentage of
bootstrap support (of 1000 replicates) for the clusters to the right of the node.
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4.5 - Capitulo V: Enterovirus surveillance in Barcelona wastewater, 2017-2018

Autores: Albert Blanco, Susana Guix, Eduard Anfruns, Damir Garcia-Cehic,

Josep Quer, Albert Bosch, Rosa Maria Pint6.

En el curso del afio 2016 se declar6 en Catalufia un brote de EV A71 con
cerca de 100 nifios afectados por romboencefalitis. Poco antes del brote se detect6
ademads otra encefalitis asociada a EV D68 en tres pacientes. Eso activd un
programa de seguimiento en agua residual de los diferentes serotipos de EV que

circulan por el drea de Barcelona.

Desde mayo del afio 2017 se recibieron aguas residuales de la entrada de
la depuradora del Prat del Llobregat, que recibe buena parte de las aguas fecales
de Barcelona y su area metropolitana. Mediante una concentracioén basada en la
floculacién-precipitacion con PEG 6000 se pudo detectar por RT-qPCR la
presencia de EV en dichas muestras. Una vez determinada su
presencia/ausencia, se llevé a cabo una RT-PCR anidada para amplificar la
region conservada del gen de la proteina VP1 y poder secuenciar las muestras.
La secuenciaciéon se realizé tanto con un método derivado de Sanger para
determinar la secuencia consenso como con una posterior secuenciacién masiva

que permitié profundizar en la poblacién de EV presente en la muestra.

La totalidad de las muestras analizadas fueron positivas para EV, con lo
que en todas ellas se pudo hacer tanto la determinacién de la secuencia consenso
como la secuenciacién masiva. La secuencia consenso mostré una hegemonia de
EV B5 (anteriormente coxsackievirus B5) hasta noviembre de 2017, momento en
el que se comenz6 a detectar mayoritariamente otros serotipos como B9
(echovirus 9), B25 (echovirus 25) o A16 (coxsackievirus A16). La escasa variedad

en la secuencia mayoritaria oculta una gran diversidad de serotipos, cuyo
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namero oscilé desde un minimo de 3 hasta un maximo de 18, después del andlisis
profundo por secuenciacién masiva. En muchos casos la secuenciaciéon masiva
corroboré la secuencia consenso como la mayoritaria, si bien hubo algunos casos
en los que Sanger detect6 secuencias no mayoritarias. El estudio con la
secuenciaciéon masiva nos permitié ver un incremento sustancial en la diversidad
de serotipos en los meses de verano, cosa que puede correlacionarse con el
turismo tanto de nivel nacional como internacional. En ninguna de las muestras

se encontraron secuencias correspondientes a los serotipos A71 y D68.

Tras el anélisis de las muestras de aguas residuales recibidas en los afios
2017 y 2018 se puede ver que tanto las secuenciaciones clasicas como las de nueva
generacion son dos técnicas complementarias que pueden ofrecer una gran
cantidad de informacion y resultan extremadamente ttiles para poder hacer un
seguimiento en profundidad de serotipos y variantes de patdgenos de interés

sanitario.
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Abstract

In 2016 the Catalan Government promoted enterovirus surveillance in hospitals and
wastewater due the children infected by enterovirus D68 and the large encephalitis
outbreak caused by enterovirus A71 in Catalonia. Since May 2017, 400 ml of wastewater
were concentrated by flocculation-precipitation with poly-ethylene glycol to detect the
presence of enteroviruses with RT-qPCR. Positive samples were amplified with a nested
RT-PCR targeting VPI1. The resulting amplicon were firstly sequenced by a Sanger-
derived method to determine the consensus sequence and then deep sequencing was
performed to determine the enterovirus population in each sample. Results showed that
enterovirus A71 or D68 were absent in all samples. Most of the consensus sequences
obtained belonged to coxsackievirus B5, but we could also detect coxsackievirus A16
and echoviruses 9, 11, 24 and 25. Deep sequencing showed us large variety in enterovirus
population oscillating from 3 to 18 different detectable serotypes. The lowest number of
serotypes were detected in May, July and December 2017, whereas August 2018 had the
maximum number of serotypes found. In general, 2017 samples had lesser serotype
diversity than 2018 samples, and more serotypes were detected in warmer months than
in colder months, maybe due to tourism. Our work demonstrates that classic sanger and
deep sequencing methods are both useful since they enable to gather complementary data

of the same sample.
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Introduction

The genus Enterovirus comprises a wide variety of picornaviruses classified in
up to 15 species (Enterovirus A-L and Rhinovirus A-C) and more than 300 serotypes.
Some of these viruses such as Rhinovirus and Enterovirus D can be airborne, but most
are waterborne pathogens. Human pathogens are comprised in rhinovirus and enterovirus
A-D species, and every year around 1 billion people are infected by enteroviruses
worldwide (Bracho et al., 2011). Usually people infected with enteroviruses curse with
asymptomatic infection or develop a cold-like disease that may lead to a self-limiting
mild illness lasting for 5 to 7 days (Nikonov et al., 2017). Nevertheless, a small part of
the infected people can develop, due to the wide tropisms of enteroviruses, several
diseases, i.e. hand, foot and mouth disease (HFMD), myocarditis, pericarditis,
hemorrhagic conjunctivitis, encephalitis, meningitis and even acute flaccid paralysis
(AFP) (Bracho et al., 2011; Cortina et al., 2018; Lugo and Krogstad, 2016; Medina et al.,
2016; Nikonov et al., 2017; Suresh et al., 2018).

A single serotype of enterovirus can infect different tissues and cause different diseases,
depending on the host health and the variety of receptors the virus can use. The high
percentage of asymptomatic cases and serotype diversity makes difficult to control
enteroviruses. Therefore, surveillance is one of the best aproaches for prevention and

managements of enterovirus outbreaks.

In 2016 a large encephalitis outbreak caused by enterovirus A71 occurred, with
near 100 children affected by the disease (Casas-Alba et al., 2017; Gonzalez-Sanz et al.,
2019). Just a few weeks earlier, another children was infected by a D68 serotype. Despite
being mainly respiratory as the rest of Enterovirus D serotypes, D68 was described as an
emergent pathogen that can cause a polio-like disease (Cassidy et al., 2018; Messacar et
al., 2016). Being the second common cause of viral encephalitis, in recent years there
were several outbreaks caused by other enterovirus serotypes that affected children
around the world; the reports showed that also coxsackievirus but mostly echovirus were
the causal agents when EV A71 and D68 are not involved (Chen et al., 2017; Messacar
et al., 2018; Singh et al., 2016). The 2016 outbreak led the Catalan Government to
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enhance enterovirus surveillance in wastewater and hospitals with the aim to know which
serotypes are circulating in Barcelona and surrounding areas. Since May 2017 raw
wastewater samples were collected at the Prat del Llobregat Wasteater Treatment Plant

(WWTP) to detect and identify enteroviruses circulating among the population.

In our work enteroviruses were screened in wastewater samples by RT-qPCR.
Positive samples were then sequenced by Sanger-derived method and by deep-
sequencing to ascertain the consensus sequence and the total enterovirus population

present in the sample, respectively.
Material and methods

Wastewater sample collection

Every month, 1L of untreated wastewater coming collected at the Prat del Llobregat
WWTP was collected by Aiglies de Barcelona and transported to our facilities for storing
at 4°C until further processing. Wastewater samples were collected from May 2017 to
December 2018. With the exception of 3 samples collected in May 2017, one monthly

sample was collected.

Sample concentration

Viruses in wastewater were recovered from 400-ml samples by a flocculation-
precipitation method with Poly-ethylene glycol (PEG) 6000. Since the original
concentration method does not allow removal of all inhibitors in the total nucleic acid
extraction, the method was modified. First, we added 50 ml of Glycine Beef Extract
(GBE) Buffer, pH 9.5 to the 400 ml of wastewater. After 2h of incubation at 4°C in
agitation, a preliminary centrifugation was performed at 8000xg for 30 minutes,
maintaining the sample at 4°C during the spin. With this centrifugation we remove part

of the particles present in wastewater.

