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RESUMEN

Los ensayos sobre indicadores virales en el agua residual resultan en un aporte
interesante para conocer su evolucion en este medio y determinar las posibilidades de
depuracion de la contaminacion viral en estaciones depuradoras.

En esta investigacion se llevo a cabo un ensayo comparativo para estudiar la degradacion
de dos indicadores virales en agua residual y en una tecnologia de tratamiento con fangos.
Ademas, se contrasté el decaimiento del titulo viral atendiendo a sus diferencias
estructurales. Se evalud por un lado la evolucion del Phi6, virus con envoltura lipidica y por
otro la evolucion del MS2, virus sin envoltura.

Los resultados mostraron que el sistema de tratamiento biolégico es mas eficiente para la
eliminacion de ambos virus. Por otro lado, el virus MS2 resultd mas resistente a la
degradacion, mientras el Phi6 decaeria 2.24 y 3.5 veces mas rapido en agua residual y en
el tratamiento con fangos activos respectivamente.

Palabras clave: depuracion, bacteri6fagos, fangos activos, agua residual, envoltura virica.

ABSTRACT

Research on viral indicators in wastewater constitutes an interesting contribution to the
understanding of phages elimination in wastewater treatment plants.

In this research, a comparative test involving two system configurations was carried out to
study the evolution of two viral indicators in wastewater and over an active sludge matrix.
In addition, the decay of the viral titer was contrasted in regards to their structural
differences. The evolution of Phi6, an enveloped virus, and of MS2, a non-enveloped virus,
were recorded.

The results showed that the biological treatment posed a more efficient method for the
elimination of both viruses. On the other hand, MS2 was found to be more resistant in both
media, while Phi6 decayed 2.24 and 3.5 times faster in wastewater and activated sludge
treatment respectively.

Keywords: water treatment, bacteriophages, active sludge, wastewater, viral envelope.
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1.1. Situacion actual de la contaminacion acuatica

La creciente actividad antropogénica en pleno siglo 21 ha agravado la explotacion de los
recursos y acelerado la contaminacion de los sistemas naturales, entre ellos los cuerpos
de agua, siendo la emision de aguas residuales la principal causa de contaminacion [1].

El crecimiento poblacional y la intensificacion de las actividades industriales han
incrementado los volimenes de aguas residuales vertidos a los cuerpos receptores,
desencadenado consecuencias severas en los ecosistemas naturales y, en consecuencia,
sobre la salud humana. Los impactos mas destacados incluyen la pérdida de los
ecosistemas marinos, erosion, eutrofizacion, infiltracion a las aguas subterraneas,
contaminacion de especies acuaticas y, en consecuencia, un incremento en las patologias
relacionadas con el ciclo del agua y padecidas por personas y animales [1]-[3]. A raiz de
esta problematica, el tratamiento de los residuos domésticos y las aguas residuales
urbanas han sido un foco del desarrollo tecnolégico en la época actual. Aun asi, en el
2020 el porcentaje de agua residual tratada a nivel mundial correspondia solo a un 52%
de una produccion total, que asciende hasta los 359.4x10° m3 ano-1[4].

Reducir las emisiones de contaminantes organicos y productos quimicos en el agua
residual, mejorando el alcance y disponibilidad de las tecnologias de tratamiento de aguas
residuales, es uno de los desafios de la politica ambiental a dia de hoy. Otro aspecto clave
en el que se debe progresar consiste en mejorar la compresion de los contaminantes
emergentes y los agentes patégenos en el agua residual, incluyendo, entre otros,
microcontaminantes quimicos, genes de resistencia microbiana (GRAs) y virus [5].

Para abordar estos desafios, se han definido, dentro del conjunto de los 17 Objetivos de
Desarrollo Sostenible (SDG por sus siglas en inglés), los siguientes objetivos: niUmero seis,
agua limpia y saneamiento; nimero 13, accion por el clima; y nimero 14, vida submarina.
Estas metas, aprobadas por la ONU en el 2015, establecen las pautas para lograr una
sociedad sostenible en el 2030 [6].

1.2. Virus en aguas residuales

Los virus prevalecen en el medio ambiente y muchos de ellos se detectan en medios como
el agua residual en cantidades significativas. De esta forma, en muestras de aguas
residuales recolectadas de diversos paises se han encontrado adenovirus, enterovirus,
astrovirus, norovirus, rotavirus, entre otros. Los virus que detectados en el agua residual
suelen ser virus humanos relacionados con enfermedades gastrointestinales y, por norma
general, solo sobreviven por largos periodos si sus hospedadores estan presentes en el
agua contaminada. Por el contrario, la ausencia de hospedadores conlleva que los virus
no puedan sobrevivir forma infecciosa mucho tiempo. Para los virus entéricos se han
encontrado mas de 140 serotipos en muestras de agua residual y se sabe que estos si
pueden persistir por periodos prolongados de semanas e incluso meses [7].
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Por otro lado, también es importante distinguir entre virus con envoltura y sin envoltura.
La envoltura virica consiste en una membrana lipidica que proviene en gran parte de la
membrana celular del organismo infectado y esta conformada por fosfolipidos y proteinas,
sobre estos elementos se unen también glicoproteinas virales cuya funcion es identificar
los puntos receptores en el hospedador [8]. La envoltura virica plantea una estructura de
bicapa lipidica flexible y sensible a la desecacién, esta membrana manifiesta la necesidad
de reflexionar sobre como puede verse afectada la supervivencia de los virus por el hecho
de estar encapsulados [9].

De forma paralela a la problematica ambiental surge, en enero de 2020, la pandemia del
COVID-19 causada por el virus SARS-CoV-2 que también ha sido detectado en aguas
residuales de todo el mundo. Este virus se incluye dentro de la amplia familia de los
Coronaviridae, que abarca viriones con envolturas esféricas o cilindricas (subfamilias
coronavirus y torovirus respectivamente) de tamanos comprendidos entre los 118 y los
140 nm y con una cadena simple de ARN [10], [11]. A este grupo de patdogenos se les
asocia generalmente con enfermedades leves del sistema respiratorio, pudiendo llegar
ciertos virus a suponer un peligro grave para la salud a través de los sindromes SARS
(Severe Acute Respiratory Syndrome) y MERS (Middle East Respiratory Syndrome) [11].

Aunqgue el SARS-CoV-2 se encuentra mayormente inactivo en el agua residual [12], otras
enfermedades virales podrian estar asociadas a la contaminacion del agua. Por ejemplo,
la gastroenteritis y algunos tipos de hepatitis, generalmente asociada al consumo de agua
o alimentos contaminados, son algunas de las enfermedades de mayor importancia clinica
en relacion a las aguas residuales. Otras afecciones que presentan relacion con las aguas
con contaminacion fecal serian la meningitis, la miocarditis, ciertos tipos de paralisis y
enfermedades respiratorias, incluso algunas clases de cancer podrian también guardar
relacion con la contaminacion del agua [13].

1.3. Los virus subrogados y su importancia

El desarrollo de un tratamiento contra el potencialmente mortifero COVID-19 ha
concentrado los esfuerzos de la comunidad cientifica a nivel mundial en el estudio del
SARS-CoV-2, sin embargo, los requisitos de seguridad para su estudio demandan
laboratorios certificados con un nivel de bioseguridad 3 o superior (BSL-3 o P3). Esto
también se extiende a otros patdégenos altamente infecciosos que se transmiten por el
aguay no es recomendable estudiar en laboratorios con nivel de bioseguridad 1, aqui cabe
mencionar los virus causantes de enfermedades como la poliomielitis, la hepatitis, el ébola
etc. Estas precauciones, aunque imprescindibles, retrasan el estudio de su eliminacion en
estaciones depuradoras de aguas residuales [14].

En respuesta a esta dificultad que acompana al estudio de ciertos patégenos peligrosos,
los virus subrogados posibilitan la investigacion de estos patégenos en laboratorios bajo
condiciones ordinarias de seguridad. Por definicion, el término subrogado hace referencia
a un organismo, particula o sustancia empleada en el estudio del comportamiento de un
patégeno en un entorno especifico, es un sustituto para el organismo de interés cuando
su manipulacion se ve limitada [15].
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La eleccion de un subrogado adecuado es clave como etapa previa al estudio de un
patégeno que sostenga riesgos graves para la salud, se debera escoger un sistema
suficientemente representativo del organismo de estudio para reducir la incertidumbre; ya
que, trabajar sobre un subrogado deficiente podria llevar, por ejemplo, a subestimar la
resistencia del patégeno a un determinado agente externo. Generalmente, se tienen en
cuenta criterios biolégicos, morfolégicos y de interaccion con el entorno (p.ej. mecanismo
de transmision y medio en el que se propaga el fago) para la eleccion del subrogado de
estudio [15].

En el caso del SARS-CoV-2 la literatura muestra varios subrogados potenciales, de los
cuales la mayoria son virus con envoltura: el coronavirus del raton, MHV; el virus del
moteado suave del pimiento, PMMoV; el coronavirus humano, HCoV-NLG3; y el
bacteriéfago Phi6. Otro virus de uso extendido en los estudios sobre el SARS-CoV-2 seria
el MS2 de la Escherichia coli, aunque este no comparte la envoltura en torno al capside
que presentan el resto de los virus mencionados, aun asi, el MS2, se muestra como un
subrogado adecuado para muchos virus y en especial virus entéricos que afectan al tracto
gastrointestinal de los animales y son muy persistentes. El MS2 ha sido evaluado por varios
autores en estudios sobre el SARS-CoV-2, por ejemplo para probar la eficacia de agentes
desinfectantes [16], [17].

