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ABREVIATURES | GLOSSARI

5’NCR
3’NCR

CDC
cDNA
CEN
DNA
dsDNA
dsRNA
eHAV
ECDC
ELISA
EMA
Gl

Gll
GEA
HAV
HBGA
HBV
HCV
HDV
HEV
HIEs

Regiod no codificant 5’ (5’ non coding region)

Regid no codificant 3’ (3’ non coding region)

Graus centigrads

Centers for Disease Control and Prevention

DNA complementari

Centre Europeu de Normalitzacio

Acid desoxiribonucleic

Acid desoxiribonucleic de doble cadena (double-stranded DNA)
Acid ribonucleic de doble cadena (double-stranded RNA)
Virus de I’hepatitis A en la seva forma embolcallada
European Center for Disease Control

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

European Medicines Agency

Genogrup |

Genogrup Il

Gastroenteritis aguda

Virus de I’hepatitis A

Antigens de grup sanguini (Histoblood Group Antigens)
Virus de I’hepatitis B

Virus de I’hepatitis C

Virus de I’hepatitis D

Virus de I’hepatitis E

Enteroids intestinals humans (Human intestinal enteroids)
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HuNoV
ID50
[EM
ISO
Kb
MPN
MSM
nM
NGS
NoV
OMS
ORF
pb
PCR
PMA
gPCR
RASFF
RdRp
RHDV

RNA
RT
SNC
Y
sSRNA

Norovirus humans
Dosi infecciosa 50
Microscopia immuno electronica (Immune electron microscopy)
International Organization for Standardization
Kilobase
Nombre Més Probable
Homes que tenen sexe amb homes (Men who have sex with men)
Nanometres
Tecniques de seqlienciacio massiva (Next-generation sequencing)
Norovirus
Organitzacié Mundial de la Salut
Pauta oberta de lectura (Open reading frame)
Parell de bases
Reaccié en cadena de la polimerasa (Polymerase chain reaction)
Monoazida de Propidi (Propidium monoazide)
PCR quantitativa
Rapid Alert System for Food and Feed
RNA polimerasa RNA dependent
Virus de la malaltia hemorragica dels conills (Rabbit
hemorrhagic disease virus)
Acid ribonucleic
Retrotranscripcid
Sistema nervids central
Sapovirus

Acid ribonucleic de cadena senzilla (single-stranded RNA)



TCIDs Dosi infecciosa 50 en cultiu cel-lular (Tissue culture infectious dose
50)

VLPs Virus Like Particles
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1. ELS VIRUS ENTERICS

El terme de virus enterics defineix qualsevol virus de transmissié fecal-oral
gue infecta principalment el tracte gastrointestinal (Figura 1). Es diferencien
pel que fa a la seva estructura, composicid, acid nucleic i morfologia, pero
solen tenir capsides robustes que els permeten sobreviure a condicions
desfavorables a I’entorn, a més de permetre el pas a través de les condicions
acides i proteolitiques de I’estémac durant el seu cami cap a la intesti, on en
la majoria dels casos entra al cos infectant cel-lules epitelials susceptibles. La
majoria dels virus enteérics tenen el seu genoma format per acid ribonucleic
(RNA), sent una excepcio els Adenovirus (Taula 1). Els virus amb RNA sén els
mes abundants en la biosfera i estan associats a un gran nombre de
malalties, tant en humans, com en animals i plantes. A més, evolucionen
com a distribucions complexes de variants diferents pero estretament
relacionades geneticament, que es denominen quasiespecies viriques, on no
existeix un genoma definit de manera precisa sind un genoma consens
establert mitjancant la mitjana de les diferents variants (1). La dinamica de
guasiespecies és important per entendre I'adaptabilitat dels virus enteérics,
aixi com el disseny d’estrategies de prevencidé i el control de la seva

transmissio.

Els virus entérics causen arreu del moén en els essers humans
majoritariament gastroenteritis i hepatitis agudes, aixi com també algunes
patologies que afecten altres teixits, com per exemple el tracte respiratori o
el sistema nervids central (Taula 1). Actualment, de tots els virus enterics

gue infecten humans, els Norovirus (HuNoV), i els virus de I’hepatitis A (HAV)



i el virus de I'Hepatitis E (HEV) sén els més rellevants en salut publica i

seguretat alimentaria (2).

El terme “gastroenteritis” fa referéncia a qualsevol procés inflamatori del
tracte intestinal tot i que sovint s’utilitza per a descriure quadres clinics de
diarrea aguda, acompanyada sovint de vomits, nausees i dolor abdominal.
Hi ha dos tipus de gastroenteritis: invasiva i no-invasiva. Les bactéries solen
ser les causants dels casos més greus de gastroenteritis invasiva pero molts
virus, en especial els HuNoV i els rotavirus sén els agents causants d’un
elevat nombre de casos. Segons la Organitzacié Mundial de la Salut (OMS),
les malalties diarreiques sén la segona causa de mortalitat en infants d’arreu
del mén, generalment causades pel consum d’aigua i aliments contaminats
(3). Tot i que sén malalties que es poden prevenir i curar, es situen tant sols
per sota de la pneumonia, i passant per davant de malalties com la malaria.
Les altres causes principals de mort en nens menors de 5 anys soén
complicacions en parts prematurs i asfixia durant el part. Actualment més
de 2000 milions de persones no tenen accés a |'aigua potable i 4200 milions
no gaudeixen d’un sistema de sanejament segur. En els paisos amb pocs
recursos economics els nens i nenes poden patir de mitja tres episodis de
diarrea a I'any. Cada un d’aquests episodis contribueix a la manca d’absorcié
de nutrients, i per tant, pot comportar malnutricid, iniciant-se un cercle de
malaltia i vulnerabilitat dificil de trencar. Aquest fet, a part de posar en risc
la vida de milions de persones també contribueix a I'empobriment dels
paisos per I'absentisme escolar i laboral que comporta. Apart de HuNoV i

rotavirus, altres virus com els astrovirus, els adenovirus i els sapovirus



s’'inclouen entre els més freqlientment associats a gastroenteritis agudes (4),

essent els astrovirus humans (HAstVs) uns dels menys estudiats fins ara.

Reservori animal
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Figura 1. Vies de transmissio dels virus enterics.

Els HAstVs van ser descoberts I'any 1975 en unes mostres de femtes
d’infants amb diarrea (5) que van rebre el nom pel seu aspecte quan se’ls
observa al microscopi electronic. Sén virus RNA petits, no embolcallats, de
cadena senzilla positiva que pertanyen a la familia Astroviridae. La seva
distribuci6 és mundial i la prevalenga entre nens i nenes amb
gastroenteritis, en estudis emprant el métode de deteccié de PCR en temps
real (RT-PCR), és aproximadament un 5% (oscil-la entre 0 i 20%). La Xina o

I’Ameérica del Sud encara tenen taxes de positivitat elevada tot i la tendéncia



a la baixa a nivell mundial (6). L'any 2008 es van identificar dos grups
d’astrovirus nous que poden infectar també humans i s’ha suggerit que
podrien ser també agents causants de gastroenteritis, tot i que també s’han

detectat en infeccions asimptomatiques.

Els Sapovirus (SV) es van identificar per primera vegada I'any 1977 en un brot
de diarrea en un orfenat de Sapporo, Japd,(7) i des de llavors, 15 genotips
en quatre genogrups (Gl.1 a GI.8, Gll.1 a GII.5, GIV i GV) s’han descrit com
SVs humans. Els SV han estat detectats en mostres fecals, tant en individus
simptomatics com asimptomatics, aixi com en aigua i bivalves, indicant que
els SV es poden transmetre per la via fecal-oral a través de I'aigua i dels

aliments contaminats, aixi com a través del contacte de persona a persona

(8)(9).

Els SV causen un quadre de gastroenteritis aguda en humans de totes les
edats. Els darrers anys s’ha descrit una prevalenca creixent de SV en
infeccions, destacant el seu paper com a malaltia emergent (10)(11)(12)(13).
En general, la gravetat de les gastroenteritis causades per SV és més lleu que
no pas les causades per NoV i els simptomes son autolimitats tot i que en
individus immunocompromesos, infants o gent gran la gastroenteritis aguda

pot conduir a I'hospitalitzacié (12)(14)(15).

Els Rotavirus, sén els principals patogens relacionats amb gastroenteritis
agudes i esporadiques en infants, seguits dels HuNoV i els HAstV. Tot i que,
amb la implementacié de la vacunacio s’ha disminuit la seva incidéncia als

paisos afectats (16).
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Apart de gastroenteritis aguda, els virus entérics també sén importants
causes d’hepatitis. Cinc virus sén responsables de la majoria dels casos
d'hepatitis virica, que és una inflamacié del fetge a causa de la infeccid.
Aquests sén el virus de I'hepatitis A (HAV), el virus de I'hepatitis B (HBV), el
virus de I'hepatitis C (VHC), virus de I'hepatitis D (HDV) i virus de I’hepatitis E
(HEV). De tots ells, 'HAV i 'HEV son enterics i es transmeten per via fecal

oral.

L'hepatitis A segueix sent la causa més freqlent d'hepatitis aguda a tot el
mon, pero la seva incidéncia varia segons la ubicacié geografica. Segons les
estimacions de I'OMS per al 2010, el VHA va causar 14 milions de casos
d'hepatitis aguda, 1,4 milions de DALY i 28.000 morts (17). La infeccié per
hepatitis A és altament endémica als paisos emergents, mentre que és molt
menys freqlient als paisos industrialitzats. Aquest patré epidemiologic té
importants implicacions en I'edat mitjana d'exposicio i en la gravetat de la
malaltia clinica. La infeccid és majoritariament asimptomatica en nens i
nenes menors de sis anys, mentre que la gravetat augmenta després, sent la
malaltia molt greu en els majors de seixanta anys. El virus de I'Hepatitis E va
ser descobert I'any 1978 en un brot d’hepatitis en I'aigua a la India, i
actualment és el responsable de 20 milions d’infeccions I'any i tot apunta a

gue sera en un futur una malaltia emergent (18).

L'HEV pertany a la familia Hepeviridae, és un virus, descrit inicialment com
no embolcallat, amb un genoma format per RNA de cadena senzilla i
polaritat positiva. Se n’han descrit 4 genotips que infecten humans (19). Al

igual que I'HAV, I'HEV es presenta també amb dos morfologies, no
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embolcallada i embolcallada, depenent del tipus de mostra biologica on es

troba (20).

L'HEV es transmet majoritariament per la ruta fecal-oral a través d’aigua
contaminada. Tot i aix0, estudis recents, demostren que varies espécies
d’animals tenen anticossos per a HEV i alguns casos documentats en humans
han estat associats al consum de carn crua o poc cuinada, o de visceres de
senglars i cérvols (21)(22). En aquests casos el genotip 3, i en menor mesura
el genotip 4, hi estan involucrats. Aquestes evidéencies confirmen que

I’hepatitis E és una malaltia zoonotica.

Des del 2012, vuit paisos de la UE han implementat el cribratge HEV. Les
taxes locals de seroprevalenca, incidencia d’RNA i epidemiologia molecular
son variables i no solen ser directament comparables. El ventall de taxes de
reactivitat de 'HEV-RNA és des d’1 de cada 744 donacions a Franga finsa 1
de cada 8.636 donacions a Gal-les amb una taxa global de la UE d’1 de cada
3.109 donacions, d’un total de 3,2 milions de donacions seleccionades (23).
Els principals grups de risc per a la infecci6 per HEV i posteriors
complicacions son les persones grans, les dones embarassades, els infants,
les persones immunocompromeses o amb malalties hepatiques preexistents
i els treballadors que entren en contacte directe amb animals infectats amb
HEV. Mentre que I'HEV provoca principalment infeccions agudes
autolimitants, pot evolucionar en hepatitis fulminant en dones
embarassades o en pacients amb antecedents clinics al fetge. La taxa de
mortalitat és aproximadament del 2%; no obstant aix0, pot sobrepassar el

20% en dones embarassades (18).
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En un principi I'hepatitis E era considerada una malaltia que afectava a les
persones que viuen en els paisos emergents o persones que viatjaven a
aquests paisos, pero actualment s’ha vist que la seroprevalenca d’HEV en
alguns paisos europeus és superior al 50%. Informes recents de 'OMS han
identificat els "hot spots" d’HEV a Franca, els Paisos Baixos, Escocia,
Alemanya, Republica Txeca, Polonia i Italia (24). Actualment s'ha
desenvolupat una vacuna, HEV 239, per prevenir la infeccié pel virus que té
llicencia a la Xina, pero encara no esta disponible en cap altre lloc. La vacuna
qgue es considera prometedora i ha demostrat un alt grau d'eficacia en

individus sans de 16 a 65 anys a la Xina (25).
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Taula 1: Els virus documentats que es troben al tracte gastrointestinal huma?

Génere Genoma Nom Malaltia causada
Poliovirus Paralisi, meningitis, febre
Coxsackie A, B Herpangina, meningitis, febre, malalties respiratories, febre aftosa,
Enterovirus ssRNA virus miocarditis, anomalies cardiaques, pressa, pleurodinia, diabetis *
Meningitis, febre, malalties respiratories, erupcions cutanies,
Echovirus gastroenteritis
Hepatovirus ssRNA Hepatitis A virus | Hepatitis
Kobuvirus sSRNA Aichi virus Gastroenteritis
Human Malaltia respiratoria, gastroenteritis, infeccio del Sistema nerviods
Parechovirus ssRNA parechovirus central (SNC)
Norovirus ssRNA Human norovirus | Gastroenteritis
Sapovirus ssRNA Human sapovirus | Gastroenteritis
Hepevirus ssRNA Hepatitis E virus | Hepatitis
Human
Mamastrovirus | sSSRNA astrovirus Gastroenteritis, infeccié del SNC
Human
Coronavirus ssRNA coronavirus Gastroenteritis, malaltia respiratoria, pneumonia, COVID-19, MERS
Nipah virus,
Henipavirus ssRNA Hendra virus Encefalitis, malaltia respiratoria
Human
Parvovirus ssDNA parvovirus Gastroenteritis
Alphatorquevir TT (Torque Teno) | Desconeguda, hepatitis *, malaltia respiratoria * hematologica,
us ssDNA virus trastorns *, cancer *
dsRNA
Orthoreovirus | segmentat | Human reovirus | Desconeguda
dsRNA
Rotavirus segmentat | Human rotavirus | Gastroenteritis
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Orthomyxoviru | dsRNA Avian influenza

s segmentat | virus Grip, malaltia respiratoria

Mastadenoviru Human

S dsDNA adenovirus Gastroenteritis, malalties respiratories, conjuntivitis

Polyomavirus | dsDNA Polyomavirus Leucoencefalopatia multifocal progressiva, malalties del tracte urinari

* no se sap del cert si la malaltia és causada pel virus.
1 Qualsevol virus del tracte gastrointestinal es podria transmetre per via alimentaria.

Taula extreta de Bosch et al., International Journal of Food Microbiology 285 (2018) 110-128 (24)

2. DIAGNOSTIC

La deteccid dels virus entérics en tant en mostres cliniques com mostres
ambientals es pot dur a terme mitjangant PCR i RT-PCR (convencional, a
temps real o digital), immunoassajos i microscopia electronica i cultiu

cel-lular, no en tots els casos.

De tots ells, el cultiu cel-lular és I'Unic que permet avaluar infectivitat tot i
gue no esta disponible per a tots els virus entérics que més preocupen,
mentre que els metodes basats en PCR son els més sensibles i de vegades

permeten el genotipat.

Els metodes d’'immunoassaig, com per exemple I'ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay), es basen en I'Gs d’antigens o anticossos marcats
amb un enzim. El compost que estigui marcat amb I’enzim sera immobilitzat
a la placa, i mitjancant I'addicié d’un substrat especific produira color en
reaccionar amb I'enzim. Aquest color es veura a simple vista i podra ser

guantificat mitjancant un espectrofotometre o un colorimetre.
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La microscopia electronica, és un altre metode que pot ser emprat per a la
deteccid de virus enteérics, , pero no és gaire practic degut a que no presenta
una sensibilitat molt elevada, I’equip té un cost econdmic elevat i requereix
gue el personal que I'utilitzi tingui una formacié especialitzada.

Tots els métodes moleculars basats en la deteccid d’acids nucleics impliquen
una purificacio i extraccié dels virus de la mostra a analitzar per retirar tota
la matéria organica possible, una extraccié dels acids nucleics normalment
mitjancant kits comercials que permeten el lisat de les capsides, i
I"'amplificacié final d’aquest material genetic purificat (Figura 2). Existeixen
nombroses opcions per amplificar, detectar i fins i tot també caracteritzar
per seqlienciacié els acids nucleic dels virus diana, incloent per exemple la
PCR i RT-PCR quantitativa a temps real (real time gPCR and RTqPCR) ja sigui

en format monoplex o multiplexila PCR i RT-PCR digital.

En la PCR i RT-PCR quantitativa a temps real (real time qPCR i RTgPCR) a
I’aplicacié informatica podrem veure si s"amplifica el fragment de genoma
gue hem marcat com a diana i en quina quantitat segons la Ct (cycle
threshold) en la que es comenci a manifestar. A Ct més baixes hi haura més
titol de particules viriques i a Ct més altes hi haura menys, la sensibilitat de
la maquina anira disminuint a mesura que hi hagi un numero menor de
genomes en la mostra. La quantificaci6 es dura a terme mitjancant

comparaciéo amb un estandard amb quantitat genomica coneguda.
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Figura 2. Diagrama de flux general de les opcions analitiques disponibles i en
desenvolupament per a la deteccié i caracteritzacio de virus entérics en aliments i
aigua. La majoria de protocols impliquen dos passos per a la purificacié del virus a
partir d’aliments o aigua. El primer pas extreu i / o concentra virus de mostres
d'aliments o d'aigua i el segon pas purifica i concentra els genomes virals. Es
resumeixen diversos enfocaments moleculars que permeten la deteccid,
quantificacio i / o caracteritzacio de virus, aixi com els trets més destacats de cada
enfocament metodologic. Extreta de Bosch et al., Foodborne viruses. Curr Opin

Food Sci. 2016; 8:110-9. (26)
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Els metodes moleculars tenen |'avantatge de poder detectar baixes
concentracions de virus presents en aliments contaminats. A més, el baix
nombre de particules pot no estar distribuit uniformement i alguns dels
components de la matriu alimentaria poden ser inhibidors potents de

assajos moleculars (26).

Una de les principals dificultats en I'Us de métodes moleculars en I'ambit de
la seguretat alimentaria és que no discerneixen entre virus infecciosos i no
infecciosos. La proporcio de virus inactivats en mostres d'aliments i aigua pot
variar depenent del temps que hagin persistit aquests virus 'entorni /o a
les mostres. Els acids nucleics virics (intactes o fragmentats) poden suportar
alguns dels tractaments d'inactivacio aplicats al industria alimentaria, la
manca de correlacid entre el genoma les copies i els titols infecciosos també

dificulten la valoracid de |'eficacia dels procediments d'inactivacié (27).

3. ELS SECRETS MILLOR GUARDATS

Les tecniques de deteccié de virus en mostres desinfectades sempre han
estat acompanyades de la incognita de quins sén els mecanismes implicats
en la inactivacié del virus. Sovint mitjancant métodes moleculars podem
saber quina és la regié del genoma que ha estat afectada per l'agent
desinfectant pero no obtenim informacié de perque unes regions sén més
susceptibles que d’altres a ser malmeses. Un coneixement més profund del
virus a nivell de composicid, estructura i funcié biologica ens ajudaria a
millorar la nostra comprensié d’aquests mecanismes, aixi com a predir la
susceptibilitat del virus al agent desinfectant i a la identificacié de les regions
més vulnerables (28).
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La estructura terciaria del virus determinaria que algunes regions estiguessin
més exposades i fossin més susceptibles a ser malmeses per |'agent
desinfectant, altres en canvi quedarien més protegides i podrien romandre
inalterades més temps. Dianes dissenyades en aquests fragments podrien

donar falsos positius en la deteccio de virus per métodes moleculars.

4. VIRUS DE L’HEPATITIS A

El virus de I’hepatitis A és el principal causant hepatitis aguda del mén. HAV
es transmet principalment a través de exposicié a aliments o aigles
contaminades, o a través de |'exposicid a persones infectades. L'OMS estima
gue a tot el mdn, I'HAV va causar aproximadament 7134 morts el 2016 (que
representen el 0,5% de la mortalitat de I'hepatitis viral) tot i que hi ha

disponibles vacunes segures i eficaces.

La infeccié per HAV és altament endémica en paisos emergents on les
condicions sanitaries no sén les optimes i on els infants hi entren en contacte

a edats primerenques obtenint immunitat de per vida.

La infeccio és normalment asimptomatica en nens i nenes menors de 6 anys
no obstant, la severitat augmenta en persones més grans de 60 anys. En
paisos no-endémics el contacte amb el virus es dona majoritariament en
I’etapa adulta, normalment pel consum d’aigua o aliments contaminats,
viatges a regions endémiques o per tenir practiques sexuals no segures, aixo

fa que la malaltia cursi de manera simptomatica i més severa.
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4.1 Historia
El Talmud descriu la ictericia com un signe d’odi sense causa. També se’'n
troben referencies anteriors al papir d’Ebers, redactat a I'antic Egipte als

voltants del 1500 a.C, i als escrits antics sobre medicina india ayurvedica (29).

Hipocrates (460-375 aC) va ser el primer metge en descriure una malaltia
gue presentava episodis d’ictericia molt semblants al que podria ser una

hepatitis viral a la seva obra De Morbus Internis.

Durant molt de temps, I'hepatitis, va ser reconeguda com una malaltia
infecciosa associada a les guerres. Grans epidemies esdevenien en els
principals conflictes des de la guerra civil americana, la batalla de Gallipoli,
durant la primera guerra mundial i al llarg de la segona guerra mundial on

s’estima que uns 5 milions d’alemanys la van patir.

L'any 1855 el doctor Bamberger inferi de les seves observacions que la causa
de I'hepatitis era una inflamacié del conducte biliar. L’'any 1865 el metge
Rudolf Ludwig, considerat el pare de la patologia cel-lular, es suma a aquesta
opinié en descriure en el seu article ”“Sobre I|'aparicio i deteccio

I”

d'hepatogens, especialment la ictericia catarral” un cas d’un pacient que
patia ictericia epidémica, en la qual el conducte biliar es trobava inflamat i
obturat en I'extrem inferior degut a una substancia mucosa. Aquest quadre
va donar lloc al terme ictericia catarral i va fer més mal que bé, en retardar

I’enteniment de la malaltia (30).

Perd tot i que molts metges van donar per valida aquesta teoria, diversos

cientifics coetanis van suggerir que la ictericia epidémica i esporadica tenia
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una etiologia comuna, que la causa de les dues malalties era la inflamacid

aguda del fetge i que eren causades per un agent infeccios.

L’any 1885 el doctor Lirman va ser testimoni d’un brot “de ictericia catarral”
en centenars de treballadors d’una drassana a Bremen. | aquell mateix any,
el metge Jehn va informar d’un brot molt similar en persones internes d’un
centre psiquiatric, també a Alemanya. Tots dos grups havien estat
recentment vacunats contra la verola. Tot i que Lirman va voler ser molt
prudent en les seves declaracions, tot apuntava com a possible causa dels
brots la vacuna preparada amb limfa humana glicerinada. Després d’aquells
fets, episodis d’ictericia van anar apareixent, especialment en pacients
tractats amb [l'antisifilic Salvarsan i en pacients amb diabetis
insulodepenents, perd es continuava pensant que els causants eren

coadjuvants o la propia insulina.

Aixi doncs I'any 1908, S. McDonald postula, per primer cop, al seu article
“Acute yellow atrophy” que en la ictericia també hi podria estar implicada
un virus (31). L'any 1912, I'any de la primera guerra balcanica i de
I’enfonsament del Titanic, el metge anglés Edward Alfred Cockayne va
publicar una revisio en qué suggeria que les formes esporadiques i
epidemiques d’ictericia eren probablement manifestacions de la mateixa
malaltia. Tot i que Blumer es va fer resso d’aquest punt de vista, no va tenir

gaire repercussio dintre de la comunitat medica.

El 1922, el metge austriac Hans Eppinger, prominent especialista del fetge
tot i estar relacionat amb experiments en presoners del camp de
concentracié de Dachau, va afirmar que la lesié primaria no era l'obstruccid,
siné la necrosi hepatocel-lular, una visié que va rebre el suport de patolegs
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de Gran Bretanya, Escandinavia i els Estats Units. Tot i que Eppinger
apuntava com a causa més probable una toxina hepatica, els seus coetanis
van proposar que la malaltia era infecciosa, una visié que va obtenir suport
guan el doctor Ryokichi Inada i els seus col-legues van publicar I'article “The
etiology, mode of infection, and specific therapy of well's disease
(spirochgetosis icteroh/emorrhagica)” demostrant que alguns brots
d’ictericia al Japé es devien a una infeccio pel bacteri Leptospira. Si bé és cert
gue es van aillar una serie de bacteris enterics de les femtes de pacients amb
"ictericia catarral", no es va implicar cap soca en particular, i va ser llavors
qguan les hipotesis tornaven a rondar al voltant del que ja havia descrit en S.

McDonald, I'lany 1908 (32).

L'any 1926 el doctor Alfred Flaum va detectar el que es va anomenar
“Schnepper lkterus” o ictericia Schnepper a una clinica per a persones amb
diabetis a Suécia on els pacients anaven a mesurar-se el sucre, que en
aquella epoca, es feia a través d’'una mostra de sang extreta mitjancant una
punxada al lobul de I'orella. Flaum i el seu equip es van adonar que aquella
agulla tant sols es netejava de tant en quant i va concloure que |'epidémia
d'ictericia va ser causada per una infeccidé virica transmesa de pacient a

pacient per I'agulla contaminada.

Gradualment es van anar aportant proves sobre la transmissié parenteral
d’hepatitis sérica per agulles contaminades amb sang o mitjancant

I'administracié de vacunes d'origen huma o de productes sanguinis (32).