Following the centrifugation, the supernatant was recovered and 20% of PEG 6000 and
0.3M of NaCl added to strat the overnight flocculation. During the process, the sample is

also maintained at 4°C with agitation (~300 rpm). Precipitation is performed by a second
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centrifugation at 10000xg during 90 minutes at 4°C. The supernatant is discarded, and
the pellet resuspended in 1ml of PBS. Finally, the sample is subjected to a sonication at
0,5x cycles and 100% amplitude to detach viruses from the PEG, followed by a final
centrifugation at room temperature at 3000xg during 15 minutes. The supernatant is

recovered and stored at -80°C until nucleic acid extraction.

Nucleic acid extraction

Total RNA was extracted from 1 ml of the sample using NucliSENS® miniMAG®
extraction system (Biomérieux), to a final elution in 50 pl. The process was performed
by following the manufacturer’s instructions. When we could not proceed immediately

with the analysis, RNA was stored at -80°C.

Virus detection and sequencing

Enterovirus presence were screened in all samples prior to sequencing by adapting a RT-
gqPCR assay targeting the conserved sequence located in the 5’UTR of all enteroviruses
(Selva et al., 2012). Briefly, primer and probe concentrations, as well as RT-qPCR
protocol were as described, only using INVITROGEN RNA UltraSense One-Step
Quantitative RT-PCR System instead of the QIAGEN RT-PCR Kkit.

The RT-qPCR was only employed for virus detection, not quantification. For this latter,
only direct and -1 dilution of samples were tested along with the extraction and PCR

negative controls, employing a laboratory-adapted Echovirus 30 RNA as positive control.

Positive samples were sequenced to identify the most prevalent enterovirus in wastewater
by using a nested RT-PCR, targeting a conserved region of the VP1. All primers, cycles
and reagents used were previously described (Nix et al., 2006, WHO, 2015), with the
exception of the reverse transcription, performed using SuperScript IV reverse
transcriptase (INVITROGEN) instead of SuperScript II. The final product ranged
between 349 and 400 pb depending on the enterovirus detected. The second PCR product
was sequenced by a Sanger-derived method to characterize the major enterovirus present

in all positive samples.

Deep sequencing of wastewater samples
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Since the consensus sequence does not provided us with much information, and some
interesting enteroviruses could be present in minor proportions, we decided to detect all
serotypes present in each positive wastewater sample by deep sequencing. PCR products
were purified after an electrophoresis with 1x TAE (Roche Premixed TAE Buffer, 10x).
Finally, the PCR product was extracted from the agarose and purified by using Macherey-
Nagel NucleoSpin Gel and PCR Clean Up kit, following manufacturer’s instructions. The
purified PCR products were sequenced (Illumina MiSeq) at the Viral Hepatitis
Laboratory of the Vall d’Hebron Research Institute.

Results

Water sample analysis

The RT-gPCR screening allowed us to ascertain that all wastewater samples were
positive for enteroviruses. The consensus sequence of all samples is depicted in table 1.
The first May 2017, February 2018 and April 2018 samples had a consensus sequence
too difficult to obtain, whereas the rest of the samples could be characterized. We
observed a high prevalence of Enterovirus B5 (formerly Coxsackievirus B5) from May
2017 to November 2017, being also the consensus sequence in two 2018 samples (10 out
of 19 sequenced samples). The other consensus sequences were as follows; 3 of them
were identified as Enterovirus B9 (Echovirus 9), 2 were Enterovirus B11 (Echovirus 11),
another 2 were characterized as Enterovirus B25 (Echovirus 25), and finally the other 2
samples were Enterovirus B24 (Echovirus 24) and Enterovirus A16 (Coxsackievirus
A16). In conclusion, most of the Enterovirus serotypes present in Barcelona’s wastewater
belonged to Enterovirus B species. We must mention that the sample from August 2018
(identified as Echovirus 24) was extremely difficult to characterize since the sequence

demonstrated the presence of a large variety of viruses.

The consensus sequences alignment is shown in Fig 1, adding other interesting
enteroviruses such as Enterovirus A71 and D68 to elucidate their distance from our
sequences. In the phylogenetic tree we also include other sequences of the detected

enteroviruses.
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Enterovirus deep sequencing

Since only 6 out of hundreds of Enterovirus serotypes were found in wastewater, deep
sequencing allowed us to reveal the presence and dynamics of other interesting serotypes
undetectable through classic sequencing for being minoritarian. Our results show a great
diversity in both number and types of enteroviruses present in wastewater. The total
number of serotypes detected ranged between 3 and 17. This lowest diversity was found
in May, July and December 2017, whereas the belonged to August 2018. Deep
sequencing allowed us to identify the samples we could not characterize with the Sanger-

derived sequencing.

Some of the samples consensus sequences did not belong to the most common serotype
evidenced by deep sequencing, as we can see, for example, in June 2017, October 2017,
January 2018 and June 2018, or even was not present in the population, resulting the
misclassified virus from a mix of sequence from two or more viruses present in the
sample such in December 2017 or August 2018. The Enteroviruses population detected

in deep sequencing is summarized in Fig. 2 and Fig. 3 for 2017 and 2018, respectively.

Discussion

Whereas consensus sequence only detects usually the most common sequence and brings
limited information, deep sequencing is a powerful and useful technique to detect viruses
present in low concentrations in a sample in which otherwise they could not be detected,
providing large amounts of sequences critical to understand in the characteristics of the
sample. Deep sequencing is commonly used in clinical samples (Casadella and Paredes,
2017; Quinones-Mateu et al., 2014), but it may also be applied in food and water matrices
(Bartsch et al., 2018; Jacob et al., 2017; Li et al., 2017). In addition, , when used in the
same type of sample in different days, weeks or months it enables to elucidate the

population dynamics of viruses in this sample.

In wastewater samples viruses are present in high concentrations and its high diversity
cannot be clarified with just a consensus sequence. When a sample had multiple
genotypes, or many of them had similar prevalences, consensus sequence can determine

a false serotype that is not present in the sample — as we had in August 2018 — or could
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not be determined. Deep sequencing allowed us to gather information about these

samples that otherwise would be impossible to obtain.

The Sanger-derived method only showed six genotypes during all the wastewater
screening, but in a large, touristic city, receiving many visitors, like Barcelona, the
enterovirus population is always changing not only because of infections circulating
among the population or diet changes of people, but also for the introduction of viruses
by people coming from other parts of the globe. Due to the large size of the Barcelona
population, above 1.5 million people, the impact of tourism in the enterovirus population

dynamics can only be screened through deep sequencing.

Deep sequencing is a useful tool to study fluctuations in the diversity. As we could see
in our analyzed samples, 2017 samples showed less diversity than 2018 samples; the
number of genotypes samples ranged from 3 to 8 in 2017 whereas they ranged from 5 to
17 in 2018 samples. The high enterovirus diversity in November 2017 compared with the
rest of 2017 samples can be explained by the fact that October was the rainiest month in
2017 (with a total amount of rain of 101.4 mm) and the November sample was collected
on the 7th. The rainwater could have washed out viruses attached to organic material
accumulated in the sewers. As we commented above, the high diversity in August may

result from tourism.

Since enteroviruses develop mostly as asymptomatic infections, the absence of
enteroviruses A71 and D68 clinical cases does not imply these viruses were not present
among the population. The aim of using deep sequencing was to monitor the possible
occurrence of A71 or D68 present in low concentrations in wastewater samples, but
Sanger sequencing nor deep sequencing detected any Enteroviruses A71 and D68 in

wastewater during the sampling period.
Conclusions

Wastewater samples are a highly complex matrix and those from Barcelona are
no exception. Barcelona wastewater constitutes a highly dynamic environment to study

the virus population present in it. Enterovirus diversity is continuously fluctuating in
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Barcelona wastewater, with the most prevalent viruses being genotypes included in
Enterovirus B species. Nevertheless, up to 32 genotypes were found through all the
sampling period. The key factors affecting the population dynamics seems to be heavy
rains and tourism since the main increases in diversity were detected after pouring rains

during 2017 and in summer during 2018.

Despite the number of genotypes per sample, it is common that the first two genotypes
comprise 70-90% of the sequences found in deep sequencing. Genotypes recently related
with encephalitis were not found either in Sanger sequencing nor deep sequencing. Also,
there were no close-related genotypes in wastewater during the sampling period. Since
in most cases Enteroviruses develops mild illnesses or even an asymptomatic infection,
is possible that genotypes A71 and D68 were present in extremely low concentration

(below 0.05%) that makes them undetectable even with deep sequencing.