En adiciéon al analisis del comportamiento de todos estos patdgenos y sus subrogados,
también es interesante la comparacion entre viriones con envoltura y sin envoltura. Los
textos cientificos establecen que los virus sin envoltura son, por norma general,
notablemente mas resistentes en el agua residual, sin embargo, esta comparacion esta
sujeta a la naturaleza de los virus especificos que son objeto de estudio en cada proyecto
[18]. Finalmente, de entre todos estos virus, el presente estudio se enfoca en la
observacion del Phi6 y el MS2 los cuales requieren un nivel de contingencia BSL-1 [16],
[19], [20].

SARS-CoV-2

Figura 1 Vista esquematica de tres viriones, de izquierda a derecha, SARS-CoV-2, Phi 6 y MS2 [21], [22].

Un subrogado de virus con envoltura es el bacteriéfago Phi6 de la familia Cystoviridae se
presenta en forma de ARN bicatenario envuelto en una capside nucleoprotéica de forma
esférica que comprende un diametro de 60 nm, como se ha mencionado también presenta
envoltura lipidica. Este virus es inocuo para los humanos y, sin embargo, guarda muchos
parecidos con los virus encapsulados que infectan a multitud de mamiferos. Ademas, el

4
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estudio y cultivo del Phi6 sobre su hospedador, Pseudomonas syringae, es rapido y
econdmico [23].

Por otro lado, el bacteriofago MS2, dentro de los virus Leviviridae, es un subrogado de
virus sin envoltura que tampoco presenta riesgo alguno para las personas ya que infecta
bacterias de la familia Enterobacteriaceae (como huésped es comun cultivar Escherichia
coli)y se caracteriza por la forma icosaédrica de su capside [24].

La siguiente tabla compara algunas de las caracteristicas mas representativas de los
viriones de estudios y también en relacion al SARS-CoV-2.

Tabla 1 Caracteristicas de los subrogados empleados en comparacion con el SARS-CoV-2 [16].

" " < Membrana/ . Genoma Material Tamanio
Virus Familla Huésped envoltura lipidica Capside segmentado genético del

genoma

SARS-CoV-2 Coronaviridae Humano Si Icosaédrico No (+)ssARN  29.9 kb

Phi6 Cystoviridae  Pseudomonas spp. Si Icosaédrico No (+)ssARN  13.3 kb

MS2 Leviviridae  Enterobacteriaceae No Icosaédrico No (+)ssARN 3.5 kb

Por otro lado, el genoma de los virus caracterizados en la tabla 1 consiste en ARN, en los
tres casos un ARN de una Unica hebra (ss, single stranded) que adopta la forma de una
hélice enrollada en sentido positivo. Esta coincidencia indica que la estrategia de
replicacion seria comun a los tres virus, sin embargo, hay que matizar que el genoma de
otros virus puede ser muy diferente, existen por ejemplo virus que consisten en ADN o virus
cuyo material genético se encuentra segmento. [25]. En muestras de aguas residual y de
fangos de depuradora es posible encontrar todo tipo de variedades en cuanto a agentes
virales, virus de ADN y ARN, con envoltura viral y sin ella, y otras agrupaciones [26].

1.4. Técnicas de determinacion de virus en aguas residuales

Existen diversas publicaciones que tratan el tema de la deteccion de virus en matrices
acuosas. La eleccion de un método especifico para la deteccion de virus estara sujeta a la
naturaleza del propio virus, asi como las caracteristicas del estudio y la instalaciones del
laboratorio.

Una de las principales técnicas de determinacion y cuantificacion de virus es la técnica
gPCR que supone un método cuantitativo el cual va mas alla de la reaccion en cadena de
la polimerasa, empleada en amplificacion de muestras. Siguiendo este método, se toman
los productos de la reaccion PCR y se vinculan a colorantes fluorescentes o sondas
fluorogénicas y a partir de los cebadores vinculados se lleva a cabo una determinacion de
las emisiones fluorescentes. La técnica qPCR se basa entonces en la correlacion que se
puede establecer entre la intensidad de la senal y la amplificacion del producto de la PCR
después de cada ciclo. Este método de alta sensibilidad posibilita la cuantificacion de las

5
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secuencias objetivo, pero en estudios de viabilidad viral no es suficiente solo determinar
la presencia del material genético, se precisa distinguir entre aquellos virus activos e
inactivos [9].

Otros ejemplos de técnicas extendidas en el campo de la determinacion de virus podrian
ser la citometria de flujo (FCM por sus siglas en inglés) o la técnica ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay que se traduce en ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas). La
metodologia FCM pasa por diluir una muestra viral en un buffer con colorantes
fluorescentes y luego crear un flujo de la solucion que obliga a las particulas virales a pasar
en fila, de una en una, por un haz de luz monocromatico originado por un laser de argon.
Después, se analiza la dispersion de la luz resultante y esto permite cuantificar con
exactitud las particulas virales de una muestra. Por otro lado, la técnica conocida como
ELISA hace que el ADN o ARN viral se vincule a un anticuerpo especifico, la actividad
enzimatica resultante de esto ocasiona un cambio de coloracién en la matriz que se puede
analizar para cuantificar el virus [9].

Para evaluar el titulo o concentracion de virus viables, capaces de infectar un organismo,
en una muestra es imprescindible la proliferacion del fago sobre una bacteria especifica.
La naturaleza de los bacteriéfagos condiciona su funcidon reproductiva haciendo
indispensable la presencia de una célula hospedadora, por lo tanto, la produccién de estos
virus involucrara una etapa inicial de crecimiento del hospedador y una etapa de infeccion.
El proceso se simplifica al considerar que las condiciones de entorno que favorecen la
propagacion del fago coinciden con las requeridas por las bacterias en su crecimiento, a
mayores, durante la fase de infeccion, se puede realizar en paralelo el crecimiento de los
microorganismos y de los virus [27].

Una vez crecidas las células hospedadoras, la bacteria junto con el virus se cultivan por
métodos semejantes a los que se han discutido anteriormente. Se recomienda un cultivo
sobre gel de agarosa para obtener altos titulos del fago, esta técnica permite ademas
distinguir facilmente la lisis del hospedador, proceso por el que la pared celular de
peptidoglucano de la bacteria es atacada y se liberan nuevos viriones, resultantes de la
replicacion del virus, al exterior. El cultivo en matraces o botellas también puede emplearse
para el crecimiento de bacteriéfagos, en este caso la bacteria esta diluida y la produccion
de bacteriofago en relacion al volumen de caldo de cultivo empleado sera menor. La
ventaja que presenta trabajar en botellas es que permiten establecer condiciones
uniformes y agregar nuevos nutrientes para mantener el crecimiento del cultivo [28].

1.5. Métodos de cultivos en microbiologia

El estudio de viabilidad de distintos subrogados para analizar la supervivencia viran en un
entorno como las agua residuales requiere de técnicas de cultivo para la proliferacion
tanto de virus como de las bacterias hospedadoras.

El cultivo de bacterias reine métodos para lograr la propagacion de las células bacterianas
en un medio que soporte sus necesidades metabdlicas y bajo unas condiciones
controladas. Los constituyentes necesarios para el medio incluyen iones (generalmente

6
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K+, Nat, Ca2*, Mg2*, Cl'), buffers, amino acidos, vitaminas y carbohidratos, estos ultimos a
modo de fuente de energia [29], [30]. Este medio se puede clasificar conforme a distintos
criterios, por ejemplo, atendiendo a su composicion un medio puede ser definido o
complejo, un medio es definido cuando se conocen todos los constituyentes y sus
respectivas concentraciones; por el contrario, un medio complejo sera aquel que se
sintetice a partir de un serum natural con una alta variedad de sustancias y elementos
traza para los que se desconoce su concentracion [29].

También se puede hacer una distincion entre cultivos en fase liquida y fase sélida o
semisdlida:

Un medio liquido, o caldo de cultivo, facilita a los organismos en suspension el acceso a
los nutrientes, una agitacion controlada puede potenciar esta transferencia de alimento.
Un medio liquido también ayuda a distribuir los residuos y restos celulares adecuadamente
y, generalmente, permitira obtener mayor masa de microorganismos [31]. Cuando se
necesita conservar un organismo a largo plazo, los medios liquidos permiten la adicion de
glicerol, lo que a su vez permite congelar el cultivo a temperaturas tan bajas como -80 °C,
el glicerol es una alcohol capaz de proteger a las células de la lisis por el estrés de
temperaturas adversas [30].

Por otro lado, los cultivo sélidos, (tiles para estudiar y seleccionar colonias estan muy
extendidos. Para trabajar en un medio sélido se debe transformar el medio empleando un
agente solidificante como el agar o la gelatina, de estos el mas extendido es el agar, dado
que es un polisacarido inerte con un empleo muy sencillo [30]. Finalmente, los medios
semisolidos consisten simplemente en medios elaborados a partir de concentraciones
muy bajas de agar, logrando asi que el medio no terminé de solidificarse a temperaturas
ambiente y los microrganismos tengan mejor movilidad dentro del cultivo, son utiles
precisamente para estudios de movilidad microbiana [32].

El objetivo de los cultivos bacteriolégicos puede ser el de amplificar un cultivo diverso en
el que conviven distintas colonias de microorganismos (enfoque poblacional) o el de
obtener un cultivo aislado solo con el espécimen de interés (enfoque tradicional).