El 1931, Findlay, Dunlop i Brown publicaven un article titulat "Observacions
sobre epidemia de ictericia catarral" a la Reial Societat de Medicina Tropical
i Higiene (33) Findlay va estudiar la historia de I’hepatitis epidémica i un brot
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gue es va donar a Surrey, Anglaterra, on va arribar a la conclusié que es

tractava d’un "virus ultra-microscopic patogénic només per al’esser huma ".

H. C. Brown, co-autor de 'article "Observacions sobre epidémia de ictericia
catarral" es va infectar durant la manipulacié de serums, procedents d’un
brot d’hepatitis a Yorkshire, Anglaterra, i va desenvolupar els simptomes
d’una hepatitis epidémica. La convalescéncia es va allargar fins a 5 setmanes
després de la manipulacié dels serums. Aquest és, potser, el primer cas
documentat d’un periode d’incubacié d‘hepatitis A i potser també de la seva

transmissio a través de serum.

L'any 1939 esclata la segona guerra mundial i la infeccié per hepatitis es
converteix en un problema creixent entre victimes de la guerra que
necessiten transfusions de sang. Aixo va dur a fer grans avencos sobre
I’estudi d’aquesta malaltia a les etapes finals de la guerra, especialment als

Estats Units i Anglaterra.

L'any 1942, 28.585 soldats americans que havien rebut la vacuna de la febre
groga van patir hepatitis infecciosa, 62 dels quals van morir (18). Aquest fet
va arribar a oides del gabinet britanic que va decidir cancel-lar la vacunacio
que el primer ministre Winston Churchill tenia programada abans de la seva
trobada amb Stalin per informar-li dels plans britanics d’atacar a Alemanya

a I’Africa enlloc d’obrir un segon front en Europa (32).

A finals de la Segona Guerra Mundial ja s’estaven fent estudis amb persones
voluntaries que eren infectades d’hepatitis en condicions controlades i van
sorgir articles de referéncia com els publicats a The Lancet (34) i a I’American

Journal of the Medical Sciences (35). Per primer cop es parlava de dues
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formes d’hepatitis, una de més aguda que causava epidemies, hepatitis A,
amb un temps d’incubacié de entre 15 i 43 dies i autolimitada, I'altra forma
era més perllongada relacionada amb el serum, I'hepatitis B, amb mesos

d’incubacié i amb un curs més llarg i sovint cronic.

En aquests moment també es va descobrir que I’hepatitis A infecciosa sol
transmetre’s per excrements humans infectats per virus que contaminen
I'aigua o els aliments, mentre que I'hepatitis B semblava ser transferida per
exposicid directa a sang o productes sanguinis que contenen virus o a través
de contacte corporal intim. Un filtrat de material fecal obtingut dels pacients
amb hepatitis A va resultar ser infectant, confirmant per fi que l'agent
patogen era una particula virica, com ja ho havia esmentat McDonald

gairebé 40 anys abans (32).

Entre els anys 50 i 60 es va fer un gran esforg per a trobar un model animal
que pogués replicar HAV. No va ser una tasca senzilla, a més de les
complicacions per I'obtencio d’indcul amb infectivitat coneguda, també s’hi
sumaven la manca de tests diagnostics per HAV i la baixa sensibilitat de les
tecniques per a inferir el dany hepatocel-lular. Primerament els estudis es
van centrar en animals que es sabia que es contagiaven de la seva propia
soca d’hepatitis amb I'esperanga que també es poguessin infectar amb les
soques humanes d’HAV, perd en no donar fruits, les investigacions es van
centrar en primats no humans, i cap a finals dels anys 60 es va aconseguir

infectar a ximpanzés i titis.

L'any 1973 I'HAV va ser descrit per primer cop. El viroleg Stephen Feinstone

Robert Purcell i Albert Kapikian, van detectar per microscopia electronica les
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particules en femtes d’individus que havien estat infectats

experimentalment amb HAV.

El microbioleg Philip J. Provost va ser pioner en la caracteritzacio de I'agent
viric de I’hepatitis humana de tipus A, en la realitzacié del primer cultiu de
laboratori d’aquest virus i en el desenvolupament de prototips de vacunes

tant contra I"hepatitis A com contra la varicel-la (32).

Posteriorment, Maurice R. Hilleman també va contribuir al

III

desenvolupament de la vacuna. Hilleman era conegut com el “vacunoleg
més exitos de la historia” que hauria salvat més vides durant el segle XX que

gualsevol altre cientific.

Actualment els principals agents causants d’hepatitis virica sén els virus de
I’hepatitis A, B, C, Di E. El tipus “infecciés” s’associa avui en dia a les hepatitis
gue es contagien per via fecal-oral i la “sérica” a la que es transmet per via
parenteral. Dels 5 tipus de virus de I’hepatitis només dos es transmeten a

través d’aliments i aigua: I’hepatitis A i I’hepatitis E (36).

L'HAV és de la familia Picornaviridae. Es un virus petit, en principi no
embolcallat, amb una cadena senzilla de RNA. Dintre d’aquesta familia
també s’hi troben altres patdgens humans com els el Enterovirus que
inclouen poliovirus, coxsackievirus, echovirus, rhinovirus i. Tot i que I'HAV
comparteix les caracteristiques principals de la seva familia, és un virus prou

diferent com per a ser classificat en un génere apart: Hepatovirus.

D’Hepatovirus hi ha descrites fins a 9 espécies diferents (A-1) detectades en
diferents hostes com els humans, foques, rosegadors, ratpenats, ericons i

musaranyes.
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L’any 2015, es va descriure un génere de picornavirus desconegut fins ara en
foques, que ha estat anomenat Phopivirus, i que esta relacionat amb el virus
de [I'hepatitis A humana (HAV). A més, comparteixen diverses
caracteristiques genétiques i fenotipiques, inclosa la relacid filogenética a
través del genoma, un tropisme especific i aparentment en repos per a
hepatocits, conservacid estructural en una regié funcional clau del lloc
d’entrada ribosomica interna de tipus Il (IRES) i un biaix en I'is de codons

(37).

Un estudi més general, va identificar multiples Hepatovirus molt diversificats
en nombrosos taxons de petits mamifers, ampliant més enlla dels primats
els possibles hostes que es coneixien per a aquest génere. Es probable que
I’exit del manteniment i evoluci6 de |'Hepatovirus sigui degut a la
inusualment amplia gamma d’hostes que té al seu abast i a la seva plasticitat
genetica. Drexler i col-laboradors també van observar conservacié
antigénica entre ’'HAV i un hepatovirus aillat de rat-penats, suggerint que
aquests virus pertanyen a un mateix serotip i que si s’introduis en la poblacid
humana, seria d’esperar que estiguéssim protegits per la immunitat de
ramat i la resposta immunitaria induida per la vacuna (38). No obstant, aixo
no podria aplicar-se a totes les noves especies d’Hepatovirus que han
identificat, alguns dels quals contenen diferents serotips. Els autors
remarquen la importancia d’anar més enlla dels criteris filogenéetics quan es
realitzen avaluacions de risc de virus RNA emergents i la necessitat de

incloure analisis funcionals, ecologics i patogénics de reservoris animals (38).

Posteriorment el grup d’Oliveira Carneiro detectava un nou HAV en

marsupials (MHAV), concretament en I'opossum orellut (Didelphis aurita).
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La concentraci6 de MHAV al fetge de l'animal era alta, suggerint
hepatotropisme. Els avantpassats llunyans dels opossums moderns es van
separar dels ancestres distants dels mamifers placentaris actuals fa uns 160
milions d'anys, durant el periode jurassic tarda (quan gairebé tots els
mamifers eren la mida dels ratolins), i el primer veritable marsupial va
apareixer durant el Cretaci primerenc, uns 35 milions d'anys després. Per
aquest motiu, les troballes fetes en marsupials poden proporcionar una visid

important de I'evolucié del virus (39).

Una particularitat que té I’'HAV i que comparteix amb I'HEV, és que pot
presentar-se com a forma pseudo o quasi embolcallada (anomenada eHAV)

i nua (o no embolcallada).

L’embolcallament que presenten aquests virus difereix de I"habitual al no
tenir glicoproteines virals a la seva superficie, no obstant, en el cas d’HAV té
una proteina interna, anomenada VP1pX que es manifesta en la capsida,
pero no es troba present en la forma nua dels virions, i que sembla ser que

impulsa I'ensamblatge de la capsida (40).

La replicacié del virus dintre de vesicules citoplasmatiques és lenta i no atura
la sintesi proteica cel-lular o shutoff, perque el virus requereix el factor

d’iniciacio de la traducci6 cel-lular elF4G intacte (41).

En estudis fets amb cel-lules de carcinoma hepatocel-lular, s’ha vist com es
recuperaven dos tipus diferents de virions, uns de més densos i uns de
menys. Les particules més denses tenien la tipica aparenca de les capsides
nues, mentre que les més lleugeres eren vesicules més petites de membrana

Unica que contenien entre una i quatre capsides. Malgrat I'embolcall, les
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particules més lleugeres tenien una infectivitat especifica similar als virions
nus. No obstant, eHAV només es troba en serum i plasma d’humans infectats
mentre que en les femtes només s’hi detecten les formes nues. Aquesta
combinacid de formes sembla ser que es deuria a la via de sortida del virid,
si aquest surt per al membrana basolateral de I’hepatocit arribara a plasma
i sang recobert per un embolcall, pero si ho fa a través de la membrana
apical, i per tant cap al canalicle biliar, sembla ser que no tindra embolcall o
bé que el perdra al poc temps (40). Com que els titols virals solen ser unes
100 vegades més gran en femtes que en sang, s’estima que la majoria de

virus abandonen I’hepatocit per la membrana apical.

El fet de tenir embolcall o no, dona certes caracteristiques als virus com per
exemple el fet d’estar protegits per la bicapa lipidica i romandre camuflats
front els anticossos neutralitzants, pero la caracteristica més important és la
de facilitar la sortida del genoma fora de la cél-lula emprant el complexe
ESCRT (endosomal sorting complexes required for transport), un cop perdut
I’'embolcall el virus continua sent infectiu en la seva forma nua. Estudis
recents demostren com HAV i HEV es beneficien del millor d’aquestes dos

formes (42).

4.2 Descobrint-lo a nivell molecular

La variabilitat genética en els virus RNA és principalment consequliéncia de
tres mecanismes universals com la mutacid, la recombinacié i reordenacié
de fragments genétics que es donen a I’hora que els virus tenen elevades
taxes de replicacié. Com s’ha esmentat abans, en els virus RNA aixo condueix

a l'aparicié del que anomenem quasi-especies d’un mateix virus, aquelles
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distribucions dinamiques de genomes virals que no sén identiques pero si
gue es troben properes geneticament entre elles que infecten un mateix

individu (36).

A nivell genomic, I’'HAV és molt similar als altres picornavirus. Conté un RNA
de cadena senzilla amb polaritat positiva de 7.5 kb de llargaria amb una regio
5’ no codificant (NCR) de 734-740 nucleotids, una regié codificant de 2225-
2227 aminoacids i una regié 3’ no codificant d’uns 40-80 nucleotids (43). En
canvi el seu IRES (Internal Ribosome Entry Site) és Unic dintre de la familia
dels picornavirus i constitueix el model tipus Il (44) (45). Aquest tipus de
IRES mostra una eficiencia molt baixa en la traducciéo en comparacié amb

altres picornavirus.

A més, 'HAV tan sols codifica per una proteasa, la 3C, mentre que altres
picornavirus ho fan per a més d’una, que alhora estan involucrades en el
shutoff cel-lular. Com que els picornavirus utilitzen un mecanisme de
traduccié que es CAP-independent i IRES-depenent, el shutoff podria ser
avantatjés per als virus ja que permetria que la maquinaria cel-lular
s'utilitzés gairebé exclusivament per a la produccié de proteines viriques. No
obstant, el HAV necessita d'un factor d’inici de la traduccié cel-lular, elF4G,
intacte i aquest s’escindeix a l'inici del shutoff, per tant, el fet de no fer
shutoff seria avantatjos per al virus. Aquesta competiciéd més ineficient amb

la maquinaria cel-lular li conferiria una estratéegia de replicacio Unica a I’'HAV.

Una altra caracteristica diferencial en aquest virus és I'Gs de codons, que
presenta un alt biaix en el seu Us (37). No tant sols utilitza més freqiientment
codons rars sind que a més aquest Us de codons ha evolucionat per a ser
complementari al de la cél-lula, el virus no utilitza de manera freqlient els
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codons abundants per a la cel-lula, i inclis de vegades els utilitza com a rars.
Aquesta estrategia exclusiva de I'HAV sembla ser que té com a objectiu
evitar competir amb els RNAt de la cél-lula en una estratégia de replicacié
gue no causa shutoff cel-lular que inhibeixi la sintesi de proteines cel-lulars,
tal i com hem esmentat abans. Aquest Us dels codons rars pot ser la causa
de la seva lenta replicacio i del seu baix rendiment. Hi ha diversos estudis
gue apuntarien que aquest fre en la velocitat de traduccié podria beneficiar
al virus alhora de trobar I'RNAt adequat, present en baixes concentracions,
en el pool general de RNAt, i aixd garantiria un plegament correcte de la

proteina (36).

4.3 El seu cicle biologic

A més dels humans, els ximpanzés (Pan troglodytes) i alguns petits primats
no humans sén susceptibles al HAV. Tot i que la infeccid s’adquireix
majoritariament per ingesta del virus, la seva replicaci6 es dona
principalment als hepatocits. A través del torrent sanguini, I’'HAV entra a la
membrana basolateral de I'hepatocit. Les cel-lules epitelials de I'intesti prim

semblen ser el primer lloc on replica el virus (40).

En primats no humans que han estat infectats pel virus de manera
experimental, s’ha vist com el virus arriba als intestins, provinent de fetge a
través de la bilis, i s’acaba excretant en femtes. L'excrecié és maxima durant
les etapes posteriors del periode d’incubacié que dura de 3 a 4 setmanes,
amb un pic maxim just abans de I'aparicié de la lesié hepatica (46) (47) i

disminueix rapidament amb I'aparicié dels simptomes.

30



Tot i aix0, es pot detectar RNA viral a les femtes durant diverses setmanes i

al fetge durant molts mesos després de la infeccio aguda (47).

4.4 Proteines virals: estructurals i no estructurals

El genoma de I'HAV esta dividit en 3 regions. La regié P1 codifica per les tres
proteines principals de la capsida viral, VP1, VP2 i VP3 (Figura 3). Una quarta
proteina de la capsida viral (VP4), essencial per a la formacié de virions, no

es detecta en particules virals madures.

Cadascuna de les proteines de la capsida és escindida de la poliproteina
precursora per la proteasa viral 3C, codificada a la regié P3. La conformacié
nativa de les proteines capsides VP1 i VP3 forma un Unic epitop serologic
dominant a la capsida viral i provoca una resposta d’anticossos
neutralitzants. Es preveu que les proteines no estructurals codificades a les
regions P2 i P3 funcionaran en la sintesi d’RNA i la formacié de virions. La
VPg, també codificada a la regid P3, esta lligada covalentment al terminal 5’

genoma i participa en la iniciacid de la sintesi d'RNA.

0 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000 6,000 7.000 nt

IRES
cre
> pX VPg i
a[vP2 [VP3 | VP1 i [ 2B | 2C  al[ace|  3D™ flassasaan
VP4 Helicase Protease RdRp
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Figura 3 Organitzacio del genoma d’HAV, de 7.5 kb. La ORF es troba flanquejada per
I'extrem 5’ i el 3’. EI 5’ esta unit covalentment a una petita proteina viral, VPg (o
3B). La proteina d’inici de sintesi del RNA es troba a I'extrem 5’ i conté I'IRES que
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dirigeix la traduccid. El 3" UTR finalitza amb una cua de poly(A). Imatge extreta de
Lemon SM, et al. Type A viral hepatitis: A summary and update on the molecular
virology, epidemiology, pathogenesis and prevention. J Hepatol [Internet].
2018;68(1):167-84.(40)

4.5 La seva estratégia replicativa
Hi ha evidencies que el HAV replica exclusivament en els hepatocits i en
I'epiteli gastrointestinal, tot i que en condicions de laboratori pot també

replicar en linies cel-lulars no hepatiques.

Les proteines codificades pel virus repliquen el genoma RNA mitjangant la
cadena negativa intermediaria i es sintetitzen a partir del RNA de polaritat
positiva. Els virions que es troben intactes contenen el genoma de RNA, la
proteina VPg i una capsida formada per les proteines: VP1, VP2, VP3 i VP4
gue li donen una simetria icosaédrica. Les particules virals sén alliberades a
la vesicula biliar a través de la membrana apical de I'hepatocit i al torrent

sanguini creuant la membrana baso-lateral d’aquest.

L'alliberament dels virus no va lligat a la destruccid cel-lular ja que es
detecten elevats titols de virus en femtes molt abans de que hi hagi

evidencies de necrosis en els hepatocits (48).

4.6 Caracteristiques antigéniques

L'HAV té dues formes infectives, la nua i 'embolcallada (Figura 4). En la
forma nua, és excretada en femtes per individus infectats. L’estructura
antigénica de la capsida es troba altament conservada i tots els hepatovirus

humans formen un sol serotip (49). Aquesta conservacié antigenica també
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s’estén a la resta de nous virus identificats en rat-penats que comparteixen
els epitops antigenics del HAV huma (38). La forma eHAV es secretada per
les cel-lules sense causar lisi. Aquests virions, que sén detectats a la sang i
en el sobrenedant dels cultius cel-lulars, contenen una capsida que protegeix
I’'RNA i alhora esta embolcallada per vesicules membranoses que no tenen

cap proteina viral en la seva superficie (40).

HAV

Figura 4. Micrografies electroniques de transmissié d’eHAV i de particules nues
detectades en el sobrenedant de cultius cel-lulars infectats. Imatge extreta de
Lemon SM, et al. Type A viral hepatitis: A summary and update on the molecular
virology, epidemiology, pathogenesis and prevention. J Hepatol [Internet].

2018;68(1):167-84.(40)

S’han descrit 6 genotips per a I'HAV, I'l, Il i lll sén d’origen humaiel IV, Vi VI
contenen soques aillades de simi. El genotip | és el més prevalent a nivell
mundial, particularment el subgenotip IA que predomina al Nord, Centre i
Sud-Ameérica, Xina, Japo, Tailandia i Europa (50). El subgenotip IB predomina
més a la regié mediterrania, Sud-Africa i Turquia. El subgenotip IlIIA
predomina en el continent asiatic i poc comu a Europa i EEUU, tot i que
ultimament s’ha detectat un cert augment als paisos nordics europeus aixi

com a Japd (51). La co-circulacié de multiples genotips o subgenotips s’ha
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notificat a moltes parts del moén (52). Dels subgenotips restants, el 1A, el 11B

i el llIB sdn menys prevalents.

4.7 Immunitat i patogeénesis

Els humans son susceptibles a la infeccié per HAV en qualsevol dels tres genotips
(40). Els anticossos generats, induits per la infeccid natural i la vacunacid, sén
capacos de produir u na neutralitzacio creuada, i estan dirigits contra les proteines
de la capsida (40). Gairebé totes les persones afectades d’HAV es recuperen
completament i adquireixen immunitat de per vida. Aproximadament entre el 5% i
el 10% dels casos aguts de VHA recauen, generalment sén persones grans que no
poden mantenir respostes immunes antivirals efectives (53). La recaiguda es
caracteritza per un ressorgiment de la replicacié del VHA i simptomes d’hepatitis
poques setmanes després del control de la infeccié primaria (54). El curs de
I’hepatitis A recidivant de vegades es perllonga, pero el virus s’acaba eliminant. Es
desconeix si la resposta dels anticossos anti-VHA es desenvolupa amb una cinética
tipica en individus amb hepatitis A recidivant. Els anticossos serics IgM anti-HAV
persisteixen en individus amb infeccions recurrents per raons que encara no
s’entenen (55) (56) (57) (53). Se sap relativament poc sobre la sincronitzacié i la
funcié neutralitzadora dels anticossos IgG anti-HAV, o la seva capacitat per prevenir

la replicacié del HAV ressorgent.

Tot i el bon pronostic que pot tenir la infeccié per HAV, una proporcié molt

petita de casos poden evolucionar a una hepatitis fulminant i ser mortal.

4.8 Epidemiologia
En infants menors de 5 anys la infeccid per hepatitis A es desenvolupa

principalment asimptomaticament no obstant en els nens i nenes més grans
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i, en I'edat adulta, la infeccié en general evoluciona amb simptomes (58).
S’ha descrit que el subgenotip IlIA, que és emergent a Europa, provoca

hepatitis simptomatica en infants (59).

Els simptomes descriuen una malaltia aguda i sén generalment compartits
amb els altres tipus d’hepatitis: febre, malestar, anoréxia, nausees,
molesties abdominals, orina fosca i ictericia, amb un augment dels nivells de

bilirubina sérica i aminotransferases posteriorment.

El periode d'incubacié de I'hepatitis A es pot allargar des dels 15 dies als 50
dies i la malaltia clinica no sol durar més de 2 mesos, amb uns nivells de virus
en seérum de fins a 107 copies genomiques/ml a les dues setmanes seglients
a I'aparicio de simptomes i fins a 6 setmanes més tard (60) (61). En el 10-
15% dels pacients s’han perllongat els simptomes més enlla dels 6 mesos

(57) (54).

Tot i que no és un tipus d’hepatitis que presenti cronicitat, s’"han donat
alguns casos que ha evolucionat cap a hepatitis fulminant en pacients amb

trastorns hepatics subjacents (62) (58).

La distribucio geografica de I’'HAV va molt lligat al poder socioecondmic de
les diferents arees del planeta. En els paisos industrialitzats I'endemicitat del
virus és baixa, en canvi és alta en paisos emergents, marcant dos patrons
ben diferenciats d’epidemiologia. Degut a que la infeccié produeix
immunitat de per vida (43), les infeccions greus no sén habituals en paisos
on I'HAV és altament endémic, ja que la poblacio té contacte amb el virus
des de la infancia, normalment en forma d’infeccions subcliniques, quedant

immunitzada durant les edats adultes. En canvi, en els paisos on hi ha una
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baixa endemicitat, el contagi per practiques sexuals de risc, consum
d’aliments o aigua contaminada, o bé, per viatjar a paisos endémics fa que
el contacte amb el virus es doni en edats més avancades en una poblacid

gue no es troba protegida fent que el quadre clinic sigui més sever.

L'any 2017 el nombre de casos d'hepatitis A notificats a Espanya va
augmentar en més de tres vegades respecte a I'any anterior, disminuint a la
meitat el nombre de casos en 2018. L'augment va afectar fonamentalment
homes, especialment en el grup de 20 a 44 anys. En la majoria dels brots
notificats la transmissié és persona a persona. El percentatge de brots
I'origen dels quals no és Espanya va augmentar en 2018 (9,1%) comparat

amb 2017 (4,2%) (63).

4.9 Clinica

Els primers simptomes que manifesten totes les hepatitis virals solen ser
semblants degut a I’origen hepatic d’aquesta, mentre que les manifestacions
extrahepatiques iles complicacions solen variar. L’hepatitis A és una malaltia
aguda amb aparicié discreta que mostra signes o simptomes consistents en
hepatitis viral aguda com per exemple, febre, mal de cap, malestar general,

anorexia, nausees, vomits, diarrea, dolor abdominal o orina fosca.

A més pot cursar amb ictericia o nivells elevats de bilirubina total (= 3,0 mg
/ dL) o nivells elevats d’alanina aminotransferasa sérica (ALT > 200 Ul / L).
Donar positiu en anticossos de la immunoglobulina M (IgM) contra ’'HAV
(anti-HAV) confirmaria aquest diagnostic. També es podria confirmar

mitjancant la deteccié del virus a través de RT-PCR.
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Caldra tenir en compte que les persones que hagin estat en contacte amb la
persona infectada entre 15 i 50 dies abans de I'aparicié dels simptomes

també podrien estar cursant la infeccid.

5. NOROVIRUS

Els norovirus humans (HuNoV) sén la principal causa de brots de malalties
transmeses per aliments i I'agent causant del 18% de les infeccions
diarreiques d’origen alimentari arreu del mén (17). Afecten a qualsevol grup
d’edat i la seva distribucié és mundial, i de forma global, se’ls hi atribueix un
total de 684 milions de casos i 212000 morts cada any. (64)

Generalment provoquen una malaltia autolimitant, poden causar una
morbimortalitat significativa entre els infants, persones grans i persones
immunocompromeses.

Els norovirus pertanyen a la familia Caliciviridae que esta formada per virus
petits, 27-40 nm, sense embolcall, icosaédrics i amb un genoma RNA lineal,

de polaritat positiva i cadena senzilla (ssRNA) (65).

La familia inclou onze géneres dels quals membres de set infecten mamifers
(Lagovirus, Norovirus, Nebovirus, Recovirus, Sapovirus, Valovirus i Vesivirus),
dos géneres infecten aus (Bavovirus, Nacovirus) i dos géneres infecten
peixos (Minovirus i Salovirus). Els patdgens més importants per a I’home sén
Norovirus i Sapovirus, ambdds causants de gastroenteritis agudes. En el

genere Vesivirus es troba el calicivirus feli (Feline calicivirus, FCV), el qual

causa trastorns respiratoris en gats i al génere Lagovirus, el virus de la
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malaltia hemorragica del conill (Rabbit hemorrhagic disease virus, RHDV), el

gual causa una malaltia greu en aquests animals.

Com hem esmentat abans ens centrem en els norovirus perquée son la major
causa de gastroenteritis epidémica i sdn causants de morbiditat i morbilitat
en infants, persones immunocompromeses i persones grans provocant
perdues economiques a conseqliencia de les despeses en salut publica i

associades a la manca de productivitat (66).

Alguns individus passen la infeccié de manera asimptomatica. En assajos fets
amb voluntaris adults, entre el 15 i el 35% de les infeccions confirmades
serologicament o mitjancant la deteccidé del virus en femta no estaven
associades a  gastroenteritis  (67)(68)(69). Aquestes infeccions
asimptomatiques podrien venir d’una immunitat adquirida que protegeix de

la malaltia pero no de la infeccié.