Usually the most prevalent virus in the sample represents more than50% of all sequences
found employing deep sequencing, but in some cases the consensus sequence could be
other than the most representative. Additionally, when 2 or more genotypes had similar
numbers in a sample, the consensus sequence could not be determined or corresponded
to a virus that was not even present in the sample. Consequently, Sanger-derived
sequencing and deep sequencing could be used to compare and complement information

obtained through both approaches from the same sample.
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321 Table 1: Consensus sequences of all the wastewater samples analyzed for
322 enteroviruses.

MONTH CONSENSUS SEQUENCE MONTH CONSENSUS SEQUENCE
MAY 2017 (1) Non identified FEBRUARY 2018 Non identified
MAY 2017 (2) Enterovirus B5 MARCH 2018 Enterovirus B25
MAY 2017 (3) Enterovirus B5 APRIL 2018 Non identified

JUNE 2017 Enterovirus B5 MAY 2018 Enterovirus B9
JULY 2017 Enterovirus B5 JUNE 2018 Enterovirus B9
AUGUST 2017 Enterovirus B5 JULY 2018 Enterovirus B9
SEPT. 2017 Enterovirus B5 AUGUST 2018 Enterovirus B24

OCT. 2017 Enterovirus B5 SEPT. 2018 Enterovirus B5

NOV. 2017 Enterovirus B5 OCT. 2018 Enterovirus B11

DEC. 2017 Enterovirus B25 NOV. 2018 Enterovirus B11

JANUARY 2018 Enterovirus B5 DEC. 2018 Enterovirus A16
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323
324

325
326
327
328

100  Coxsackievirus B5 (July 2017)

Coxsackievirus B5 (August 2017)

Coxsackievirus B5 (October 2017)
Coxsackievirus B5 (June 2017)

Coxsackievirus B5 (November 2017)
Coxsackievirus B5 (May 2017, 2nd sample)
Coxsackievirus B5 (May 2017, 3rd sample)
Coxsackievirus B5 (September 2017)

Coxsackievirus B5 (January 2018)
Coxsackievirus B5 (September 2018)

T 90 Echovirus 9 (May 2018)
100 \_|—— Echovirus 9 (June 2018)

|Echovirus 9 (July 2018)

Echovirus 24 (August 2018)

83 Enterovirus A71

83 L Coxsackievirus A16 (December 2018)

100 rEchovirus 11 (October 2018)
L Echovirus 11 (November 2018)

00— Echovirus 25 (March 2018)
L Echovirus 25 (December 2017)

Enterovirus D68

—
10

Fig. 1.: Wastewater consensus sequence phylogenic tree. Phylogenetic distances are
expressed as the expected number of substitutions per nucleotide site and can be
estimated using the scale. The numbers adjacent to the nodes represent the percentage

of bootstrap support (of 1000 replicates) for the clusters to the right of the node. Old
nomenclature is used for better understanding.
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329

330
331
332

May 2017 1st sample

May 2017 3rd sample

m Echovirus 16 (0.95% )
= Echovirus 18 {16.45%)
= Echovirus 25 {82.34%)
== Coxsackievirus B2 (0.2%)

== Echovirus 18 (26.85%)
== Coxsackievirus A2 (0.52%)
== Coxsackievirus B5 (72.63%)

July 2017

September 2017

November 2017

== Echovirus 18 (0.71%)
= Echovirus 25 (39.65%)
=== Coxsackievinus BS (53.64%)

G

mmmm Echovirus 1 (0.45%)
mmm Echovirus 14 (0,66%)

== Echovirus 30 {10.71%)
=== Coxsackievirus A3 (5.75%)
=== Coxsackievirus B5 (81.72%
== Enterovirus C99 (0.59%)

== Echovirus 9 {19.96%)

= Echovirus 25 (9.20%)

—= Echovirus 33 (1.86%)

m— CoXsackievirus A5 (5.21%)

== Coxsackievirus B2 (0.54%)

—= Coxsackievirus B3 (3.17%}

=== Coxsackievirus B5 (59.68%)
== Enterovirus A76 (0.38%)

May 2017 2nd sample

June 2017

August 2017

October 2017

-

December 2017

= Echovirus 18 (0.16%)
== E chovirus 25 (58.5%%)
== Coxsackievirus B5 (41.25%)

== Echovirus 18 {3.88%)
= Echovirus 25 {60.23%)
== Coxsackievirus A5 (1.09% )
== Coxsackievirus B5 (34.41%)
== Enterovirus C99 (0.26%)

== Echovirus 30 (0.58%)

== Coxsackievirus B3 (6.97%)
=== (Coxsackievirus B5 (88.68%)
== Enterovirus AT6 (3.77%)

== Coxsackievius A1{0.14%)
= Coxsackievimus A5 (3.19%)
=== Coxsackievinus A6 {0.16%)
== Coxsackievius A13 {52.42%)
—= Coxsackievius B3 (0.14%)
== Coxsackievirus B5 {43.85% )

== Echovirus 9 {80.54%)

| | Coxsackievirus AS (13.77%)

== Coxsackievirus B3 (5.69%)

Fig. 2. Enterovirus types circulating in Catalonia during 2017. Usually 5 or less
enterovirus genotypes were found. The highest diversity was found between

September and November. Old nomenclature is used for better understanding.
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333

334
335
336

January 2018

May 2018

September 2018

A

== Echovirus 9 (11.62%)
= Echovirus 11 {26.34%)
=== Echovirus 30 {5.54%)

== Echovirus 33 {35.95%)
== Coxsackie BS (0.58%)

February 2018

June 2018

== Echovirs 9 (37.24%)

== Echovimus 25 (19.03%)
== Echovius 30 (35.23%)
—= Coxsackievirus A16 (T.41%)
== Coxsackievirus A24 (0.91%)
=== Enterovirus C116 (0.18%)

== Echovirus 6 {0.97%)

mmm Echovirus 11(25.56% )
== Echovirus 14(0.12%)

=== Coxsackievirus A1 (0.59%)
mm Coxsackievirus A5 (3.89%)
—— Coxsackievirs A22(0.50%)
=== Coxsackievirus B5 {53.00%
== Enterovirus A76 {0.9%% )
= Enterovirus B&1 {12.59%)
=== Enterovirus C116 (1.85%)

== Echovirus 9 (48.39%)

=== Coxsackievirus A9 (0.24%)
== Coxsackievirus A11 (0.11%)
—— Coxsackievirus A22 {12.96% }
=== Coxsackievirus B5 (34.06%)
=== Enterovirus A76 (3.08%)
== Enterovirus C116 (1.15%)

== Echovirus 9 (22.72%)

=== Echovirus 30 (66.01%)
== Coxsackievirus A1 (6.51%)
== Coxsackievirus A11 (1.00%)
== Coxsackievirus A22 (1.76%)
—— Coxsackievirus B3 (1.23%)
== Coxsackievirus B4 (0.77%)

October 2018

= Echovirus 11(91.26%)
== Echovirus 30 {1.15%)

== Coxsackievirus A1 (1.27%)
= Coxsackievirus A13 (6.08%)
== Coxsackievirus A16 (0.16%)
== Enteravirus AT6 (0.08%)

March 2018

== Echovirus 9 (14.36%)

=== Echovirus 11 (1.45%)

m== Echovirus 25 (72.52%)
== Echovirus 30 (0.83%)

== Echovirus 33 (8.00%)

== Coxsackievirus A13 {0.12%)

== Coxsackievirus B3 (1.09%)

July 2018

November 2018

G

== Echovirus 9(82.59%)

= Echovirus 11(2.57%)

== Echovirus 30 (9.29%)

== Coxsackievirus A1 (375%)
== Coxsackievirus A22 (0.34%)
== Coxsackievirus B3 (0.20%)

=== Coxsackievirus BS (1.26%)

K

m Echovims 11 (52.55%)

= Coxsackievirus A1 (0.65%)
= Coxsackievirus A5 (0.86%)
== Coxsackievirus A1 (6.68%)
I Coxsackievirus A16 (37.25%)
= Coxsackievirus A20 {0.66%)
=== Enterovirus AT6 (1.16%)
=== Enterovirus C116 (0.19%)