El cultivo puro, también llamado cultivo axénico, de bacterias estd muy extendido como
parte esencial de los estudios en materia de virulencia, secuenciacion del genoma,
resistencia a antibidticos, etc. [33]. Un cultivo puro puede originarse partiendo de un dnico
organismo, en cuyo caso todas las células desarrolladas son clones genéticos [34].

En lo que respecta a los cultivos mixtos o de enriquecimiento, estos consideran un
consorcio microbiano y permiten extrapolar los resultados de su estudio al entorno natural
donde conviven todo tipo de microorganismos. En el crecimiento de cultivos mixtos cada
especie adquiere un papel en el ciclo de los nutrientes, esto hace posible que en
determinadas configuraciones se puede mantener un sistema microbiano autébnomo, es
el caso de la Columna de Winogradsky, constituida por una columna donde se adiciona
carbono organico y una fuente de azufre, mantenida solo por la entrada de luz y oxigeno
[35], [36].

La determinacion del titulo viral de una muestra con bacteriéfagos se realiza a través de
su inoculacion en una placa de agar doble en conjunto con su hospedero. En este estudio
el cultivo de fagos sera imprescindible para completar la titulacidon de muestras virales y

7
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para amplificar las existencias de fagos. EI método en el que se fomentan estos
procedimientos sera una adaptacion del el del doble agar (Protocolo 9224 B, Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater [37]) que sera recurrente en este
estudio tanto para la amplificacion como para la titulacion de los fagos.

El método del doble agar es una técnica para cultivos sélidos en placas de agar que cuenta
con la peculiaridad de emplear dos capas de agar, la primera se compone de medio con
agar a una concentracion de hasta el 3% (capa de agar duro); y la segunda, a modo de
capa superior, consistiria en medio con una concentracion de agar del 0.6% (capa de agar
blando). El agar blando permite la difusion de las bacterias hasta ocupar todo el “césped”
de la parte superior y favorece que los virus se vinculen a su hospedador. EI montaje de la
capa superior como fase final representa la etapa mas compleja, ya que los
microorganismos son agregados como parte de esta capa. La técnica del doble agar se ha
ajustado a las condiciones de trabajo y las necesidades de los ensayos realizados, en la
presentacion de los materiales y métodos abarcados por este trabajo se profundizara mas
sobre la metodologia empleada para el montaje de placas con doble capa de agar.

Aprovechando la técnica del doble agar, se llevaran a cabo procesos de amplificacion
(titering-up) y de titulacion de los fagos, desarrollados también en apartados posteriores.
En las pruebas de titulacion se buscan resultados de PFU/mL, PFU hace referencia a
numero de unidades formadoras de placas, es decir, se cuantifican los virus capaces de
llevar a cabo un ciclo de infeccion completo.

1.6. La eliminacién de virus en el agua residual

En el ciclo del agua, y como etapa clave para preservar los espacios naturales, se establece
la depuracion de aguas residuales conformada por varias etapas para tratar las aguas
negras y devolverlas a su cauce natural cumpliendo las regulaciones en materia ambiental.
En territorio nacional el Real Decreto 509/1996, del 15 de marzo, establece las normas
de calidad a considerar en el tratamiento de aguas residuales urbanas [38].

Por norma general, una depuradora urbana incorpora tres fases comenzando con un
pretratamiento donde se concentra la eliminacion de gruesos y la homogeneizacion del
caudal de entrada. A continuacion del pretratamiento, el tratamiento primario lo
conforman operaciones fisicas o fisico-quimicas, estas se relacionan con la eliminacion de
particulas sedimentable, grasas y arenas. El posterior tratamiento secundario es
indispensable para reducir los contaminantes organicos, caracterizados como DQO, DBO
y nutrientes, incluye etapas biolégicas llevadas a cabo por bacterias incorporadas en
procesos aerobios o anaerobios [39].

Como ultima etapa puede plantearse el tratamiento terciario, cuando los tratamientos
anteriores ya han sido optimizados, pero no satisfacen las exigencias de calidad en el
vertido. El tratamiento terciario puede aplicar distintos métodos de limpieza como la
ultrafiltracion o la desinfeccion por lamparas ultravioletas [39].

Estos sistemas para la depuracion de aguas, si bien son capaces de neutralizar los
principales contaminantes del agua, no estan orientados a la eliminaciéon de patégenos.
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Este punto servira para presentar la contaminacion del agua por patégenos virales, un
riesgo biolégico que no recibe tanta atencion en la limpieza de aguas, pese a ser los virus
entéricos causantes de la mayoria de las enfermedades ligadas al agua.

La presencia de patogenos en las aguas residuales urbanas se relaciona con la
contaminacion fecal causada principalmente por desechos humanos que se concentran
en las aguas negras, en otras palabras, los virus y bacterias vinculados a esta fuente de
contaminacion son los mismos que pueden estudiarse en relacion a la microbiota del
aparato digestivo [40].

El vinculo que muchos microorganismos mantienen con las aguas residuales, un medio
que favorece la propagacion de muchos patogenos, los convierte en indicadores biol6gicos
de la calidad del agua, de esta forma la presencia de estos puede ser un indicio de que el
caudal de agua tratado o el medio de descarga no esta libre de contaminantes organicos
[41]. El empleo de fagos como indicadores de agua residual presenta ciertas ventajas con
respecto a otros métodos: los fagos presentan gran especificidad por el hospedador que
infectan y distinguen entre células viables y no viables, los dispositivos de deteccion de
virus tienen mejor tiempo de respuesta que los de bacterias y, finalmente, los virus tienen
mayor capacidad de resistencia a entornos severos [42].

Otro punto clave del seguimiento de virus en el agua residual es que, aparte de corroborar
la calidad del efluente tratado, puede aportar informacién valiosa para estudiar la
poblacion afectada por un determinado patégeno. Este método ha permitido rastrear
patégenos como el polio, pero el mayor interés lo ha adquirido recientemente como
resultado de la pandemia del SARS-CoV-2 [43].

Se ha constatado a través de varios estudios que este virus esta presente en muestras de
agua residual, alcanzando también aguas superficiales. El hallazgo de coronavirus en
muestras del alcantarillado se explica por el hecho de que, pese a ser un virus que ataca
organos del sistema respiratorio, llega a tener mayor presencia en el tejido intestinal, asi
lo han demostrado pruebas sobre pacientes infectados durante la epidemia de SARS-CoV
del 2003. EI SARS-CoV-2 puede replicarse en el sistema digestivo y de esta forma alcanzar
altos titulos incluso antes de que se manifiesten los primeros sintomas [44].

Los estudios de deteccion de virus en el agua residual ofrecen una visidon panoramica de
como esta afectando una enfermedad viral a la poblacion, incluyendo los casos
asintomaticos, asi ha quedado reflejado en reportes como el ofrecido por un sofisticado
sistema de monitorizacion en Paises Bajos (Figura 2) [43].



ESCUELA DE INGENIERIAS

INDUSTRIALES
Universidad deValladolid ELIMINACION DE INDICADORES VIRALES
0.04 800
-o- Wastewater levels " Daily cases January 2022
= Start of Omicron surge
.g _|
©
£
2003 600
s 3
© <
g 5
|3
[x]
£ | 2
g 002 | 4008
o
= March-April 2020 December 2020 June-July 2021 | | }3
'E Low clinical testing Alpha variant Nightlife reopens, | =
] but wastewater takes over causing spike f _8
5 shows outbreak in cases | b=
: I| =]
3 0.01 [ | 200
S !
: /
(o' -
b
—0

N \ M v

o
March August January June November February
2020 2020 2021 2021 2021 2022

Figura 2 Relacion entre la concentracion de SARS-CoV-2 en el agua residual urbana y la poblacion infectada [43].

Por otro lado, muchos estudios se han interesado también por la supervivencia de los
fagos en el agua residual, debido a sus diferentes atributos fisicos unos fagos tendran
mayor prevalencia en el agua residual que otros. Dentro del grupo de los coronavirus se
observan tiempos bajos de supervivencia en el agua residual, con resultados de
decaimiento (Te9.9, tiempo hasta la inactivacion del 99.9% de los virus) de entre 2 y 4 dias
[42].

Al igual que sucede con el SARS-CoV-2 muchos virus se inactivan con relativa rapidez al
estar en contacto con el agua, o agua residual, también es interesante preguntarse qué
sucede con los patégenos en el transcurso del agua por una estacion de tratamiento. La
concentracion media de particulas virales en los procesos de tratamiento de agua residual
se ha reportado similar a la concentracion viral en la materia fecal y dos érdenes de
magnitud por encima de lo observado en muestras de agua dulce. Los sistemas de
depuracion como los fangos activos, piscinas de oxidacion, filtros de carbén activo y
procesos de coagulacion pueden eliminar entre el 50 y el 90% de los agentes virales del
agua; no obstante, hay que tener presente que la degradacion del 90% de los agentes
virales solo corresponde a reducir en un exponente el titulo viral [45].
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1.7. Objetivos del estudio

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar la eliminacion de indicadores virales, Phi6
y MS2, dos virus que son ademas subrogados del SARS-CoV-2, y de los que se desea
comparar su resistencia teniendo en cuenta las diferencia estructurales de ambos virus.

Mediante una tecnologia de tratamiento que se asemeja a los procesos desarrollados en
estaciones depuradoras, concretamente a los fangos activos, se desea comprobar la
efectividad del tratamiento para la degradacion del Phi6, un virus con envoltura, y la
degradacion del MS2, un virus sin envoltura.