5.1 Historia
Va ser en I'any 1929 que el pediatra John Zahorsky va descriure la “malaltia
emetica de I'hivern” (Hyperemesis heimis or the winter vomiting disease)

amb un quadre de diarrea a la majoria de les persones afectades. (70)

No és dificil imaginar lo complicat que deuria ser poder establir un agent
etiologic per a la malaltia diarreica, els diferents microorganismes implicats
i, en el cas dels virus, la dificultat afegida de fer-los créixer al laboratori en
un cultiu cel-lular. Als anys 40 i 50 va ser un gran aven¢ poder fer

investigacions amb persones voluntaries que s’oferien a ingerir suspensions
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de femtes provinents de malalts de gastroenteritis perd on s’havia descartat

la presencia de bactéries (71).

L'any 1968 es va produir un brot de gastroenteritis aguda entre el
professorat i 'alumnat d’una escola de secundaria a Norwalk, a Ohio, pero,
malgrat els esforcos del CDC, cap agent causal va ser aillat de forma

immediata.

A principis dels anys 70, els assajos amb persones voluntaries van mostrar
un patro d'immunitat adquirida d’entre 6 mesos a 2 anys de durada, (72)
(73)(74) tot i que actualment, els assajos indiquen que la immunitat

homotipica pot durar de 4 a 9 anys (75).

L'any 1972, el Dr. Albert Kapikian descobria I'anomenat virus de Norwalk
gracies a la microscopia immuno-electronica de les mostres provinents del

brot de Norwalk (Ohio) que s’havien administrat a persones voluntaries (76).

L’any 1977 s’observen a través de microscopia immuno-electronica uns virus
similars al Norwalk virus, petits i amb forma arrodonida, en unes mostres

provinents de pacients amb gastroenteritis.

Un any més tard es realitza un assaig d’hemaglutinacié d’adheréencia
immunologica i es detecten anticossos per al virus Norwalk en el 50% de les

persones adultes (77).

L'any 1982 es va aillar d’'un brot de gastroenteritis viral un prototip de
Calicivirus classic, anomenat soca Sapporo, i es va determinar que era
antigenicament diferent del virus Norwalk. Els Calicivirus s6n anomenats aixi

per la seva forma de calze que li ve donada per les 32 depressions que
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formen la seva capsida (78). Dintre d’aquesta familia hi va ser inclos el

Norwalk virus.

Els anys posteriors els estudis amb immunoassajos van permetre detectar
I'antigen del virus al 40-60% dels brots de gastroenteritis aguda no

bacteriana.

L'any 1986 s’utilitza 'immunoassaig enzimatic per a detectar |'antigen viric

en femtes i la presencia d’anticossos en sang.

A l'inici de la decada dels 90 es classifica el Norwalk virus com un Calicivirus,
aquest cop en base al seu genoma i no només en |'estructura de la seva
capsida. L'any 1992 s’utilitza per primer cop la RT-PCR per a detectar el
genoma del virus en femtes humanes i és mitjancant la produccié de
proteina de la capsida a través d’un sistema d’expressié de baculovirus que
s’aconsegueixen formar particules pseudoviriques o Virus-Like Particles
(VPL), que sén morfologicament idéntiques als virus perd que estan
totalment desprovistes de genoma. D’aquesta manera s’assoleix I'expressio
de proteines de la capsida i per tant I'obtencié d’antigens virals. A partir
d’aquests antigens va ser possible la produccié d’anticossos especifics que
van permetre el desenvolupament de tecniques d’immunoassaig (ELISA)

amb I'objectiu de poder realitzar tests de deteccid antigénica (70).

Inicialment es creia que una persona era infecciosa fins a 48-72h després de
recuperar-se d’una gastroenteritis produida per NoV. No obstant, un estudi
realitzat a 50 persones voluntaries exposades a NoV, el 82% es van infectar
amb el virus i d’aquestes persones infectades, el 68% va emmalaltir, mentre

que el 32% van romandre asimptomatiques. La expulsid del virus en femtes
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va comengar 15 hores després de I'administracid del virus amb un pic maxim

ales 25-72h (70).

L'any 1995 es seqliencia el genoma complert del virus Norwalk. Un analisi
ben ampli de 90 brots succeits als Estats Units, on hi van participar 5000
persones, va demostrar que els virus “tipus Norwalk” eren la causa del 96%

de les gastroenteritis no bacterianes transmeses per aliments (79) .

A l'inici del segle XXI es detecta per primer cop el virus mitjangcant RT-PCR en
mostres d’aliments, i a partir d’aleshores s’avanca en el coneixement de la
seva elevada freqliencia com per exemple el gran reservori huma disponible,

els nombrosos casos asimptomatics i I'estabilitat que manté en I'ambient.

L’any 2002 hi ha un augment entre el 100% i el 200% dels casos a Europa
possiblement relacionats amb una nova soca que rapidament es va convertir

en el norovirus predominant a tota Europa (79).

Un any més tard, la Unié Europea funda la Foodborne Viruses in Europe
Network i el US CDC Calicinet establerts com a estructures de vigilancia,

eines d’alerta primerenca i centres de recerca per a brots de norovirus (79).

L’any 2016, es va produir a Andorra el brot més gran causat per norovirus,
gue va acabar afectant a 4160 persones de tota Catalunya i que es va
transmetre a través d’aigua embotellada. Arran d’aquest fet es va arribar a
la conclusié que els controls bacterioldgics no eren suficients per garantir la

bona qualitat de I’aigua (80).

L'any 2018 el Dr. Ettayebi aconsegueix replicar norovirus humans en

enteorids intestinals d’origen huma (HIEs) (81) i dos anys més tard, la Dra.
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Constantini es basa en aquest cultiu cel-lular per a realitzar assajos

d’infectivitat en norovirus humans inactivats amb clor i alcohol (82).

El norovirus és un bon exemple de patogen en que, gracies a les millores que
s’han donat en les tecniques de diagnostic, hem pogut avancar en el seu
reconeixement, i ha passat de ser un virus relativament desconegut als anys
90 a esdevenir la principal causa de gastroenteritis, epideémica i esporadica,

arreu del mon (83).

5.2 Descobrint-lo a nivell molecular

El genoma de norovirus esta organitzat en tres ORFs i tenen I'extrem 5’ de
I’'RNA unit covalentment a la proteina VPgi I’extrem 3’ poliadenilat. El primer
ORF, I'ORF1, codifica per una poliproteina precursora que es processa
donant lloc a sis proteines imprescindibles per la replicacio del virus (p48,
NTPase, p22, VPg, proteasa (3CLpro), i a la RNA polimerasa RNA dependent
(RdRp). Els ORF2 i ORF3 sén traduits a partir d’'un RNA subgenomic que es
sintetitza durant el cicle replicatiu i codifiquen, respectivament, per a la
proteina major de la capsida, la VP1 i per a la proteina menor de la capsida,
la VP2. La proteina VP1 esta formada per 3 dominis. A nivell molecular,
aquesta proteina esta organitzada en diferents dominis: un domini més
conservat, el “shell” (S), i un domini protuberant (P) més variable (Figura 5).
El domini S forma la part interna de la capsida. El domini P forma les
protuberancies de |'estructura arquejada que sorgeixen de la coberta i que

conté els dimers de contacte (84).
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La seva classificacio dins el genere s’estableix en base a la diversitat en la
seqliencia que codifica per a la proteina VP1 completa, i cal destacar que
son un grup de virus molt diversos genéticament. Es classifiquen en 7
genogrups (G), dels quals els que infecten a humans els trobem en 32
genotips: Gl (9 son HuNoV), el Gl (19) i el GIV (1)(83). Els dos primers sén
els responsables de la majoria de casos, mentre que el GIV no és gens
freqlent. Al seu temps, cada genogrup esta subdividit en genotips i aquest
en variants o soques. Paral-lelament, i degut a que es coneix que la
recombinacid juga un paper important en I’evolucié dels norovirus, els virus
dins de cada genogrup també es subclassifiquen en base a la diversitat
geneética de la seqiiéncia que codifica per a la RdRp, donant lloc a un sistema

de classificacié dual en base a les dues regions.

180 molecules (90 dimers) of VP1

P

Genomic RNA (~7.7 kb)

ORF1 ORF2 ORF3
+
vPg [ (A)

P48 NTPase p22 VPg PRO POL
VPg-RNA, =
ORF3 >

VP1, VP2 ORF2

Subgenomic RNA (~2.8 kb) VPg g (A)n
VP1 g

Figura 5. A la part superior, estructura icosaedrica de la capsida del NoV. Marcats
en diferents colors els 3 dominis d’VP1. Les imatges en blanc i negre il-lustren les
particules viriques mitjancant microscopia electronica de transmissio. També esta
representat el genoma d’RNA de cadena senzilla i polaritat positiva, format per
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7654 nucleotids. Imatge extreta de Glass et al., Norovirus Gastroenteritis. Emerg
Infect Dis Clin Case Stud. 2014;203-12. (65)

5.3 El seu cicle biologic

Els norovirus humans utilitzen com a principal via d’entrada la cavitat bucal,
tot i que no es descarten els aerosols que generen els vomits de persones
infectades com una altra via d’entrada (85). S’assumeix que el lloc de
replicacié principal és lintesti prim per després sortir via tracte
gastrointestinal en femta, a unes concentracions de entre 10° i 10%
equivalents genomics per gram (86) tot i la seva baixa dosi infecciosa que

alguns estudis situen en 18-1000 virions (87).

L'excrecid en femtes té el seu inici a partir de les 18 hores després del
contagi, fins i tot podria donar-se abans de I'inici dels simptomes, i s’estén
de dies a setmanes després de la resolucié dels simptomes aguts en
persones adultes sanes (86)(68)(87). En el cas de persones grans, infants i
individus immunocompromesos els nivells de virus en femta excretats

poden ser més elevats i la durada d’excrecié major (88)(89).

Sembla ser que les respostes del sistema immunitari tindrien un paper
important a I’hora de reduir la durada d’excrecié i les carregues virals en la

femta, i possiblement en explicar diferéncies en la clinica (90)(91)(92)(93).

D’altra banda, alguns autors han reportat que tant la durada d’excrecié com
les carregues virals en femta d’individus infectats de forma simptomatica i
asimptomatica son similars, si bé n’hi ha que defensen que els individus
simptomatics presentarien carregues majors en femta que els infectats

asimptomatics (86)(68)(87)(93). A més, s’ha observat que les durades
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d’excrecid i les carregues fecals poden variar en funcié del genotip del virus
en questio (86)(94)(95)(96)(97) i s’ha suggerit que diferéncies en la replicacid
virica es podrien traduir en diferéncies en la facilitat de transmissio de

diferents genotips (98)(99)(94)(97)(100).

5.4 La seva estratégia replicativa

L'entrada a la cél-lula es produeix quan el virié interacciona amb la cél-lula
hoste a través d’un receptor especific de virus, segurament format per
carbohidrats. Seguidament la particula virica s’introdueix dintre de la cél-lula
i allibera el seu RNA en el citoplasma. L'inici de la traduccid es duu a terme
mitjangant la interaccio de la proteina VPg amb la maquinaria traduccional
de la cél-lula. Primerament es produeix la poliproteina no estructural a
través de la traduccié de I'ORF1 que sera processada per a obtenir els
precursors i productes per la proteinasa viral NS6° encarregada de tallar
per diverses parts la poliproteina. L'inici de la sintesi de la cadena negativa,
antisense, comenca en I'extrem 3’ de la cadena RNA positiva i es creu que

necessita de la interaccié amb proteines cel-lulars.

La cadena negativa serveix com a motllo per a la transcripcié de dos cadenes
d’RNA positiu corresponents al genoma sencer i al RNA subgenomic del
virus. L’abundant RNA subgenomic serveix de motllo bicistronic per a la

sintesi de les proteines estructurals VP1i VP2 (84).

La replicacid del virus s’associa a membranes cel-lulars, igual que succeeix
amb altres virus RNA de polaritat positiva. L'encapsidament del RNA viral, la

maduracid, i I'alliberament encara no sén del tot coneguts.
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La replicacio primaria dels norovirus es creu que es dona al tracte intestinal
per després ser alliberats en les femtes. Els norovirus també han estat
detectats en vomits, per immuno microscopia electronica i per RT-PCR, aixi

com també en saliva mitjangant RT-PCR.

En persones voluntaries que han estat infectades, I'alliberament de
norovirus pot ocorrer abans dels primers simptomes i un cop el o la pacient
ja esta recuperat/da, allargar-se de varis dies a setmanes. Aixo complica el
seu control degut a que una persona sense simptomes pot continuar
contagiant el virus, per exemple en el cas dels manipuladors d’aliments

(101).

5.5 Caracteristiques antigéniques

La evolucié dels norovirus esta molt influenciada per la variacié antigénica.
Cada cert temps, emergeixen variants dels genotips degut, fonamentalment,
a canvis antigénics en les proteines de la capsida viral i per esdeveniments
de recombinacié gendmica. Aquestes noves variants reemplacaran a les
soques predominants associant-se a un augment en el nimero de brots de

gastroenteritis aguda.

S’ha demostrat que els norovirus del genogrup I, genotip 4 (Gll.4)
evolucionen rapidament, amb I'aparicié d’'una nova soca primaria cada 2 a
4 anys quan es supera la immunitat del ramat a la soca que circulava
previament (102). La diversitat genética virica és major en persones amb la

malaltia cronica que en l'aguda, aixd0 fa suposar que les persones
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immunocompromeses infectades cronicament sén una font de noves

soques epidemiques de Gll.4 (102).

5.6 Immunitat i patogeénesis

La immunitat sembla que té una durada limitada, de manera que la infeccid
i la malaltia es produeixen al llarg de la vida. En persones adultes, la
seroprevalenga d’anticossos contra el norovirus supera el 80%, pero alguns
adults continuen experimentant un grau elevat de susceptibilitat a la

infeccio i la malaltia (103).

A més, aquesta es dona generalment entre les soques homotipiques, amb
un cert grau de proteccid a altres virus dins dels genogrups, perd no cap a
altres genogrups, sembla ser que hi ha una manca de proteccié creuada

entre el genogrup | (Gl) i el genogrup Il (Gll) (74).

La infeccid per norovirus indueix una resposta especifica d'anticossos IgG,
IgA ilgM, fins i tot si hi ha hagut exposicid prévia. Dues setmanes després de
la infeccid per norovirus s'ha demostrat un augment en la sintesi de IgA en
el jeju.

Estudis recents mostren que la resisténcia a la infeccié per norovirus és
multifactorial. Existeix una resistencia genética en totes aquelles persones
gue tenen inactivat el gen FUT2, mentre que una part d'aquelles que tenen
el gen FUT2 funcional sén resistents a la infeccid, la qual cosa suggereix que

existeix una memoria immunologica que protegeix enfront de la infeccid

(67).
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5.7 Epidemiologia

Els norovirus causen aproximadament 684 milions de gastroenteritis aguda
al mdn, es calcula que repercuteix en un cost per a la societat de 60.000

milions de dolars (104).

Tant en paisos industrialitzats com emergents s’ha detectat que ja han estat
en contacte amb el virus abans de I'’edat adulta, aixd és un reflex de la
distribucié global i la natura endémica d’aquest virus. Immunoassajos
realitzats per a detectar anticossos de Gl i Gll han demostrat la prevalenca
d’anticossos de tots dos genogrups s’'incrementa més gradualment en I'edat

en els paisos industrialitzats que en els emergents.

En general els brots solen ocdrrer en hospitals, arees recreatives, escoles,
centres de dia, creuers, residéncies de gent gran, restaurants o
esdeveniments socials amb catering que poden afectar tant a families com

a milers de persones.

A Europa hi ha una forta estacionalitat, predominant a I’hivern, encara que
s’han descrit epidemies puntuals a la primavera il’estiu. L'any 2017 va haver-
hi 211 brots a la UE, el que suposa el 4,2% del total de brots de zoonosis,

afectant a 6550 persones, amb un 2,3% d’hospitalitzacions (105).

A Catalunya, el nombre de brots declarats en el periode 2011-2016 es manté

estable oscil-lant entre els 9 i els 25 brots a I'any (106).

Es creu que la xifra de persones afectades esta subestimada degut a que
molts cops no s’acudeix al centre medic i s'acaba passant a casa sense més

complicacions (107). El serum oral per a poder reemplacgar els electrolits
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perduts sol ser suficient per a la recuperacié del pacient tot i que en casos
greus amb elevada deshidratacid és necessari 'administracié del serum via

parenteral.

Els norovirus s’han associat a infeccions a tots els grups d’edats tot i que
molts brots afecten principalment a persones grans, a infants en edat escolar

i adults.

5.8 Clinica

La gastroenteritis causada pel virus sol ser auto limitant resolent-se al cap
de 24-48 hores. En persones amb malalties subjacents pot ser més greu i fer-
se necessaria la intervencié medica. En la majoria dels casos els simptomes
son nausees, vomits, diarrea, dolor abdominal, mal de cap, rampes, mialgies
i de vegades febre. No es presenta sang en femtes. Els vOmits sén més
freqlents en infants afectats mentre que en persones adultes és més

prevalent la diarrea (108) (109).

La maxima eliminacié de virus en la femta es produeix en els primers dies
després de la infeccid, pero pot continuar fins i tot després de tres setmanes,
especialment en infants. Es calcula que aproximadament el 50% de les

infeccions per norovirus sén asimptomatiques (70).
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6. VIES DE TRANSMISSIO

Els virus entérics sdn excretats en grans quantitats en femtes, el que fa que
sovint contaminin aiglies o aliments abans de tornar a ser ingerits per un nou

hoste.

Els pacients que pateixen gastroenteritis virals poden arribar a excretar alts
nombres de virus en les seves femtes podent arribar a assolir la xifra de 101°
copies genomiques de HuNoV per gram (gc/g) de femta També en els
episodis de vomits els virus es disseminen en I'ambient arribant a alliberar-
se 3x107 particules viriques per cada episodi de vomit (110). En el cas d’HAV
la seva excrecié en femtes pot arribar a ser superior a 10! gc/g a l'inici dels
primers simptomes, fent d’aquesta etapa la que concentra el major risc de

transmissio (36).

Un cop al medi ambient els virus entérics poden contaminar aigles i
aliments que seran consumits tornant a infectar a nous individus i
continuant aixi la seva expansio. Aiglies destinades a beguda, aliments que
siguin regats amb aquestes aiglies contaminades o animals que les filtrin per

alimentar-se sén susceptibles de causar brots alimentaris per virus enterics.

L'any 2014, el sistema europeu Rapid Alert System for Food and Feed
(RASFF) informava que el 85% de les alertes eren causades per bivalves,
mentre que les fruites eren les causants del 15% dels aliments contaminats.
El marisc com les cloisses, les ostres o els musclos sén els animals que, en
ser consumits crus, poden transmetre els virus sent els causants del 57%,
15% i I'11% dels brots respectivament (26). En quant a les fruites, les

maduixes i els gerds congelats formen el 5% de totes les alertes de brots
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alimentaris, mentre que el 3% estan relacionats amb barreges de fruites del
bosc congelades. Tot i que cada cop hi ha més control sobre la qualitat i
seguretat dels aliments que consumim, la globalitzacié de les persones i dels
aliments ha anat també en augment, fent que augmenti la demanda de
productes de temporada durant tot I'any havent-los d’exportar de paisos on
els controls sanitaris no sén tan estrictes afavorint |'aparicié de brots

alimentaris.

La contaminacid no tant sols es pot produir durant el conreu d’aquest
aliments; la incorrecta manipulacié dels aliments també constitueix un
factor de risc. Practiques higiéniques inapropiades durant el tractament dels
aliments crus o poc cuinats, superficies o fomites contaminats poden

infectar a la persona consumidora.

El report del RASFF de I'any 2019 evidenciava un 17% més de notificacions
referent a microorganismes patogens detectats en aliments que I'any 2018,

especialment en productes d’origen animal.

En el casde ’'HAV i I'HEV, la transmissid parenteral també esta contemplada,
i en el cas de I'HEV (Figura 6) també s’han detectat casos per consum de carn

de porc, senglar o cérvol al tractar-se d’'una malaltia zoonotica (111)(112).
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IRRIGATION

Current Opinion in Virology

Figura 6. Rutes potencials de transmissié de I’'HEV a través de menjar i de I'entorn.
Imatge extreta de Van Der Poel WH. Food and environmental routes of Hepatitis e

virus transmission. Curr Opin Virol. 2014;4:91-6. (112)

L'HAV té algunes caracteristiques que afavoreixen la seva propagacio. La
primera, I'elevada concentracié de virus en femtes (més de 10! copies
genomiques/gr de femta) després de dues setmanes dels primers
simptomes i fins a quatre setmanes més com a minim. (36) A més, I'excrecié
viral s’inicia abans dels primers simptomes el que dificulta la contencié de la
seva propagacid. Finalment, la seva elevada persisténcia en el medi fa que
pugui ser detectat durant un periode llarg de temps en fomites com paper

del vater, rajoles o guants de latex (113).

A més I'hepatitis A també per via sexual pot ser transmesa en casos de

practica oro-anal (114) (115)(116).
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Des del 2016, un augment alarmant dels casos d’hepatitis A en homes s’ha
observat en persones homosexuals a Europa.(117) A Italia, el nombre
d’aquests casos per als homes de 25 a 54 anys és superior a la d'altres paisos
europeus segons el SEIEVA, Integrated Epidemiological System for Acute
Viral Hepatitis.(117) Durant el periode de juliol de 2016 a juliol de 2017 al
nord d’ltalia (Brescia), es van registrar 42 casos, dels quals 25 (60%) es van
associar amb comportament sexual en lloc de transmissié del patogen a
través del menjar. (118) Aquesta nova tendéncia també es confirma amb les
dades publicades pel Centre Europeu de Prevencid i control de malalties
(ECDC), que indica que el factor de risc relacionat amb la conducta sexual
augmenta respecte als classics factors de risc, com el consum de mol-luscs

crus o els viatges a zones endéemiques (118).

Les infeccions per via parenteral no sén tan freqlients gracies als actuals

sistemes de control aplicats als productes hemoderivats (119) (120).

L’any 2018 es va produir un brot d’"HAV, del subgenotip 1B, que va afectar a
Suécia, Alemanya i Austria i que es va propagar a través de maduixes

congelades provinents de Polonia (121).

Els norovirus sén estables al medi ambient i poden contaminar superficies
gue siguin utilitzades per a la manipulacié d’aliments suposant un risc afegit.
Els espais tancats fa que es compliqui I'eliminacié d’un brot, fet que fa
vulnerables les persones que es troben en creuers i residéncies, aixi com

hotels, escoles i escoles bressol.
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A més la infeccid per norovirus es pot repetir molts cops al llarg de la vida
degut a la diversitat antigénica, la immunitat generada és de curta durada.
S’ha detectat que, en climes temperats, hi ha més prevalenca de brots per

HuNoV durant els mesos freds (122).

L'any 2018 el RASFF informava que s’havien produit 47 notificacions
referents a norovirus, 34 dels quals eren detectats en ostres de Franca i 6
notificacions en fruits del bosc. (121) Al report de I'any 2019 al RASFF es
notificaren tant sols 17 avisos, més de la meitat corresponien a virus
detectats en ostres vives i dos casos provenien de groselles vermelles

congelades.

Els norovirus son extremadament contagiosos, i els humans sén [|'Unic
reservori conegut del virus. La dosi infectiva pot variar segons la soca, tot i
gue hi ha un debat obert sobre com calcular la ID50 (o la dosi infectiva que
fa que el 50% dels individus exposats al virus es contagiin), amb un rang

estimat de entre 18.2 (123) a 1300-2800 (124) equivalents genomics.

7. PREVENCIO | CONTROL

Més enlla de la vacuna per a HAV i per a Poliovirus, no existeixen metodes
especifics per a la prevencié de la infeccid per virus enterics. La majoria de
les actuacions en casos de brots sén de contingencia per evitar que
s’estengui contagiant a més persones mitjangant una descontaminacié de

I'area i incidint en la neteja de les mans de les persones afectades pel brot.

La vacunacio, quan es disposa de la mateixa, també és una eina clau que

ajuda a la prevencio de la malaltia.
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Als paisos industrialitzats la vacuna per a I'hepatitis A forma part del pla de
vacunacid. A Catalunya, a finals de I’'any 1998, es va engegar un programa
pilot de vacunacié sistematica antihepatitis A en els preadolescents de 12
anys. La taxa d’incidéncia va disminuir de 3,28 el 2005 a 1,50 el 2015, pero
la reduccié va ser només significativa en dones. El major nombre de casos va
tenir lloc en homes adults, especialment aquells amb edat de més de 20
anys, degut a la transmissié entre homes que tenen sexe amb homes (Men

who have sex with men, MSM) (125).

Existeixen dues vacunes d’un sol antigen, Vaqta (126) i Havrix (127), i una
vacuna combinada contra I'HAV/HBV, Twinrix (GlaxoSmithKline, Rixensart,
Bélgica). Un cop adaptat el virus de 'HAV al creixement de cultiu cel-lular,
s’atenua. Després, el virus purificat es inactivat amb formalina i s’absorbeix
en hidroxid aluminic. Havrix i Twinrix tenen com a conservant 2-fe-
noxietanol, i Vagta no disposa de conservant. Totes les preparacions de la

vacuna contra la hepatitis A s’administren per via intramuscular (128).

Actualment la vacuna contra I'hepatitis A, Havrix 720, és una vacuna
inactivada obtinguda a partir de soques del virus cultivades en cel-lules
diploides humanes inactivades amb formalina i adsorbides en I'adjuvant
hidroxid d’alumini. S’administra als 15 mesos amb un recordatori als 6 anys

(129).

Sén resistents als detergents i als productes amb base d’alcohol i és més
recomanable utilitzar hipoclorit a 5000 ppm, productes amb base de peroxid
d’hidrogen o amb base fenolica. En quant a la contaminacié alimentaria cal

tenir molta cura en les aiglies on creix el marisc fent-se imprescindible el
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control de vessaments aixi com la purificacié de I'aigua de beguda i de les

piscines.