April 2018

August 2018

December 2018

=== Echovirus 9 (46.47%)
mmmm Echovirus 11 (2.79%)
=== Echovirus 25 (25.00%)
== Echovirus 30 {13.50%)
=== Coxsackievirus A1 (3.11%)
=== Coxsackievirus A3 (1.74%)
— Coxsackievirus A22 (0.30%)
—= Coxsackievirus B3 (1.59%)
=== Coxsackievirus B5 (4.63% )
== Enterovirus C99 (0.70%)
== Enterovims C116 (0.16%)

=== Echovirus 14 (0.16%)

== Echovirus 30 {19.50%)
== Coxsackievirus A1 {3.46% )
== Coxsackievirus AZ (0.13% )
== Coxsackievirus A11(1.02%)
== Coxsackievirus A13(0.14%)
—— Coxsackievirus A20 (8.31%)
== Coxsackievirus A22 (0.08%)
=== Coxsackievirus B4 (0.20%)
=== Coxsackievirus B5 (26.92%)
== Enterovirus A76 {23.61%)
=== Enterovirus A90 {0.18%)
—= Enterovirus B81 (2.94%)
m Enterovirus B82 (0.52%)
=== Enterovirus C116 (2.14%)

L

== Echovirus 11 (14.48%)

=== Coxsackievirus A (0.35%)
= CoXsackievirus A5 (0.15% )
— Coxsackievirus A16 (45.37%)
=== Coxsackievirus B5 (14.61%)
=== Enterovirus C116 (25.02% )

Fig. 3. Enterovirus population during 2018. Samples had higher diversity in 2018 than in 2017, with the highest number of genotypes
found in August. The most prevalent serotypes this year were more variable than 2017, alternating from two coxsackievirus to five
echovirus serotypes. Old nomenclature is used for better understanding.
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Desde el punto de vista epidemiolégico, los principales agentes viricos
de transmision fecal-oral cuyo ciclo los lleva a contaminar el medio acuatico son
el virus de la hepatitis A (HAV) y norovirus (NoV). ELHAV es un virus altamente
resistente a la inactivacion que causa una enfermedad asintomética en nifios
menores de cinco afios, y cuya vacuna ha permitido reducir su incidencia en
varias partes del mundo., La distribucién de HAV se divide en regiones de alta,
media o baja endemicidad, lo cual estd también relacionado con la capacidad de
saneamiento de los diferentes paises [84,121,122,251]. Por su parte, los NoV
poseen una gran variabilidad que se traduce en un gran niimero de genotipos.
Constituyen la primera causa de gastroenteritis virica. Pese a tratarse de una
enfermedad leve, lo cual contribuye a que su incidencia se vea subestimada, se
detectan decenas de casos por 100.000 habitantes cada afio [252]. La inexistencia
de vacuna también incide en que NoV a dia de hoy siga teniendo una

distribuciéon mundial, alcanzando los elevados ntimeros mencionados.

Ademas de HAV y NoV, existen muchos otros patégenos, algunos con
un significativo potencial zoonético, que pueden ser detectados en aguas. En
nuestro estudio destacaron los virus envueltos, y entre los susodichos los
coronavirus centraron la atencion del trabajo debido a la relevancia del SARS y
el MERS. Durante la escritura de la tesis doctoral ha emergido el patégeno SARS-
CoV-2, agente causal de la COVID-19, provocando la pandemia que a dia de hoy

todavia tiene en jaque al mundo.

El SARS-CoV-2 es un betacoronavirus cuyo origen se encuentra en China
y que se detecté con el brote inicial de COVID-19 en la ciudad de Wuhan, la
capital de la provincia de Hubei en diciembre de 2019 [235] y que a dia de hoy se
ha extendido por todo el globo. Al igual que el SARS-CoV original (SARS-CoV1),
patégeno del cual debe su nombre dada su similitud filogenética, es capaz de
provocar una neumonia que da lugar un sindrome respiratorio agudo severo en

el que se puede detectar otros sintomas como la fatiga, y el distrés respiratorio,
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o también la famosa tormenta de citoquinas. Pero en la mayoria de casos la
enfermedad presenta un cuadro leve en el que la fiebre y la tos seca son los
principales sintomas. Asimismo, es capaz también de provocar sintomas
neurolégicos en las personas infectadas, tales como encefalitis, mielitis o

enfermedades cerebrovasculares [253,254].

A la fecha de la escritura de la discusién mas de 100 millones de personas
han resultado infectadas por el virus, y mas de un millén han fallecido. De los
casos que hay detectados y en curso s6lo un 1% han presentado el cuadro clinico

severo de la enfermedad.

La emergencia del SARS-CoV-2, asi como su capacidad de ser excretado
por las heces y llegar al medio acuético, han puesto en relieve la importancia de
adaptar los métodos de concentracién de aguas para la detecciéon de virus para

poder determinar también la presencia de aquellos con envuelta.

Caracterizacion de virus asociados a brotes de transmision hidrica y

caracterizacion mediante secuenciacion masiva.

El primer articulo publicado relativo al trabajo realizado en la tesis
doctoral utiliza el método de filtraciéon por lana de vidrio con la subsiguiente
floculacion-precipitacién con polietilenglicol (PEG) 6000 [7,8,11] que el grupo ha
llevado a cabo durante afios para la deteccion y caracterizacion de virus sin
envuelta tanto en aguas de rio como de consumo. Pese a que su capacidad de
filtraciéon depende de las particulas en suspension de la muestra - motivo por el
cual las aguas residuales no se pueden procesar con este método - resulta

practico dado el poco coste que requiere procesar la muestra.
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Mientras no se dispuso del método de filtracién por lana de vidrio
optimizado para adaptarlo a las nuevas necesidades que implicaban la presencia
de virus envueltos de gran importancia sanitaria en aguas crudas - aspecto en el
que haremos hincapié en el siguiente apartado de la discusiéon - se utiliz6 el
método que ahora denominamos clasico, descrito en las referencias anteriores,
para la deteccién de los virus entéricos clasicos. Durante el periodo experimental
de tesis solamente hubo un brote de alto interés de transmision hidrica,

provocado por norovirus en abril de 2016, que lleg6 a causar 4136 casos.

Norovirus se transmite principalmente por alimentos contaminados o
por el contacto persona-persona en los paises desarrollados, dejando la
transmision estrictamente hidrica - es decir, consumo de agua contaminada -
como un fenémeno anecdético, pero que sigue siendo una via de transmision
importante en paises en vias de desarrollo. El hecho de que se sospechara del
agua embotellada como medio de transmisién del virus fue el principal motivo
por el que el brote de abril de 2016 tuvo mucha mas relevancia sanitaria que otros
brotes de norovirus que se dieran en los Gltimos afios. En este caso las garrafas
con el agua contaminada se llegaron a distribuir a 925 empresas diferentes,

provocando asi el brote a gran escala que se declar6.

Otro de los puntos mas relevantes del brote fue que los genotipos aislados
en las muestras de heces de las personas infectadas fueron norovirus GIL.2 y
GIL17, siendo este ultimo genotipo el que mas llamé la atencién. Norovirus
GIL.17 es un genotipo que, si bien lleva décadas descrito, hasta hace unos afios se
veia relegado a un genotipo de escasa frecuencia debido a la predominancia del
genotipo GII.4 con capacidad de generar nuevas variantes cada dos o tres afios,
lo cual lo mantuvo como el mayor causante casos y brotes a nivel mundial
[255,256]. Sin embargo, desde finales de 2014 NoV GIIL.17 se ha convertido en un
genotipo emergente que ha desplazado al genotipo GII.4 en paises como Kenia,

China y Japon [257,258]. El hecho de que se detectara mayoritariamente el
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genotipo GII.17 en heces de pacientes del brote de abril de 2016 -pese a que
también se hallaron los genotipos GI.2, GIL.2 y GII.4 Sydney 2012 - llam¢ la
atencion dado que podria significar que GII.4 comenzara a ser desplazado como

principal genotipo de norovirus también en Espafia.

Las cuatro muestras que se analizaron se clasificaron en dos grupos; el
primer grupo fueron dos muestras que provenian de una empresa con casos
declarados, mientras que el segundo dto venia de otra empresa en la que no se
conocian casos de gastroenteritis por norovirus. El método de concentracién fue
exactamente el mismo, con la tnica diferencia del volumen de partida de cada
muestra, variando de 2L a 7.8L. Como cabria esperar, solamente se detect6 la
presencia de norovirus en la pareja de muestras que provenia de una empresa

donde se declararon casos, dando negativas las otras dos muestras.