Disenando ensayos a escala de laboratorio y con la ayuda de técnicas de cultivo de
microorganismos, bacterias y sus correspondientes bacteriéfagos, se plantea una
experiencia que permite la observacion del decaimiento viral de ambos virus en agua
residual sintética y en reactores aerobios operados en batch con un cultivo de fangos
activos.

Los objetivos especificos de este estudio podrian resumirse en los siguientes puntos:

- Conocer y asentar las técnicas estandar que hacen posible el cultivo, la
amplificacion y la titulacion de bacterias y fagos.

- Evaluar la inactivacion de virus por una tecnologia de fangos activos.

- Comparar la resistencia de los bacteriéfagos Phi6 y el MS2 a los tratamientos de
aguas residuales y extraer hipétesis sobre la inactivacion del SARS-CoV-2 en el agua
residual.

11
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2. MATERIALES Y METODOS
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2.1. Virusy hospedadores de este estudio

Se adquirieron muestras de los microorganismos a DSMZ (DSMZ, Leibniz Institute,
Alemania) es su estado congelado/liofilizado: Pseudomonas sp. (c6digo en catalogo DSM
N° 21482) corresponden a la cepa HER1102 y Escherichia coli (codigo en catalogo DSM
N° 5695) pertenece a la cepa Lederberg W1485.

Como parte de los subrogados de estudio se adquiri6é el Phi6 (codigo en catalogo DSM N°
21518) de la cepa HER 102 y el MS2 (c6digo en catalogo DSM N° 13767) con designacion
de cepa NCCB 3463.

2.2. Medios de cultivo

Los medios de cultivo son una parte importante en la preparacion de cualquier prueba o
ensayo para el estudio de microorganismos. Siguiendo las indicaciones del proveedor
DSMZ, se prepararon los siguientes medios que sustentan el crecimiento de los virus
subrogados de trabajo: medio TSB (Tryptone soya broth) para el cultivo de Pseudomonas
sp. y medio NZCYM para el cultivo de Escherichia coli [46], [47].

El TSB es un medio nutricional compatible con el cultivo de una amplia variedad de
microorganismos, es muy comun su uso en el crecimiento de bacterias tanto aerobias
como anaerobias facultativas, la receta empleada que se toma de DSMZ esta basada en
el producto del fabricante Oxoid (Alemania). Por otro lado, se elaboré medio NZCYM sobre
el que fue necesario adicionar 2.0 mg/L de estreptomicina, un antibiético aminoglucésido
gue actla como bactericida, al inhibir la sintesis de ciertas proteinas, para minimizar de
esta forma el riesgo de contaminacion en los cultivos de E. coli.

En el proceso de elaboracion se pesaron los reactivos en cantidades exactas y se diluyeron
en el volumen necesario de agua destilada. Las cantidades de cada compuesto son las
que pueden verse en la siguiente tabla (Tabla 2), finalmente el pH fue ajustado en torno a
los valores que se dan debajo, para ello se emplearon diluciones concentradas de HCl y
NaOH. Todos los medios de cultivo y medios con agar, para la preparacion de placas,
fueron autoclavados (hasta los 120 °C en Autoclave Raypa series AES) para lograr unas
condiciones estériles y asi poder conservar los medios e impedir su contaminacion.

13
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Tabla 2 Receta a seguir en la elaboracion de medio TSB y medio NZCYM.

545. Tryptone soya broth (TSB)

544. Medio NZCYM

(pH 7.3) (pH 7.5)
Pseudomonas sp. y Phi6 Escherichia coliy MS2

Compuesto g/L agua Compuesto g/L agua

Pept9na de 17 Hidrolizado de caseina 10

caseina

Peptona _ de 3 NaCl 5

harina de soja

D(+)-Glucosa 2.5 Casaminoacidos 1

NaCl 5 Extracto de levadura 5
MgS04 x 7 H20 2

K2HPO4 2.5 Maltosa 5

Otra elaboracion imprescindible en este trabajo consistié en un buffer para la conservacion
y el cultivo de los fagos (Tabla 3). Preparado el buffer es recomendable filtrarlo con filtros

estériles de 0.22 ym antes de su empleo.

Tabla 3 Buffer SM para dilucién de los bacteriéfagos.

Buffer para conservar los fagos (pH 7.5)

Compuesto Cantidad/100 mL Unidades
NacCl 0.584 g
Tris (1M) 5 mL
MgS04 (1M) 0.8 mL

Por otro lado, se elabord un agua residual sintética para llevar a cabo las experiencias de
degradacion de virus, para ello se siguio la receta mostrada en la Tabla 4 que ha sido

empleada también por otros autores [48].

Tabla 4 Composicion para el agua residual sintética.

Agua residual sintética

Compuesto g/L agua
Caseina (extracto de carne) 0.11
Peptona 0.16
Urea 0.03
NaCl 0.007
CaCl22H20 0.004
MgSQ04-7H20 0.002
CuCl>2H20 0.000005
KoHPO4 0.028
Glucosa 0.25
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2.3. Activacion del inéculo

En el inicio, las operaciones en el laboratorio se centraron en activar los microorganismos
adquiridos de DSMZ que se conservaban liofilizados o congelados. Una vez activadas las
bacterias se generaron gliceroles del cultivo original y cultivos con el menor nimero de
ciclos posibles empleando glicerol 40% en una proporcion 1:1. En un paso posterior se dio
paso a la activacion y amplificacion de los fagos empleando el microorganismo hospedador
correspondiente.

Este apartado explica los métodos empleados para la activacion y crecimiento de los
distintos inéculos.

2.3.1. Procedimiento de activacién de Pseudomonas sp. y Eshcerichia coli

La bacteria se recibié en su estado durmiente en forma de un pellet de biomasa liofilizada,
con tal de poder ser conservada hasta su uso. Para activar los microorganismos se tomé
cuidadosamente el vial con el pellet y se adicionaron 0.5 mL de medio, después se cerrd
nuevamente la capsula y se dio tiempo para la rehidratacion de los microorganismos
dejando las bacterias reposar durante 30 minutos su caldo de cultivo. Posteriormente, se
tomé la mitad de este volumen, unos 0.25 mL, y se trasfirid a un nuevo recipiente con 5
mL de medio, reinoculando asi las bacterias. La mitad restante fue inoculada por
agotamiento en placas de Petri con el medio correspondiente (agar 3%) para verificar el
crecimiento de las cepas.

Figura 3 Procedimiento de activacion de Pseudomonas sp. partiendo de un pellet de biomasa liofilizado.
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De esta forma se obtuvo el primer ciclo del cultivo en medio liquido, las condiciones de
crecimiento que se mantuvieron para Pseudomonas sp. fueron temperatura 25 °C (Estufa
bacteriol6gica y de cultivo modelo Incudigit, J.P. Selecta) y agitacion 150 rpm, a través de
un agitador magnético en el medio; por otro lado, la E. coli precisa de temperaturas de 37
°C (camara caliente) y agitacion en agitador de plataforma movil a aproximadamente 150
rpm (Brunswick scientific digital gyrototy platform, modelo G-10).

El crecimiento en medio liquido fue supervisado a través de la densidad Optica de la
muestra, esta medida se obtuvo a través de la absorbancia a 600 nm utilizando para ello un
espectrofotémetro Shimadzu UV-2550 UV / Vis (Shimadzu, Japdon). Las muestras, tomadas una
vez trascurrido cierto tiempo después de la inoculacion, se analizaron en cubetas de
poliestireno éptico, transparentes a la longitud de onda empleada (trasparencia éptima en el
rango 300-800 nm). Como blanco se empleé el medio de cultivo correspondiente.

Alcanzados tiempos entre 2-12 horas de activacion de los gliceroles y alta densidad de los
cultivos, no obstante, se realizaron repiques para su empleo como indculo en cultivos
virales. Pseudomonas sp y E. coli fueron inoculadas en etapa exponencial, con densidades
Opticas en el rango de 0.2 - 0.3 (ODsoo). A partir de las cepas desarrolladas se pudo llevar
a cabo la consiguiente activacion de los fagos.

2.3.2. Activacién y amplificacién del Phi6 y el MS2

Para estos procedimientos se aplico el método del doble agar. Para ello, se prepararon
alicuotas de 5 mL de medio con agar 0.6% en tubos de cultivo estériles, enfriados
posteriormente en bano maria antes de ser inoculados en placas cobre la capa de medio
al 3% de agar (10-15 mL). El control de la temperatura del bano era un aspecto sobre que
se debia poner suma atencion, se recomienda no inocular a temperaturas mayores de 50
°C, que amenazarian a los microorganismos, pero temperaturas inferiores a 40 °C pueden
dar lugar a la solidificacion del medio con agar. En este estudio se indculo a temperaturas
alrededor de los 47 °C que, por distintas experiencias, mostraron los mejores resultados.
En el momento de la inoculacion se agregaron a los 5 mL de medio liquido al 0.6% de agar
200 L de la bacteria (ODs00=0.3) y 100 pL del fago correspondiente (para el cultivo de E.
coli y su lisis con MS2 se agregb antibidtico, estreptomicina, en primer lugar). Luego, se
aplicé el vortex para homogeneizar el indculo y, en el proceso de adicion sobre el agar duro,
se distribuyé el 0.6% realizando movimientos circulares en la placa antes de la
solidificacion del agar.