Com que els norovirus sén un grup altament divers de virus RNA de cadena
senzilla, el desenvolupament de vacunes és una ardua tasca i caldra anar
adaptant les vacunes segons la rapida evolucié de les soques majoritaries

(130).

Actualment no hi ha cap vacuna per a norovirus perd hi ha diverses

candidates desenvolupant-se (104).

8. CONTROL DE LA CONTAMINACIO VIRICA

La seguretat alimentaria és la manera practica d’aplicar la dita de “la millor
cura és la prevencio”. Segons dades de la Unid Europea, I'any 2018, els virus
enteérics van ser la causa de 389 brots alimentaris que van afectar a 10.000
persones. De tots els brots associats a peix, crustacis i mol-luscs, el norovirus

va representar el 20% de tots els brots (117).

Per a detectar virus en aigua i aliments cal filar molt prim. Sovint se’n troben
en concentracions massa baixes com per a ser detectats per metodes que
no siguin els moleculars. La reaccié en cadena de la polimerasa quantitativa
aplicada després de retrotranscripcié (RTgPCR) ha estat el metode escollit
per a analitzar aliments degut a que permet detectar baixes quantitats de
particules viriques. Una altra dificultat afegida és que aquest baix nimero de
particules pot no estar repartit de manera uniforme en els aliments i a més
la matriu alimentaria que els conté també pot tenir inhibidors dels assajos

moleculars.
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La identificacid del genotip i del subtip del virus que ha causat la
contaminacié alimentaria és important per tal de poder tragar la font inicial
de la transmissié. També és rellevant per tal de poder discernir d’entre totes
les soques que estan circulant en el medi ambient quines sén causants de
brots alimentaris i en aigua, i en quina gravetat ho fan. Actualment les
tecniques de seqlienciacié massiva (Next-Generation Sequencing, NGS) ens
permeten llegir milers de seqliencies d’acids nucleics de diferents regions
genomiques i establir un mapa amb les variants, fins i tot les minoritaries,
gue es troben circulant en un moment determinat. D’aqui se’n pot extreure
molta informaci®é com variabilitat genética, recombinacions,
caracteristiques relacionades amb viruléencia i de vegades també tragar
geograficament I’evolucié del virus. No obstant cal encara aplicar-hi millores

per poder-ho utilitzar de manera eficient en matrius alimentaries.

8.1 Inactivacio virica

Una de les caracteristiques dels NoV és la seva resisténcia a diferents agents fisico-
guimics. Estudis realitzats amb suspensions de femtes del virus Norwalk, han
demostrat que el virus manté la seva capacitat d’infeccid sobre voluntaris després
de sotmetre aquestes a: pH 2.7 durant 3 hores a temperatura ambient, tractament
amb eter al 20% a 42C durant 18 hores o incubant a 602C durant 30 minuts (131).
A més, és resistent a la inactivacié després de tractaments amb concentracions
d’entre 3.75i 6.25 mg/l de clor (clor lliure residual 0.5 a 1.0 mg/I), unes quantitats
suficients per a inactivar altres virus enterics i habituals en una aigua potable de

consum (132) (133). No obstant, s’inactiva amb 10 mg/| de clor lliure que seria la
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concentracié usada quan es detecta una contaminacié en el sistema de distribucio

d’aigua (132) (134).

El HAV és més resistent a la calor que altres Picornavirus, podent conservar la seva
infectivitat després de tractaments a 602C. En tractar-se d'un virus que en el medi
ambient existeix com a particula nua sense lipids en la seva estructura, presenta
una elevada resisténcia als solvents. Aixi, és relativament estable al tractament
amb eéter, cloroform, acid (és resistent a extrems de pH, mantenint-se estable a pH
3 i requerint-se un pH superior a 10 per a inactivar-lo). La inactivacio total de la
particula viral es dona gairebé immediatament a temperatures superiors als 90 °C.
L'activitat viral s'inhibeix per ebullicié durant 5 minuts, amb formalina a altes
concentracions i per radiacié UV. D'altra banda, a 4°C roman estable durant
setmanes a mesos, mentre que conservat entre -202C i -702C manté la seva

infectivitat al llarg dels anys (135) (136) (137).

Per garantir la seguretat alimentaria s’utilitzen tractaments desinfectants en

matrius alimentaries i aigua.

Per a realitzar processos de desinfeccié podem utilitzar:

- Agents fisics, com per exemple la calor, la sedimentacid, la
coagulacio-floculacié-sedimentacid, la filtracio, la llum o els rajos

ultraviolats.

- Agents quimics, com els haldogens (clor, brom i iode), I'0z6, el

permanganat de potassi o I'aigua oxigenada.

Tant la inactivacid per clor com per altes temperatures sén metodes

utilitzats actualment per la inactivacio dels virus enterics.
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8.1.1 Inactivacio per clor

La polvoritzacio, el rentat o la immersio de fruites i verdures a |'aigua és una
practica habitual durant el processament post collita. L’aigua s’ha identificat
com un punt critic en la cadena del camp a la taula (138), degut a que pot
contaminar-se facilment amb femtes, i una petita quantitat de contaminacio
pot ser ampliament distribuida a través de I'aigua. S’utilitzen desinfectants
aquosos per a inactivar microorganismes que es transmeten a través de
I'aigua, aixi com per desinfectar superficies on s’han de manipular aliments

(139).

La cloracié és el métode de desinfeccié predominat en els tractaments
d’aigua i aigua residual. Com avantatges podem destacar el gran poder
oxidatiu, la seva facil dosificacid, el cost assequible, la capacitat d’inactivar
un ampli ventall de microorganismes patogens i un efecte residual que
protegeix |'aigua d’una posterior contaminacié en la xarxa de distribucid. Per
contra, és molt corrosiu, pot donar un sabor desagradable a l'aigua i
requereix de certes mesures de seguretat en la seva manipulacid i

emmagatzematge.

El grau de destruccié de microorganismes per la cloracid depén de la
temperatura de I'aigua, del pH, del temps de contacte, de la terbolesa, de la
presencia de substancies que hi interfereixin i de la concentracié de clor

disponible.

El clor al entrar en contacte amb I'aigua reacciona formant acid hipoclords

(HOCI) i acid clorhidric (HCI):

Cly + Hy0 = HOCI + H* + CI
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Per la seva banda, el HOCI es dissocia en ions hidrogen (H*) i ions hipoclorit

(ocr):

HOCl < OClI+H"

Si el pH és superior a 4, les especies predominants sén el HOCI i OCI~. L'HOCI
és un acid feble i per tant la seva presencia esta fortament relacionada amb

el pH de la solucid.

L'aigua natural té un pH de 7 que afavoreix que es presentin les dos formes,
tant HOCI com OCI". Tots dos compostos tenen accié desinfectant i oxidant
pero I’HOCI és més eficient que I’OCl™ enla destruccié de microorganismes.
El HOCI i I'OCl formen el clor actiu lliure. Tot i que el poder desinfectant del
HOCI és molt més fort, i és considerat el desinfectant per excel-léncia, ja que
té la capacitat de penetrar en les membranes cel-lulars de les bacteries aixi

com en les capsides proteiques dels virus i el seu acid nucleic (140).

L’hipoclorit de sodi es produeix clorant el hidroxid de sodi (sosa caustica) i

conté entre un 1 a un 10% de clor actiu.
2NaOH + Cl, 5 NaOCl + CINa+ H,0

Les solucions amb hipoclorit, com per exemple amb hipoclorit de sodi o

Na(OCl),, estableixen el mateix equilibri de ionitzacié en I'aigua.

En valors baixos de pH predominen els ions hipoclorit com mostra la seglient

reaccio:
Na(OCl); + HO <= Na"™+20ClI

| en valors alts pren importancia I'acid hipoclords:
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oCl + H* <= HoCI

Per tant, es pot veure una variabilitat en la desinfeccié depenent del pH de
I’aigua. Quan el pH és menor de 4, el clor esta en forma de clor molecular. A
pH 5 i 6, el clor existent esta en forma d’acid hipoclords. Per sobre de 6, hi
ha ions hipoclorit, que acaben predominant quan el pH esta per sobre de
7,5. Per tant, la desinfeccié per cloracié de I'aigua és optima quan el pH

ronda el 5-6 (Figura 7).
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Figura 7. Influencia del pH en la dissociacié de I'acid hipoclords a I'ié hipoclorit. La
proporcié d’'HOCI a un determinat pH esta lligada a I'eficacia relativa de qualsevol
compost de clor utilitzat per a la desinfestacié. Imatge extreta Niedz RP, et al.
Control of In vitro contamination of explants from greenhouse- and field-grown

trees. Vitr Cell Dev Biol - Plant [Internet]. 2002 Sep;38(5):468-71. (141)

Quan afegim clor a I'aigua aquest reacciona amb components que hi poden
ser presents com substancies organiques proteiques, aminoacids aixi com
amb substancies quimiques com Fe, Mn, NO3, H,S,... amb cada un d’aquests

components el Clor genera diferents compostos que no tenen massa interés
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a nivell desinfectant. A aquest Clor que no podrem aprofitar en la desinfeccid

'anomenem “demanda de clor”.

Un cop hem cobert aquesta demanda de clor, el clor lliure restant actuara
sobre la capsida i sobre el genoma viric. En I'HAV s’ha demostrat que la regié
més sensible al clor és el fragment comprés entre el nucleotid 1 i el 671,
suggerint que la inactivacié de HAV per clor es deguda a la pérdua del

fragment de 5’NTR (142) .

8.1.2 Inactivacio térmica

El tractament amb calor s’utilitza de manera freqlient per a inactivar els virus
en aliments. Un tractament molt comu per garantir la seguretat en la llet és
la pasteuritzacié a 722 durant 15 segons (143) i en el cas dels mol-luscs és
una coccié completa.(144) Diferents estudis en mol-luscos bivalves indiquen
gue sOn necessaris graus de coccid en que es garanteixi una temperatura
interna de 90 °C durant un minut i mig per a inactivar completament els virus

enterics (145).

Els productors de marisc han d’aplicar els tractaments termics que
garanteixin |’eliminacié dels microorganismes patogens per complir la
normativa vigent de la Unié Europea (UE) per a mostres de zones de
produccié de classe B i C que no compleixin els criteris bacteriologics. Segons
I'esquema oficial de classificacié de la UE, les zones de produccié de
mol-luscs es classifiqguen com a classe B quan el 290% de les mostres

contenen menys de 4.600 E. coli del nombre més probable (MPN) per 100 g
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de carn i fluid intravalvar i el 10% restant esta per sota de 46.000; i com a

classe C quan totes les mostres tenen <46.000 E. coli MPN / 100 g (144).

8.2 La importancia d’estandarditzar els processos de deteccié: ISO

La identificacié d’HAV i norovirus (Gl i Gll) en aliments compta amb dues ISO
(International Organization for Standardization) que regulen la seva deteccio
guantitativa i qualitativa en mol-luscs bivalves, algunes fruites, vegetals,

aigua d’ampolla i superficies on es manipulen aliments.

Aixi doncs 1a 1ISO 15216-1:2017 i la ISO 15216-2:2019 han estat un gran pas
perqué han establert la base per a establir uns estandards comuns que
sentin les bases per a la regulacié de la seguretat alimentaria relacionada
amb virus. Durant el procés de validacié d’aquestes ISO es van haver
d’establir uns minims requeriments de control de qualitat. Al llarg d’aquesta
etapa, es van contaminar aliments de manera artificial per tal de saber-ne la
guantitat real de copies viriques i poder-la comparar posteriorment amb les
copies viriques recuperades. Per tenir un control de I'eficacia en el metode
d’extraccid es va afegir també un virus com a control de procés, el virus
Mengo. Una eficiencia d’extraccid superior al 1% és considerada

satisfactoria.

8.3 La gran avantatja de les RTqPCR multiplex
La RTgPCR és una técnica que combina la transcripcid inversa del RNA a DNA
(en aquest context anomenat DNA complementari o DNAc) i I'amplificacid

de dianes especifiques de DNA mitjancant la reacci6 en cadena de la
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polimerasa (PCR). Per cada virus es pot realitzar una RTQPCR monoplex
afegint la mostra i els diferents reactius a una placa amb pouets que sera
introduida dintre de la maquina per a que realitzi els diferents cicles amb
temps i temperatures diverses. Segons el métode estandaritzat, cada placa
hauria de contenir la mostra per duplicat, aixi com una dilucié per a detectar

possibles inhibidors arrossegats per la mostra, si hi hagués.

La gran avantatja que suposen les RTqPCR multiplex és que poden fer la
deteccid i quantificacié de més d’una diana virica de forma simultania. En
I’assaig que mostrem com a article | quantifiquem fins a 4 virus: HAV, NoV
Gl, NoV Gll i el virus control mengovirus. Aquest tipus d’assaig estalvien
temps a I'hora d’obtenir els resultats, aixi com recursos econdomics al no

haver de gastar tantes plaques per a fer I'assaig.

8.4 El repte de la viabilitat

Un dels reptes més grans amb els que ens trobem quan volem quantificar
virus en aliments i aigua és saber del cert que aquell virus son infectius i
poden representar un perill per la poblacié o pel contrari estan inactivats i
son totalment innocus. Les proporcions de virus inactivats en mostres
d’aliments i aigua pot variar depenent de quan de temps aquests virus han

estat en el medi o en els aliments.

Tot i que el cultiu cel-lular comporta una despesa major de temps, no té
tanta sensibilitat ni especificitat que els metodes moleculars, és, a dia d’avui,
el millor procés amb el qual examinar la infectivitat de virus aillats. Hi ha

alguns virus entérics que sén senzills de replicar com els enterovirus, en
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canvi la gran majoria no tenen tanta facilitat (virus de 'HAV o HuNov) o
directament no existeixen linies cel-lulars disponibles per a la seva

propagacio (146).

Un altra conseqiiencia de la dificultat de poder correlacionar preséncia i
infectivitat es troba en la incertesa de I'eficiencia dels processos de
desinfeccié. Durant l'assaig de processos de desinfeccid es compara la
matriu alimentaria o I'aigua contaminada abans i després de |'aplicacié del
metode infectiu. Els resultats de les proves moleculars poden donar falsos
positius indicant que el funcionament d’aquets meétode no ha estat optim
guan la realitat pot ser que estiguem detectant el fragment del genoma que
no ha estat malmes malgrat el virus ja no és viable gracies al procés de

desinfeccio.

Aquest repte seria més senzill de resoldre si comptéssim al laboratori amb
cultiu cel-lular per als virus més comuns en brots alimentaris. Pero aixo no
és aixi, de fet, només alguns dels virus amb els que treballem al laboratori

compten amb un cultiu cel-lular adient.

Existeixen soques de 'HAV adaptades a la propagacié in vitro i aixd permet
comparar els resultats del metode molecular amb els obtinguts després
d’infectar cultius cel-lulars. En canvi, fins fa poc temps, I’estudi dels norovirus
es veia dificultat per la manca d’'un model animal de mida petita i un cultiu
cel-lular que oferis possibilitats de propagacio del virus. L’estudi mitjancant
virus-like particles (VPL) que son morfologicament i antigénicament

idéntiques al virus salvatge va ser un gran avenc.
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Els norovirus infecten les cel-lules adherint-se a les molécules dels antigens
del grup sanguini (Histoblood Group Antigen, HBGA). L'any 2016 Khalil
Ettayebi va obtenir un cultiu cel-lular adient per a norovirus a I'aconseguir
replicar Gll.4, el genotip causant de la majoria de brots i epidémies, en una
monocapa de cél-lules HIEs. Per a altres genotips com GlI.3, GII.17 i Gl.1, va

ser necessaria la addicid de bilis per obtenir replicacié (81).

Posteriorment Veronica Constantini va analitzar al laboratori els efectes del
clor i I'alcohol en la infectivitat dels norovirus humans, utilitzant el cultiu
cel-lular en HIEs. D’aquesta manera es corroborava I'éxit en la
implementacié del cultiu HIEs en la replicacié de diversos genotips de
norovirus humans aixi com mostrava l'aplicabilitat dels HIEs per avaluar

I'eficacia d’aquests dos productes en la desinfeccié de norovirus (82).

Malgrat aquests petits éxits, la majoria de virus no compten amb aquest
metode per a poder discernir entre particules viables i no viables fent que
els resultats obtinguts no siguin del tot acurats, un pal a la roda quan cal
prendre una decisié correcta a I’hora d’implementar mesures de control
alimentari que suposen una despesa econdmica. Una interpretacid erronia
dels resultats pot portar a decisions incorrectes que poden comportar grans
perdues economiques a la industria alimentaria i a I’'hora repercutir
negativament en la reputacié dels diferents actors que participen en el

control de la salut publica.

Per aix0 és tant important continuar investigant en cultius cel-lulars adients
per als principals virus que representen una amenaca a la salut publica o en
el seu defecte a microorganismes model que puguin acurar més les xifres
obtingudes en les deteccions moleculars.
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Un altre metode per a fer aquesta aproximacié entre copies genomiques
obtingudes per métodes moleculars i viabilitat és I’Us d’agents intercalants
d’acids nucleics, com per exemple el monoazida de propidi (PMA) o I'etidi

de monoazida (EMA) com a pretractament previ a la RTqPCR (147) (148).

Aquests colorants funcionen a través d’'un grup azida fotoinduible, que
s’enllaca covalentment amb I'acid nucleic i condueix a la inhibicid de
I’'amplificacié de la PCR (149). Els virus intactes no permetran I'entrada de
I'EMA o el PMA, mentre que les capsides de virus danyades permetran que
el colorant interaccioni amb els acids nucleics virics mitjancant la intrusié a
través de les capsides. La preséncia d'un grup azida permet I'enllag del
colorant amb I’acid nucleic sota I’exposicid a una intensa llum. La fotolisi de
I'EMA i del PMA converteix el grup azida en un radical de nitren altament
reactiu, que pot reaccionar amb qualsevol molécula organica a la seva
proximitat, com per exemple al acid nucleic al que s’ha unit covalentment,

impedint que pugui ser amplificat mitjancant PCR (150). (Figura 8).

D’aquesta manera els agents permeten discernir entre els virus que tenen
I'estructura de la capsida integra i els que la tenen malmesa, inferint aixi,

gue aquells que tinguin la capsida danyada no seran viables (151).
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Figura 8. Mecanisme d’accié del PMA i 'EMA previ a I'amplificacié per PCR. Imatge
extreta de Hamza IA, et al. Critical issues in application of molecular methods to

environmental virology. J Virol Methods. 2019;266 (October 2018):11-24. (152)

D’aquesta manera es fa una millor aproximacié de copies viriques
detectades per métodes moleculars i viabilitat. Tot i que el PMA és 'agent
intercalant més selectiu, no es capac¢ de penetrar en particules viriques no
viables que tinguin la seva capsida intacta (153). A més, factors com el grau
d’estructura secundaria present en la regié diana de la RTqPCR, el nivell
d’interaccid i proteccio per les proteines de la capsida, I’estabilitat mecanica
o plastica de la capsida viral o el grau d’agregacid dels virus en la mostra

poden causar un biaix en I'aplicacié del metode amb PMA.

Una altra aproximacido per a quantificar la infectivitat viral és I'Us de
nucleases i proteinases que degraden el material genomic lliure per tal

d’evitar falsos positius en els resultats de la RTqPCR (154).
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Tot i les millores que aporta I'Gs d'aquests components, aquests segueixen
presentat limitacions a I’hora d’evitar amplificar regions gendmiques en
virus inactivats quan es compara amb I'assaig en cultiu cel-lular (155). Per
tant, tot i que soén un gran aveng, cal continuar investigant per tal de poder
trobar un metode que s’apropi més a la realitat i ens ajudi a assegurar si una

mostra alimentaria o d’aigua representa un risc per a la salut publica.
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Objectius

Aquesta Tesi Doctoral té I'objectiu de facilitar la deteccié de virus enterics en
mostres d’aliments i aigua, aixi com millorar la inferéncia de la seva viabilitat

després de processos d’inactivacié amb clor o calor.

Els objectius especifics proposats s’agrupen en dos blocs:

1. Disseny d’una RT-gPCR multiplex optimitzada per a la deteccié d’'HAV,

Norovirus Gl i Gll per a mostres de mol-luscs i aigua.

2. Refinament dels metodes per a millorar la deteccié de la infectivitat
d’HAV en mostres ambientals mitjancant la utilitzacié d’agents

intercalants combinats amb RTqPCR.
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Informe dels articles

1.Informe dels articles publicats i dels seus factors d’impacte

Els articles que formen part de la memoria de la Tesi Doctoral presentada per
Noemi Fuster Rabat han estat publicats en revistes internacionals en el camp

de la Virologia indexades en el Journal Citation Reports.

Article I:

Fuentes C, Guix S, Pérez-Rodriguez FJ, Fuster N, Carol M, Pinté RM, Bosch A.
“Standardized multiplex one-step qRT-PCR for hepatitis A virus, norovirus Gl
and GIl quantification in bivalve mollusks and water” Food Microbiol.
2014;40:55-63. doi: 10.1016/j.fm.2013.12.003. S’ha publicat a la revista Food

Microbiology a I’any 2014.

La revista Food Microbiology es troba en el quartil Q1 de I'area de FOOD
SCIENCE & TECHNOLOGY(9/133), amb un factor d’impacte de 4.090 a I'any
2017.

Article II:

Fuster N, Pinté RM, Fuentes C, Beguiristain N, Bosch A, Guix S. “Propidium
monoazide RTqPCR assays for the assessment of hepatitis A inactivation and
for a better estimation of the health risk of contaminated waters” Water
Res. 2016;101:226-232. doi: 10.1016/j.watres.2016.05.086. S’ha publicat a la

revista Water Research a I'any 2016.
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Informe dels articles

La revista Water Research es troba en el quartil Q1 de I'area de WATER

RESOURCES (1/88), amb un factor d’impacte de 6.942 a I’any 2017.

Director i tutor Directora

AL %%%a% |

Dr. Albert Bosch Navarro Dra Susana Guix Arnau

Barcelona, 17 de setembre del 2021
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Informe dels articles

2.Informe de coautoria dels articles publicats

Article I:

Fuentes C, Guix S, Pérez-Rodriguez FJ, Fuster N, Carol M, Pinté RM, Bosch A.
“Standardized multiplex one-step qRT-PCR for hepatitis A virus, norovirus Gl
and GIl quantification in bivalve mollusks and water” Food Microbiol.

2014,;40:55-63. doi: 10.1016/j.fm.2013.12.003.

L'article I, s’"ha dut a terme en el marc del projectes “Protecting the health of
Europeans by improving methods for the detection of pathogens in drinking
water and water used in food preparation” (AQUAVALENS), finangat per la
Unié Europea (Food-FP7-311846), “From genomics to biotechnology:
selection of fast HAV populations based on the codon usage in the replicative
cycle and on its physical and antigenic stability” (BI02011-23461), financat pel
Ministerio de Economia y Competitividad, i “Estudio epidemiolégico de los
brotes de gastroenteritis aguda por norovirus y sapovirus en Cataluiia, 2010
—2012” (PS09/02516), finangat per I'Instituto de Salud Carlos Ill.

La doctorand ha dut a terme gran part experimental del treball i la gestié de
les bases de dades, aixi com I'analisi i interpretacio dels resultats. Cap dels
coautors dels articles ha utilitzat les dades per a I'elaboracié de la seva tesi

doctoral.
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Article II:

Fuster N, Pinté RM, Fuentes C, Beguiristain N, Bosch A, Guix S. “Propidium
monoazide RTqPCR assays for the assessment of hepatitis A inactivation and
for a better estimation of the health risk of contaminated waters” Water

Res. 2016;101:226-232. doi: 10.1016/j.watres.2016.05.086.

L'article Il s’"ha dut a terme en el marc dels projecte “Protecting the health of
Europeans by improving methods for the detection of pathogens in drinking
water and water used in food preparation” (AQUAVALENS), financat per la
Unié Europea (Food-FP7-311846) i “Key factors of hepatitis A virus traffic to
improve capsid yields and to design antivirals, and development of deep-
sequencing protocols for a rapid response to outbreaks” (BlI02014-53285),
finangat pel Ministerio de Economia y Competitividad.

La doctorand ha dut a terme la part experimental del treball i la gestié de les
dades. Ha participat en I'analisi, interpretacio dels resultats i en la redaccio de
manuscrit. Cap dels coautors dels articles ha utilitzat les dades per a

I’elaboracié de la seva tesi doctoral.

Director i tutor Directora
At =, et X
Dr Albert Bosch i Navarro Dra Susana Guix Arnau

Barcelona, 17 de setembre del 2021
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Article I: Standardized multiplex one-step gRT-PCR for hepatitis A virus,

norovirus Gl and Gll quantification in bivalve mollusks and water

Autors: Cristina Fuentes, Susana Guix, Francisco Javier Pérez-Rodriguez, Noemi

Fuster, Monica Carol, Rosa Maria Pintd, Albert Bosch.

Els virus entérics es transmeten per consum d’aigua i aliments contaminats a
través de la ruta fecal-oral. Els virus més ben caracteritzats en brots alimentaris
son el virus de I’hepatitis A i els norovirus. Aquests virus sén excretats en grans
quantitats al medi ambient, en el cas dels norovirus s’han detectat més de 10!
copies genomiques per gram de femta (68) mentre que persones infectades amb
el virus de I’hepatitis A poden excretar de 10° a 10! copies gendmiques (61)(156).
El tractament d’aiglies residuals no pot assegurar I’eliminacié de tots els virus, i el
risc esdevé quan aquestes aiglies contaminades es converteixen en aiglies de
beure, aiglies de regadiu que entren en contacte amb hortalisses o amb aiglies on
es cultiva marisc per al consum huma. Amb la globalitzacid els virus traspassen
facilment fronteres i un producte cultivat a un pais on els controls sanitaris siguin

insuficients pot causar un brot a I'altra punta del mon.