En ambas muestras positivas se detectaron altos niveles de genomas
tanto de NoV GI como de NoV GII por RT-qPCR, que nos animé a intentar
secuenciar los genomas detectados mediante la RT-PCR semianidada descrita en
el articulo. No se pudo detectar la secuencia consenso de NoV GI pese a los
niveles detectados en la RT-qPCR probablemente debido a que parte de los
genomas de la muestra estuvieran fragmentados, impidiendo la amplificacién
de la secuencia de genotipado. En cuanto a NoV GII, la secuencia consenso

coincidia con el genotipo GII.4, concretamente la variante GII.4/Sydney/2012.

Ese dato fue complementado con una posterior secuenciacién masiva a
partir del amplificado. La secuenciacién en profundidad (deep sequencing)
llevada a cabo detecté solamente variantes de la secuencia de NoV
GIL4/Sydney/2012. Los motivos que pueden llevar a ello son varios. Podria
deberse a que las diversas muestras del lote contaminado contenian una
poblacién no homogenizada de virus, a que se perdieran los viriones con el

genoma del genotipo GII.17 durante la concentraciéon de virus o que la regién
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diana de la PCR de genotipado se encontrara fragmentada en los viriones con el
genotipo GII.17, favoreciendo que se amplificara GII.4/Sydney/2012. Asimismo,
es posible que, tras los afios de circulacion de la variante GII.4/Sydney /2012 se
haya generado una cierta inmunidad en la poblacién, haciendo que esta variante
sea desplazada por otras cepas de NoV GII, como anteriormente la variante
GIL4/New Orleans/2009 fue reemplazada por la variante GII.4/Sydney/2012
[259].

El alto nivel de norovirus detectado en las muestras, nos animo a llevar a
cabo, adicionalmente, un tratamiento con monoazida de propidio (PMA, por sus
siglas en inglés). El PMA es un agente intercalante del acido nucleico que se
fotoactiva con luz azul, generando enlaces covalentes con el DNA o RNA al que
se adhiere, impidiendo asi su replicacion en las PCR. Esta molécula destaca por
ser incapaz de atravesar membranas plasmaticas y capsides viricas [260,261].
Gracias a ello el PMA nos permite una aproximacién, en nuestro caso, a la

infectividad de la muestra procesada.

El tratamiento con PMA demostré que buena parte de los genomas
detectados provenian de cépsides dafiadas. El porcentaje de particulas
infecciosas fueron del 4.45% para NoV Gl y 5.64% para NoV GII en la muestra 1,
y del 0.33% para NoV Gl y del 2.75% para NoV GII en la muestra 2. Para ambos
genogrupos se puede observar una mayor estabilidad de capsides en la muestra
1 que en la muestra 2, si bien es cierto que el niimero de genomas detectados en
la muestra con mayor estabilidad era menor. Pese a la dréstica caida de genomas
detectados tras el tratamiento con PMA, los niveles restantes eran suficientes
como para provocar gastroenteritis por norovirus con apenas ingerir un vaso del

agua contaminada, lo cual contribuy6 a que se declarara el brote.

155



Discusion |

Optimizaciéon del método de concentracion por lana de vidrio para recuperar

en aguas crudas tanto virus desnudos como envueltos.

Ya alertados por la apariciéon del SARS-CoV y MERS-CoV en 2002 y 2012
respectivamente, el grupo decidi6é adelantarse a los acontecimientos en base a
sus conocimientos y experiencia, y se decidié adaptar métodos de filtracién de
aguas de forma que se pudiera detectar tanto virus desnudos como envueltos. El
segundo articulo describe los principales cambios en la metodologia de la
filtracion por lana de vidrio para poder detectar patégenos viricos

independientemente de la naturaleza desnuda o envuelta del virion.

Durante los primeros ensayos se procedié a aplicar el método de
filtracion por lana de vidrio sin ninguna modificacion para comprobar
primeramente la recuperacion final de cada virus, desnudo y envuelto, asi como
hasta qué punto cada paso de la concentracién afectaba a las particulas virales
en funcién de su naturaleza. Se dividi6 el protocolo en tres etapas principales, a
saber: adsorcion al filtro de lana de vidrio, elucién del filtro y finalmente la
concentracion secundaria. Se establecié el mismo criterio de recuperaciéon de
virus que el que se utiliza en la ISO 15216 para el control de proceso, dando por

validas recuperaciones iguales o superiores al 1%.

La recuperacion final de los virus modelo que utilizamos - virus de la
hepatitis A como representante de virus sin envuelta y el coronavirus TGEV
como modelo de virus envuelto - nos mostr6 que el método recuperaba
suficiente virus desnudo (1.4% de recuperacion de HAV), pero los virus
envueltos no se recuperaban con suficiente eficiencia segtn el criterio establecido
(0.4% de TGEV recuperado). El haber desglosado la filtracién por lana de vidrio
en tres pasos nos dio informacion de gran interés para saber qué teniamos que

hacer con tal de recuperar mejor las particulas viricas que hubiera en una
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muestra. Uno de los datos mas relevantes fue que los virus envueltos se adhieren
mucho mejor a la lana de vidrio que los virus desnudos, tanto en cantidad como
en fuerza, pero también cabe destacar que durante la concentracién secundaria
con PEG6000 se perdia cerca de dos terceras partes del virus envuelto que se

recuperaba tras la elucion anterior.

La lana de vidrio es un filtro cargado positivamente en el que los virus se
adhieren durante el paso de la muestra a través del mismo gracias a la carga
negativa que la mayoria de ellos poseen cuando las muestras se hallan a pH
neutro [262]. Posteriormente a la filtraciéon se procede a una elucién con un
tampoén a pH 9.5 para que los iones -OH compitan con los viriones por la carga
positiva del filtro. Tal y como se mencioné anteriormente, la capacidad de
adhesion al filtro era mayor en TGEV que en HAV, hecho reflejado en la tabla 3
en el articulo II. Pese a ello su elucién era extremadamente pobre con el método
clasico, y el eluido resultante que posteriormente era reconcentrado por la
floculacién-precipitacion de PEG 6000 contenia mas virus desnudos que

envueltos.

Con ese dato sobre la mesa se decidié cambiar el pH del buffer de elucién
de 9.5 a 11. Ese incremento en la concentraciéon de iones -OH favoreceria que
éstos se adhirieran a los iones H+ del filtro de lana de vidrio, liberando asi los
viriones. Asimismo, para asegurar el incremento de recuperaciéon de particulas
virales se aumento el tiempo de contacto del buffer con la lana de vidrio de 10
minutos a 1 hora. Segtin los detalles escritos en el protocolo de filtracion por lana
de vidrio antiguo, una exposicién a pH 9.5 superior a 20 minutos puede
comenzar a dafiar las cdpsides viricas, impidiendo que los patégenos
recuperados pudieran ser detectados y determinados por cultivo celular. Pese a
ello la mayoria de virus presentes en el tipo de muestra analizado son de per sé
dificilmente cultivables y se recurre normalmente a métodos moleculares para

detectarlos, con lo que el incremento de pH en el buffer de elucién no suponia
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un inconveniente en nuestro caso. Junto con el incremento de pH y tiempo de
contacto del buffer con la lana de vidrio, se decidi6 que el buffer recirculara en

circuito cerrado a través del filtro para favorecer la recuperacién de los virus.

Una vez adaptada la filtracion de aguas quedaba por mejorar la
concentraciéon secundaria. La floculacién-precipitacion por PEG 6000 es
facilmente mejorable dado su principio; se basa en crear mediante el PEG6000
una malla (por una combinacién de iteracion de agotamiento y volumen de
exclusién) que, en las condiciones adecuadas - facilitadas por el buffer de eluciéon
de la filtracién y por la adicién de NaCl a la muestra junto al PEG 6000 - permite
atrapar los viriones en ella. A mayor concentracién de PEG afiadido, méas densa
sera la malla y por ende mejor captacién de los virus presentes en la muestra. La
concentracion afiadida en el método clasico es un 10% respecto al volumen total
de eluido, cantidad que se decidi6 duplicar. De esta forma, con un 20% de PEG,

la recuperacion de virus en la concentracion secundaria mejoré hasta un 66.6%.