A través de esta técnica de cultivo se obtuvieron placas de cultivos microbianos aptas para
la observacion de las bacterias, la lisis celular y la titulacion de los fagos. Por un lado, se
empezo trabajando la técnica para obtener placas de agar con un césped uniforme y bien
consolidado para el crecimiento de las Pseudomonas y la E. coli, logrado este primer
objetivo se continué empleando el método del doble agar para el cultivo simultaneo de
bacterias y fagos.

El Phi6 fue adquirido como una suspension con titulo 1x10° PFU/mL (unidades formadoras
de placas por mL) y sencillamente se conservd a 4°C para su posterior uso, por su parte el
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MS2 se encontraba inicialmente deshidratado sobre un filtro y para obtener un stock fue
necesaria una primera lisis en pacas.

En este proceso de activacion del MS2 se montaron placas por el método del doble agar,
colocando el filtro en el centro de la placa y agregando la bacteria y medio (2-5 ml) para
humedecer el MS2. Después, tras la aparicion de lisis, fue necesario agregar unos 5 mL
de buffer y mantener la placa en agitacion durante 4 horas, a continuacion, se raspo el
agar blando y se llevé a cabo una centrifugacion (4000g x 20 min) junto con el buffer que
estaba en contacto con el cultivo. Para purificar el cultivo se necesité una Ultima etapa de
filtracion donde se filtrd el sobrenadante empleando filtros estériles de 0.22 ym.

Tras activar los virus adquiridos de DSMZ se valor6 realizar amplificaciones de los dos
subrogados, lo que permitiria aumentar el stock de partida para los ensayos y a la vez
mantener el titulo viral.

Este proceso de amplificacion es semejante al proceso de activacion descrito para
activacion del MS2. En primer lugar, se partié del microorganismo en su cultivo liquido
(OD600=0.3) y se montaron placas siguiendo el procedimiento de la doble capa de agar,
tras observarse lisis se agreg6 buffer y, como se ha descrito anteriormente, se deja la placa
en agitacion durante algunas horas (Figura 4). El siguiente paso consistia en tomar con un
asa de siembra el agar blando y traspasarlo a un tubo falcén junto con el buffer, para
después centrifugar todo ello y filtrar el sobrenadante (4000g x 20 min y filtros de 0.22

pm).

Figura 4 Agitador regulable para placas de cultivo. La placa permanecia en agitacion durante cuatro horas y los
microrganismos entraban en contacto con el buffer.

2.4. Titulacién de fagos por el método de las diluciones seriadas

Para evaluar cuantitativamente la persistencia de los virus en el agua residual y bajo

distintas condiciones de tratamiento se aplicaron diluciones seriadas para la inoculacion

de las muestras de agar doble. Este método ofrece informacion del titulo viral de un fago

al contar los halos que representan los fagos que han completado un ciclo total de lisis en
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las condiciones establecidas para el cultivo. Esta técnica, de facil aplicacion, presenta
bajos costes asociados y una alta eficiencia aplicable en el estudio de muchos
bacteriéfagos.

Para llevar a cabo las diluciones seriadas se parti6 de una muestra con los
microorganismos a cuantificar y se tom6 una alicuota para diluir en buffer obteniendo
como resultado una dilucion 1:10; es decir, se redujo un orden de magnitud la cuantia de
virus. Se procedi6é de la misma manera partiendo de esta primera dilucion y se fueron
obteniendo nuevos volimenes, cada vez con una menor concentracion viral, y nuevas
muestras con factores de dilucion 101, 102, 103, 104, 105, 106, etc (Figura 5). Para las
diluciones se empled el buffer SM presentado anteriormente en el texto y se trabajé en
volimenes entre los 200 uL y 1000 pL.

Las placas se inocularon con distintas diluciones por el método del doble agar (Protocolo
9224 B, Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater [37])
permitiendo la determinacion del titulo viral en la muestra evaluada. Tomando diluciones
mayores la determinacion del nimero de PFU era mas encilla, al observarse menos halos
en el césped, hasta eliminar por completo la presencia de virus, por otro lado, al tomar una
dilucion escasa se podria dar la lisis total de las bacterias (Figura 6 y Figura 7).

Serial
Dilution

T .. @

& Jd 6§ U O U U T

Figura 5 Diluciones seriadas, el titulo del virus estudiado se reduce con cada dilucion.
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Figura 6 Placa a partir de una muestra diluida de Phi6 que permite contar los halos, cada halo representa un pfu (unidad
formadora de placa).

Figura 7 Placas de Phi6 en césped de Pseudomonas montadas con distintas diluciones de una misma muestra, de izquierda a
derecha se pueden observar diluciones en 102, 10-° y 105,
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2.5. Ensayo de resistencia de indicadores virales en reactores
batch de fangos activos

Se disend un ensayo en reactores batch para determinar como afecta un tratamiento de
fangos activos a la supervivencia de los virus, tomando de referencia el decaimiento que
presentarian solo encontrandose en agua residual sin estar expuestos a un tratamiento
para la depuracion de agua.

2.5.1. Montaje experimental, indculo y aclimatacion

- Montaje experimental

El montaje consistio en 4 reactores en batch, pudiendo asi comparar el decaimiento de los
virus en dos controles con agua residual sintética y en dos reactores con fango anaerobio
de la depuradora, cada uno en duplicados. Los cuatro reactores fueron iguales, empleando
botellas de vidrio de dos litros que operaban en un volumen de 0.5 L para el caso del agua
residual y con 1 L las que simulan el proceso aerobio de los fangos activos.

Para los reactores con fango activo, se buscaba mantener una concentracion de O2
disuelto (DO) de 2 mg/L. Para ello se inyectd una corriente de aire de caudal 0.2 L/min,
regulada por un rotametro con splitter. El aire se bombeaba mediante un compresor y se
introducia en las botellas indicadas a través de difusores de burbuja fina para promover el
contacto entre la fase gaseosa y la fase liquida. Adicionalmente, se introdujeron agitados
magnéticos para mejorar la agitacion y homogeneizacion del licor mezcla.

El dia que finalmente dio comienzo el experimento se completé el montaje experimental
con las cuatro botellas: ARS1, reactor con 0.5 L de agua residual sintética; y ARS2, replica
semejante al reactor anterior; R1, reactor operando con 1 L de agua residual y una
concentracion de fangos de 1 g/L; y R2, su duplicado. El montaje experimental completo
es el mostrado en la siguiente figura (Figura 8).
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Figura 8 Montaje experimental. El diagrama del proceso muestra el montaje con las cuatro botellas y los equipos para
manejar un caudal continuo de aire incluyendo un compresor, un rotdmetro, un splitter y dos difusores.

- Inéculo

El indculo se realiz6 a partir de una dilucion 1:2 de fangos activos en ARS (0.5 L de cada
uno), alcanzando concentraciones de SST y SSV de 1.78 y 1.23 g /L, respectivamente.
Esta mezcla fue separada posteriormente en dos botellas de 1L, conformando los
reactores R1y R2 que fueron mantenidos en aireacion por 48h. Al cabo de este periodo,
R1y R2 fueron nuevamente mezclados en una Unica botella se la que posteriormente se
tomo6 1 L para dividir equitativamente en dos reactores, adicionando nuevamente 500 mL
de ARS para completar volimenes de 1 L. La Figura 9 muestra como se llevo a cabo la
aclimatacion de los fangos.

El indculo de los dos virus se realizé de forma simultanea. Logrando una dilucién 1:1000,
se inoculd 1 mL del stock de cada virus en R1y R2y 0.5 mL en ARS1 y ARS2.
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CIMAREC i

Figura 9 Proceso de aclimatacion de los fangos, da inicio 48 horas antes del experimento.

2.5.2. Muestreo y tratamiento de muestras para la titulacion de fagos

Se establecieron los siguientes tiempos de muestreo: t=0h, t=6h, t=12h, t=24h y cada 24
horas a partir del primer dia hasta observar el decaimiento total o concluir el experimento.

El tratamiento de las muestras es especifico de los analisis que se requeria realizar, como
se explica en detalle mas adelante, pero para el montaje de placas y las consiguientes
técnicas de conteo fue prioritario filtrar las muestras y seguir ciertos pasos para poder
purificar las muestras de los reactores con la que se deben inocular las placas.

En cada tiempo se tomaron muestras de 35 mL de cada botella en tubos falcon estériles
de 50 mL. Para ARS1 y ARS2 (controles), el muestreo se llevé a cabo dentro de la cabina
de flujo laminar, en volimenes de 1 mL (aprox.). Las muestras fueron filtradas en filtros
de 0.22 ym (Merck SLGPM33RS). Las muestras de R1 y R2 fueron cuantificadas en
términos de particulas virales en la fraccion soluble y en los sélidos del licor mezcla,
siguiendo el procedimiento descrito por Espinosa et. Al [49].

Para ello, las muestras de 2 mL tomadas de cada reactor fueron centrifugadas a 4000g x
20 min y 4°C para realizar una separacion inicial de las fracciones sélida y soluble. La
fraccion soluble fue filtrada en filtros de 0.22 ym (Merck SLGPM33RS) vy el titulo viral
determinado con la técnica del doble agar. El pellet obtenido en la primera centrifugacion
fue resuspendido en 1 mL de beef extract 10% (pH 7.2) y llevado a agitacion en agitador
(incubador-shaker LABNET VORTEMP 56 EVC) durante 20 min, a 120 rpm y temperatura
ambiente. Posteriormente, el pellet fue nuevamente separado por centrifugacion a 4000g
x 20 min y 4°C. La solucion de beef extract con el contenido de particulas virales
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desprendidas del pellet fue nuevamente filtrado en de 0.22 ym y cuantificado por la
técnica del doble agar.