L'any 2004 el Comité Europeu de Normalitzacié (CEN) va encarregar a un grup
d'assessorament técnic (CEN / TC275 / WG6 / TAG4) el desenvolupament de
meétodes estandard (quantitatiu i qualitatiu) per a la deteccié de NoV i HAV en
aliments seleccionats amb I'objectiu d’obtenir un procediment ISO (ISO 15216-

1:2017 i la ISO 15216-2:2019).

Un Unic assaig on es poguessin detectar i quantificar alhora els virus més
determinants de brots alimentaris seria un gran avenc que faria estalviar recursos

economics i temps als grups d’investigacio d’arreu del mén.
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En aquest assaig es va desenvolupar un meétode de deteccié a través de RTqPCR
multiplex per al HAV, norovirus Gl i GllI, utilitzant mengovirus com a control
d’extraccid, en aigua i aliments, i d’extraccié d’acids nucleics. L'eficiencia de la
multiplex va ser comparada amb la de monoplex especifiques per a cada un dels

virus assajats seguint la metodologia ISO.

La soca d’hepatitis A utilitzada va ser la pHM175 43c, adaptada a cultiu cel-lular i
citopatogenica, i els norovirus aillats de femtes de pacients amb gastroenteritis
van ser el Gl.6 i el Gll.4. Les mostres d’aliments i aigua escollides van ser mostres
de cloisses i aigua que havien estat associades a brots de gastroenteritis, aixi com

mostres d’aigua potable que van ser utilitzades com a control.

Durant el procés d’extraccié del virus de la matriu alimentaria, aixi com de
I’extraccié del seu acid nucleic, es pot donar la situacid de perdre particules
viriques o genomes que ens farien infravalorar la quantitat inicial de virus en la
mostra. Per corregir aguest error s’utilitzen virus control de procés, com la soca
no virulenta de virus mengo MC,, que va ser utilitzada com control tant de
I’extraccié del virus com de I’acid nucleic. Amb I'adicié d’una quantitat coneguda
d’aquest virus i en funcio del percentatge de recuperacié del mateix podem afegir
factors correctors de les eficiencies obtingudes a les dades obtingudes de la resta

de virus.

El punt de partida per a desenvolupar la multiplex van ser els parametres validats
pel comité CEN/TC 275/WG6/TAG4 de la Unid Europea en les monoplex per a la

deteccié del HAV i dels dos genotips de norovirus.
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Un pas important en la deteccid6 d’aquests 4 virus va ser escollir 4 sondes
fluorescents diferents amb un solapament d’adsorcié i emissid baix per tal de no

confondre les senyals detectades per I'equip de RTgPCR.

Un altre dels reptes que se’ns plantejaven era que hi pogués haver competéencia
entre les quatre reaccions quan es donaven simultaniament dintre de la mateixa
RTgPCR. Per a resoldre-ho es van assajar diferents concentracions de cada virus
en la multiplex, fins a un total de 6 condicions diferents, els resultats van ser
comparats amb aquelles multiplex que tenien les mateixes condicions per un Unic

virus present.

Inicialment es van reproduir les condicions de les diferents monoplex pero en el
format multiplex, el resultat va ser una RTqPCR lleugerament menys sensible pero
capac de detectar els 3 virus diana: HAV, norovirus Gl i Gll. Aquesta manca de
sensibilitat feia necessari optimitzar les condicions inicials modificant les
concentracions de sondes i primers. Finalment es va desenvolupar un assaig
guadruplex on no hi havia evidéncia de competéencia entre els diferents objectius
individuals, excepte quan els nivells d’RNA estaven a prop dels nivell de deteccid,
suggerint una deteccid quantitativa fiable del HAV, NoV Gl i NoV Gll en mostres

d’aigua i aliments.

Si bé és cert que l'assaig multiplex va demostrar un cert desavantatge en
comparacido amb I'assaig monoplex en quant a la seva sensibilitat, en termes de
cost i consum de reactius, va representar un estalvi del 30% en comparacié amb
el monoplex. L'avantatge de reduir els costos dels reactius i del temps utilitzat fa
qgue l'assaig multiplex tingui un gran valor com a eina de cribratge virologic en

mostres d'aliments i aigua.
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A quadruplex Real-Time RT-PCR assay for the simultaneous quantitative detection of hepatitis A virus
(HAV), norovirus (NoV) GI and GII, and mengovirus (used as process control for determination of the
virus/nucleic acid extraction efficiency) has been developed. This multiplex assay has been comparatively
evaluated with the individual monoplex assays and showed to be slightly less sensitive, with average ACq
values of 0.90, 0.28 and 0.44 for HAV, NoV GI and NoV GlI, respectively, in standard curves of viral RNA, or
0.32, 0.37 and 0.51 for the same viruses respectively, in naturally-contaminated samples. These ACq
values were mostly negligible since it represented, in the worst case scenario, a loss of 0.43 log in
genome copy numbers.

The quadruplex assay shows similar theoretical detection limits than the monoplex assay for NoV GlII,
and 10 times higher for HAV and NoV GI. However, when naturally-contaminated food and water
samples were tested, these theoretical detection thresholds were often exceeded and very low genome

copy numbers (below the limit of detection) could be quantified.
The quadruplex assay fulfills the requirements of the method developed by the European Committee
on Standardization (CEN) for virus detection in selected foodstuffs with significant advantages in labor

and reagent costs.

© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

A wide variety of human enteric viruses may be found as food
and water contaminants. However, with few exceptions most well
characterized foodborne viral outbreaks are restricted to human
norovirus (NoV), and hepatitis A virus (HAV), that thus become the
main targets of virus detection in food. Human NoV are shed in
extremely high numbers in the feces of infected individuals (up to
10 genome copies per gram of stool) (Atmar et al., 2008) while
patients suffering from hepatitis A may excrete from 10° to 10"
(Costafreda et al., 2006; Pinto et al., 2012). Wastewater treatments
do not ensure complete virus removal (Blatchley et al., 2007; Bosch,
2007; El-Senousy et al., 2007), hence viruses become environ-
mental contaminants in numbers high enough to represent a public
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Ave. Diagonal 643, 08028 Barcelona, Spain. Tel.: +34 934034620/934034621;
fax: +34 934034629.
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0740-0020/$ — see front matter © 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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health threat although in numbers low enough to pose serious
difficulties for their detection. Human NoV and HAV infections are
mostly transmitted person-to-person but foodborne transmission
is increasingly reported. Exposure to contaminated drinking water,
to crops irrigated with contaminated waters or to shellfish grown in
contaminated waters, eventually results in waterborne and food-
borne outbreaks (Kukkula et al., 1999; Costafreda et al., 2006; Le
Guyader et al., 2006; Le Guyader et al., 2010; Pint6 et al., 2009; Li
et al.,, 2012).

As a consequence of the globalization of food trade, many out-
breaks are caused by products imported from third countries
(Falkenhorst et al., 2005; Pint6 et al., 2009; Sarvikivi et al., 2012).
This has been evidenced to be particularly critical in recent out-
breaks of hepatitis A (Gillesberg Lassen et al., 2013); (http://www.
cdc.gov/hepatitis/Outbreaks/2013/A1b-03-31/). Hepatitis A is
highly endemic in developing regions while it is much less frequent
in developed regions. This pattern has important implications on
the average age of exposure and on the severity of clinical disease
which increases with age (Pinto et al., 2012). In young children the
infection mostly develops asymptomatically, while in adults the
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infection presents with symptoms. Since hepatitis A infection in-
duces life-long immunity, severe infections among adults are rare
in highly endemic regions where most children are infected early in
life. By contrast, in low-endemic areas, the disease occurs mostly in
adulthood with a high probability of developing severe symptom-
atic illness.

In this context, reliable and affordable methodologies for the
detection of human NoV and HAV in water and, particularly, in food
are needed. In 2004 the European Committee on Standardization
(CEN) tasked a technical advisory group (CEN/TC275/WG6/TAG4)
with the development of standard methods (quantitative and
qualitative) for detection of NoV and HAV in selected foodstuffs that
developed as ISO procedures (CEN/ISO TS 15216-1 and CEN/ISO TS
15216-2; April 7, 2013).

In the present study, a multiplex (quadruplex) for the quanti-
tative detection of HAV, NoV GI and NoV Gl], including mengovirus
as process control, in food and water was developed. The efficiency
of the procedures formulated by the CEN/TC275/WG6/TAG4 com-
mittee (CEN method), based on four monoplex reactions was
compared with the quadruplex format in which all viruses are
detected in a single reaction.

2. Materials and methods
2.1. Viruses, cells and plasmids

The cell-adapted cytopathogenic pHM175 43c strain of HAV
(kindly provided by T. Cromeans, Centers for Disease Control and
Prevention, Atlanta, GA) and NoV isolates GL.6 and a GIl.4 (New
Orleans 2009 type) from stool specimens of patients with gastro-
enteritis (kindly provided by R. Bartolomé, Hospital Vall d’Hebron,
Barcelona) were used as positive controls. The pHM175 43c strain
was grown in FRhK-4 cells as previously described (Aragoneés et al.,
2008).

Infectious mengovirus strain MCy (ATCC VR-1957) was obtained
after transfection of a cDNA clone, pMCy (kindly provided by A.
Palmenberg, University of Wisconsin), into HeLa cells as previously
described (Martin et al., 1996). The MCy strain, which lacks the
poly(C) tract in comparison to the wild-type mengovirus, shows
growth properties identical to those of the wild-type virus but with
a completely avirulent phenotype (Martin et al., 1996). Mengovirus
stocks were produced in the same cells and added as process
control in each sample before virus extraction to monitor the effi-
ciency of virus and nucleic acid extraction from water and food
samples, as described elsewhere (Costafreda et al., 2006; Pérez-
Sautu et al., 2012; Pint6 et al., 2009; Sano et al., 2011).

Amplicons of the genomic region 68—240 of HAV (pHM175 43c)
and of the region 5012—5100 of NoV GIL.4 (Lordsdale) were previ-
ously cloned in the pGEM-3Zf (+) vector (Promega) (Costafreda
et al, 2006; Le Guyader et al., 2009) and that of the region of
5291-5376 of NoV GI.1 (Norwalk) in the pCR2.1-TOPO (Life Tech-
nologies) (Le Guyader et al., 2009). These plasmids were used for
the multiplex assay development.

2.2. Primers and probes and molecular assays

The set of primers and probes used have been previously vali-
dated (Costafreda et al., 2006; da Silva et al., 2007; Loisy et al., 2005;
Pint6 et al., 2009) and target the 5’ non coding region (5'NCR) of
HAV and the junction of open reading frame 1 and 2 (ORF1/ORF2) of
NoVs. The monoplex methods described in the CEN method for
quantification of HAV, NoV GI and NoV GII (CEN method; Lees,
2010) were used as base line controls for the development of a
multiplex format assay. The CEN method is based on previously
described one-step RT-PCRs (Costafreda et al., 2006; da Silva et al.,

2007; Loisy et al., 2005; Pint6 et al., 2009) with minor modifica-
tions. Concentrations of reverse primers, forward primers, and
probes were 900 nM, 500 nM, and 250 nM, respectively (Table 1), in
a final volume of 25 pl containing 5 pl of sample. The temperature—
time program was also the same for all monoplex reactions: 1 h at
55 °C for the RT reaction, 5 min at 95 °C as a hot start, and 45 cycles
of 15 s at 95 °C for denaturation, 1 min at 60 °C for annealing, and
1 min at 65 °C for extension. The fluorescence was measured at the
end of each cycle. The thermo cycler used through out this study
was the Mx3000P (Stratagene).

Mengovirus was used as a process control for the monitoring of
the virus/nucleic acid extraction efficiency and three external RNA
controls, obtained from in vitro transcriptions of the above
described plasmids, were employed for the monitoring of RT-PCR
efficiencies. Hence, the multiplex assay to be developed was,
actually, a quadruplex one. Four fluorescent labels, which show
very low adsorption/emission overlap (Table 2), were chosen to be
used in this quadruplex assay.

2.3. Competition between the different individual reactions within
the multiplex assay

To examine the possible competition between the four indi-
vidual RT-PCR reactions within the multiplex assay, viral RNAs from
HAV, NoV GI, NoV GII and mengovirus were mixed in different
concentrations and quantified using the multiplex real-time assay.
Six mixes containing different genome copy concentrations of the 3
target viral RNAs per reaction and a fixed amount of mengovirus
(10° TCIDsg/rxn) were prepared. The genome copies/rxn of HAV,
NoV GI and NoV GlII, respectively, in each mix was as follows. Mix A:
10%,10%, and 10%; Mix B: 10°,10° and 10%; Mix C: 10% 10" and 10%;
Mix D: 10%,10° and 10°%; Mix E: 104 10" and 10%; Mix F: 10,10 and
10°. Results were compared with those obtained by performing the
multiplex assay in the same conditions but with only a single target
viral RNA. All assays were performed in duplicate.

2.4. Food and water samples

Shellfish and spring water samples associated with outbreaks of
NoV gastroenteritis (unpublished results) were supplied by the
Public Health Laboratories of the Generalitat de Catalunya, Cata-
lonia. Clams associated with an outbreak of hepatitis A (Pint6 et al.,
2009) were supplied by the Public Health Laboratories of the
Generalitat Valenciana, Valencia. These clams were found also to
contain NoV GGI and GGIL All these samples were titrated using
both, the monoplex and the quadruplex formats to test the effi-
ciency of this latter methodology.

Additionally, samples from fresh water employed as source of
potable water were also used to further validate the multiplex
methodology.

2.5. Virus and nucleic acid extraction

Processing of shellfish was performed using the CEN method
essentially as described by Lowther and colleagues (Lowther et al.,
2008). Briefly, for each sample, 2.0 g of digestive glands were finely
chopped using a razor blade. Homogenates were then prepared by
treating the chopped digestive glands with 2 ml of a 3 U/ml pro-
teinase K solution. Samples were incubated at 37 °C with shaking
for 60 min, followed by an additional incubation at 60 °C for 15 min.
After a low-speed centrifugation at 3000 x g for 5 min, superna-
tants were recovered and employed for RNA extraction. RNA
extraction from 500 ul was performed using the NucliSens mini-
MAG magnetic system (BioMérieux), following the manufacturer’s
instructions and eluted in 100 pl.
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Table 1

Concentration of primers and probes used in the optimized multiplex reaction in comparison with the concentrations of the monoplex reactions.

Reagents HAV® multiplex reaction ~ NoV GI® multiplex reaction

NoV GII° multiplex reaction

Individual
monoplex reactions

Mengovirus! multiplex reaction

Reverse primer 500 nM (nt 223—240)
Forward primer 100 nM (nt 68—85)
Probe 100 nM (nt 150—169)

500 nM (nt 5354—5376)
100 nM (nt 5291—-5308)
250 nM (nt 5321—5343)

500 nM (nt 5080—5100) 900 nM (nt 184—209) 900 nM
100 nM (nt 5012—5037) 500 nm (nt 110—127) 500 nM
100 nM (nt 5042—5061) 250 nm (nt 147—166) 250 nM

a
b
c
d

Ten liters of spring water were concentrated through positively
charged glass wool (Ouest Isol, France) (Pérez-Sautu et al., 2012).
Viruses were eluted with 200 ml 0.05 M glycine buffer containing
3% beef extract, pH 9.5, and the eluate was further concentrated by
polyethylene glycol (PEG) precipitation (Lewis and Metcalf, 1988).
River water samples (5—500 1) were concentrated by direct filtra-
tion through Zeta plus filters (CUNO) without preconditioning (EI-
Senousy et al., 2007). Adsorbed viruses were eluted with 1 1 of
glycine-beef extract buffer, pH 9.5 and reconcentrated by organic
flocculation (Katzenelson et al., 1976). The resulting pellets were
resuspended in 6 and 12 ml of PBS, pH 7.4 for spring and river
water, respectively, and stored at —80 °C. Viral RNA was extracted
from 1 ml aliquot of the concentrates using the NucliSens miniMAG
magnetic system (BioMérieux) to a final volume of 100 pl.

2.6. Raw and accurate estimation of virus genome copy numbers

To accurately estimate the virus genome copy numbers in food
and water samples corrective factors from the efficiencies of the
virus/nucleic acid extraction (percent recovery of a known con-
centration of mengovirus added to the samples) and the RT-PCR
amplification (percent recovery of a known concentration of RNA
external control added to the samples) were applied to the raw
copy numbers. These corrective factors were only applied when the
efficiencies were over 1%. Additionally, both corrective factors were
only applied when the efficiencies were in the same log range,
otherwise only the lowest efficiency was applied because the in-
fluence of the higher efficiency is in comparison mathematically
negligible (Pint6 et al., 2009). Mengovirus was added to the same
sample used for target detection before virus/nucleic acid extrac-
tion. After the extraction, each replica of each sample was split in
two and all three RNA external controls added into one of the ali-
quots (Costafreda et al., 2006).

2.7. Estimation of theoretical limits of detection

To build up probability of detection (POD; Probit) curves for
both, monoplex and quadruplex formats, dilution series from 103 to
10! genome copies per reaction of each virus were tested by
titrating 8 replicas per dilution. From these curves the theoretical
limits of detection with a 95% probability and with a 95% confi-
dence level were determined.

3. Results
3.1. Quadruplex mastermix under monoplex conditions

A quadruplex reaction, containing all primer sets and probes for
the detection of the three targets as well as the process control
virus, was first tested using mastermix concentrations of reagents,
primers and probes and the RT-PCR program of the monoplex re-
actions as described in the CEN method. Plasmids containing the
cloned amplicons corresponding to each of the three targets were

nt positions following the sequence of the strain HM175 (Accession number M14707).

nt positions following the sequence of the strain Norwalk (Accession number M87661).

nt positions following the sequence of the strain Lordsdale (Accession number X86557).

nt positions following the sequence of the strain MCy (Martin et al., 1996); (Accession number L22089).

individually tested under these conditions and the corresponding
standard curves of ten-log dilution series (from 2.4 x 10° to
2.4 x 10!, from 3.2 x 10° to 3.2 x 10! and from 3.3 x 10° to 3.3 x 10!
plasmid copies for HAV, NoV GI and for NoV GII, respectively)
plotted and compared to the monoplex curves. The quadruplex
format under monoplex conditions showed to be less sensitive
independently of the target tested (Fig. 1), with the exception of the
process virus control which showed an exact match between both
curves (data not shown). The average ACq values between the
quadruplex and monoplex assays were of 1.66, 2.39 and 2.21 for
HAV, NoV GI and NoV GII, respectively. These losses in sensitivity
clearly indicated that the concentration of the different primer sets,
probes, reagents and/or the RT-PCR program were not yet opti-
mized for the multiplex format since they represented losses of
0.70, 0.85 and 0.82 logs for HAV, NoV GI and NoV GlI, respectively.

3.2. Quadruplex mastermix optimization

In an attempt to optimize the quadruplex format, the concen-
trations of primers and probes were modified (Table 1). Under
these new conditions the standard curves for the quadruplex
compared to the monoplex using both target plasmids (from
24 % 108t02.4 x 10, from 5.2 x 108 t0 5.2 x 10°%, and from 7.1 x 10®
to 7.1 x 10° plasmid copies for HAV, NoV GI and NoV GlI, respec-
tively; Fig. 2) and viruses (from 3.9 x 10°to 3.9 x 10°, from 5.7 x 10°
to 5.7 x 10° and from 1.1 x 107 to 1.1 x 10° genome copies for HAV,
NoV GI, NoV GlI, respectively, and from 1.1 x 104 to 1.1 x 10~ TCIDs
for mengovirus; Fig. 3) were very similar. The average ACq values
between the quadruplex and monoplex formats were of 0.14, 0.08
and —0.83 for HAV, NoV GI and NoV GlII, respectively, when testing
target-containing plasmids and of 0.90, 0.28 and 0.44 when testing
viruses. These increases in the Cq values were mostly negligible
since it represented, in the worst case scenario, a loss of 0.43 log in
genome copy numbers.

The theoretical limits of detection with a 95% probability of
detection and a 95% confidence level for HAV, NoV GI and NoV GlI,
following the POD curves, were of 491, 23 and 33 copies per reac-
tion, respectively, in the quadruplex format, in comparison with 51,
2 and 17, respectively in the monoplex format (Fig. 4). Thus, the
detection limit for NoV GII was similar in the mono- and quad-
ruplex assays, while for HAV and NoV GI the detection limits were
1-log higher in the quadruplex format. However, while the detec-
tion limit in the quadruplex reaction for NoV GI was in the same log
range than that of NoV GlI, for HAV it was 1-log higher and the
probability to detect the same log genome copy numbers was of
50%. To evaluate the implication of these losses in the theoretical
detection limit in real-life scenarios, naturally contaminated sam-
ples were tested in parallel using both approaches.

The competitive effect between the individual RT-PCR reactions
within the multiplex assay was ascertained by assaying different
concentrations of HAV, NoV GI, NoV GII RNA (Table 3). Overall, there
was good correlation between the results from mixes containing
the four viral RNAs and those with containing a single target viral
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Table 2
Fluorochromes used in the Real-Time-RT-PCR multiplex format.

Probe 5’ label 3’ label Absorption Emission
peak (nm) peak (nm)
HAV150 (HAV) 6-FAM* MGBNFQ® 492 520
Mengo 147 VIC MGBNFQ” 538 554
(Mengovirus)
NVGG1p (NoV GI) Texas Red-X Iowa Black RQ-Sp 595 615
NHS Ester
QNIES (NoV GII) ATTO 647N BHQ® 644 669

2 6-carboxyfluorescein.
> Minor Groove Binder Non Fluorescent Quencher.
¢ Black Hole Quencher.

RNA. When viral RNA levels were near the limit of detection, more
substantial differences were observed (Table 3).
3.3. Comparative virus titration in food and water samples using

the monoplex and quadruplex formats

A spring water sample associated with an outbreak of NoV GII
gastroenteritis (RCC33/11), affecting 12 out of 26 exposed boy
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Fig. 1. Comparative standard curves of the monoplex and multiplex assays, using the
conditions of the monoplex assays and plasmid targets containing the cloned ampli-
cons corresponding to HAV, and NoV GI and GII.

scouts camping at the Catalan Pyrenees in 2011, was analyzed.
While only GII NoV was detected in feces samples from the affected
patients, both GI and GII NoV were detected in the water sample,
with NoV GII being present at a 2.3-log higher concentration
(Table 4).

Among foodborne gastroenteritis outbreaks investigated during
2010—2011 in Catalonia, the presence of viruses in food products
was confirmed in 2 out of 48. Both outbreaks (UVEVV07/10 and
UVEVV126/11) affected customers of restaurants and the impli-
cated food was oysters. The number of associated cases was of 3 out
of 6 exposed and 7 out of 10 exposed, respectively. Oysters from
both outbreaks contained NoV GI and GII as well, although GII was
present in higher numbers (Table 4). However, both GI and GII NoV
were detected in clinical samples in the UVEVV07/10 outbreak, but
only GII NoV was detected in the UVEVV126/11 outbreak samples.

An outbreak of hepatitis A occurred in the autonomous com-
munity of Valencia, Spain, in 2008 (Pint6 et al., 2009) affecting over
100 patients who ate contaminated clams imported from Peru.
During the outbreak episode, HAV was detected and quantified in
shellfish samples but the presence of NoV GI and NoV GII was not
analyzed. In the present work all three viruses have been detected
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Fig. 2. Comparative standard curves of the monoplex and multiplex assays, using
optimized conditions for each assay and plasmid targets containing the cloned
amplicons corresponding to HAV, and NoV GI and GILI.
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Fig. 3. Comparative standard curves of the monoplex and multiplex assays, using optimized conditions for each assay and viral RNA targets corresponding to HAV, NoV GI and GII

and mengovirus.

and quantified in frozen (—80 °C) samples related to the outbreak
(Val01/08 to 05/08; Table 4).

Additionally, water samples from the Llobregat river, used as the
source of potable water in the area of Barcelona, that contained
both NoV GI and GII (Pérez-Sautu et al., 2012) were comparatively
titrated using the monoplex and the multiplex assays (Table 5).

Overall there was a substantial correlation between genome
copy titers obtained through the individual monoplex assays and
the single multiplex assay (Tables 4 and 5). Compared to the
monoplex assay, an average loss of 0.4 log in genome copies was
observed in the multiplex assay, particularly, 0.32 for HAV, 0.37 for
NoV GI and 0.51 for NoV GII (Table 6). These losses, which were less
pronounced when genome copies were higher (Tables 4 and 5),
were in agreement with the data from the standard curves.

Among all samples (Tables 4 and 5), 0 out of 7,1 out of 8 and 2
out of 17 for HAV, NoV GI and NoV GlII, respectively, were negative
by the quadruplex assay and positive by the monoplex assay. These
discrepancies were due to the low genome copies present in these
specific samples (shellfish UVEVV126/11 for NoV GI and waters 1
and 8 for NoV GII) which were below the limit of detection in the
quadruplex system. Additionally, none of the positive samples by
the quadruplex assay was negative by the monoplex assay. It is
remarkable that many river water samples containing genome copy
numbers of HAV (sample 9) and NoV GlI (samples 1, 2, 3, 5, 7, 8 and
9) below their theoretical limit of detection in the quadruplex assay,
were however positive by this assay (Table 5).