La optimizacién del método de concentracién se hizo con el objetivo de
mejorar la recuperacion de virus envueltos sin perjudicar la de los virus
desnudos, pero el resultado final fue mejor de lo esperado; las pocas, pero las
modificaciones no solo mejoraron la recuperacién de TGEV, llegando a un
5.1+1.4%, sino que también se incremento la recuperaciéon del HAV hasta un
4.5£1.5%. Este método se utiliz6 a partir de entonces en varios tipos de muestras

con varios objetivos, tal y como se detallara en el siguiente apartado.
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Aplicacion de la metodologia optimizada para detectar patégenos de interés

en muestras de agua superficial y de pozos de la zona de Riad, Arabia Saudi.

Un total de 156 muestras de aguas superficiales del area de Riad fueron
concentradas mediante la filtracién por lana de vidrio optimizada. Todas ellas se
utilizaron tanto para poner a prueba la mejora del protocolo - reflejado en los
resultados del articulo II - como para hacer un cribado de virus de interés en una
region arida, contenido incluido en el primero de los tres borradores de los
articulos por publicar. Nuestro grupo no se encargoé de la concentracién, pero si
se transfiri6 presencialmente el nuevo método a la investigadora principal y a
otro miembro del laboratorio que llev6 a cabo el muestreo y el procesamiento
inicial. Dichas muestras abarcaron de diciembre de 2014 a noviembre de 2015, y
en cada mes se representaron 13 puntos distintos de las aguas de Riad, 7 de las
cuales fueron recogidas en diversos puntos del Wadi Hanifa (oasis Hanifa). Las
muestras restantes se recolectaron de pozos circundantes. Todas las muestras

fueron recogidas a principios de cada mes.

El Wadi Hanifa es de vital importancia para Riad tanto a nivel de
captacion de agua como de eliminacion de aguas residuales. Se trata de un valle
que se extiende unos 120 Km desde el noroeste al sudeste, cruzando distintas

pequenas poblaciones, y también la capital Riad.

El ambiente es seco en su extremo norte durante la mayor parte del
tiempo, llenandose de agua fluvial en la época de lluvias, en la que ademas hay
propensién a inundaciones. Durante el resto del afio la mayor parte del agua
queda en pozos y reservas subterraneas que se han filtrado desde el propio Wadi.
La parte del sur, donde se hallan los puntos de captacién de las muestras de agua,
recibe un flujo constante de agua regenerada de la planta de tratamiento de

aguas residuales Manfouha, asi como filtraciones de los pozos. Ambas aguas se
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mezclan ademads con la de las abundantes precipitaciones que ocurren durante

la estacion lluviosa (Alhamid et al., 2007).

La climatologia de Arabia Saudi se puede separar en dos estaciones; la
seca y la lluviosa. La estacién lluviosa comienza a finales de septiembre o
principios de octubre a mucho tardar, momento en el cual es frecuente que haya
inundaciones. En el afio 2015 se registraron tres en la estacién lluviosa - una en
octubre y dos en noviembre. La estacion seca se caracteriza por las escasas
precipitaciones en las que en la mayor parte del agua de lluvia se evapora sin
recorrer el Wadi. Pese a ello pueden suceder precipitaciones también en estaciéon

seca, tal y como ocurrié en marzo de 2015.

En el segundo articulo publicado que se ha utilizado para la redaccién de la tesis
se aprovecharon los datos obtenidos en las aguas superficiales de los meses de
septiembre a noviembre de 2015 para ver la efectividad de la optimizacién de la
lana de vidrio en muestras naturales. Arabia Saudi es un drea endémica para el
HAV, con lo que no es de extrafiar la presencia del virus en las aguas. De hecho,
el HAV fue hallado en los tres meses de muestreo, si bien se observd una caida
importante en la positividad en el mes de octubre, indicativo de que los virus
acumulados en las aguas durante la estacién seca se vieron afectados por las
abundantes lluvias. Pese al evidente descenso de prevalencia, éste solo se vi6

acompafiado de una caida de titulo en el mes de octubre.

Ademas del HAV, se rastreo la presencia de CoV en las muestras de agua
mediante una RT-PCR semianidada que detecta una regién conservada de la
RdRp de Alphacoronavirus y Betacoronavirus. Solo una de ellas, correspondiente al
mes de septiembre, dio positiva en los andlisis. La amplificacion fue lo
suficientemente eficiente como para poder secuenciar el fragmento resultante. La
secuencia hallada resulté pertenecer a un Alphacoronavirus, incluyéndose en un

cltaster de secuencias de CoV de diversos roedores como Rattus norvegicus, Rattus
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rattus o Myodes glareolus, descubiertos en los tltimos afios en diversas partes del
globo, entre ellos Alemania, Reino Unido y China. Pese a encontrarnos en una
region donde contintia habiendo nuevos casos de MERS-CoV y tanto éste como
SARS-CoV pueden excretarse en heces [263,264], no se hall6 ninguna secuencia
de Betacoronavirus - género al que pertenecen tanto MERS-CoV como SARS-CoV

y SARS-CoV-2 - en aguas del drea de Riad.

HAV y CoV no fueron los dos tnicos virus analizados en las aguas de
Riad. Aparte de estos dos se analiz6 también la presencia de NoV y HEV. Los
datos globales se han descrito en el primero de los tres borradores presentados.
La presencia de HEV se determiné mediante una RT-qPCR cuya eficacia se prob6
para los genotipos 1 a 4 [265], pero se desconoce su capacidad de detectar los
genotipos 7 y 8. Dichos genotipos son conocidos por infectar camellos, pero a dia
de hoy solamente HEV-7 ha mostrado tener capacidad de salto e infectar seres
humanos, caracteristica que no se ha descrito ain en HEV-8 [159,266]. Se estima
una prevalencia significativa de HEV en camellos al igual que ocurre con los
genotipos cuyo reservorio es el cerdo [161-164,267], pero solo dos muestras
resultaron ser positivas para HEV. Ambas eran muestras de agua de pozo
recogidas en mayo y noviembre, con una carga muy baja. El resto de las muestras
dieron negativas, lo cual nos hace pensar que probablemente los genotipos 7 y 8

escapan a la RT-qPCR ensayada.

La presencia de HAV y NoV durante el muestreo fue mucho mayor a la
de HEV. Ambos genogrupos de NoV mostraron una clara diferencia en
prevalencia al comparar aguas superficiales respecto a las de pozo, cosa que no
podia decirse de HAV. De hecho, en los tltimos meses de la estacién seca - de
julio a septiembre - resultaba haber més positivos de HAV en aguas de pozo que
en superficiales, llegando en algunos casos a un 100% de prevalencia. NoV
result6é ser menos frecuente en aguas de pozo, encontrandose sobre todo en el

periodo posterior a las lluvias. Es posible que se deba a que HAV sobreviva mejor
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al proceso de filtracién con el cual el agua de Wadi Hanifa llega a los pozos. NoV
fue bastante mas frecuente en aguas superficiales que HAV. NoV GII fue, de
hecho, el tnico de los tres patégenos cuya presencia se vié menos alterada tras
las inundaciones de la estacion lluviosa. Tanto HAV como NoV GI vieron
mermada su prevalencia en aguas superficiales y, en caso de HAV, incluso lleg6
a desaparecer de las aguas de pozo, probablemente por efecto de la dilucion. La
deteccion de NoV en las aguas de pozo fue casi anecdética (con la excepcién de
NoV Gl en febrero de 2015), con lo que no se pudo determinar ninguna dindmica
en las aguas de pozo del area de Riad. Aun asi, cabe resaltar el comportamiento
de NoV en las aguas superficiales. Estd descrito que NoV GII presenta
estacionalidad, con un pico de casos en los meses frios del afio, mientras que la
presencia de NoV GI es més sostenida. En las aguas del Wadi Hanifa se observé
un efecto contrario. NoV GII mantuvo una prevalencia similar en todos los meses
del afio, con dos descensos en diciembre y julio, pero NoV GI desaparecié por
completo en el mes de julio, y pese a que en los meses siguientes volvio a estar
presente, se detecté mucho mas tras el fin de las lluvias, comenzando a decaer
en los meses mas calidos y secos del afio. Curiosamente, el periodo con mayor
presencia de NoV GI - que irfa aproximadamente de enero a junio - fue contrario
al momento de maxima prevalencia de HAV, cuyos porcentajes de deteccion
ascendian a sus maximos a partir de junio hasta que comenzaban las lluvias.
Aunque a priori podria no tener sentido que el HAV y NoV se desplacen el uno
al otro, hay indicios de que HAV pueda infectar también enterocitos, siendo
parte importante de su ciclo infeccioso. Siendo asi ambos patégenos podrian
competir por los enterocitos y eso afectaria a la prevalencia, dando lugar a los

picos observados.
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Determinacion del perfil virolégico de aguas del estanque de Cal Tet, Delta

del Llobregat.

