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“Mentre observava l'aigua [...] el
moviment de la majoria d’aquells
“animaculs” era tan agil i tan variat,
cap amunt, cap avall, en cercles, que
era una cosa meravellosa de veure. |
penso jo que algunes d’aquelles
minuscules criatures eren més de mil
vegades més petites que les més

petites que mai hagués vist...”

Anton van Leeuwenhoek, carta a la Royal
Society, 1 de juny de 1674
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Llistat d’abreujaments

ADN acid desoxiribonucleic

16S ADNr seqliéncia cromosomica que codifica pel gen del 16S ARNr

AE aigua esteril

AFLP analisi de polimorfismes en la longitud dels fragments de restricciéo amplificats
(Amplified Fragment Lenght Polymorphism)

APS persulfat amonic

ARA analisi de resisténcia a antibiotics (Antibiotic Resistance Analysis)

ARDRA analisi de fragments amplificats de restriccié d’ADN ribosomal
(Amplified rDNA Restriction Analysis)

ARN acid ribonucleic

ARNr ARN ribosdmic

ATLL Aigues del Ter Llobregat

BBE B. fragilis bilis esculina agar

BHQ Black Hole Quencher

Bomito marcador de MST basat en ADN mitocondrial de bovins

BPRM Bacteroides Phages Recovery Medium

CBA medi Columbia Blood Agar

CF coliforms fecals

CReSA Centre de Recerca en Seguretat Animal

CSPD Disodium 3-(4-methoxy-spiro{1,2-dioxetane-3,2’-(5-chloro)tricyclo
[3.3.1.1*"]decan}-4-yl)phenyl phosphate

CSu utilitzacié de fonts de carboni (Carbon source utilization)

Cr cicle d'una PCR-Q en que la fluorescéncia emesa supera la fluorescéncia llindar

CTC 5-ciano-2,3-ditolil clorur de tetrazolium

DAPI 4,6-diamino-2-fenilindol

DGGE Electroforesi de gels de gradient desnaturalitzant
(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)

dNTP desoxinucleotid trifosfat

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen

DvC comptatge directe de viables (DVC: direct viable count)

EDTA acid etilen-diamino-tetraacétic

EF enterococs fecals

EPA Environmental Protection Agency

FISH Hibridacio fluorescent in situ (Fluorescent In Situ Hybridization)

FRET transferéncia d’energia fluorescent mitjangant ressonancia (FRET: Féster resonance
energy transfer

FWAs agents blanquejant fluorescents (Fluorescence Whitening Agent)

G+C Contingut de guanines i citosines

HBSA Human Bifidobacteria Sorbitol-fermenting Agar



HC hibridacié colonial

Humito marcador de MST basat en ADN mitocondrial d'humans

LABs alquilbenzens de cadena llarga (Linear Alkyl Benzene)

MAR resisténcia multiple a antibiodtics (Multiple Antibiotec Resistance)

mEA medi Enterococcus Agar

mFC modified Fecal Coliform

MST Microbial Source Tracking

NCBI National Center for Biotechnological Information

PCR reacci6é en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)

PCR-Q PCR quantitativa

PFGE electroforesi en gels de camp polsat (Pulsed Fiel Electrophoresis)

Pomito marcador de MST basat en ADN mitocondrial de porcins

p/v relacio pes per volum

RAPD analisi de polimorfismes en la longitud dels fragments amplificats per PCR amb iniciadors
arbitraris (Random Amplification of Polymorphic DNA)

RCM medi Reinforced Clostridium Medium

RDP Ribosomal Database Project

Rep-PCR amplificacié multiple (Repetitive element PCR)

ROS espécies reactives de I'oxigen (Reactive Oxygen Species)

rpm revolucions per minut

SDS dodecil sulfat sodic

SSC tampo clorur sodic citrat sodic

STP trifosfat sddic (Sodium TriPhosphate)

TAE tampo Tris, acid acétic i EDTA

Taq polimerasa termoestable utilitzada en la PCR. El seu nom prové
del bacteri del qual es va extreure Termus aquaticus.

TBE tampd Tris, acid borici EDTA

TGGE electroforesi de gels de gradient de temperatura (Temperature Gradient Gel
Electrophoresis)

T temperatura de desnaturalitzacié d'una doble cadena d'ADN

Tgo temps que tarda una poblacié bacteriana a reduir-se un 90%

Tris tris(hidroximetil)Jaminometa

T-RFPL analisi terminal de polimorfismes en longitud de fragments de restriccio
(Terminal Restriction Fragment Lenght Polymorphism)

TSA Tryptone Soy Agar

TSB Tryptone Soy Broth

UFC unitats formadores de colonies

UTP-Dig nucledtid uracil conjugat amb la molécula digoxigenina

uv llum ultraviolada

VBNC cél-lules viables pero no cultivables (viable but not culturable)
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1.1 Us i contaminacié de I'aigua

Tots som conscients de la importancia vital de l'aigua, de la seva necessitat per
beure, per la produccio d’aliments i per la neteja i la higiene. De I'aigua també depén un
bon desenvolupament economic ja que és necessaria en la produccio industrial, és
important per generar energia i pel transport de béns i persones. L’aigua és essencial per

assegurar la integritat i la sostenibilitat dels ecosistemes del planeta.