4. Discussion

The European Commission (SANCO 12655/2012) has imple-
mented the monitoring of human NoV and HAV in some food im-
ports in accordance with Art 15 (5) of Regulation (EC) No 882/2004

(http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=0J:L:
2009:194:0011:0021:EN:PDF), employing the standardized CEN
methodologies (ISO/TS 15216-1 and ISO/TS 15216-2; 2013). These
procedures are currently being validated following the principle
and technical protocol for the validation of alternative methods in
the field of microbiological analysis of food, animal feeding stuffs
and environmental and veterinary samples for the validation of
alternative methods (ISO 16140). Additionally, the CEN method has
recently been evaluated for the monitoring of human NoV in
naturally contaminated fresh produce (El-Senousy et al., 2013).
One of the difficulties in the implementation of the CEN protocol
on a regular basis for the monitoring of food is that it is time-
consuming and implies a high cost. Thus, the development of an
efficient multiplex assay is highly appropriate. Although the CEN
method is open to the use of different sets of primers and probes,
provided that they target the 5’NCR of HAV, and the ORF1/ORF2
junction of NoV GI and GII, and to the use of different virus process
controls, provided they all perform equally as well as the ones
included in the annexes of the CEN protocol, we remained with
these latter ones for the development of the multiplex assay. The
development of a quadruplex assay including the detection of HAV,
NoV GI and NoV GlII in addition to the mengovirus virus MCy strain
used as a process control was challenging. In fact, to our knowledge
no quadruplex assays for the detection of viruses in water and food
matrices have been described. Most multiplex assays are actually
triplex systems based on the detection of only HAV, NoV Gl and NoV
GII without a process control (Morales-Rayas et al., 2010), the
detection of NoV GI and GII with the inclusion of Murine norovirus
as process control (Stals et al., 2009), or on the detection of NoV G,
GII and GIII (Wolf et al., 2007) or GI, GIl and GIV (Miura et al., 2013).
Multiplex assays usually show higher detection limits compared
with their monoplex counterparts and the losses in sensitivity tend
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Fig. 4. Probability of detection curves of HAV, and NoV GI and GII with the monoplex and multiplex assays.

to correlate with the number of targets included and the number of
copies of each target (Spackman et al.,, 2005; Stals et al., 2009;
Templeton et al., 2004). In the present study, a quadruplex assay
has been developed which did not show competition between the
different individual targets with a small decay observed only when
the RNA levels were near the threshold of detection. These data
suggest that reliable quantitative detection of HAV, NoV GI and NoV
Gllin the same sample is possible using the multiplex real-time PCR
assay herein presented, provided that viral numbers are above the
limit of detection. The POD curves depicted a certain loss of the
theoretical limit of detection of HAV and NoV GI compared with the
monoplex format. These theoretical limits, however, are in the

Table 3

Competition between the different individual reactions within the multiplex assay.
Different concentrations of spiked HAV, NoV GI, NoV GII RNA (expressed as logqo
genome copies per reaction) were tested in a multiplex mix containing either the
four target viruses or a single virus. Depicted data (mean =+ standard error of the
log1p genome copies) are per reaction.

Spiked Four target Single target Logio
viruses virus difference
Detected Detected
Mix A HAV 0 ND?* ND?* NA®
NoV GI 3 2.79 £ 0.01 2.95 + 0.05 0.15
NoV GlII 4 3.78 + 0.02 3.94 + 0.03 0.15
Mengo 5 5.01 + 0.01 5.04 + 0.02 0.03
Mix B HAV 0 ND? ND?* NA®
NoV GI 5 5.02 +0.10 4.95 + 0.05 -0.07
NoV GlII 2 1.69 + 0.06 1.78 + 0.05 0.09
Mengo 5 5.04 + 0.01 5.04 + 0.02 0.00
Mix C HAV 2 0.65 + 0.09 2.24 + 0.08 1.60
NoV GI 1 0.72 £ 0.15 0.43° -0.29
NoV GII 4 3.95 + 0.03 3.94 + 0.03 —0.02
Mengo 5 5.09 + 0.03 5.04 £ 0.02 —0.05
Mix D HAV 2 1.47 + 0.00 2.24 +0.08 0.78
NoV GI 5 497 + 0.01 495 + 0.05 -0.02
NoVGI 0 0.38" 1.09° 0.72
Mengo 5 5.10 + 0.01 5.04 + 0.02 —0.06
Mix E HAV 4 4.66 + 0.00 4.70 + 0.00 0.04
NoV GI 1 1.08 + 0.11 0.43" —0.65
NoV GII 2 1.50 + 0.05 1.78 + 0.05 0.28
Mengo 5 5.08 + 0.02 5.04 + 0.02 —0.05
Mix F HAV 4 4.55 + 0.09 4.70 + 0.00 0.15
NoV GI 3 2.88 + 0.00 2.95 + 0.05 0.07
NoV GII 0 ND? 1.09° NA®
Mengo 5 5.11 £ 0.02 5.04 + 0.02 -0.07

2 ND: Not detected.
> Only one replica was positive.
¢ NA: Not applicable.

range of other commonly described triplex and quadruplex assays
(Huber et al., 2011; Thonur et al., 2012). Additionally, it should be
remarked that our theoretical detection limits do not always reflect
the reality. We considered the actual genome copy number of a
sample the one obtained through the corrected value of the most
sensitive monoplex assay and we compared this value with the
statistical POD value of the quadruplex assay which is accounted to
be one hundred percent effective. By this comparison, water sam-
ples with genome copy numbers below the theoretical 95% POD
could be detected with the multiplex assay. In this way, one water
sample contaminated with HAV and three water samples
contaminated with NoV GII, in numbers below the POD, came out
to be positive. Even four NoV GII containing water samples were
detected positive by both the monoplex and the multiplex assays
being its content clearly below the theoretical limits of detection at
a 95% probability for both assays. As a general rule, in water and
food samples, an average loss of 0.43 log genome copies is observed
between the monoplex and the quadruplex assays independently
of the virus target and the number of copies.

Despite the fact that the quadruplex assay showed a certain
disadvantage compared with the monoplex assay in terms of
sensitivity, in terms of reagents cost and time consumption, the
quadruplex assay represents around 30% saving compared to the
monoplex, since 65 and 43 reactions/wells are needed to quantify a
single sample (including sample dilutions and replicas, the process
control, the external controls and the standard curves) by the
monoplex or the multiplex assay, respectively, following the CEN
protocol. In both formats, for each sample, two undiluted replicas
and two 1/10 diluted replicas are assayed. In the monoplex format
this implies a total of 16 reactions per sample (4 per virus x 4 vi-
ruses), while in the multiplex format this number goes down to 4
reactions per sample.

Savings could be even greater when combining the analysis of
several samples in the same plate, especially if 384-well plates are
used instead of 96-well plates. The critical balance between loss in
sensitivity and cost and time reductions should be considered and
the use of the quadruplex approach may be postulated as a routine
monitoring schedule while performing individual monoplex re-
actions for confirmation of some viruses in specific samples.

5. Conclusions

A standardized multiplex assay for quantitative NoV GI and GII
and HAV detection in water and food, using mengovirus as process
control has been developed. The quadruplex assay format has been
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Table 4

Comparative quantitative detection through monoplex and multiplex assays in spring water and shellfish samples associated with outbreaks. Mean + standard error of the
log1o genome copies of HAV and NoV GI and GII per liter of water or g of shellfish hepatopancreas are depicted. Values corresponding to raw or corrected data, taken into
consideration the extraction and RT-PCR efficiencies provided they were both over 1%, are shown. The estimated limit of detection, expressed as the log;o genome copies per
liter of water or g of shellfish hepatopancreas, is also shown.

Sample Virus Monoplex Limit of detection Multiplex Limit of detection
Raw Corrected Raw Corrected
Spring water (RCC33/11) HAV ND? ND? 2.71 ND? ND? 3.69
Gl 426 + 0.03 4.28 + 0.03 1.34 424 + 0.05 4.27 + 0.05 236
Gll 6.46 + 0.01 6.55 + 0.01 223 6.58 + 0.02 6.58 + 0.02 252
Oysters (UVEVV07/10) HAV ND? ND? 3.31 ND? ND? 429
Gl 1.94 + 0.14 NAP 1.94 1.60¢ NAP 2.96
Gll 3.96 + 0.05 NAP 2.83 3.26 + 0.01 NAP 3.13
Oysters (UVEVV126/11) HAV ND? ND? 3.31 ND? ND? 429
Gl 2.07¢ NAP 1.94 ND? NAP 2.96
Gll 2.54° NAP 2.83 1.94¢ 1.96° 3.13
Coquina clams (Val01/08) HAV 3.14 + 0.16 5.03 + 0.16 3.31 2.82 +0.38 442 + 038 429
Gl 2.08 +0.21 3.97 +0.21 1.94 1.76° 3.51° 2.96
Gll 2.80 + 0.28 4,69 + 0.28 2.83 231 +0.28 3.99 + 0.28 3.13
Coquina clams (Val02/08) HAV 3.91 + 0.00 5.85 + 0.00 3.31 3.69 + 0.02 5.73 + 0.02 429
Gl 2.22 + 0.09 4.15 + 0.09 1.94 1.76¢ 3.79° 2.96
Gll 3.34 + 0.03 5.27 + 0.03 2.83 2.75 £ 0.11 478 +0.11 3.13
Coquina clams (Val03/08) HAV 3.55 + 0.02 5.35 + 0.02 3.31 3.25 + 0.44 4.98 + 0.44 429
Gl 238 + 022 419 +0.22 1.94 1.75¢ 3.48¢ 2.96
Gll 3.77 + 0.03 5.58 + 0.03 2.83 3.42 +0.18 5.14 +0.18 3.13
Coquina clams (Val04/08) HAV 3.53 + 0.07 5.06 + 0.07 3.31 3.61 + 0.27 5.14 + 027 429
Gl 2.68 + 0.59 421+ 059 1.94 1.78 + 0.00 3.39 + 0.00 2.96
Gll 3.33 + 0.01 4.86 + 0.01 2.83 2.52 +0.01 4.15 + 0.01 3.13
Coquina clams (Val05/08) HAV 428 + 0.03 6.07 + 0.03 3.31 3.62 + 0.02 5.58 + 0.02 429
Gl 2.10 + 0.24 3.90 + 0.24 1.94 2.10 +0.16 403 +0.16 2.96
Gll 3.63 + 0.00 5.42 + 0.00 2.83 2.88 + 0.01 492 + 0.01 3.13

2 ND Not detected.
b NA Not applicable due to efficiencies equal or lower than 1%.
€ Only one replica was positive.

Table 5

Comparative quantitative detection through monoplex and multiplex assays in river water used as source of potable water. Mean + standard error of the log;o genome copies of
HAV and NoV GI and GlI per liter of water are depicted. Values corresponding to raw or corrected data, taken into consideration the extraction and RT-PCR efficiencies provided
they were both over 1%, are shown. The estimated limit of detection, expressed as the logio genome copies per liter of water, is also shown.

Sample (Volume) Virus Monoplex Limit of detection Multiplex Limit of detection
Raw Corrected Raw Corrected
1(51) HAV ND? ND? 341 ND? ND? 439
Gl ND? ND? 2.03 ND? ND? 3.06
GII 2.06 + 0.28 2.10 + 0.28 293 ND? ND? 3.22
2(51) HAV ND? ND? 341 ND? ND? 439
Gl ND? ND? 2.03 ND? ND? 3.06
GII 219 +0.14 230+ 0.14 293 1.94° 1.98° 3.22
3(5001) HAV ND? ND? 1.41 ND? ND? 239
Gl ND? ND? 0.03 ND? ND? 1.06
GlI 0.48" 0.49" 0.93 —0.27° —0.26" 122
4(5001) HAV ND? ND? 1.41 ND? ND? 239
Gl ND? ND? 0.03 ND? ND? 1.06
Gl 1.44 + 0.31 1.44 + 0.31 0.93 0.85" 0.86" 122
5 (500 1) HAV ND? ND? 1.41 ND? ND? 239
Gl ND? ND? 0.03 ND? ND? 1.06
Gl 0.44 + 0.01 0.69 + 0.01 0.93 0.33" 0.67° 122
6(5001) HAV ND? ND? 1.41 ND? ND? 239
GI ND? ND? 0.03 ND? ND? 1.06
Gl 1.65° 1.65° 0.93 0.59" 0.59" 122
7 (500 1) HAV ND? ND? 1.41 ND? ND? 239
GI ND? ND? 0.03 ND? ND? 1.06
Gl 0.94" 0.94" 0.93 0.06" 0.14° 1.22
8(5001) HAV 4.29 + 0.05 429 + 0.05 1.41 4.15 +0.11 4.15 + 0.11 239
Gl ND? ND? 0.03 ND? ND? 1.06
Gll -0.12° 0.06° 0.93 ND? ND? 1.22
9 (500 1) HAV 1.70 + 0.04 1.70 + 0.04 1.41 1.13 £ 0.33 1.13 £ 0.33 239
Gl ND? ND? 0.03 ND? ND? 1.06
Gll 0.07° 0.20° 0.93 0.21 £ 0.11 0.21 £ 0.11 1.22

2 ND Not detected.
b Only one replica was positive.
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Table 6

Differences in logg titers between monoplex and multiplex assays (Alog;o mono-
plex—multiplex), regarding the viral load of the sample (log;o genome copies per L of
water or per g of hepatopancreas). Values represent the mean + standard error.
Numbers in brackets indicate the number of samples used in the calculation.

logio HAV NoV GI NoV GII Total
viral load
6 049 (n=1) (n=0) 003 (n=1) 0.23 +£0.26
(n=2)
5 0.26 + 0.15 (n=0) 0.48 + 0.02 0.35 £+ 0.09
(n=4) (n=3) (n=7)
4 014 (n=1) 0.48 + 0.18 0.71 £ 0.01 0.49 + 0.12
(n=4) (n=2) (n=7)
3 (n=0) 0.17 £ 0.30 0.70 (n = 1) 0.34 +0.25
(n=2) (n=3)
2 (n=0) (n=0) 0.45 + 0.13 0.45 + 0.13
(n=2) (n=2)
1 057 (n=1) 034(n=1) 0.82 +£0.24 0.64 + 0.15
(n=2) (n=4)
0 (n=0) (n=0) 0.39 + 0.22 0.39 £0.22
(n=4) (n=4)
Total 0.32 £ 0.10 037 +0.13 0.51 + 0.08 0.43 + 0.06
(n=7) (n=7) (n=15) (n=29)

validated in naturally-contaminated water and food samples in
comparison with the four monoplex assay counterparts.

As expected, the quadruplex assay showed a certain loss of
sensitivity in comparison with the monoplex counterpart which
however was negligible when naturally-contaminated samples
were assayed. Nevertheless, the advantage of lower reagent costs
and less time-consuming labor makes the multiplex assay a most
valuable tool for the virological screening of food and water
samples.
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Albert Bosch, Susana Guix.

L'objectiu d’aquest estudi és millorar la relacié entre el numero de copies
genomiques reflectit en la RTqPCR i la infectivitat real del virus per tal de poder fer
una aproximacié més correcta sobre el risc que suposa el consum d’un aigua que
ha estat previament desinfectada mitjancant clor o altes temperatures, basant-
nos en estudis previs que recomanaven |’Us dels agents intercalants de bases com
el Propidi de Monoazida (PMA). Aquests colorants tant sols podran entrar en els
virus que tinguin les capsides malmeses, i per tant assumim que no sén infectius.
Després d’un pas de fotoactivacio els agents intercalants s’uniran covalentment a
I'acid nucleic de cadena doble o que contenen un grau elevat d’estructures
secundaries, i impediran la retrotranscripcié del RNA, i per tant aquests genomes

provinent de capsides malmeses no seran amplificats.

Per a dur a terme aquest estudi es va provar diferents concentracions de PMA per
a valorar el grau d’inactivacié d’"HAV en mostres d’aigua inactivades per clor i
mitjangant tractament termic. La concentracié de PMA que mostrava una caiguda
més gran del titol viric entre dues mostres, una de virus infeccids i I'altra amb virus
inactivats amb 10 mg/L de clor lliure durant 30 minuts a temperatura ambient, va

ser de 200 uM.
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L’adicié de Triton X-100, que estava descrit en diversos articles com un surfactant
qgue millorava I'accié del PMA, també va ser assajat en condicions de presencia i

abseéncia, i els resultats van ser més favorables quan hi afegiem aquest compost.

Com a matriu varem utilitzar tampo fosfat sali (PBS) per reproduir les condicions
de les aiglies salobres que irriguen alguns camps de cultiu del Delta del Llobregat,

aixi com mostres d’aigua contaminades de manera natural amb el virus.

El virus utilitzat va ser la soca d’hepatitis A pHM175 43c, adaptada a cultiu en la
linia cel-lular FRhK-4 i citopatogenica, i amb les quals es va fer la titulacid

d’infectivitat mitjangant TCIDso.

Per inactivar el virus i després poder inferir la caiguda de titol mitjancant el PMA,
es va fer servir hipoclorit de sodi i temperatures iguals o superiors a 709. Les
concentracions de clor lliure que es van experimentar van serde 0, 2.5, 5i 10 mg/L,
un cop posats en contacte i després d’'un periode d’incubacié a temperatura
ambient, es va mesurar el clor lliure amb un fotometre i s’inactiva amb tiosulfat
(1%). Per a la inactivacid del virus mitjangant temperatures es va sotmetre

I'aliquota a temperatures de 702, 852 i 992 durant 5 minuts.

Passats 30 minuts en el cas de la inactivacié per clor lliure i 5 minuts per a la
inactivacio per calor, quan alguns dels virus ja haurien de tenir la capsida malmesa
degut a la inactivacid, s’hi va afegir el PMA i el Triton X-100, s’incubaven barrejant
bé per afavorir la penetracié del intercalant de bases i s’exposaven a llum continua
durant 15 minuts en un sistema de fotoactivacié. Un cop fet aquest pas, se’n

extreia el RNA i es quantificava mitjangcant RTqPCR.

També es van sotmetre al mateix experiments mostres contaminades de manera

natural de diverses procedéncies, dos mostres d’aigua del riu Llobregat entre el
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2007 i el 2009 i una mostra recollida I'any 2015 a Marrakesh, totes elles havien

donat previament positiu pel HAV mitjancant RTgPCR ISO.

La mitjana dels nivells d’inactivacié de les mostres contaminades artificialment
després dels diferents tractaments amb clor i amb calor van ser avaluats tant per
assajos TCIDso com diferents assajos moleculars, i es van comparar els resultats
obtinguts amb els diferents metodes. Els assajos moleculars incloien RTgPCR sense
tractament previ, RTQPCR després de tractament amb PMA (PMA-RTgPCR), i
RTgPCR després de tractament amb PMA suplementat amb Triton X-100
(PMA/Triton-RTqPCR).

Els resultats obtinguts van ser molt esperanc¢adors, es van detectar reduccions de
fins a 3.5 logaritmes de diferéncia entre les mostres inactivades a 999C i tractades

amb PMA i Triton i les inactivades pero igualment tractades amb el PMA i el Triton.

Les dades que reflectien les reduccions de titol obtingudes per RTgPCR van ser
majors quan es va incloure el PMA en els assajos amb clor, sobretot a
concentracions de 5 i 10 g/L, el que suggereix que la combinacié PMA i RTgPCR
pot reflectir millor la infectivitat real d’un virus, tot i que estadisticament no va ser

diferent de quan varem realitzar la RTgPCR sola.

En canvi, en els assajos amb calor, la correlacio de les dades obtingudes a partir de
la RTgPCR amb l'assaig TCIDsp va ser més bona. Sobretot en la condicid
d’inactivacio del virus a 992 C. A més, també varem observar que el Triton X-100
millorava la correlaciéo amb la infectivitat quan els virus eren inactivats per calor,

diferint només en 1 logaritme dels resultats obtinguts als assajos d’infectivitat.

Per la seva banda, les mostres extretes de fonts naturals com aigua del riu o

clavegueres van ser amplificades sense tractament i paral-lelament amb
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tractament amb Triton i PMA. Tant sols les mostres recollides al riu mostraven
una reduccio logaritmica d’1.75 sense haver rebut cap mena d’inactivacié, mentre

gue en les mostres d’aiglies residuals la reduccié estava al voltant del 0.1.

Paral-lelament les dues mostres d’aiglies residuals van ser inactivades 5 minuts a
8529C i es va tornar a fer la quantificacié per RTqPCR previ tractament amb Triton i
PMA. Tal i com s’esperava, el tractament amb calor va donar com a resultat una

reduccio dels titols en totes les mostres.

Aquests resultats suggereixen que, mentre que més del 98% dels genomes es van
guantificar a l'aigua del riu concentrats no eren infecciosos a causa de danys a la

capsida, la majoria dels genomes detectats a les aiglies residuals si que ho eren.

Al llarg d’aquest estudi hem constatat que I'adicié de PMA millora la correlacié
entre la infectivitat i els metodes moleculars, tant quan el virus és inactivat amb
clor lliure com quan s’inactiva amb altes temperatures. La presencia del surfactant

Triton millora encara més els resultats, sempre i quan, la inactivacié sigui per calor.

Per tant, d’aquest estudi en podem extreure les seglients conclusions:
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Els experiments amb PMA-RTgPCR son utils per inferir I'eficacia de la
desinfeccié del HAV ja que s’han detectat reduccions logaritmiques en la

deteccio del virus.

La correlacio entre el genoma i el virus infecciés depen del metode de
desinfeccid ja que hem pogut contrastar una major reduccié logaritmica en

mostres inactivades per calor que en mostres inactivades amb clor lliure.

Els assajos amb PMA-RTgPCR sdn aplicables a mostres d'aigua de riu aixi
com a aigles residuals contaminades, fet que fa destacar la gran practicitat

del métode.

Els assajos realitzats amb PMA-RTqPCR permeten una millor estimacio del
risc que pot suposar per a la salut un resultat positiu en una mostra d’aigua

contaminada.
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The waterborne transmission of hepatitis A virus (HAV), the main cause of acute hepatitis, is well
documented. Recently, two ISO proposals for sensitive determination of this pathogen by RTqPCR in
water and food have been published (ISO/TS 15216-1 and ISO/TS 15216-2), and could enable the
formulation of regulatory standards for viruses in the near future. However, since detected viral genomes
do not always correlate with virus infectivity, molecular approaches need to be optimized to better
predict infectivity of contaminated samples. Two methods involving the use of propidium monoazide
(PMA), with or without Triton X-100, prior to RTqPCR amplification were optimized and adapted to infer

ﬁ?g::i?iiss 'A virus the performance of infectious viral inactivation upon two different water treatments: free chlorine and
RTGPCR high temperature. Significant correlations between the decrease of genome copies and infectivity were
Propidium monoazide found for both inactivation procedures. The best procedure to infer chlorine inactivation was the PMA-
Infectivity RTqPCR assay, in which 1, 2 or 3-log genome copies reductions corresponded to reductions of infectious
Disinfection viruses of 2.61 + 0.55, 3.76 + 0.53 and 4.92 + 0.76 logs, respectively. For heat-inactivated viruses, the best

Free chlorine
Thermal inactivation

method was the PMA/Triton-RTqPCR assay, with a 1, 2 or 3-log genome reduction corresponding to
reductions of infectious viruses of 2.15 + 1.31, 2.99 + 0.79 and 3.83 + 0.70 logs, respectively. Finally, the
level of damaged virions was evaluated in distinct types of water naturally contaminated with HAV.
While most HAV genomes quantified in sewage corresponded to undamaged capsids, the analysis of a
river water sample indicated that more than 98% of viruses were not infectious. Although the PMA/
Triton-RTqPCR assay may still overestimate infectivity, it is more reliable than the RTqPCR alone and it
seems to be a rapid and cost-effective method that can be applied on different types of water, and that it
undeniably provides a more accurate measure of the health risk associated to contaminated waters.

© 2016 Published by Elsevier Ltd.

1. Introduction viruses are shed in feces as non-enveloped virus particles con-

taining a positive-sense single-stranded RNA genome. In 2013—14,

Wiater is an important source of human exposure to gastro-
enteric diseases, mainly as a result of the ingestion of fecally
contaminated water or food irrigated with it (Bosch et al., 1991,
Severi et al., 2015). One of the better characterized waterborne
viral pathogen for humans is hepatitis A virus (HAV), which is the
etiological agent of the most common type of hepatitis. These

* Corresponding author. Department of Microbiology, University of Barcelona,
Avda Diagonal 643, 08028 Barcelona, Spain.
E-mail address: susanaguix@ub.edu (S. Guix).

http://dx.doi.org/10.1016/j.watres.2016.05.086
0043-1354/© 2016 Published by Elsevier Ltd.

a huge HAV outbreak affecting over 1500 patients hit Europe due to
the consumption of frozen berries (Severi et al., 2015). Although the
contamination source has not been determined, such a broad
contamination could be suspected in the irrigation water. Recently,
two ISO proposals for sensitive and quantitative determination of
HAV in water and several food matrices have been published and
could enable the formulation of regulatory standards for viruses in
the near future (ISO/TS15216-1 and 2, 2013). These methods are
based on real time reverse transcription quantitative PCR (RTqPCR),
which is fast and extremely sensitive, but since detected viral ge-
nomes are not always indicative of virus infectivity, molecular
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approaches need to be optimized to better predict infectivity of
contaminated samples. Although HAV cell-culture adapted strains
are available, unfortunately wildtype viruses are extremely difficult
to grow in vitro and infectivity assays in cell culture are not available
for their detection in water.

Common procedures for water disinfection include chlorine and
heat treatment, but the inability of molecular tests to distinguish
between inactivated and infectious virions has hampered the
assessment of the efficiency of disinfection methods. In the last
years, several reports have recommended the use fluorescent of
dyes such as ethidium monoazide (EMA) or propidium monoazide
(PMA) for the live-dead differentiation in molecular tests
(Elizaquivel et al., 2014). These dyes enter damaged viral capsids
and bind to double-stranded nucleic acid after a photo-activation
step, thus preventing RNA retrotranscription and further amplifi-
cation by RTqPCR. However, the efficacy of the treatment depends
on the target virus as well as the disinfection procedure (Karim
et al.,, 2015; Kim et al., 2011, Leifels et al., 2015; Parshionikar et al.,
2010) . Factors such as the degree of secondary structure present
within the target RTqPCR region, its level of interaction and pro-
tection by capsid proteins, or the mechanical stability or plasticity
of the viral capsid may explain why the efficiency of EMA/PMA-
RTgPCR methods varies among viral targets and inactivation
mechanisms. However, few studies have addressed the applica-
bility of these methods on water (Moreno et al., 2015; Parshionikar
et al.,, 2010).