Ademas del ambiente arido de Riad, otra de las 4reas de interés para el
grupo era el Delta del Llobregat. Anteriormente se habia usado el método no
optimizado de filtracién por lana de vidrio para detectar la presencia de NoV en
practicamente toda la cuenca del rio Llobregat, con la excepcion de su nacimiento

y del propio Delta.

El area del Delta del Llobregat es de gran interés cientifico. Se trata de
una reserva natural que cientos de especies de aves migratorias y autdctonas
utilizan para descansar, alimentarse y reproducirse. Asimismo, en el propio
Delta se vierten aguas regeneradas de la depuradora del Prat del Llobregat, que
recibe agua residual de cerca de la mitad del 4rea de Barcelona. Todo ello hace
que las aguas del Delta puedan contener no solamente particulas de virus
clasicos como HAV, NoV y AstV, sino también patégenos emergentes que de
otro modo no podrian llegar al agua, como WNV y virus Influenza, cuyo ciclo
infeccioso en aves permite que puedan ser excretados de forma que contaminen
el medio acuatico [241,243,247,248]. En ese aspecto, uno de los puntos mas
relevantes es el estanque de Cal Tet, uno de los lugares de la reserva con mayor
afluencia de aves. Este estanque recibe agua filtrada del propio rio Llobregat
junto con un input variable de agua regenerada de la depuradora en funcién de
su nivel de agua. Obtuvimos ademdas muestras de agua residual de la
depuradora del Prat del Llobregat gracias a un proyecto que dio lugar al altimo
apartado de la discusion. Por ello pudimos hacer una comparativa entre los dos

tipos de muestra.

El perfil virolégico en ambos tipos de muestra tiene claras diferencias en

cuanto a la frecuencia en la que se encuentran los virus. Como cabria esperar, los
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patégenos que se han detectado en ambos tipos de muestra son mucho mas
frecuentes en las aguas residuales que en las del estanque de Cal Tet. Pese a ello,
hay dos virus que no se han hallado en aguas residuales y si en las del Delta; el
astrovirus no clasico VA4 y el linaje 2 de WNV. Solo se ha descrito la presencia
de HAstV VA4 en humanos pese a la similitud con astrovirus animales
[57,268,269], con lo que queda descartada la posibilidad de que haya llegado al
estanque a través de las aves. Probablemente durante la depuracién el HAstV
VA4 fuera inactivado, pero perduré una cantidad de copias gendémicas que

llegaron al estanque a través del agua regenerada.

El caso de la secuencia de WNV-2 detectada es de gran relevancia. Dado
que es posible hallarlo en carcasas, plumaje y tractos oral y rectal de aves
infectadas [241,242] y se especula sobre una transmision hidrica y alimentaria
hacia aves [244], no es de extrafiar que en lugares con una gran afluencia de estos
animales se pudiera llegar a detectar en aguas tarde o temprano, a medida que
la presencia de WNV fuera incrementando con el paso del tiempo. Asi ocurrié
en la muestra de agua de diciembre de 2017. En setiembre de ese mismo afio se
detect6 por primera vez WNV en aves en Catalufa [270]. El ejemplar en cuestion
era un azor (Accipiter gentilis), un ave de presa migratoria capaz de ser avistada
en el Delta del Llobregat desde Europa Central, region donde WNV ya ha sido
detectado en aves anteriormente, en varios ejemplares de la susodicha especie

[271-274].

Hasta 2020 solo se han detectado en Espafia unos pocos casos importados
de WNV. Un mosquito del género Culex, vector del virus, fue introducido y se
estableci6 en la peninsula. Es cuestién de tiempo que aparezcan casos autéctonos
de WNV en Espania, y de hecho el pasado verano hubo un brote en el sur de la
peninsula, cuyo foco principal se localiz6 en Andalucia, que se cobré 7
defunciones entre sus 76 casos. Tanto la detecciéon del ave infectada por parte del

CReSA (Centre de Recerca en Sanitat Animal) como nuestro positivo de WNV-2
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en aguas de Cal Tet fueron sefales del riesgo de que WNV se establezca en

Catalufia y pasemos a tener brotes y casos autéctonos cada afio.

Era evidente que con ese hallazgo habia que intentar secuenciar el WNV
detectado, con lo que se procedi6 a amplificar y secuenciar la zona conservada
del gen de la proteina NS5. Por desgracia no hubo forma de obtener una banda
que nos permitiera genotipar nuestro virus. De los problemas de la secuenciacion
del fragmento de WNV hallado se puede deducir que el nivel de viriones
detectados en el agua no permiti6 el genotipado para comparar la secuencia con
otras secuencias del NS5 de WNV2 publicadas. Con la intencién de poder
compararla con las bases de datos, dado que la muestra dio sefial en la region 3’-
NCR - la region que se utiliza en la RT-qPCR - se intenté amplificarla en una

PCR convencional.

Se pudo secuenciar un fragmento de la regién 3’-NCR que nos confirmé
la similitud de nuestra secuencia con otras de WNV2 encontrado en donantes de
sangre de Europa Central, pero ademds una parte importante de las secuencias
con mayor porcentaje de similitud con la nuestra correspondian a virus hallado
en azores y otras aves de presa de la misma region, lo cual se relaciona con el
hallazgo del azor infectado en setiembre con nuestra muestra de agua positiva,

asi como se puede considerar que el origen de la secuencia es Europa Central.

La muestra de aguas residuales recolectada en marzo de 2018 dio positiva
para CoV. La secuenciaciéon de la muestra determindé que, una vez mas,
detectamos un Alphacoronavirus de roedor, al igual que en la muestra de
setiembre de 2015 de agua superficial de Riad. Sin embargo, la secuencia es
claramente distinta a la mencionada. La muestra de Barcelona de marzo de 2018
posee una secuencia mucho mas similar a la de CoV hallados en Rattus norvegicus
y Rattus rattus, mientras que la secuencia de Arabia Saudi es més parecida a las

encontradas en otros roedores como Myodes glareolus. La detecciéon de esta
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secuencia afiade a Barcelona como otra localizacién donde se han encontrado

secuencias de CoV emergentes, hasta ahora desconocidos.

Finalmente, pese a que las aguas de Cal Tet también eran candidatas para
poder detectar el virus de la influenza, dada la infeccién sistémica que produce
el virus de la gripe en aves, no se detect6 la presencia del virus de la influenza
en el agua. Asimismo, y aunque es posible detectarlo en heces, todas las

muestras de agua residual resultaron ser negativas para el virus de la influenza.

El estudio de las aguas de Cal Tet en conjunto con las aguas residuales
que entran en la depuradora cercana nos ayudan a comprender la ecologia de los
virus en la reserva natural del Delta del Llobregat. Los dos perfiles son distintos
en prevalencia, generalmente con una clara y comprensible mayor prevalencia
de patégenos en las aguas residuales, pero hay ciertas diferencias en los virus
encontrados. Estos datos son de gran ayuda para discernir cudles son mas
propensos a emerger a través de la migracion de aves y por ende como controlar
cada tipo de enfermedad. Ademas, el analisis de aguas nos ayuda a detectar
facilmente todo el perfil de virus testados, tengan el origen que tengan, siempre

y cuando estén presentes en el medio acuatico.

Estudio de la diversidad poblacional de EV en las aguas residuales de la zona
de Barcelona mediante secuenciacion masiva a partir del fragmento de la

proteina VP1.

Las aguas residuales que se utilizaron para detectar los virus se
recolectaron inicialmente en el marco de un proyecto de coaboracién con el
Departamento de Salud de la Generalitat para el cribado de EV cuyo objetivo era

la deteccion precoz de los genotipos A71, causantes del brote de 2016 con
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alrededor de un centenar de nifios afectados por problemas neurolégicos,
algunos de ellos mostrando sindromes tan graves como romboencefalitis o
paralisis flacidas, parecidas a poliomielitis [189]. También se prest6 especial
atencion a la posible presencia del enterovirus D68 que también se ha asociado

con casos de paralisis flacida.