Tot i que l'aigua és un recurs renovable, té uns limits. El cicle global de l'aigua
sembla incapa¢ de poder-se adaptar a la creixent demanda de les proximes décades.
L’augment demografic mundial implica un increment proporcional de la demanda d’aigua
(Gardner-Outlaw, T. et al, 1997) i la generacié d'un elevat volum d’aigles residuals que
s’ha de gestionar i tractar adequadament. Per exemple a I'area metropolitana, I'any 2006,
es va tractar un total de 290 milions de m* d’aigua residual el que correspon a 113.000

m°®/dia (Dades Ambientals Metropolitanes 2006: www.amb.cat).

La contaminacié de l'aigua pot estar provocada per residus humans, residus
industrials i quimics i residus provinents de I'agricultura com fertilitzants i pesticides. Les
aigles residuals generades aporten al medi microorganismes, substancies d'origen
quimic (metalls pesants, compostos organics...), i es poden veure modificats parametres
fisics com un augment de temperatura de I'aigua, modificacié de l'alcalinitat, la terbolesa,

etc.

La contaminacié fecal és una de les principals causes del deteriorament de la
qualitat de l'aigua. La matéria fecal pot aportar microorganismes patogens al cicle,
contaminant tant aiglies superficials, com aquiifers i zones costaneres. Aquest fet pot
comportar un potencial risc sanitari per a la poblacié, importants costos econdmics quan
es veuen afectats diferents ambients aquatics utilitzats per I'hnome com zones
d’abastament d’aigua potable, zones pesqueres, cultius de peixos i mariscs i zones

recreatives (llacs, rius, mars...) i greus costos ambientals pels ecosistemes.

Als Estats Units, pais on des de l'any 1971 existeix un programa de vigilancia
especific de malalties transmeses per l'aigua, s’han verificat un total de 39 brots
relacionats amb malalties de transmissio hidrica entre els anys 1999 i 2000. Vint
d’aquests s’han relacionat amb un origen microbioldgic: un 35% deguts a parasits com
Cryptosporidum parvum i Giardia duodenalis, un 45% a bacteris (E. coli O157:H7,

Salmonella sp. i Campylobacter jejuni) i un 20% a virus (Calicivirus) (Carraro, E. et al,
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2004). A Europa no existeix un pla al mateix nivell que el dels EUA, i aixd fa que
I'aparicié de brots de gastroenteritis estigui subestimada. Un estudi publicat per 'Agéncia
Ambiental Europea i I'oficina regional de la OMS a Europa (Bartram, J., 2002) dut a
terme entre els anys 1986 i 1996 a 18 paisos europeus, ha indicat 710 brots d’origen
hidric, que han afectat una mitja de 220 persones per brot (de 2 a 3500) (Taula 1.1). S’ha
vist que el numero de brots epidémics transmesos per aliments és de 300 a 350 vegades
superior que el numero de casos registrats; i s’estima que aquesta proporcio és la

mateixa en el cas dels brots transmesos per I'aigua (Bartram, J., 2002).

La contaminacié fecal pot tenir un origen huma o un origen animal (d’animals
domestics, salvatges o de granges). Tant si la contaminacié fecal prové d’'un origen o
d’un altre comporta un risc sanitari, ja que ambdds poden portar associats diferents tipus
de malalties. Aixi per exemple, les femtes humanes poden aportar a I'aigua alguns
patdgens bacterians com Vibrio cholerae, Salmonella enterica sv. typhi que causa la
febre tifoide i Shigella spp. entre d’altres. També hi podem trobar associats en femtes
humanes virus com els de I'hepatitis A, enterovirus i virus Norwalk que produeixen
alteracions digestives. En canvi, daltres patdgens com [Il'agent causant de la
salmonel-losi: Salmonella enteriditis, Campyloabacter, E. coli 0157, Giardia i
Cryptosporidium, i alguns virus com el de I'hepatitis E (Field, K.G., 2005) es troben
associats a femtes d’animals de sang calenta. La Taula 1.2. mostra una relacié d’alguns

dels patogens transmesos per 'aigua.