Finalmente, todas las muestras fueron congeladas a -20°C para la determinacion
posterior de TOC, ICy TN.

2.5.3. Procedimientos analiticos

Determinacion del oxigeno disuelto

Esta medida se realizaba diariamente con un oximetro OXI 3310 (WTW, Alemania) que es
posible calibrar en presencia de oxigeno atmosférico y da una medida exacta de la
concentracion de oxigeno disuelto y de la temperatura.

Determinacion de pH

Las muestras de los cuatro reactores se analizaron para obtener la medida del pH
empleando un equipo pH BASIC 20, Crison (Barcelona, Espana) previamente calibrado con
patrones de pH 4, 7y 10.

Determinacion del carbén organico total y nitrogeno total

El nitr6geno total (NT) y el carbono organico total (COT) se determinaron con un equipo de
analisis TOC-VCSH (Shimadzu, Japén) equipado con un moédulo de quimioluminiscencia TNM-
1.

Para poder analizar el carb6n y el nitr6geno las muestras fueron previamente filtradas con
filtros de tamano de poro 0.45 ym y posteriormente diluidas para obtener resultados dentro
del rango de la curva de calibracion del equipo (0-100 mg/L). Por otro lado, se prepard un
blanco con agua destilada y patrones, tanto de 100 mg L1 de carbono organico como de
nitrégeno.

Determinacion de la biomasa

Los soélidos suspendidos volatiles y los sélidos suspendidos totales se determinaron de
acuerdo a los métodos estandar [50]. En este procedimiento se filtra un pequeno volumen de
muestra, en funcién de la concentracion de biomasa que presente, utilizando unos filtros
previamente pesados (tamano de poro de 0.45 uym). Los sélidos retenido en el filtro, conocidos
como soblidos suspendidos, se llevan una estufa que trabaja a 105 °C para eliminar la
humedad, tras 24 se obtiene el nuevo peso del filtro en una balanza analitica, dato necesario
para obtener la masa que representan los sélidos suspendidos totales. Después, los filtros
serian introducidos en la mufla (a 550 °C) durante una hora para eliminar esta vez los sélidos
suspendidos volatiles, la parte organica de los sélidos suspendidos, quedando en el filtro solo
los sélidos suspendidos fijos. La diferencia de los sélidos suspendidos totales y los sélidos
suspendidos fijos permite calcular el valor de los sélidos suspendidos volatiles.
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2.6. Tratamiento de datos

Los datos recogidos en el ensayo anterior fueron analizados y se usaron en la elaboracion
de graficas como refuerzo visual. Fue necesario procesar los datos obtenidos del conteo
de placas para, partiendo solo del niimero de halos identificados en una placa, conocer la
concentracion viral de la muestra empleada.

2.6.1. Unidades formadoras de colonias y recuperacién de fagos

El calculo de los PFU/mL dependera en cada caso de la dilucion empleada, de acuerdo
con la siguiente ecuacion:

N° de halos - 10n9 de diluciones
Vin

[Virus] =

Donde:
V,,: volumen (0.1 mL) de muestra con el que se inocula
[Virus]: concentraciéon de virus (PFU/mlL)

Para determinar la recuperacion de los fagos del medio de los reactores, se emplearon las
siguientes formulas:

- En ARS1/ARS2 (control)
[Virusent=0]-V,
[Virus en el stock] - V;

0, —
% recuperado —

- En R1/R2 (degradacion en fangos aerobio)

([Virus ent = 0]sopupie + [Virus ent = 0]51ia05) * Vi
[Virus en el stock] - V;

0, —
%) recuperado —

Donde:
V,: volumen de los reactores (500 mL o0 1000 mL)
V, : volumen del inéculo inicial (0.5mL o 1 mlL)

Los resultados de cuantificacion viral que se muestran en este trabajo estan basados en
el promedio y la desviacion estandar para cada muestra y su réplica.
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Donde:
N:numero de replicas
x:promedio de las réplicas

x;:valor de la réplica "i
o:desviacion estandar

2.6.2. Anélisis de las constantes cinéticas

Las cinéticas de degradacion de los fagos se ajustan a ecuaciones de orden uno:

d[Virus]

B T k- [Virus]
Virus
Wirusl, _
[Virus],
Donde:
t:tiempo

k : constante de decaimiento
[Virus],: concentracion de virus en el timepo t

[Virus], : concentracion inicial de virus

Tras linealizar la funcién, la pendiente en esta Gltima ecuacion desvelaria la constante de
decaimiento del virus.

25



ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES

Universidad deValladolid ELIMINACION DE INDICADORES VIRALES

3.RESULTADOS Y
DISCUSION
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3.1. Resultados del ensayo aerobio para la degradacion de
indicadores virales

Para la discusion de las observaciones se toman en consideracion dos sistemas que
forman el experimento, presentando valores promedios tanto para el control (botellas
ARS1/ARS2)y el reactor con el fango aerobio (botellas R1/R2).

3.1.1. Control del medio y las condiciones de operacion en los biorreactores

- Comportamiento de la biomasa

El comportamiento de la biomasa fue evaluado a través de los sélidos suspendidos totales
(SST) y volatiles (SSV) del licor mezcla en los reactores de fangos activos (Tabla 5). Las
concentraciones en t=0 h sugieren que el periodo de aclimatacion no generé6 cambios
importantes en las concentraciones de soélidos del in6culo. Durante el periodo
experimental, hubo una pérdida marginal de sélidos en la biomasa segln se evidencia en
las concentraciones en t=144 h, fomentada probablemente por el rapido consumo inicial
del sustrato y el probable predominio de metabolismo enddgeno a lo largo del ensayo. A
pesar de ello, las concentraciones de SST y SSV durante la aclimatacion y ensayo
estuvieron cercanas a lo reportado para estaciones depuradoras de fangos activos en la
modalidad convencional, con concentraciones de entre 1.5y 2 g SSVML/L o superiores
[51].

Tabla 5 Registro de los sélidos totales y sdlidos suspendidos en R1 y R2 en los tiempos de inicio y finalizacion del
experimento.

Promedio reactores R1/R2

Tiempo (h)
SST (g/L) SSV (g/L)
0 0.96 + 0.05 0.70 £ 0.03
144 0.74 +0.01 0.54 + 0.00

- Resultados de pH y oxigeno disuelto

Al inicio del experimento, el pH present6 una diferencia de aproximadamente 0.5 unidades
entre el control de agua residual sintética y el tratamiento con fangos activos (Figura 10a).
A partir de t=48 h se observé decaimiento del pH en el control y en el reactor hasta valores
medios de 6.9y 5.9, respectivamente, los cuales se mantuvieron relativamente constantes
hasta el final del experimento. Estos valores se encuentran levemente por debajo del rango
Optimo recomendado para que la biomasa aerobia sobreviva y se prolifere en un proceso
de fangos activos, que estan entre 6 y 8 [52]. Los valores menores en el reactor
(duplicados R1/R2) en comparacion al control (duplicados ARS1/ARS2) estuvieron
asociados probablemente a la disolucion de CO2 producto de la respiracion bacteriana [53]
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y al consumo parcial de la alcalinidad inicial, como resultado de reacciones metabdlicas
(e.g. la nitrificacion) [52]. Las concentraciones de oxigeno disuelto (Figura 10b),
presentaron valores mayores al minimo establecido convencionalmente de 2 mg/L [54],
corroborando que los fangos activos mantuvieron concentraciones adecuadas de oxigeno
para los procesos aerobios, presentando apenas pequenas variaciones durante el
experimento.
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Figura 8 Resultados de (a) pH y (b) Oxigeno disuelto a lo largo del experimento (m ARS1/ARS2, m R1/ R2).

- Eliminacién de Carbono organico total (COT) y nitr6geno total (NT)

ElI COT es la medida asociada a concentracion de carbono en la materia organica disuelta
en el medio. Atendiendo a la preparacion del agua residual sintética, la fuente principal de
carbono organico la conforma la glucosa, las proteinas también contribuyen a aumentar el
valor de este parametro. Los fangos recibidos de la estacion depuradora pueden presentar
otras medidas de COT atribuidas a compuestos mas variados que un medio sintético,
ademas las propias células (SSVLM) acaban aportando a esta medida del carbono
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organico en disolucion, ya sea a través de la excrecion de metabolitos 0 como resultado
de la lisis celular.

A lo largo del experimento se observé el consumo del COT (Figura 11a) en el reactor de
fangos activos, a pesar de un leve efecto de dilucion inicial en comparacion con el control,
siendo relativamente rapido durante las primeras 48h y manteniéndose estable hasta el
final del experimento. La eficiencia maxima de eliminacién de COT fue en promedio de
80.3% en el reactor, o que se encuentra dentro de los rangos esperados para fangos
activos [54]. En el control de agua residual se observd también un descenso parcial del
COT, concentrado entre los tiempos 48h y 96h, conllevando una reduccion promedio del
44.3%. Las mayores eficiencias de eliminacion de COT en el reactor en comparacion con
el control demostraron la accion metabdlica aerobia de los microorganismos en el fango
activo. Hay que aclarar que también se observé crecimiento microbiano sobre el medio del
control (en forma de contaminacion tanto en ARS1 y ARS2), siendo esta la principal causa
de degradacion de COT en el control.
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Figura 11 Variacién del (a) carbono organico total (COT) y (b) nitrégeno total (NT) a lo largo del experimento
(m ARS1/ARS2, m R1/ R2).
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En relacion al NT, se evidenciaron concentraciones mas o menos constantes de nitrégeno
en el licor mezcla (Figura 11b), las botellas duplicadas mantuvieron un comportamiento
muy parecido y el nitrégeno permanece en un intervalo de entre 26 y 52 mg/L. El ligero
incremento en el nitrégeno del reactor que se aprecia hacia el final del experimento, desde
el tiempo 96 en adelante, puede justificarse como una consecuencia de la acumulacion
de nitratos, generados por reacciones de nitrificacion, y estabilizacién de la biomasa
asociada al metabolismo endégeno.