Las muestras fueron primero analizadas mediante una RT-qPCR de EV
para determinar la presencia de genomas, y las positivas fueron amplificadas
mediante una RT-PCR anidada recomendada por la OMS para la secuenciaciéon
de EV. E1 100% de las muestras de agua residual dieron sefal positiva para EV
en la qPCR, con lo que se aplic6 a todas ellas la PCR de genotipado. Al comienzo
se decidi6 llevar a cabo exclusivamente una secuenciacién basada en Sanger para
discernir la secuencia mayoritaria en la poblaciéon de EV, pero dado que casi
todas las muestras de 2017 resultaron albergar como principal genotipo el EV-B5
- anteriormente conocido como coxsackievirus B5 - se decidié complementar esa
informacion con una secuenciacion masiva. Eso también ayudé a determinar
muestras que no se pudieron secuenciar por tener una poblacion sin un genotipo

claramente dominante.

Teniendo los resultados de la secuenciaciéon masiva en nuestras manos
pudimos ver diferencias importantes entre los muestreos de 2017 y 2018. El afio
2017 se caracteriz6 por mostrar las muestras una baja diversidad de poblacién de
EV, la mayor parte con solo 6 o0 menos genotipos detectados. La tinica excepcién
fue la muestra de noviembre, con 8 genotipos. Las muestras pertenecientes al afio
2018 poseian una mayor diversidad de EV, y solo la de enero present6 menos de
6 genotipos. En la muestra de agosto de 2018 llegaron a detectarse hasta 18

genotipos distintos.

En ambos afios se puede constatar que en los meses de agosto a

noviembre se ve un incremento de complejidad en la poblacién de EV, si bien es
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mucho mayor y menos escalonado en 2018, con un nuevo descenso a partir de
diciembre. En el afio 2018 también se detect6 un pico de diversidad poblacional
en abril, pero desgraciadamente el proyecto comenzé en mayo de 2017, y no
tenemos muestra de dicho afio para comparar. Cabe recordar las intensas
precipitaciones que cayeron durante todo octubre de 2017, un factor que podria
haber diluido los genotipos de EV que llegaron a la depuradora. Es posible que
debido a la dilucion por las precipitaciones muchos genotipos no pudieran ser
detectados ni tan siquiera a través de la secuenciacién masiva y podria explicar
la caida de diversidad en noviembre, pues la muestra de noviembre recogeria
esa dilucién por las precipitaciones, mientras que la de diciembre capté de nuevo
los virus que circulaban mayormente por el agua por el descenso de la
pluviosidad. El afio 2018 fue significativamente mas seco que 2017, con lo que
ese efecto de dilucién por las lluvias no se observé. En cambio, pudimos ver el
gran incremento de genotipos de EV en el mes de agosto respecto a los demas
meses del afio, posible consecuencia de la llegada de turismo a la ciudad. Con la
entrada del turismo pueden aparecer genotipos importados de EV que no son
habituales en la region, reflejandose en las aguas residuales de la ciudad. Con la
llegada del otofio y la caida del turismo, la diversidad de genotipos de EV en

aguas residuales volvio a decaer.

En los dltimos afios, la clasificacion del género Enterovirus ha cambiado
draméticamente. Unos de los cambios més drésticos ha sido la anexién dentro
del género Enterovirus del extinto género Rhinovirus cuyos miembros son
actualmente especies dentro de Enterovirus, como también lo son actualmente
los distintos coxsakievirus o echovirus. En cuanto a las secuencias encontradas,
hay una clara mayoria de serotipos englobados en Enterovirus B. Muchos de los
serotipos mayoritarios que no eran EV-B5 constituian los genotipos
anteriormente englobados bajo el nombre echovirus, y que a dia de hoy forman

parte de Enterovirus B. La tinica muestra cuya secuencia mayoritaria no fue un
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Enterovirus B es la de diciembre de 2018, en la que predominé EV-Al6 -
anteriormente coxsackievirus A16. Enterovirus C queda en casi todas las
muestras con una presencia anecdética, con menos de un 3% de presencia, a
excepcion de, una vez mas, la muestra de diciembre de 2018. Excluyendo la
susodicha, en todas los demads, Enterovirus B fue claramente la especie
predominante en el area de Barcelona, llegando a representar en ciertos meses
mas del 95% de las secuencias detectadas. Incluso en agosto, mes donde se
detecta la mayor variedad de EV, y muchos de ellos pertenecen a las especies
Enterovirus A y Enterovirus C sigue representando mds del a mitad de la

poblacién de virus presentes.

El dultimo punto para resaltar es el cambio de EV-B5 como secuencia
mayoritaria a partir de diciembre de 2017. En ese mes desaparece de la poblacion
y pasa a ser sustituida por diversos echovirus, y si bien reaparece algunos meses,
solo en setiembre de 2018 vuelve a ser mayoritaria. Teniendo en cuenta que fue
en diciembre cuando hubo el cambio de EV-B5 a echovirus, es posible que el
cambio en la secuencia mayoritaria de diciembre de 2018 a EV-A16 forme parte
de un ciclo de cambio de genotipos predominantes, pero por los datos que

tenemos no podemos confirmarlo con seguridad.

Pese a que el articulo habla de los analisis realizados desde mayo de 2017
hasta diciembre de 2018, el estudio contintia a dia de hoy. Gracias a ello se pudo
detectar por primera y tnica vez desde el brote de 2016 una muestra positiva
para EV-A71. Dicha muestra de agua residual corresponde a la recogida en junio
de 2020, cuando todavia seguia en vigor el estado de alarma declarado por la
pandemia de covid-19. El caso de esta muestra es particularmente interesante ya
que no solamente contenia genomas de EV-A71, sino que ademés las secuencias
de EV-A71 eran las mayoritariasen la muestra, con una frecuencia del 72.94%, y
era el tnico serotipo de enterovirus. El 27.06% de secuencias restantes no

pudieron ser identificadas como ningtn EV en la base de datos de Blast.
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I conclusiones

e El método de filtracion por lana de vidrio ha mejorado sustancialmente sus
prestaciones tras la optimizacién sin comprometer sus principales puntos a

favor; robustez y bajo coste econémico.

e La utilidad del método optimizado ha sido claramente demostrada tras
haber analizado muestras naturales con una alta carga organica al haber sido
utilizada para procesar muestras varios tipos de muestras, como aguas
fluviales y pozos subterraneos alimentados por filtracion de Arabia Saudi,

asi como aguas de estanques salobres.

e Las tasas de positividad de las muestras para virus envueltos han sido
relativamente bajas. Con todo, gracias a la capacidad de concentrar
eficientemente virus envueltos se ha podido detectar en mas de una muestra
virus emergentes como el virus del Nilo Occidental en el Delta del Llobregat
o un nuevo Alphacoronavirus de roedores tanto en aguas residuales de

Barcelona como de Arabia Saudi.

e Los virus entéricos desnudos clasicos han podido ser detectados con unas
frecuencias dentro de lo esperable en muestras como las de aguas residuales,
lo cual nos permite confirmar que el método optimizado de precipitacion

con PEG no perjudica la recuperacion de virus de capside desnuda.

e Unicamente se ha podido determinar un brote de transmisién alimentaria
durante el transcurso de la tesis. Sin embargo, al tratarse del primer brote de
gastroenteritis asociada a agua embotellada, se ha puesto de manifiesto el
interés del control de este tipo de productos para evitar casos similares en el

futuro.
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Tras el brote declarado en abril de 2016, afectando a la poblacién infantil, no
hubo mas rastro de enterovirus A71 o D68, pero el seguimiento ha permitido
poder establecer patrones y tendencias en la poblacién de EV relacionadas
no solo con factores ambientales sino también con variables demograficas

como es el caso de los viajes turisticos.

La disponibilidad de agua y las propiedades del terreno circundante
provocan cambios en el comportamiento de los virus cuando hay
precipitaciones importantes o inundaciones. En zonas aridas sucede un
efecto de dilucién, mientras que en aguas residuales hemos podido
comprobar un aumento de la poblacion de virus tras diluvios debido a la

mezcla del agua con los lodos que contienen virus adheridos.
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