La concentracié d’agents causants de malalties presents habitualment a I'aigua és
baixa. A més a més, la seva deteccio i la seva enumeracié en estudis epidemioldgics o
de risc sanitari es veu dificultada perqué s6n microorganismes de dificil recuperacié ja
que poden estar metabdlicament sota un estrés fisioldgic o poden haver perdut la seva
viabilitat de cultiu. Addicionalment, el cultiu de la majoria de patdgens demana elevats
requeriments nutricionals (és el cas de bacteris, protozous i helmints) o precisen de linies
cel-lulars establertes (com en els virus). Per tant, la seva detecci6 i analisis al laboratori
requereix d’'uns procediments adients, de temps, i els costos econdmics sén elevats.
Aquests problemes poden ser pal-liats actualment amb l'avang de les técniques
moleculars (Toze, S., 1999) tot i que també tenen les seves limitacions relacionades amb
els limits de deteccid, amb la valoracié de la viabilitat de cultiu i la capacitat d’'infeccié.
Cal tenir en compte que la concentracidé de les mostres implica, també, la concentracioé
de substancies inhibidores que pot emmascarar el resultats. A més a més, la preséncia

de patdogens a l'aigua dependra de que hi hagi episodis infecciosos. Consequentment,
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Taula 1.1 Epidémies transmeses per 'aigua associades a l'aigua de beguda i de bany. Dades
obtingudes a 18 paisos europeus entre el periode 1986-1996 (Modificada de Bartram (2002)).

i Num Num de Lo .
Pais o Agent etiologic o malaltia
d’epidémies casos
Albania 14 59 Disenteria amebica (5), febre tifoide (5), colera (4)
Alemanya 0 0 No s’han recollit epidémies
Disenteria bacteriana (14), gastroenteritis (6), Hepatitis A (4),
Croacia 29 1931
tifus (4), criptosporidiosi (1)
) Gastroenteritis” (33), disenteria bacteriana (8), Hepatitis A (2),
Eslovenia 45 n.d.
disenteria ameébica (1), giardiosi (1)
Gastroenteritis” (97), disenteria bacteriana (47), Hepatitis A
Espanya 208 n.d. (28), tifus (27), giardiosi (7), criptosporidiosi (1), no especificat
(1
Estonia 12 1010 Disenteria bacteriana (7), Hepatitis A (5)
Grécia 2 16 Disenteria bacteriana (1), tifus (1)
) Disenteria bacteriana (17), gastroenteritis1 (6), salmonel-losi
Hongria 27 4884
4)
Islandia 1 10 Disenteria bacteriana (1)
Letonia 1 863 Hepatitis A (1)
Lituania 0 0 No s’han recollit epidémies
Gastroenteritis’ (152), disenteria bacteriana (4), Hepatitis A
Malta 162 19
(4), giardiosi (1), tifus (1)
Noruega 0 0 No s’han recollit epidémies
Regne Unit 20 2810 Criptosporidiosi (13), gastroenteritis1 (6), giardiosi (1)
Rep. Txeca 18 76 Gastroenteritis’ (15), disenteria bacteriana (2), Hepatitis A (1)
Rep. 61 5173 Disenteria bacteriana (30), gastroenteritis1 (21), Hepatitis A
Eslovaca (8), tifus (2)
Disenteria bacteriana (36), gastroenteritis1 (8), Hepatitis A (8),
Romania 57 745
colera (3), tifus (2)
Gastroenteritis’ (36), campil-lobacteriosi (8), virus Norwalk-like
Suissa 53 27074 (4), giardiosi (4), criptosporidiosi (1), disenteria ameébica (1),
Aeromonas sp. (1)
Gastroenteritis’ (410), disenteria bacteriana (191), Hepatitis A
(71), febre tifoide (45), criptosporidiosi (16), giardiosi (14),
Total 710

campilobacteriosi (8), disenteria ameébica (7), colera (7), virus
Norwalk-like (4), Salmonella (4), Aeromonas sp. (1), no

especificat (1)

'Agent etioldgic conegut; n.d. no determinat
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Taula 1.2 Patdgens associats a la contaminacié fecal en I'aigua (Anonim, 2006b).

Patogens Persisténcia en Capacitat Origen (H: huma;
I'aigua d’infeccié A: animal)
Legionella spp. Es multiplica Moderada H
Pseudomonas aeruginosa Pot multiplicar-se Baixa H
Salmonella typhi Moderada Baixa H
" Shigella dysinterae Curta Moderada H
é Vibrio cholera Curta Baixa H
fg Campylobacter jejuni, C. coli Moderada Moderada A
E. coli enterohemorragica Moderada Alta A
E. coli enteropatogénica Moderada Baixa A
Yersinia enterocolitica Llarga Baixa A
Altres salmonel-les Poden multiplicar-se Baixa A
Adenovirus Llarga Alta H
Enterovirus Llarga Alta H
é Hepatitis A Llarga Alta H
> Rotavirus Llarga Alta H
Hepatitis E Llarga Alta Potencial A
Norovirus Llarga Alta Potencial A
Acanthamoeba spp. Llarga Alta H
Cyclospra cayetanensis Llarga Alta H
é Entamoeba histolytica Moderada Alta H
‘g Naegleria fowleri Pot multiplicar-se Alta H
o Cryptosporidum parvum Llarga Alta A
Giardia intestinalis Moderada Alta A
Toxoplasma gondii Llarga Alta A
D o Dracunculus medinensis Moderada Alta H
T =
E Schistosoma spp. Curta Alta A
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per tal de poder mesurar la carrega de contaminacié fecal i el risc associat a la possible

preséncia de patdgens a 'aigua cal determinar uns parametres indicadors.