The main goal of our study was to develop a PMA/RTqPCR
quantitation method to be used as a tool to infer the performance of
different disinfection procedures, in correlation with the reduction
of infectious titers. Several PMA concentrations were tested, and
the effect of Triton X-100 was studied because it has been previ-
ously shown to enhance PMA action (Coudray-Meunier et al., 2013;
Moreno et al., 2015). HAV was selected because it is highly stable in
the environment and particularly resistant to disinfectants and
heating (Abad et al. 1994, 1997; Fraisse et al., 2011; Sow et al., 2011).
As a disinfection method, we used free chlorine, which alters the
viral capsid but which have also been reported to damage specific
genomic regions (Li et al., 2002), and heat treatment at tempera-
tures over 70 °C, which mainly affects virus capsid (Costafreda et al.,
2014). Viral inactivation experiments were performed on water
containing high levels of chloride salts to simulate river waters
from our geographic area in the Mediterranean coast of Spain,
which frequently show high salinity, and which may be a source of
contamination when used to irrigate crops. Additionally, naturally
contaminated water samples were analyzed to assess the applica-
bility of the method on real matrices.

2. Methods
2.1. Cell line, virus propagation and titration

The cell-adapted cytopathogenic pHM175 43c strain of HAV
(kindly provided by T. Cromeans, Centers for Disease Control and
Prevention, Atlanta, GA) was grown in FRhK-4 cells as previously
described (Aragones et al., 2008). Inactivated viruses and control
viruses were titrated by TCID5q in the same cell line as previously
described (Costafreda et al., 2014).

2.2. Hypochlorite inactivation treatment

Virus stocks were suspended at 1 x 108 TCID5p/ml in 3-ml ali-
quots in water with a chloride concentration of around 8 g/L. So-
dium hypochlorite was added to achieve an initial concentration of
free chlorine (FC) of 0, 2.5, 5 and 10 mg/L, and samples were
incubated for 30 min at room temperature (RT). FC was measured

by the DPD (N,N-diethyl-p-phenylenediamine sulfate) method us-
ing a portable photometer (HI 96734, HANNA Instruments). Each
experiment included 2 replicas for each condition, and each con-
dition was tested in at least 3 different experiments. After inacti-
vation, 1% thiosulfate was added to neutralize FC. Viral inactivation
was examined by measuring the loss of infectivity by determina-
tion of the TCIDsg and by examining the loss of genome copy titers
by PMA-RTqPCR.

2.3. Heat treatment

Viruses were suspended at 1 x 108 TCIDso/ml in 3-ml aliquots in
water with a chloride concentration of around 8 g/L, and incubated
at 70 °C, 85 °C and 99 °C for 5 min. Aliquots of virus suspensions
were kept at RT and used as controls. Each experiment included 2
replicas for each condition. As above, viral inactivation was exam-
ined by measuring the loss of infectivity using the TCID5q assay and
by the loss of genome copy titers by PMA-RTqPCR assays.

2.4. Propidium monoazide (PMA) RTqPCR assay

PMA solution (GenlUL, Spain) was dissolved in water and added
to each sample at the concentrations ranging from 0 to 200 pM.
When indicated, 0.5% Triton X-100 (Panreac) was added. Samples
were incubated in the dark during 5 min at RT with shaking to
allow reagent penetration. Then, samples were exposed to light for
15 min using a continuous light in a photo-activation system (Led-
Active Blue, Geniul, Spain). After cross-linking, RNA was extracted
using the NucleoSpin® RNA virus kit (Macherey-Nagel GmbH & Co.,
Duren, Germany) according to the manufacturer’s instructions.
HAV genome copies were titrated by one-step RTqPCR assay using
the RNA UltraSense One-Step quantitative system (Invitrogen SA)
and the Strategene Mx3000P system following the standardized
ISO guidelines (ISO/TS15216-1 and 2, 2013). The set of primers and
probe used target the 5 non coding region (5'NCR) of the HAV
genome and have been previously validated (Costafreda et al.,
2006; Pint6 et al., 2009). Forward primers, reverse primer and
probe concentrations were 500 nM, 900 nM and 250 nM, respec-
tively. Cycling parameters were 1 h at 55 °C followed by 5 min at
95 °C, and 45 cycles of 15 s at 95 °C, 1 mi n at 60 °C and 1 min at
65 °C. Non PMA-treated samples were quantified in parallel.

2.5. Analysis of naturally contaminated water samples

Concentrated water samples from a previous survey conducted
along the Llobregat river catchment in Spain between 2007 and
2009 (Pérez-Sautu et al., 2012) which had tested positive for HAV
were analyzed: a freshwater concentrate (S3-Nov07) and an un-
treated sewage concentrate (S5-Apr09). In addition, a sewage
sample collected from the municipal wastewater treatment plant of
Marrakesh in August 2015 was concentrated and analyzed. The
freshwater sample was concentrated from 10 L by filtration through
positively charged glass wool and polyethylene glycol (PEG) pre-
cipitation, and the untreated sewage samples were concentrated by
PEG precipitation using a starting volume of 0.6 L (Pérez-Sautu
et al., 2012). RTqPCR assays supplemented or not with PMA and
Triton X-100 were performed as described above, and a process
control virus (mengovirus) and an external control were included
to monitor extraction and RTqPCR efficiencies following the ISO
guidelines. Quantifications were repeated at least in duplicate.

2.6. Statistical analysis

All inactivation experiments were performed at least in tripli-
cate. Comparisons between means were performed using the
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student t-test (unpaired) using the IBM SPSS® Statistics version 20
software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Correlation analyses between
the level of inactivation measured by the infectivity assay and the
molecular assays were performed using Microsoft Excel 2010. P
values < 0.05 were considered statistically significant.

3. Results
3.1. PMA-RTqPCR assay development

In order to establish the optimal conditions for the PMA-RTqPCR
assay, HAV suspensions at a concentration of 10° TCID50/ml were
completely inactivated by incubation with 10 mg/L of free chlorine
for 30 min at RT, and samples were incubated at 0, 25, 100 or
200 pM of PMA and irradiated using continuous light. Results
shown in Table 1 indicate that the use of PMA at 200 uM provided
significantly higher differences between infectious and inactivated
viruses (p < 0.05).

3.2. Monitoring HAV inactivation by PMA-RTqPCR assays

Average levels of inactivation after different chlorine and heat
treatments were evaluated both by TCID5g assays and by several
molecular assays, and compared (Fig. 1). Molecular assays included
RTqPCR alone, RTqPCR after PMA treatment at the optimized con-
ditions (PMA-RTqPCR), and RTqPCR after PMA treatment supple-
mented with Triton X-100 (PMA/Triton-RTqPCR). In the infectivity
assays, no cytotoxicity was observed on FRhK-4 cells due to the use
of FC and thiosulfate during the inactivation process (data not
shown). Since treatment of samples with PMA did not significantly
reduce infectivity (Fig. S1; p = 0.108), TCID5 titers shown in Fig. 1
correspond to samples which had been inactivated but which had
not been treated with PMA. On RTqPCR assays, process control vi-
rus recoveries and percentages of RTqPCR inhibitions were valid in
all cases according to the ISO criteria and were similar between
samples (data not shown). A 2.5 mg/L FC dose only affected the
infectious titer with a reduction of 1.34 + 0.45 log (Fig. 1A). No ef-
fects were observed in any of the genome copy numbers calculated
by RTqPCR alone, PMA-RTqQPCR or PMA/Triton-RTqPCR. With
higher doses including 5 and 10 mg/L of FC, infectivity was reduced
over 4.5 logs, and in most cases viral titers decreased below the
detection limit. As expected, due to the specific damage of FC on the
5’ end of the HAV genome (Li et al., 2002), genome titers obtained
by RTqPCR alone were already significantly lower at 5 and 10 mg/L
of FC (p < 0.05) compared to untreated controls. Average log re-
ductions obtained by molecular tests were higher when PMA was
included, suggesting that PMA-RTqPCR may better reflect infec-
tivity although differences were not statistically different from
RTQPCR alone. Neither did addition of Triton X-100 enhance titer
reduction (Fig. 1A).

After treatment at 70 °C, infectivity was reduced 2.48 + 1.30 logs
(Fig. 1B). Treatment at 85 °C and 99 °C resulted in losses of
3.58 + 0.32 and 4.50 + 0.58 logs, respectively. Despite this high
effect on infectivity, RTqQPCR alone only measured a reduction lower
than 1 log in all cases. PMA-RTqPCR assay resulted in reductions of

Table 1
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Fig. 1. Inactivation of HAV by free chlorine treatment (A) and high temperature (B), as
determined by molecular (RTqPCR alone, PMA-RTqPCR and PMA/Triton-RTqPCR) and
infectivity methods (TCIDso). Titers are expressed as average + standard deviation.
Dashed lines indicate the detection limit for the TCIDsg assay. Dotted lines indicate the
detection limit for the molecular assays. Experiments were performed at least in
triplicate.

0.86 + 0.36, 1.79 + 0.36 and 2.87 + 0.84 logs at 70 °C, 85 °C and
99 °C, respectively. Of note, PMA-RTqPCR assays combined with
Triton X-100 performed better, resulting in log reductions of
1.46 + 0.10, 2.81 + 0.38 and 3.63 + 0.48, which only differ in less
than 1 log with TICDsq log reductions at the 3 assayed tempera-
tures. Interestingly, when looking at the strongest inactivation
treatments (30 min at 10 mg/L FC and 5 min at 99 °C), log re-
ductions obtained by RTqPCR alone were markedly higher for FC
(1.90 + 0.87) compared to high temperature (0.76 + 0.37).

As an additional approach to estimate correlation between
molecular and infectivity methods, an analysis on the average ratio
of genome copies versus infectious viruses was also performed
(Fig. 2). As expected, these ratios were high when using RTqPCR
alone in all cases. The addition of PMA resulted in a ratio reduction,
although it was only significant when viruses were inactivated by
temperatures of 99 °C (Fig. 2B). As observed before, Triton X-100
improved correlation with infectivity only when viruses were

Quantification by RTqPCR after PMA treatment at 25, 100 or 200 uM in infectious and inactivated HAV suspensions inactivated by free chlorine (average + standard deviation,

n=3)

PMA concentration (uM) Infectious HAV (Log genome copies/ml)

Inactivated HAV (Log genome copies/ml) Log reduction®

25 833 +0.27
100 7.78 + 0.40
200 839+0.18

5.66 + 0.34 2.67 +0.43
4.83 +0.23 2.95 + 0.46
4.79 + 0.38 3.59 + 0.43*

¢ Reduction in titers obtained between inactivated viruses before and after PMA treatment. ANOVA test (*p < 0.05).
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Fig. 2. Average log ratio of genome copies and TCIDsy titers obtained by RTqPCR alone,
PMA-RTqPCR and PMA/Triton-RTqPCR after inactivation by free chlorine (A) and heat
treatment (B). Data are represented as mean values + standard error. Asterisks indicate
statistically significant differences compared to the ratio obtained by RTqPCR alone (t-
test; p < 0.05).

inactivated by heat.

To assess with a higher precision the correlation between mo-
lecular and infectious measurements, linear regression analyses
were performed using all data pairs. Linear regression analysis
provides a better way to estimate correlation between the two
variables over the wide range of inactivation levels than mean
comparison. Since the ratio between infectious particles and
genome copies may vary depending on the particular virus stock
used for the experiments and could also be different in wildtype
isolates, correlation analyses were performed for the log reductions
achieved by the inactivation treatment. Individual data pairs were
modeled using linear predictor functions and all pairs were
considered valid after standardized residual analysis to identify
outliers. The correlation between the infectious log reduction and
the log reductions obtained by the applied molecular tests (RTqPCR
alone, PMA-RTqPCR and PMA/Triton-RTqPCR) for HAV inactivated
by FC is shown in Fig. 3A, 3C and 3E, respectively. The linear cor-
relation was statistically significant in all cases but higher for the
PMA-RTQPCR assay, with a correlation of 0.884 (p value
5.99 x 10~>). Again, a significant correlation was also observed
between RTqPCR alone and infectivity (Fig 3A) due to the fact that
FC specifically damages the 5’end of the HAV genome (Li et al,,
2002), but the analysis of covariance used to compare slopes

from different regression lines indicated significant differences
between slopes from RTqPCR alone and PMA-RTqPCR for free
chlorine inactivation (p = 0.024; Fig 3A and C). Added to the fact
that the slope of PMA-RTQPCR is closer to 1, these results indicate
that PMA significantly improves correlation between genome copy
reduction and infectious titer reduction when viruses are inacti-
vated by FC.

Correlation analysis between infectivity and molecular log re-
ductions for heat-inactivated HAV is shown in Fig. 3B, D and F.
Correlation was only significant when PMA/Triton-RTqPCR assay
was used (p value of 0.024). Thus, while viral inactivation by
chlorine treatment could be better estimated by the PMA-RTqPCR
assay (Fig. 3C), inactivation by high temperature was better esti-
mated by the PMA/Triton-RTqPCR assay (Fig. 3F), confirming that
addition of the surfactant was especially helpful to discriminate
inactivated viruses damaged by heat. Analysis of covariance also
confirmed significant differences between slopes from RTqPCR
alone and PMA/Triton-RTqPCR for heat treatment (p = 0.033;
Fig. 3B and F).

In conclusion, addition of PMA improved correlation between
infectivity and molecular tests both for chlorine and heat-
inactivated viruses, and it was more effective in the presence of
the surfactant agent only for heat-inactivated viruses. Our linear
regression analyses show that molecular methods including PMA
pre-treatment may be used to estimate the performance of disin-
fection treatments, but it should be taken into account that corre-
lation depends on the mechanism of inactivation. For example, for
chlorine-inactivated viruses, a 1, 2 or 3-log reduction in the PMA-
RTqPCR assay would correspond to reductions of infectious vi-
ruses of 2.61 + 0.55, 3.76 + 0.53 and 4.92 + 0.76 logs, respectively.
For heat-inactivated viruses, a 1, 2 or 3-log reduction in the PMA/
Triton-RTqPCR assay would correspond to reductions of infec-
tious viruses of 2.15 + 1.31, 2.99 + 0.79 and 3.83 + 0.70 logs,
respectively.

3.3. Use of PMA-RTqPCR assays on naturally contaminated water
samples

In order to confirm the applicability of the PMA/Triton-RTqPCR
assay on real water matrices, the developed method was tested
using contaminated samples. We used 2 archived naturally
contaminated water samples from a study conducted in 2007 (a
river water sample and a sewage sample), and a fresh sewage
sample collected at the time of the study. Since Triton X-100
contributed to the discrimination of viruses inactivated by high
temperature and it was not detrimental in discriminating chlorine-
inactivated viruses, we decided its inclusion in the assay. Samples
were titrated with and without PMA/Triton treatment in parallel.
The percentage of viruses with damaged capsids may be calculated
comparing quantification data from the RTqPCR and the PMA/
Triton-RTqPCR assay using the following formula: % viruses with
damaged capsids = 100 — [(genome copies/L PMA/Triton-RTqPCR)/
(genome copies/L RTqPCR alone) x 100]. Results from the analysis
of 3 HAV positive samples are shown in Table 2. Each sample was
quantified at least twice. While treatment with PMA/Triton
reduced HAV genome copy numbers 1.75 + 0.48 logs in the river
water sample, the titer difference for the two analyzed sewage
samples was very low. In order to confirm that PMA/Triton treat-
ment was able to reduce the signal of inactivated viruses in sewage
concentrates, parallel aliquot samples were heated for 5 min at
85 °C before quantification. As expected, heat treatment resulted in
a reduction of titer in all samples (Table 2). These results suggest
that while more than 98% of genomes quantified in the river water
concentrate were not infectious due to capsid damage, most ge-
nomes detected in sewage are likely to be infectious.
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Fig. 3. Linear regression analysis between infectivity and RTqPCR log reductions for HAV inactivated by FC (panels A, C and E) and high temperature (panels B, D and F). Correlation
analyses were performed between the reduction of infectivity and the reduction of genome copies by RTqPCR alone (panels A and B), PMA-RTqPCR (panels C and D) and PMA/
Triton-RTqPCR (panels E and F). Equations, r, R? and p values are shown for each plot. Dashed lines indicate 95% confidence intervals.

Table 2

Quantification of HAV present in naturally contaminated water samples by RTqPCR alone, and PMA/Triton RTqPCR assays (average + standard deviation, n = 2—3).

Sample Treatment RTqPCR alone (log genome copies/L) PMA/Triton-RTqPCR (log genome copies/L) Log reduction®
River water S3 Nov07 Untreated 3.12 £ 0.27 137 £ 0.21 1.75 + 048

5 min at 85 °C NT NT NT
Wastewater S5 Apr09 Untreated 5.46 + 0.99 535+ 0.77 0.11 £ 0.23

5 min at 85 °C 5.79 + 0.40 4.55 + 0.23 1.49 +0.28
Wastewater M1 Augl5 Untreated 5.16 £ 0.11 532 +0.11 —0.16 £ 0.23

5 min at 85 °C 4.65 + 033 <342 + 0.0 >1.23 + 033

NT: Not tested.

2 Log reduction in titer compared to RTqPCR alone.

4. Discussion

One of the main challenges in public health is the evaluation of
risks associated with water samples that are positive for viruses by

a molecular assay. Availability of sensitive culture-independent
molecular tests that correlate with infectious titers will be a key

step in risk assessment studies, especially for non-cultivatable
pathogenic viruses such as HAV. Molecular methods that measure
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capsid integrity, such as the use of intercalating dyes prior to
RTqPCR, have been explored by different laboratories (Karim et al.,
2015; Moreno et al., 2015; Parshionikar et al., 2010), and it seems
that there is no universal pattern of behaviour. In this study we
have examined the correlation of two different PMA-RTqPCR assays
(with and without Triton X-100) with the infectious titer of HAV
after inactivation by FC and high temperature. Our results confirm
the observation that both treatments lead to capsid damage
allowing PMA penetration and show that correlation between
infectivity assays and molecular tests depends on the mechanisms
of virus inactivation. Indeed, heat inactivation at temperatures
higher than 40 °C mainly affects virus capsids and FC has been
shown to target both the capsid and the genome (Costafreda et al.,
2014; Li et al., 2002). For HAV, inactivation by chlorine at high doses
has been reported to be due to the loss of the 5’NCR of the viral
genome (Li et al., 2002), and our results are consistent with these
observations. When HAV was inactivated by FC, correlation be-
tween TCID5g and RTqPCR was statistically significant even in the
absence of PMA pretreatment, confirming that free chlorine does
degrade the target region of the RTqPCR assay located at the 5’NCR
of the genome.

In our study, for PMA-RTqPCR assays without Triton X-100,
better correlations were observed for viruses inactivated by FC
than by heat, and addition of Triton X-100 only improved PMA
performance when viruses were thermally denaturated but not
when they were oxidized by FC. Other studies using PMA assays
without Triton X-100 have also described worse performance on
other heat-inactivated viruses, compared to other inactivation
mechanisms (Karim et al., 2015; Leifels et al., 2015; Parshionikar
et al., 2010), and addition of Triton X-100 has been shown to
improve discrimination of infectious HAV after heat inactivation
(Coudray-Meunier et al., 2013; Moreno et al., 2015). However, the
effect of Triton X-100 had not yet been assessed on other inacti-
vation processes different from heat. The molecular bases for the
differential effect of Triton X-100 observed depending on the
inactivation mechanisms are unclear. Since PMA requires double-
stranded or structured nucleic acids for binding, its binding to
nucleic acids may be less efficient when viruses are inactivated by
heat due to denaturation of stable secondary structures present
within genomes. In this type of samples, Triton X-100 and other
surfactants may facilitate reannealing of RNA secondary struc-
tures on genomic regions, which are essential for PMA covalent
binding.

Overall, despite significant correlations found between log
reductions of infectious titers and genome copy titers, it seems
that PMA-RTqPCR assays cannot completely prevent amplifica-
tion and detection of inactivated viruses. In our hands, despite
the high level of viral inactivation, we did not get any RTqPCR
result with a genome copy titer below the limit of detection of
the assay (2.30 logs genome copies/ml and 1.43 logs TCIDsp/ml)
in any of the experiments performed, highlighting the fact that
molecular PMA assays are likely to overestimate virus infectivity.
Since treatment of purified HAV RNA with PMA completely
abolishes RTqPCR signal (data not shown), it seems that this
limitation is not due to the stoichiometric ratio between genome
copies and dye molecule, neither of the degree of secondary
structures within the target region. PMA assays with modified
pH or after supplementation with nucleic acid hexamers to
induce the formation of double-stranded regions have been
performed in our laboratory and did not provide any improve-
ment on the procedure (data not shown). Whether PMA entry
into damaged particles may be hindered by viral aggregation, or
by capsid lack of plasticity and flexibility remains to be eluci-
dated. In addition, it is also possible that viral capsids suffer
structural alterations that render them non-infectious without

causing holes through which intercalator molecules can get in-
side. More than likely, the population of inactivated viruses is
not homogeneous.

In summary, our study shows that although PMA-RTqPCR assays
are not a perfect tool to directly predict the concentration of in-
fectious viruses, they are useful in inferring the efficiency of several
water treatments on infectious virus removal. Linear correlations
may be employed as a culture-independent tool to estimate the
level of disinfection reached upon a certain inactivation process.
Thus, for example, for chlorine-inactivation, a 1, 2 or 3-log reduc-
tion in the PMA-RTgPCR assay corresponds to reductions of infec-
tious viruses of 2.61 + 0.55, 3.76 + 0.53 and 4.92 + 0.76 logs,
respectively. For heat-inactivated viruses, a 1, 2 or 3-log reduction
in the PMA/Triton-RTqPCR assay corresponds to reductions of in-
fectious viruses of 2.15 + 1.31, 2.99 + 0.79 and 3.83 + 0.70 logs,
respectively.

In addition, we have confirmed the applicability of PMA assays
to estimate the proportion of “non-infectious” viruses present in
naturally contaminated water samples. We demonstrate that PMA/
Triton-RTqPCR assays are suitable for the analysis of naturally
contaminated water samples of different kinds without further
sample dilution, providing a better estimation of the infectious
titer. An additional advantage of applying PMA-RTQPCR tests on
water samples is that PMA may prevent amplification of non-
specific free nucleic acids. Due to the scarcity of water samples
naturally contaminated with HAV in our area, two of the analyzed
samples came from a previous study that had been archived at
—80 °C for 5—7 years (Pérez-Sautu et al., 2012), and although HAV
capsids have been shown to be highly stable (Costafreda et al.,
2014), the levels of damaged virions may have been modified
during storage. Although our results suggest that the percentage of
non-infectious HAV, and the resulting risk for humans, may be
significantly different between the different types of analyzed
water samples, the possibility that the long storage time has
affected the capsid stability of viruses contaminating the river
water sample cannot be completely ruled out.

In conclusion, although PMA-RTqPCR assays may still over-
estimate the amount of infectious viruses, acknowledging that a
certain percentage of viral genomes present in water are not in-
fectious due to capsid damage undeniably provides a better
assessment of the associated risk. This may be highly relevant in
outbreak situations in which a waterborne origin is suspected.

5. Conclusions

e The treatment of samples with PMA prior to RTqPCR amplifi-
cation may be used to infer the performance of HAV disinfection
treatments.

e Addition of Triton enhances correlation with infectivity for
heat-inactivated viruses, but not for free chlorine inactivated
viruses.

e Despite the positive effect of Triton may not be universal, the
potential use of PMA/Triton-RTqPCR assays as a horizontal
method to monitor a reduction in virus infectivity is promising.

e PMA/Triton-RTqPCR assays may be used as a refinement for a
better estimation of the concentration of infectious particles in
naturally contaminated waters.

e Accurate quantification of intact viruses present in water will be
of enormous value in performing and interpreting quantitative
risk assessment studies.
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El canvi climatic esta afectant tots els aspectes de la vida al planeta especialment
sobre els recursos hidrics i I'accés a aigua potable, principalment als 2.200 milions
de persones que a dia d’avui no tenen accés diari a una font segura d’aigua
potable. Aquest fet pot significar la diferencia entre salut o malaltia, entre
prosperar o amb prou feines sobreviure. L'aigua és un bé escas i des de principi de
desembre del 2019 aquest recurs, 0 més exactament els seus drets d’Us, cotitzen
en la borsa en base a l'index Nasdaq Veles California Water (NQH20) amb
I’objectiu principal de regular-ne el seu Us.

Segons I'Informe Mundial de les Nacions Unides sobre el Desenvolupament dels
Recursos Hidrics 2020, a més dels problemes derivats del canvi climatic, també
assenyala que I'Us global de I'aigua s’ha multiplicat per 6 els ultims 100 anys i
continua augmentant a un ritme constant de I'1% anual, degut al
desenvolupament econdmic, el creixement demografic i el canvi de patrons de

consum (157).

Aquest escenari de futur dificulta el compliment dels Objectius de
Desenvolupament Sostenible marcats en I'agenda 2030 de les Nacions Unides,
especialment I'objectiu numero 6 que busca garantir I'accés universal a I'aigua

potable.

L'aigua contaminada o un sanejament deficient estan relacionats amb Ia
transmissid de malalties a través d’agents patdgens. Una gran varietat de virus
enterics que afecten a humans poden ser trobats en aliments i aigua contaminada.
Malgrat unes poques excepcions, els millors caracteritzats com a brots deguts a

aliments contaminats amb virus son el virus de I’hepatitis A i els norovirus.

El virus de I’hepatitis A, que és I'agent etiologic de I'hepatitis més comu, arriba a
I'aigua a través de les femtes d’una persona infectada, i seguint la via de
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transmissio fecal-oral duu a terme la infeccid quan una persona sana ingereix
directament l'aigua o els aliments irrigats amb aquella aigua contaminada. La
determinacié de quina quantitat de virus hi ha en una mostra d’aliment o d’aigua
és crucial per a determinar el grau de risc que suposa el seu consum, aixi com saber

discernir entre genomes detectats i particules viriques infectives.

Actualment disposem de dues propostes d’ISO (ISO 15216-1:2017 i I1SO 15216-
2:2019) per a la determinacid quantitativa del HAV en aigua i en diferents matrius
alimentaries que permetran la formulacié d’estandards reguladors per al virus de
I’"hepatitis A. Aquests métodes estan basats RTqPCR, una tecnica rapida i molt
sensible, perd que malauradament no pot inferir la infectivitat d’'un virus com
podria fer-ho la infeccid d’un cultiu cel-lular adient, que actualment no existeix per

a la soca salvatge del HAV.