3.1.2. Evolucion del Phi6: supervivencia de virus con envoltura lipidica

El bacteriéfago Phi6, caracterizado por la presencia de una envoltura formada por una
doble capa lipidica en torno a su capside presentd decaimiento del titulo viral medido como
PFU/mL en el tratamiento con fangos activos (fraccion soluble y sélidos) y control (Figura
12). Los resultados evidenciaron un rapido decaimiento del virus a partir, con pérdida total
de viabilidad a partir de t=12h en soélidos y fraccion soluble de los duplicados del
tratamiento con fango activo y a partir de t=24h en los duplicados del control con agua
residual sintética. El decaimiento mas rapido en el tratamiento con fangos activo sugiere
que esta tecnologia puede contribuir a la eliminacién de virus con envoltura lipidica
entorno a la capside, en las primeras 24 horas del ensayo ya se observarias pérdidas de
3 logs sobre el control, mientras que en el reactor de fangos ya se habia llegado a un
decaimiento total.

Por otro lado, considerando la diferencia entre el titulo del stock viral adicionado (para este
se detectd una concentracion de 1.64x10° PFU/mL) y las concentraciones en t=0h, se
encontraron eficiencias de recuperacion de 75%+5y 0.3% +0.3 en el control y tratamiento
con fangos activados respectivamente. Estos resultados sugieren una pérdida casi
inmediata de aproximadamente el 99.7% del titulo viral a la entrada en contacto con el
tratamiento de fangos activos, que puede estar justificada por una posible rapida
adsorcion y degradacion en la estructura de floculos conformados por la biomasa, también
por la presencia de solventes y otros quimicos que ataquen la envoltura del Phi6 en el
medio suministrado por la depuradora.

En adicion, la supervivencia de la fraccion adherida en los sélidos resultdé mucho menor
que en la fraccion soluble, como se evidencia en los menores titulos obtenidos en
comparacion a la fraccion soluble entre t=0h y t=12h. La deteccion de apenas 0.06% del
virus en la fraccion sélida en t=0h diverge de valores previamente reportados de hasta un
22% de Phi6 adsorbido sobre los sélidos en el agua residual segln Ye et al [18] asociados
a un equilibrio de adsorcion que no se establece de forma instantanea; sin embargo, las
matrices de agua en esta comparativa guardan diferencias significativas en cuanto al tipo
de sélidos presentes, siendo los biosélidos y los microorganismos mas predominantes en
el medio con fango aerobio. Por otro lado, Alamin et al [20] sugirié que el Phi6 se distribuye
concentrandose en la fase liquida y no se detectaria mas de un 0.8% de los viriones como
parte del analisis a los sélidos, lo que concuerda mejor con los resultados de este trabajo
[20].
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Figura 12 Decaimiento del Phi6 en el control (a) y el reactor (b), (m ARS1/ARS2, = R1/R2 s¢lidos, m R1/R2 soluble).

Una evaluacidon mas detallada del decaimiento del Phi6 se obtiene al aplicar una
transformacion logaritmica, permitiendo comparar a cada tiempo el titulo del Phi6 en cada
reactor, asi como en la fraccion sélida del tratamiento biolégico (Figura 13a) y permitiendo
el ajuste a una cinética de primer orden para cada curva de decaimiento (Figura 13b). Los
parametros cinéticos obtenidos se resumen en la Tabla 6. Los tiempos hasta observarse
una reduccién en la concentracion de virus de un 90% y un 99% (Teoy Tes respectivamente)

corroboran que el virus decae con rapidez, la degradacion en el tratamiento biologico fue
2.53 veces mas rapida que en agua residual.
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Figura 13 Decaimiento del Phi6 a lo largo del experimento en escala logaritmica (a) y ajuste cinético de los resultados (b),
(m ARS1/ARS2, m R1/R2 sélidos, m R1/R2 soluble).

Tabla 6 Parametros cinéticos en la inactivacion del Phi6.

K (h1) Too (h) Too () R2
ARS1/ARS2 0.0674 34.1630 68.3240 0.9149
Phi6 (25°C) R1/R2 soluble 0.1702 13.5287 27.0574 0.9206
R1/R2 sélido 0.1590 14.4817 28.9633 1.0000

La supervivencia del Phi6, y en general, de los virus con envoltura, es muy variable segln
lo establecido en la bibliografia y depende estrechamente de la temperatura y la
composicion del medio [23], sera interesante comparar las cinéticas resultantes en este
estudio con las sugeridas por otros autores.

32



ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES

Universidad deValladolid ELIMINACION DE INDICADORES VIRALES

Algunos trabajos han aportado unas cinéticas parecidas para la degradacion del Phi6 en
agua residual bruta, con una K(h-1)=0.317 (25 °C) y un Too=7h que estarian en el orden de
los datos reflejados en la Tabla 6, pero implicando una degradacion mas rapida [18]. Estos
datos aportados por Ye et al [18] se cinen a la inactivacion de virus en el agua residual,
con procesos de recuperacion viral que alcanzan eficiencias muy elevadas, otros autores
que llevaron a cabo esta determinacion para el Phi6é en el agua residual han hallado
tiempos hasta la inactivacion total de 7+0.4h (a 25 °C), Mohan et al [55].

Por otro lado, Yang et al [56] observaron el decaimiento de varios virus sobre una matriz
con fangos en condiciones semejantes al medio de estudio del reactor (pH de 6.75+0.05,
COT de 64.2+6.19 mg/L y sdlidos totales 1.52+0.31 mg/L, valor ligeramente superior al
recogido por este estudio). Estos autores reportaron constantes de decaimiento del Phi6,
en la fraccion soluble y en la fraccion sélida respectivamente, de K(h1)=0.101+0.012 y
K(h-1)=0.245+0.049, para ensayos realizados también a 25°C. En cuanto a los tiempos de
inactivacion, Yang et al presentan, para la fraccion soluble Too=23h y Too=45h y para la
fraccion solida Too=10hy Toe=19h. Los resultados son similares a los mostrados en la tabla
6, aunque hay que senalar que obtuvieron una cinética mas rapida en la fraccion sélida.
La hipotesis mas sensata a la vista de estas diferencias estaria fomentada en la actividad
biolégica de los biosélidos (el consorcio microbiano sera especifico de cada investigacion)
y la elevada concentracion de oxigeno bajo la que operod el reactor en el presente trabajo.

Trabajos como el de Bivins et al se centran en la persistencia del SARS-CoV-19 en el agua
residual, los resultados que presentan predicen un Too comprendido entre 38.4h y 50.4h
[12], es decir un valor muy cercano al tiempo de decaimiento Teo de este estudio para los
reactores control con agua residual (T9o=34.16 h).

En el siguiente apartado se contrastaran los resultados de decaimiento observados para
el Phi6 con los obtenidos para el MS2, sobre el que hay que matizar nuevamente la
ausencia de envoltura virica.

3.1.3. Evolucion del MS2: supervivencia de virus sin envoltura

En relacion con la supervivencia del MS2, virus que no presenta envoltura externa, la
Figura 14 a y b muestra la evolucion del MS2 activo en el control de agua residual, asi
como en las fracciones soluble y solida del tratamiento con fangos activos (para R1y R2).
El titulo inicial seria ligeramente mayor en el control para el primer muestreo, con datos en
t=Oh de 2.22x108 PFU/mL y 2.05x108 PFU/mL para el control y el reactor
respectivamente, a partir de esto se deduce una recuperacion del fago del 86.7% en el
control y de 80.1% en el reactor. Sobre el indculo también se pudo verificar la presencia
de colifagos a través del método del doble agar, se hallé6 una concentracion de 7.00x102
PFU/mL en fase acuosa y una concentracion de 2.05x103 PFU/mL sobre los sélidos. Estos
resultados evidencias la presencia del hospedador E.coli en los fangos de depuradora.

Se puede observar como el virus decae algo mas rapido en el tratamiento de los fangos
activos, aunque sera necesario llevar a cabo un ajuste cinético para verificar la eficacia
del tratamiento.
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En la muestra t=144h el titulo del fago MS2 era de 1.335 x103 PFU/mL (para los controles
el valor resulté superior a esta cifra), lo que significa que no se llegd a observar el
decaimiento total del MS2 en la experimentacion. Se observa que el titulo viral se estabiliza
en los Ultimos puntos muestrales del experimento y que para el tiempo final de muestreo
se recogen los datos: 8.064x103 PFU/mL, promedio para el control; y 1.335x103 PFU/mL,
promedio para el tratamiento aerobio. El computo global indica una degradacion final del
MS2 equivalente a 3.4 logs para el control y 5.2 logs para los fangos activos.