Els indicadors de la contaminaci6 fecal son principalment microorganismes
associats al tracte intestinal. La seva preséncia a l'aigua fa pensar en una possible
contaminacié fecal d’aquesta. Per tal que un grup o poblacié microbiana sigui utilitzat

com a indicador ha de complir els seguents requisits (Maier, R.M. et al, 2000):

— Han d’estar associats a la preséncia del patogen. L’indicador ha d’estar present

quan hi ha contaminacio fecal a l'aigua.

— L’indicador no ha d’estar present al medi ambient quan no hi ha hagut

contaminacio.

— L’indicador hauria de ser valid en qualsevol tipus d’ambient (aiglies superficials,

subterranies i aiglies marines).

— Han de poder ser aillats i cultivats al laboratori de manera facil, rapida i

economica. | els tests han de ser especifics i no donar falsos positiu.
— La concentracio6 de l'indicador ha de ser superior o igual a la dels patdogens.

— Ha d’haver-hi correlacié entre lindicador i el patogen, de manera, que al

quantificar l'indicador es tingui una estimacié directa del nombre de patdgens.

— Han de presentar un comportament semblant al dels patdgens. Es a dir, incapac
de reproduir-se al medi ambient i presentar igual o major resisténcia a

tractaments de depuracio i processos d’inactivacio.

S’han establert alguns indicadors microbians que permeten detectar la carrega de la
contaminaci6 fecal en les aiglies. Entre els més utilitzats s’hi troben els coliformes totals,
coliformes fecals, Escherichia coli, enterococs fecals, espores de clostridis sulfit

reductors i fags somatics.

Les normatives vigents que estableixen els criteris sanitaris de la qualitat de les
aiglies a Espanya es basen en I'analisi d’aquests tipus d’indicadors per tal de determinar
si hi ha contaminaci6 fecal a I'aigua. Aixi el Real Decreto 140/2003 (Anonim, 2003) i la
directiva europea 98/83/CE del Consell (Anonim, 1998) demanen I'abséncia total d’E.
coli, d’Enterococcus i d’espores de clostridis sulfit reductors en 100 ml d’aigua quan

aquestes estan destinades a aiglies de consum. Pel que fa a l'aigua de bany el RD
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1341/2007 (Anonim, 2007a) i la directiva 2006/7/CE sobre aigles de bany (Anonim,
2006a) contemplen l'analisi d’enterococs fecals i d’E. coli acceptant com a una qualitat
bona de l'aigua uns valors de 400 i 1000 UFC/100ml respectivament en aigues

continentals i de 200 i 500 UFC/100 ml en zones de transicio.

Per fer front a la creixent demanda d’aigua agreujada pels déficit de precipitacions
actual, cada cop pren més importancia la reutilitzaci6 de l'aigua depurada. L’aigua
regenerada pot ser utilitzada per al reg de jardins privats, zones verdes, de diferents tipus
de cultius, camps de golf, per a la neteja, per a I'is en torres de refrigeracid, per la
recarrega d’aquifers i pel manteniment de zones humides, cabals insuficients, etc. Els
parametres microbioldgics que contempla el RD 1620/2007 (Andnim, 2007b) sén el
comptatge d’E. coli i de nematodes intestinals. El numero d’E. coli requerit dependra de
I'as que se li doni a l'aigua: des de 0 UFC/100 ml en el cas de I'is de I'aigua per al reg de
jardins particulars, recarrega de sanitaris, en torres de refrigeracioé i recarrega d’aquifers
per injeccio directa; fins a 10.000 UFC/ml per a I'aigua usada per regar cultius llenyosos
en els que l'aigua no entri en contacte directe amb el fruit, plantes ornamentals, cultius
per a us industrial, i també l'aigua destinada per a processos i per a la neteja de la

industria no alimentaria i per a reomplir estanys i caudals ornamentals.