Per la seva banda els norovirus humans sén la causa més freqlient de casos
epidemics i esporadics de gastroenteritis aguda a tot el mdn, i la principal causa
de gastroenteritis transmesa pels aliments. Un cop aconseguida la vacuna contra
el rotavirus, els norovirus s’han convertit en el patogen predominant en trastorns

gastrointestinal, especialment en infants (158).

Els brots associats a aigua de beguda son menys freqlients que els transmesos per
aliments, sobretot en paisos industrialitzats. No obstant, s’han descrit brots per
consum d’aiglies de fonts, de pous o alguns d’aigua embotellada (159) (80) i
alguns relacionats amb aiglies recreatives. Alguns estudis suggereixen que les

soques de Gl s’associen amb major freqliencia amb els brots hidrics que Gll (160).
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No obstant, molts dels virus que causen brots alimentaris sén dificils, o fins i tot
impossibles, de replicar en cultiu cel-lular a dia d’avui. Per aquest motiu sén de

vital importancia els métodes moleculars (146).

La Direccid General de Salut i Seguretat Alimentaria de la Comissié Europea
(12655/2012), complint I'article 15 de la regulacié n? 882/2004 ha implementat el
monitoratge dels norovirus humans i del virus de I'hepatitis A en algunes
importacions d’aliments seguint la metodologia estandarditzada del CEN (ISO
15216-1:2017ila1SO 15216-2:2019). Malauradament I’aplicacié d’aquest protocol
en la monitoritzacié regular d’aliments implica una gran despesa de temps i de
recursos economics en haver-se proposat inicialment un assaig per cada un dels

virus esmentats.

Es per aquest motiu que varem treballar en 'optimitzacié d’una RTqPCR multiplex
gue pogués detectar diferents virus entérics simultaniament, concretament el
HAV i norovirus Gl | GlI, aixi com el mengovirus emprat com a control de procés.
La metodologia CEN esta oberta a la utilitzacié de diferents sets de sondes i
primers sempre que tinguin com a diana el 5 NCR del HAV i la unid entre 'ORF1 i
I’ORF2 dels norovirus Gl i Gll. Tot i aix0, no deixava de ser un repte aconseguir una
optima deteccid de tots quatre virus obtenint una sensibilitat que fos acceptable.
Fins aleshores, la informacié que teniem de multiplex semblants per a la deteccid
del HAV i norovirus pero no incloien virus control (161), el que feia menys acurat
a I’"hora d’inferir, mitjancant les correccions pertinents, la quantitat de virus inicial
a la mostra. Hi ha altres assajos que si que incloien virus control pero no hi estaven
representats els virus que nosaltres busquem detectar (162) (163) (164). Sabiem
per estudis anteriors (165) (163) que a major numero de virus diana major seria

limit de deteccid i menor la sensibilitat de I'assaig, en comparacié amb la
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realitzacié de RTqPCR monoplex per cada un dels virus. No obstant, la balancga es
seguia inclinant cap a la multiplex si aconseguiem poder fer d’un sol assaig la
deteccid dels virus més importants causants de brots alimentaris en una mateixa

mostra.

Aixi doncs ens enfrontavem a possibles competéncies entre les diferents dianes, a
baixes sensibilitats amb limits de deteccié tan alts que no haguessin fet util aquest

assaig.

Tot i que és compleix, el que ja demostraven altres autors de la pérdua del limit
teoric de deteccid de les multiplex respecte a les monoplex, en el nostre cas
sobretot amb el HAV i norovirus Gl, ens mantenim dintre del rang d'altres assaigs
triplex i quadruplex descrits per diferents autors (166)(167). A més, com a norma
general, en mostres d'aigua i aliments, sovint s'observa una pérdua mitjana de
0.43 copies del genoma entre els assaigs monoplex i els quadruplex,
independentment del virus que es vulguin detectar i del nombre de copies

presents.

Malgrat la perdua de sensibilitat esmentada, aquest assaig va suposar un estalvi
de reactius en comparacio a la monoplex. Seguint el protocol ISO per a que el
resultat obtingut tingui més robustesa, cada mostra s’ha d’assajar dos cops, aixo
significa dos reaccions de la placa de multiplex o bé 8 reaccions en la placa de
monoplex. A més, cada mostra cal afegir-la amb una dilucié 1/10 per duplicat per
a detectar possibles inhibicions que pugui contenir la matriu alimentaria. De nou,
serien 2 reaccions més a la multiplex i 8 reaccions més per la monoplex. Per tant,
suposaria un gran estalvi en reactius i aigua purificada i desionitzada, a més del
estalvi en temps que suposa per al personal que realitza I'assaig. Si hi afegim, el
control de procés, el control extern i les corbes estandard que recomana el CEN,
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I'assaig quadruplex representa un estalvi del 30% en comparacié amb el
monoplex, ja que es necessiten 65 per |'assaig de monoplex i 43 reaccions per a
I'assaig de multiplex. Aixi doncs, aquesta eina esdevenia una alternativa especifica
i sensible als métodes de cultiu cel-lular i la immunofluorescéencia, tecniques amb
un cost economic important. Altrament, també aconseguiem restar molt de temps
en I'obtencié de resultats en la deteccié d’aquests virus en mostres d’aliments i
aigua. No obstant, els metodes moleculars tenen una greu limitacid, la incapacitat
de discriminar entre virus que sén infecciosos i virus que han estat inactivats i no

representen un perill per a la salut humana.

Per tant, a més de la millora de les tecniques moleculars per a la deteccié de virus
enterics, també es va treballar en la millora de la inferéncia de la infectivitat en
aquelles mostres que per meétodes moleculars haguessin donat positives.
Ressaltant la importancia de tenir una bona correlacié en el numero de copies
viriques detectades per metodes moleculars com els que acabem de veure i
infectivitat. Degut a que els virus enteérics sén considerablement més resistents als
diversos tractaments de I'aigua que els bacteris coliforms, destaca doncs 'interés
pels processos de tractament de I'aigua amb agents halogenats com el clor per a
reduir la contaminacid viral. No obstant, cal tenir present la persistencia del DNA
després de la mort cel-lular (168) (169) i per tant, la quantificacié basada en el DNA
pot donar una sobreestimacié del risc patogen de la mostra mitjancant falsos
positius. L'RNA, per altra banda, es degrada més rapidament després que les
cél-lules han perdut la seva viabilitat RNA (170), pero aquesta inestabilitat

intrinseca pot comportar problemes técnics si s’utilitza com a diana molecular.

Els agents intercalants de bases sén una alternativa prometedora i senzilla

d’utilitzar. Aquestes substancies quimiques sén capaces de penetrar només en les
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cél-lules inviables que tinguin malmesa la integritat de la seva membrana cel-lular.
L'EMA és un derivat del colorant de DNA més utilitzat fins fa poc als laboratoris, el
bromur d’etidi, que amb I'addicié d'un grup azida |i permet la unié covalent a
I'DNA. De la mateixa manera, el PMA és un derivat del iodur de propidi unit a un
grup azida. El iodur de propidi és un colorant que s’utilitza habitualment
microscopia per a assajos de viabilitat cel-lular, i també és capa¢ d’unir-se

covalentment a I’acid nucleic (171).

A dia d’avui els intercalants de bases com I'EMA i el PMA s'utilitzen per a
diferenciar entre agent infeccids i no infeccids en parasits i bactéries (172) (153)
(173)(174)(175) (176)(177), aixi com en virus (178) (150) (151) (179) (147) (148)
(144). 'EMA s’ha demostrat tenir una alta toxicitat intrinseca per a algunes
bacteries, subestimant el nombre tota de DNA viable en la mostra. Degut a la seva
major carrega, el PMA és menys permeable a la membrana i té una toxicitat
inherent més baixa que 'EMA (153), permetent una major eficiencia en I'entrada
a la cel-lulai una estimacié més precisa del nombre de cel-lules viables, disminuint

el nombre de falsos negatius (171).

Els experiments amb clor sén un repte en tant en quant el clor lliure s’adhereix als
diferents materials amb els que entra en contacte, aixi com la mateéria organica
gue hi hagi present a la mostra, dificultant el calcul exacte de clor lliure que esta
actuant sobre la nostra mostra. Aquest va ser un dels primers reptes que varem

haver de superar posant en contacte els recipients amb clor.

En aquests recipients pretractats, a una temperatura constant de 42 C i sense
contacte amb la llum es mantenia I'estoc de clor lliure necessari per als
experiments. La caiguda del clor al llarg del temps es una variable que va ser

mesurada minuciosament abans de comencar els assajos d’inactivacié del HAV
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mitjancant el metode DPD (N,N diethyl-p-phenylenediamine sulfate) utilitzant un

fotometre.

Una altra gliestié a tenir en compte sdn els multiples agents, reactius i productes
gue interaccionen entre ells al llarg de tot I’experiment. Des de I'addicié del clor a
la mostra fins I'extraccié de I'acid nucleic passant per la inactivacié de la reaccid
amb clor o la suma del PMA. Basant-nos amb bibliografia anterior varem seguir
tots els passos que altres cientifics i cientifiques recomanaven per a resoldre
aquest problema. No obstant, aquest tipus d’experiment sempre sera més senzill
en mostres concentrades a partir d’aigua que en mostres de matéria organica, on
és més dificil arribar a saber quins components hi ha presents a la mostra que
podrien fer variar els resultats o inclus actuar com a inhibidors en alguna de les
etapes. També es van haver de fer proves prévies per assegurar-nos que no hi
hagués citotoxicitat degut al clor lliure i al tiosulfat en afegir la mostra tractada al

cultiu cel-lular.

A l’assaig d’inactivacié mitjancant calor, es veu clarament com el numero de copies
detectat per RTgPCR sense cap tractament previ difereix poc en totes quatre
condicions, mentre que mitjangant la titulacié per TCIDsg es veu clarament que la
infectivitat ha baixat. Gracies a I’existencia d’un cultiu cel-lular adient per aquesta
soca de HAV podiem saber la caiguda d’infectivitat de cada tractament
d’inactivacid. Pero cal recordar que molts virus no disposen actualment de cultius

cel-lulars on poder replicar.

En el cas de I'estudi dut a terme I’'any 2016 pel Dr. Albert Blanco en mostres de
norovirus provinents d’un brot iniciat a Andorra, pero estés per tota Catalunya,
també es va realitzar I'assaig amb PMA i Triton per tal d’inferir quin nombre de
particules viriques detectades eren infectives (80).
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Els nostres resultats confirmen que, tant el tractament amb clor com amb alta
temperatura, permeten I'entrada de I'agent intercalant a través de la capsida
malmesa i mostren que la correlacié entre infectivitat i els métodes moleculars
depenen del mecanisme utilitzat per inactivar el virus. En el cas de la inactivacié a
temperatures superiors a 402C afecta principalment a les capsides del virus
mentre que s’ha demostrat que el clor atacaria tant la capsida com el genoma

(156) (142).

Quan varem inactivar ’'HAV amb clor lliure, la correlacié entre TCIDso i RTqPCR va
ser estadisticament significativa fins i tot en abséncia de pretractament de PMA,
cosa que confirma que el clor lliure degrada la regié diana utilitzada en la RTqPCR
situada a 5'NCR del genoma, tal i com havien predit altres estudis (142). En el
nostre estudi, en els assajos PMA-RTqPCR sense Triton X-100, es van observar
millors correlacions per als virus inactivats amb clor lliure que per calor, i I'addicid
de Triton X-100 només va millorar el rendiment del PMA quan els virus es van
desnaturalitzar termicament tal i com mostraven altres estudis (178) (15), pero no
guan es van oxidar, un fet també experimentat anteriorment per diversos autors

(180) (181) (147).

Tot i aix0, I'efecte de Triton X-100 encara no s’havia avaluat en altres processos
d’inactivacid diferents de la calor. Les bases moleculars de I'efecte diferencial de
Triton X-100 observades en funcié dels mecanismes d’inactivacid no sén clares.
Ates que el PMA requereix acids nucleics de doble cadena o estructurats per unir-
se, la seva unid als acids nucleics pot ser menys eficient quan els virus sén
inactivats per la calor a causa de la desnaturalitzacié d’estructures secundaries

estables presents als genomes. En aquest tipus de mostres, el Triton X-100 i altres
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agents tensioactius poden facilitar el recobriment d’estructures secundaries de

RNA a regions genomiques, que son essencials per a la unié covalent de PMA.

Diversos estudis posteriors han utilitzat la PMA-RTqPCR per a quantificar virus en
aigua i aliments. L’any passat es va publicar un estudi on s’avaluava la inactivacid
de dos virus entérics d’humans I'adenovirus tipus 40 i coxsackievirus B5 mitjancant

la inactivacié per calor o per clor lliure (182).

No obstant, els diferents estudis mostren com |’efectivitat del pretractament amb
PMA varia en funcié del virus i del métode d’inactivacio utilitzat. En un estudi
realitzat per el Dr. Mohammad R. Karim es va inactivar norovirus muri (MNV-1),
poliovirus i norovirus huma (HuNoV) amb clor lliure, calor i llum UV. EIl MNV-1 va
ser utilitzat com a subrogat del HuNoV al no estar ampliament estés el cultiu amb
HIEs per a mesurar la seva infectivitat (180). Poliovirus va ser exposat a 722C
durant 5 segons i va perdre la seva infectivitat, mentre que MNV-1 i HuNoV van
estar en les mateixes condicions de temperatura pero al llarg de 5 minuts. En
aquest assaig MNV-1 va perdre la seva infectivitat i es va assumir que HuNoV
també I’hauria perdut. En canvi per RT-PCR utilitzant el tractament previ amb
PMA, no es veia una caiguda d’infectivitat ni per a MNV-1 ni per a HuNoV, i per
RTgPCR la caiguda de titol era minima. L’autor assenyalava que les diferencies
d’efectivitat del pretractament que s’havien observat amb poliovirus respecte a
MNV-1 i HuNoV podrien ser degudes a la composicié de la seva capsida. Si bé és
cert que tots tres virus sén no embolcallats i els seus genomes d’RNA es troben
protegits per la capsida proteica, I'estructura de la capsida del poliovirus és
diferent del MNV-1 i del HuNoV i per tant els autors proposen que el dany causat

per la inactivacié podria ser diferent.
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Un assaig fet amb enterovirus i norovirus previament sotmesos a diferents
temperatures (192C, 372 Ci 729C) o bé posat en contacte amb hipoclorit va donar
com a resultat una caiguda de titols a tots els virus, excepte en la condicié de 192C
I’assaig no va ser capag de diferenciar entre virus infecciosos i no infecciosos

mitjancant PMA-RTgPCR (147).

En el cas de I'estudi de les aiglies d’Andorra (80) si que es va detectar una caiguda
del titol viric de HuNoV entre les RTqPCRs realitzades amb i sense pretractament
amb PMA/ Triton on la proporcié de virions infecciosos a les mostres d’aigua va
ser del 0,3%-5,6% del nombre total de particules fisiques. El qual donaria a
entendre que els virus recuperats estaven inactivats de manera natural tindrien
danys suficientment importants com per a que el PMA pugues accedir a través de

la capsida.

Una altra hipotesi que ha sorgit en els diferents assajos realitzats amb PMA és que
I'intercalant de bases no s’estigués unint a la diana que amplifiquen els primers
utilitzats i per tant no s’amplifiquessin genomes de particules viriques que no eren
infectives. Per tal de resoldre aquesta hipotesi, el grup del Dr. Karim va posar en
contacte PMA amb RNA nuu de HuNoV i MNV-1, i el resultat va ser que no es va
detectar cap genoma ni per RT-PCR ni per RTgPCR. Per tant, la diferencia de
resultats no vindria de divergéncies en la unié covalent del PMA al genoma de
diferents virus sind en I'accié dels diferents agents inactivants sobre les capsides

dels virus (180).

Un altre camp que es suma al coneixement dels virus és la bioinformatica, que
desenvolupa metodes i eines informatiques per comprendre dades biologiques.

Una aproximacio més detallada de la composicid i I'estructura del material genétic
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del virus ens podra donar més informacié sobre la seva reactivitat als agents

desinfectants.

Per altra banda, s’han publicat estructures de virus enterics mitjangant
cristal-lografia de raig X (183) (184) (185) que han aportat una informacié molt

valuosa sobre la ubicacid i I'orientacié de les proteines de la capsida.

En el mateix context, la microscopia crioelectronica (cryoEM) també ens ha
aportat molta informacié, especialment en aquells virus que no es poden
cristal-litzar degut a les formes complexes de la capsida, una purificacid insuficient
o la presencia d’estructures metaestables com processos d’entrada a cel-lules o
unié de virus (186) (187). Estudis de cryoEM han demostrat que alguns virus tenen
genomes ordenats (188) i s’han descrit interaccions especifiques entre les
proteines de la capsida i els genomes empaquetats (189). De moment no disposem
d’estructures gairebé atomiques per a alguns virus entérics importants com I'HAV
i el HuNoV, tot i que s’han reconstruit particules recombinants (virus-like particles-
VLP) (190). No obstant, cal tenir precaucié en I'analisi de les estructures viriques a
I’"hora d’identificar I'accessibilitat que tindra I'agent desinfectant als grups
funcionals. Les capsides dels virus poden tenir una naturalesa fluida i per tant, els
grups funcionals que normalment estan protegits d’oxidants poden estar de
manera temporal exposats a la superficie de la capsida (191). A més a més les
modificacions en les particules viriques no sempre sén causa d’inactivacié. Hi ha
estudis que demostren com, tot i fer un tractament amb 0z a poliovirus i alterar
les proteines VP1 i VP2, la inactivacid del virus es produeix en realitat per dany al

genoma (192).

Es necessita més recerca per esbrinar I'efecte de I'estructura del virus, aixi com la

seva funcid associada, respecte la seva reactivitat a diferents metodes
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d’inactivacio. L'aplicacié d’aquesta doble mirada permet la identificacié racional
de lloc especifics de dianes antivirals, aixi com vacunes especifiques que tenen
com a diana estructures rellevants per al virus que sén comuns en diferents
soques. Yang i col-laboradors van utilitzar aquesta visi6 amb coronavirus per tal
de dissenyar una proteasa inhibidora de la replicacié del virus (193). En aquest cas,
un coneixement de les regions estructuralment més conservades del virus i la
bioquimica de la proteasa permet el desenvolupament d’un Unic antiviral d’ampli
espectre que es dirigeixi a tots els coronavirus (28). Un enfocament similar es
podria aplicar al disseny de desinfectants contra els virus entérics com a eina per
adaptar-nos als canvis en seguretat alimentaria que s’esbossen en un horitzé no

molt llunya.

Els fenomens climatologics extrems derivats del canvi climatic, les futures
pandémies degudes a malalties emergents i els conflictes bél-lics per I'accés als
escassos recursos naturals podrien també fer-nos retrocedir en el temps en

patologies que a dia d’avui estan sota el nostre control.

Segons el CDC, el nombre de noves infeccions estimades pel virus de |"hepatitis A
ha augmentat des del 2014, amb un increment gairebé del triple entre els anys
2017 i 2018. L'objectiu que s’havia establert per a I’'any 2018 era el d’assolir com
a maxim 6250 noves infeccions, pero la dada per aquell any va ser de 24900 casos.
La incidéncia de I’hepatitis A esta subjecta a variacions d’'un any a l’altre, en gran
part a causa de l'aparicid de brots. Des de finals del 2016, hi ha hagut brots
generalitzats d’hepatitis A als Estats Units, que es van propagar, principalment, a
través del contacte de persona a persona entre les persones que havien consumit
drogues o bé amb persones sense llar. Dintre del pla estratégic per a I'lany 2025

formulat per el mateix CDC, I'objectiu establert és la reduccié en un 83.9% de les
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infeccions cursades I'any 2018, per tant un maxim de 4000 persones infectades

I'any 2023 i igual o menys de 2500 persones infectades I'any 2028 (194).

Per a fer-ho possible s"augmentara la difusié de les recomanacions del CDC sobre
la vacunacid contra I’'HAV a la poblacié de risc i es reforgara la deteccid i la

resposta als brots notificats (194).

Sense dubte, técniques com la multiplex optimitzada per a la deteccié del HAV i
HuNoV i I'Us del pretractament amb PMA/ Triton , o aproximacions semblants,
previ a la RTgPCR seran peces complementaries que ajudaran a l'assoliment de
I'objectiu d’estimar acuradament el nivell de risc associat a la presencia dels
esmentats virus en mostres contaminades. En quant a I'analisi de la qualitat de
I'aigua, la deteccid d’Escherichia coli (o bé de coliformes termotolerants) no és un
index fiable per ell mateix de la presencia o abséncia del virus de I'hepatitis A, ni
d’altres virus enterics, en aiglies de consum, ja que els virus sdn més resistents a

la desinfeccié (195).

El fet poder exigir regulacions i controls més estrictes a paisos que es dediquen a
I’exportacid d’aliments és de vital importancia, pero ha d’anar acompanyat de que
els protocols imposats siguin assolibles econdmicament per a tots els paisos.
També, cal millorar la inferéncia entre organismes infectius i no infectius per tal
de no sobreestimar les dades de contaminacidé en aliments i aiglies, que d’altra

banda podrien ser descartats amb les perdues economiques que podria suposar.

Només un baix percentatge dels virus compten amb un cultiu cel-lular adient on
poder replicar en condicions de laboratori. Per tant, cal trobar altres maneres de
poder inferir millor la infectivitat real de les particules viriques que tenim en una

nostra mostra. Hem vist que els agents intercalants poden ser una bona manera,
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tot i que observem més efectivitat en unes condicions d’inactivacié que en altres.
En el cas de la inactivacié amb clor observem la dificultat de I'ladheréencia del clor
als diferents components del medi i del recipient, aixi com la caiguda natural que
té el clor al llarg del temps. Potser una forma de continuar aproximant una bona
correlacié entre infectivitat i nimero de copies gendomiques detectades seria
amplificant fragments més grans del genoma o bé, amplificant fragments que,
degut a la conformacié del RNA del virus, estiguessin més exposades a agents

desinfectants, com per exemple el Clor.

Si amplifiquéssim fragments més llargs del genoma, amb la dificultat que aixo
comporta degut a la baixa conservacid que podrien tenir i a la possible perdua de
sensibilitat causada per usar dianes més llargues, seria més facil detectar regions
del RNA que estiguessin malmeses i per tant aquells genomes no serien
amplificats. Per altra banda, coneixer la conformacié 3D que adopta el RNA dintre
del virus, ens permetria trobar regions més exposades i poder detectar aquelles

gue estan més conservades dintre de la espécie.

Segons I'informe Mundial de les Nacions Unides sobre el Desenvolupament dels
recursos hidrics del 2020 (196), el canvi climatic portara cada cop més sovint
fenomens extrems relacionats amb I'aigua, fet que suposa una amenaca per a les
infraestructures d’aigua potable, de sanejament e higiene aixi com la possibilitat
gue quedin malmeses les estacions de bombeig del clavegueram que podria portar
a una expansio de femtes amb protozous, bacteris i virus constituint un greu risc
per a la salut humana. Alhora si disminueix la qualitat de I'aigua ens haurem

d’enfrontar a uns costos més elevats en els seus tractaments de purificacio.

A més a més, I'augment de temperatura pot portar a un increment de I'evaporacid
de les aiglies superficials i posar en risc els embornals d’aigua potable. L'augment
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del nivell del mar podria afavorir la incursié d’aigua salada en els aqifers costers

gue actualment tenim a la nostra disposicid.

Aixi doncs cal treballar en la linia de la mitigacié del canvi climatic, alhora que
paral-lelament es posen esforcos en |'adaptacio als seus efectes, molts dels quals
ja hem pogut patir amb fendmens extrems com el temporal Gloria (Gener 2020)
on Girona es va quedar sense aigua potable en desbordar-se el riu Ter, i van ser
malmeses dues plantes depuradores de la comunitat valenciana, o bé, més
recentment, el temporal Filomena (Gener 2021) que ha provocat I'aflorament de

les aiglies residuals del clavegueram en alguns barris de la ciutat d’Alacant.
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De cada un dels objectius proposats a I'inici de la tesi se’n extreuen les seglients

conclusions:

1. Disseny d’una RT-gPCR multiplex optimitzada per a la
deteccié de HAV, Norovirus Gl i GIl per a mostres de

mol-luscs i aigua.

e La RT-gPCR multiplex va mostrar certa perdua de
sensibilitat en comparacié amb les monoplex, tal i com

s’esperava.

e Aquesta perdua de sensibilitat va ser insignificant quan
es van analitzar mostres contaminades de forma

natural.

e Finalment el balang és positiu en reduir els costos dels

reactius i de nombre de recursos necessaris.

e L'assaig multiplex esdevé una eina molt valuosa per al

cribratge virologic de mostres d'aliments i aigua.
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2. Refinament dels metodes per a millorar la deteccié de la
infectivitat d’HAV en mostres ambientals mitjancant la

utilitzacio d’agents intercalants combinats amb RTgPCR.

e El tractament de mostres amb PMA abans de
I'amplificacié mitjancant RTgPCR es pot utilitzar per
inferir el rendiment dels tractaments de desinfeccid del

HAV.

e L’addicid de Triton durant el tractament amb PMA
millora la correlacio amb la infectivitat per als virus
inactivats per calor, pero no per als virus inactivats amb

clor lliure.

e Tot i que I'efecte positiu de Triton pot no ser universal,
I"Gs potencial dels assaigs PMA / Triton-RTqPCR com a
metode horitzontal per controlar la reduccié de la

infectivitat del virus és prometedor.

e Els assajos PMA / Triton-RTqPCR es poden utilitzar com
a refinament per a una millor estimacido de Ia
concentracido de particules infeccioses en aigles

contaminades de forma natural.

e La quantificacié precisa dels virus intactes presents a
I'aigua tindra un enorme valor en la realitzacid i

interpretacio d’estudis quantitatius d’avaluacio de risc.
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