Contrario a lo esperado, se observé un aumento en el titulo de viriones de MS2 ligados a
los sélidos. Esto podria deberse a distintos motivos, principalmente la proliferacion virus
junto al crecimiento del hospedador en el medio. La E.coli presente como parte del
consorcio microbiano del reactor puede ser justificacion suficiente para el crecimiento viral
detectado en los sélidos que esta en 1.43 logs. De cualquier forma, los datos en la fraccion
sélida deben ser tomados con cautela, sobre todo al mostrarse un crecimiento del MS2 en
los sélidos que llega a sobrepasar el titulo en la disolucion. Por otro lado, el porcentaje de
virus adsorbido sobre los sélidos resulta insignificante en las primeras muestras, mientras
que al final del experimento el 88% del MS2 se habria hallado sobre los sélidos. Existen
estudios que muestran que el MS2 se adsorbe en menor proporcion que el Phi6 a los
solidos en suspension, con solo un 6% del MS2 en el agua residual se adsorbera a los
so6lidos [18].

Por otro lado, la Figura 15 presenta el titulo viral de las muestras aplicando logaritmos (log
PFU/mL). A partir del ajuste de una cinética de primer orden (Figura 15), se calcularon los
parametros cinéticos de decaimiento para la fraccion soluble del tratamiento con fangos
activos y el control de agua residual, asumiendo una cinética de primer orden (Tabla 7)
para el caso. Para este colifago el tratamiento por fangos activos ha supuesto una
degradacion 1.5 veces mas rapida que en el medio solo con agua residual sintética.
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Figura 14 Decaimiento del MS2 en el control (a) y el reactor, tanto la fraccion soluble (a) como la fraccion liquida (b) (m
ARS1/ARS2, m R1/R2 sélidos, m R1/R2 soluble).
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Figura 15 Degradacion el MS2 a lo largo del ensayo (a) y ajuste del decaimiento del MS2 a una cinética de primer orden
(b), (m ARS1/ARS2, m R1/R2 s6lidos, m R1/R2 soluble).

Tabla 7 Parametros cinéticos en la inactivacion del MS2.

K (h2) Teo (h) Too (h) R2
ARS1/ARS2 0.0300 76.7528  153.5057 0.9277

MS2  R1/R2soluble 0.0478  48.17124 96.34247 0.8204
R1/R2sélido  0.0066  348.8765 697.7531 0.7439

Por otro lado, las tasas de inactivacion determinadas en este ensayo, K(h-1)=0.032 en el
caso de ARS1/ARS2 y K(h-1)=0.0478 para R1/R2, promedios entre los duplicados, se
acercan a los aportados por estudios sobre el agua residual (Ye et al [18]) que han
encontrado que el MS2 se degrada con una cinética K(h-1)=0.022, T90 y T99 resultarian
entonces 104.66h y 209.33h respectivamente, lo que apunta a una inactivacion mas lenta
del MS2 en el agua residual [18]. Otro estudio por Mohan et al que aborda el decaimiento
del MS2 encuentra que la inactivacion de este virus en el agua residual requiere de
121+36h, a una temperatura de 25°C, un tiempo cercano al T99 antes obtenido [55].
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Finalmente, de mayor interés es la comparacion con el trabajo de Yang et, como fue ocurrié con
el Phi6, que determind la inactivacion del MS2 en condiciones parejas con este estudio.
En esta bibliografia se observd un decaimiento para el MS2 que respondia a unas
constantes cinéticas a 25°C de K(h1)=0.021+0.002 y K(h1)=0.158+0.005, para la
fraccion soluble y la sélida respectivamente. Los tiempos de inactivacion serian en el caso
de Too=111h y To9=219h (fraccion soluble) y Too=14h y T9o=29h (fraccién sélida). Los
resultados, en comparacion a los del presente estudio, predicen un decaimiento
considerablemente mas lento en el medio liquido, en cuanto a los sélidos Yang et al no
reportan una proliferacion del MS2 en esta fraccion [56].

Comparando ahora el comportamiento de los dos virus, MS2 y Phi6, los resultados de este
ensayo apuntan a que el virus sin envoltura, el colifago MS2, presenta mayor supervivencia
en los entornos examinados. Los mecanismos de degradacion de los fagos se relacionan,
como se ha podido comprobar, con su adsorcion en fangos y biosoélidos, sobre los fléculos
de bacterias se produce un fendmeno de adsorcion reversible que puede contribuir a
eliminar una parte importante de virus en el agua residual. En cuanto a los virus en
disolucién en la fase acuosa, el principal método de eliminacion seria a través de
predacion o por la accion de encimas en el medio. En la eliminacion por predacion, los
protozoos y los metazoos serian los principales agentes en la inactivacion de los viriones
[57], [58].

El Phi6 es, con diferencia, el menos resistente de los dos viriones, por lo que a raiz de esto
se deduciria que los virus con envoltura se degradan con mayor facilidad en presencia de
un medio liquido. La causa de esto radicaria en las discrepancias estructurales que
diferencian a los virus encapsulados de los que no presentan envoltura, asi la presencia
de envoltura afectaria a los mecanismos de inactivacion de los virus y por extension a la
supervivencia de los mismos.

Los virus que presentan una envoltura externa al capside la adquieren a partir de la
membrana de fosfolipidos de la bacteria hospedadora y esta documentado que al
degradare su envoltura el virus pierde definitivamente su capacidad infecciosa. Esto se
debe a que las proteinas de fusion por las que un virus se une a un determinado receptor,
logrando asi infectar una célula, se encuentran sobre la envoltura del virus, no seria el
caso para los virus sin envoltura virica, que solo presentan las proteinas de fusion sobre
su capside. Lo que sucede entonces, y se ha visto reflejado en los resultado anteriores, es
que la envoltura viral (estructura de bicapa lipidica) es menos resistente en comparacion
al capside (estructura proteica) que todos los virus presentan, esto se puede concluir para
medios con agua residual y fangos de depuradora [23], [59], [60].

Si el tiempo que trascurre para las aguas residuales en el alcantarillado, hasta que
comienza su depuracion en una EDAR, no supera las 24 horas [18] y el tiempo hidraulico
de residencia para los fangos activos esta comprendido entre 5 y 36 horas [61], esto
supondria que el Phi6 sufriria un decaimiento practicamente completo en el curso del agua
residual y su tratamiento; sin embargo, una fraccion importante del MS2 podria conservar
su actividad incluso tras el tratamiento aerobio.
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4. CONCLUSIONES
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En este estudio se evalud la persistencia de dos bacteriéfagos, el Phi6 que infecta
Pseudomonas sp. y el MS2 que se hospeda sobre la Escherichia coli, en medio acuosos
mediante dos configuraciones para comparar la resistencia viral sobre una matriz de agua
residual sintética y una matriz con fangos aerobios. La comparacion se extiende a la
diferencias morfolégicas, presencia o ausencia de estructura viral, de los virus estudiados
y como de determinantes son para la supervivencia de ambos virus. En este caso el Phi
presenta una envoltura lipidica en torno a su capside, y sobre esta las proteinas de fusion
que permiten la infeccion de las células hospedadoras, por parte del MS2 se destaca la
ausencia de envoltura, las proteinas de fusion se localizarian sobre la capside del virus.

Para este trabajo se adaptd el método del doble agar (Protocolo 9224 B de los métodos
estandar), la herramienta principal en este estudio que resultd altamente eficiente,
aunque laboriosa, y se emplearon diluciones seriadas para la titulacion y cuantificacion de
las muertas de fagos. Empleando estos procedimientos durante el ensayo se obtuvieron
datos para el control de agua residual y el reactor de fangos activos, se trabajo con
duplicados para ambos montajes, los datos de cada muestra desde el tiempo cero y el
altimo punto del experimento (total 144 horas) fueron analizados y ajustados segun una
cinética de degradacion de orden uno para comparar la evolucion de ambos virus.

En primer lugar, de la comparacion entre las dos configuraciones, se concluyé que la
presencia de fangos activos contribuye a reducir los tiempos de degradacion de los fagos.
Los resultados respaldan una eliminacion 1.59 veces mas rapida del MS2 y 2.5 veces mas
rapida para el Phi6 en el reactor biolégico.

Por otro lado, el MS2 resulté notablemente mas resistente tanto en el agua residual como
en la matriz con soélidos y biosélidos de depuradora, mientras que sobre el Phi6 se observo
un decaimiento mas rapido. Segun los resultados, el decaimiento del Phi6 seria 2.24 veces
mas rapido en el agua residual sintética y hasta 3.50 veces mas rapido en el reactor con
fangos aerobio. Se ha encontrado también que una fraccion del MS2 podria preservarse
activa durante periodos de varios dias en el agua residual, incluso a su paso por procesos
de tratamiento biolégicos. Por parte de Phi6, hay que destacar que los resultados
obtenidos lo reafirman como un subrogado apropiado para el SARS-CoV-19, como han
expuesto otros autores, resultando tiempos de degradacion en el agua residual similares
para estos dos virus.

La cuantificacion de virus en el agua residual presenta un gran potencial para comprender
las posibilidades de eliminacién de la contaminacion viral en este medio, la cual puede
culminar en problemas de salud sobre la poblacion, como es sabido que ocurre con ciertos
virus. A mayores, los analisis de contaminacion microbiana en el agua residual pueden
ofrecer resultados para mejorar los estudio estadisticos que determinan la poblacion
afectada por un patégeno viral en un determinado momento. Los trabajos sobre
indicadores virales en el agua residual estan cobrando relevancia dia a dia y es necesario
seguir investigando sobre los virus en el agua residual y sus subrogados para mejorar la
compresion de la comunidad cientifica en este campo.
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