En els darrers anys s’ha anat proposant i consolidant I'is d’indicadors que a més de
detectar i quantificar la carrega de la contaminacio6 fecal a I'aigua permetin discriminar la
font causant d’aquesta. Aixd permetria poder millorar la seva gesti6 i mitigar la
contaminacié en l'origen recuperant amb més eficiéncia les zones afectades; es podria
estimar el risc sanitari que porta associat; prendre les mesures legals oportunes i establir
responsabilitat econdmiques. La directiva europea que regula la qualitat de les aiglies de
bany 2006/7/EC, ha donat émfasi a la la importancia de poder determinar I'origen de la
contaminacié fecal i contempla el seu analisi (www.europarl.europa.eu/oeilffile.jsp?id=
226822).

Aixi que disposar d’indicadors que a més a més de mesurar la carrega de la
contaminacié fecal ens indiquin el seu origen ens suposa una eina fonamental per a la

gestio d’'un recurs Unic i insubstituible com és l'aigua.
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1.2  “Microbial Source Tracking”

“Microbial Source Tracking” (MST) és un terme anglés emprat per parlar de la
tracabilitat de la contaminacié fecal en aiglies, amb [l'objectiu d’identificar I'origen
d’aquesta contaminaci6é. S’han proposat diferents tipus d’indicadors de MST, i alhora
diferents metodologies per a detectar-los. Hi trobem des de la determinaci6é de fags que
infecten Bacteroides fragilis, a Rhodococcus coprophilus que forma part de la microbiota
intestinal d’herbivors, passant per lavaluaci® amb marcadors no microbians com
molécules quimiques, fins a la detecci6 de 'ADN mitocondrial de les ceél-lules de
'organisme implicat. Pel que fa a metodologies, s'utilitza tant la detecci6 amb els
meétodes tradicionals de cultiu, com mitjangant les técniques moleculars recents basant-
se en la diversitat genética microbiana. Per tant, atenent a la naturalesa de l'indicador

podem diferenciar els indicadors quimics i els indicadors microbiologics.

1.2.1. Indicadors quimics

Els indicadors quimics es basen en la detecci6 de molécules quimiques
relacionades amb un determinat origen fecal. També tenen un paper rellevant entre els
indicadors de l'origen de la contaminaci6 fecal. Es diferencien dos tipus d’indicadors

quimics: els indicadors quimics directes i els indirectes.

Els indicadors quimics directes, s6n aquells que es basen en la deteccié d’una
molécula diana que forma part de la matéria fecal per estar relacionada amb la fisiologia
de l'hoste. Els indicadors quimics indirectes, es basen en la detecci® de molécules

associades amb descarregues de femtes o a les activitats humanes.

1.2.1.1 Indicadors quimics directes
a. Els esterols fecals

La materia fecal conté una determinada composicié d’esterols que dependra de la
dieta de lindividu, de la produccié metabdlica d’esterols pel propi organisme i de la
microbiota anaerobia present al sistema digestiu. Els esterols presents a la matéria fecal
sén biohidrogenats per la microbiota corresponent a diferents isdbmers d’estenols. S’ha
descrit que en els humans el colesterol es redueix, principalment, a coprostenol. En els
herbivors trobem, en canvi, majoritariament, 24-etil coprostanol i 24-etil epicoprostanol
(Leeming, R. et al, 1996). Per tant, s’ha postulat que els diferents isomers d’esterols

fecals poden ser utilitzats com a biomarcadors de l'origen de la contaminacio fecal a
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'aigua. S’ha proposat els quocients de coprostanol:24-etil coprostanol i coprostanol:24-
etil epicoprostanol com a indicadors de l'origen fecal de la contaminacié. Quan aquests
quocients son alts determinen una possible contaminaci6 fecal humana (Leeming, R. et
al, 1996). La deteccidé dels esterols fecals utilitza la técnica de cromatografia de gasos

d’alta resolucié i 'espectrometria de masses.

Existeixen limitacions pel seu Us com a indicadors de MST com sén: el seu elevat
cost i la complexitat analitica. A més a més, cal afegir que aquestes molécules presenten
una persistéencia molt curta en la columna d’aigua, essent d'una a dues setmanes
(Seurinck, S. et al, 2005a). Tot i aixi, cal tenir en compte que sén hidrofobiques i que
s’associen amb la materia particulada de laigua residual precipitant en forma de
sediments. Un cop dipositats, estaran sotmesos a condicions anoxiques i en aquest
estadi la seva persisténcia augmenta, arribant fins a 450 dies a 15°C (Isobe, K.O. et al,
2002). S’ha detectat aigles on s’havia eliminat la poblacié de coliformes mitjangant
processos de cloracié i tractament de calor i en canvi, la preséncia d’esterols fecals es
mantenia elevada (Tabak, K.H. et al, 1972). La possible degradacié en la columna
d’aigua, la manca de correlacié entre la preséncia de contaminacié i de l'indicador,
conjuntament amb una metodologia complexa i cara, limita la seva utilitat com a
marcador de MST.

b. Cafeina

La cafeina és una molécula consumida exclusivament en la dieta d’humans. La
cafeina és absorbida per l'intesti, s’excreta a 'ambient per 'orina i va a parar a les aiglies
residuals urbanes (Sankararamakrishnan, N. et al, 2005). Ha estat detectada en aigles
residuals i superficials, pel que s’ha definit com a potencial indicador de contaminacio
d’origen huma (Seiler, R.L. et al, 1999). Per a la seva deteccio6 s’utilitza les técniques de
cromatografia liquida d'alta resolucié (HPLC: High-performance liquid chromatography) i

I'espectrometria de masses (Seiler, R.L. et al, 1999).

Els métodes utilitzats per a la detecci6é de la cafeina son cars i laboriosos. A més a
més, es tracta d’'un compost que és facilment degradable pels microorganismes del sol i

que per tant, pot no ser detectar tot i haver-hi contaminacié fecal humana a l'aigua.

10



Introduccié general

1.2.1.2 Indicadors quimics indirectes
a. Agents blanquejants fluorescents

Els agents blanquejants fluorescents (FWA: Fluorescence Whitening Agent) soén
compostos incorporats als detergents per al blanqueig de la roba. Per tant, estan
associats a abocaments d’aiglies de neteja i son potencials indicadors de contaminaci6
urbana (Close.M et al, 1989). Poden ser detectats facilment mitjancant fluorimetria
(Close.M et al, 1989; Hartel, P.G. et al, 2007) o per HPLC (Hayashi, Y. et al, 2002).

Les baixes concentracions a les aiglies, les possibles interferéncies amb compostos
organics fluorescents, la inestabilitat amb la llum solar i els pocs estudis realitzats per a la

seva deteccio, limiten el seu Us com a agent quimic indicador.
b. Trifosfat sddic

El trifosfat sodic (STP: sodium triphosphates) és el principal component dels
detergents, i per tant també esta relacionat amb abocaments urbans. Pot ser mesurat
mitjangcant cromatografia d’intercanvi idnic combinat amb técniques colorimétriques
(Cimenti, M. et al, 2007).

Aquesta molécula s’hidrolitza facilment a ortofosfat en aigles superficials i pot
quedar adsorbida als sediments, de manera que la seva concentracié es pot reduir
significativament limitant el seu Us com a indicador de contaminaci6 fecal (Sinton, L.W. et
al, 1998).

c. Alquilbenzens de cadena llarga

Els alquilbenzens de cadena llarga (LABs: Linear Alkyl Benzene) sén hidrocarburs
sintétics. S'utilitzen per a la produccié d’alquil benzens sulfonats lineals que sén els
surfactants anionics més abundants en detergents. La seva deteccio es pot dur a terme
mitjangant I'extracci6 amb dissolvents organics seguit de cromatografia de gasos
(Cimenti, M. et al, 2007; Murray, A.P. et al, 1987).

En general, els LABs sén molecules estables en el temps perd alguns sén més
facilment degradables pels microorganismes. Poden interaccionar amb substancies
hamiques com fenols, clorats i nitrats presents a I'aigua fet que pot prolongar la seva
preséencia al medi. El que fa que la seva correlaci6 amb una possible contaminacié fecal

a l'aigua sigui questionable (Seurinck, S. et al, 2005a). Es poden considerar indicadors
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que complementen els esterols fecals com marcadors d’una possible contaminaci6 fecal
humana (Sinton, L.W. et al, 1998).

L’'analisi d’indicadors quimics implica un laboriés tractament de les mostres,
filtracions, extraccions i/o una conversi6 abans de poder ser identificat el compost
mitjangant técniques llargues i costoses (fluorimetria, cromatografia, ...). Les molécules
quimiques poden ser alterades pels microorganismes ambientals i la sensitivitat de
'analisi pot estar afectada per molécules de I'ambient (Seurinck, S. et al, 2005a). Per

tant, I'ts rutinari d’aquests tipus d’indicadors és limitat.

1.2.2. Indicadors microbiologics

Els indicadors microbiologics son aquells que detecten un microorganisme patogen
o0 comensal que habitualment esta relacionat amb la microbiota intestinal de I'ésser
causant de la contaminaci6 fecal. Els métodes que s'utilitzen habitualment poden
classificar-se dins les seglients categories: métodes dependents de base de dades,
meétodes independents de base de dades, métodes que precisen de cultiu i métodes

independents de cultiu.

Els métodes dependents de base de dades de referéncia es basen en el cultiu,
aillament, tipificacio i classificacio segons la font, de soques de diferents origens fecals i
de mostres d’aigua. La determinacié de l'origen de la contaminacié es fa mitjancant la
comparacio estadistica entre els aillats ambientals i els perfils compresos a la base de

dades generada a partir de la tipificacié de soques d’origen conegut.

Els métodes independents de base de dades es basen en la deteccio a nivell de la
mostra d’'un microorganisme especific d’hoste mitjangant el seu cultiu o la deteccié d’'un

marcador molecular d’aquest.

1.2.2.1 Meétodes dependents de bases de dades

Els métodes dependents de bases de dades es poden classificar segons si els

caracters analitzats sén fenotipics o genotipics.
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Analisi de caracters fenotipics:
a. Resisténcia a antibiotics

La resisténcia a antibidtics s’ha desenvolupat com a meétode per a determinar la
contaminacié fecal a l'aigua aprofitant que la microbiota de cada hoste desenvolupa
resisténcies a aquells antibidtics als quals és més habitualment exposada. L’Us de
diferents antibidtics en humans i en animals crea uns patrons de resisténcia diferents a la
microbiota intestinal. Aquestes resistencies, normalment es troben codificades en
plasmidis que estaran sotmesos a una forta seleccio, pérdua o conjugacio, segons I'Us
d’antibidtics en una determinada poblaci6. Aixi les resisténcies a antibidtics observades
en poblacions microbianes de l'intesti de porcins seran diferents a la que s’observen en

aus.

Aquest métode es basa en 'obtencié prévia de bases de dades de les resisténcies a
antibiotics que presenta un grup bacteria en funcié dels diferents hostes on es troba.
Posteriorment, aquesta base de dades de referéncia servira per a classificar les soques
aillades. Existeixen principalment dos tipus diferents d’assajos: la Resisténcia Multiple a
Antibiotics (MAR) és un analisis qualitatiu que consisteix en avaluar els microorganismes
aillats amb diferents antibidtics; i I'Analisi de Resisténcia a Antibiotics (ARA) que és

quantitatiu ja que inclou diferents concentracions de cada antibiotic a valorar.

S’han generat bases de dades d’aquest tipus per a E. coli, estreptococs fecals i
coliforms fecals (Choi, S. et al, 2003; Hagedorn, C. et al, 1999; Parveen, S. et al, 1997;
Wiggins, B.A., 1996). Aquest métode és senzill i no demana material ni personal
especialitzat. Pero requereix la creacié d’'una base de dades de referéncia de soques
cultivables, feina llarga i tediosa, que pot ser especifica segons la zona geografica a
testar i que pot presentar variacions temporals (Parveen, S. et al, 2006; Wiggins, B.A. et
al, 2003).

b. Utilitzacié de fonts de carboni

El fenotipatge de poblacions de coliforms fecals i d’enterococs també s’ha utilitzat
per a la determinacié de I'origen de la contaminacié fecal. Aquesta metodologia compara
diferéncies en la utilitzacié de fonts de carboni (CSU: carbon source utilization) i nitrogen
pels diferents bacteris aillats mitjangant sistemes tradicionals o kits comercials
miniaturitzats com el Biolog Sytem (Hagedorn, C. et al, 2003) o PhenePlate System
(Wallis, J.L. et al, 2003). S’obtenen diferents perfils fenotipics per a cada aillat segons els

substrats metabolitzats que es comparen a la base de dades préviament generada.
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Aquest metode és senzill i facil de dur a terme. Ara bé, a més a més de presentar
els mateixos desavantatges que els altres métodes fenotipics, s’ha vist que presenta
poca capacitat d’identificaci6 amb un percentatge de classificacié correcta molt limitat
(Field, K.G., 2005).

Analisi de caracters genotipics:

Aquests metodes es basen en 'analisi de caracteristiques gendomiques (seqiéncies
d’ADN o ARN) dels microorganismes aillats. S’obtenen uns perfils que s’associen a un
determinat origen de contaminaci6é fecal i que sén comparats amb la base de dades

creada.
a. Amplificacié multiple

L’amplificacié multiple (rep-PCR: repetitive element PCR) consisteix en I'obtencié de
perfils mitjangant 'amplificaciéo per PCR de fragments especifics i repetitius del genoma
microbia, que sén visualitzats mitjangcant una posterior electroforesis. Els iniciadors
utilitzats amplifiquen fragments flanquejats per zones conservades i repetides en la
majoria de genomes microbians. Aquestes seqléncies es troben normalment
localitzades en regions no codificants al llarg de tot el genoma, poden estar orientades en
qualsevol direcci6 i també en tandem (Koeuth, T. et al, 1995; Lupski, J.R. et al, 1992;
Versalovic, J. et al, 1991). Depenent de l'iniciador emprat s'anomenen: REP-PCR quan
els iniciadors reconeixen elements palindromics repetitius extragénics de 35-40 pb,
ERIC-PCR quan amplifiquen seqléncies repetitives intergéniques de consens
d’enterobactéries de 124-127 pb i PCR-BOX quan amplifiquen una seqiéncia
conservada anomenada Box d’unes 145 pb. El resultat és I'obtencié d’'un perfil de bandes
amplificades per a cada soca analitzada que es compara amb la base de dades de
referéncia (Field, K.G., 2005). Perfils iguals representen la mateixa soca i perfils

semblants sdn soques relacionades genéticament.

S’han utilitzat els iniciadors de BOXA1R, REP1R i REP2I per a crear perfils d’E. coli
mitjancant la rep-PCR i ser utilitzats per a determinar 'origen de la contaminaci6 fecal
(Dombek, P.E. et al, 2000). Aquesta técnica presenta variacions temporals i
geografiques. El métode té un cost elevat i I'obtencié de la base de dades és un procés
llarg i laborios. La reproducibilitat de la técnica ha estat qliestionada (Seurinck, S. et al,
2005Db).
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b. Analisi de polimorfismes en la longitud dels fragments amplificats

per PCR amb iniciadors arbitraris

L’analisi de polimorfismes en la longitud dels fragments amplificats per PCR amb
iniciadors arbitraris (RAPD: Random Amplification of Polymorphic DNA) consisteix en
'amplificaci6 mitjancant PCR de soques aillades utilitzant iniciadors no selectius.
S'utilitzen oligonucledtids curts, d'uns 8 a 12 nucledtids, creats arbitrariament. Els
fragments obtinguts sén amplificats a I'atzar segons el joc d’iniciadors utilitzats. L’ADN
amplificat es analitzat en un gel de manera que s’obté una série de bandes especifiques
de la soca que s'utilitza com a perfil del genoma bacteria. Aquests perfils son els que es
comparen amb les bases de dades creades. La RAPD s’ha utilitzat per a examinar la
diversitat d’E. coli (Wang, G. et al, 1993).

c. Analisi de polimorfismes en la longitud dels fragments de restriccié
amplificats (AFLP)

En la técnica d’analisi de polimorfismes en la longitud dels fragments de restricci
amplificats (AFLP: Amplified Fragment Length Polymorphism) 'ADN gendmic és digerit
amb dos enzims de restriccidé. Seguidament s’incorporen uns adaptadors al final dels
fragments digerits, mitjangant una lligacio, que aporten uns fragments suficientment llargs
i de sequéncia coneguda. Posteriorment, es fa una amplificacié selectiva d’aquests
fragments emprant com a iniciadors seqiiéncies corresponents als adaptadors introduits
(Janssen, P. et al, 1996). Els fragments amplificats poden ser visualitzats en un gel de
poliacrilamida o si els iniciadors estan marcats amb una molécula fluorescent mitjangant

un seqlenciador automatic.

Aquest métode ha estat utilitzat en E. coli perd s’obtenia un elevat numero de
bandes que limitava la seva utilitat (Arnold, C. et al, 1999). Per a pal-liar aquesta limitacio
es feia una reamplificacié dels fragments amb jocs de primers als quals s’havia afegit 1 o

2 nucleodtids a I'extrem 3’, de manera que es reduia el numero de dianes on unir-se.

La resolucié que s’obté amb aquest métode és millor que la obtinguda amb altres
métodes genotipics. S’ha comparat les técniques d’AFLP, MAR i I'analisi de seqliiéncies
del gen del 16S rARN en soques d’E. coli aillades de bestiar, animals salvatges i femtes
humanes (Guan, S. et al, 2002). S’ha observat una molt més bona discriminacié amb
'AFLP que amb les altres dues técniques utilitzades. Un altre estudi comparant ERIC-
PCR amb AFLP (Leung, K.T. et al, 2004) déna, també&, millor resultats amb I'AFLP.
Aquest métode requereix de personal especialitzat, és laborids, lent i car. A més a més,

s’ha observat variacions geografiques i temporals que limiten la seva aplicacio.

15



Determinacioé de I'origen de la contaminacio fecal en aiglies mitjangant la deteccié molecular d’indicadors

d. Electroforesi en gels de camp polsat

L’ectroforesi en gels de camp polsat (PFGE: Pulsed Field Gel Elecrophoresis)
consisteix en la digestio, utilitzant un enzim de restriccié de tall poc frequent, de 'ADN
genomic total de la soca aillada. El resultat de la digestio és I'obtencié de 10 a 30
fragments d’ADN massa grans per a poder ser analitzats mitjangant un gel d’agarosa.
Per a l'analisi d’aquests fragments s’utilitza un gel de camp polsat, en el qual I'orientacio
del camp eléctric varia en diferents intervals i en diferents direccions. L’ADN es reorienta
de manera que els fragments més petits van canviant més de pressa de direccié que els

grans, i aixi s’aniran separant les bandes (Tenover, F.C. et al, 1995).

Aquesta técnica s’ha aplicat utilitzant E. coli com a indicador (McLellan, S.L. et al,
2003) i en enterococs (Dicuonzo, G. et al, 2001), mostrant una major capacitat de
discriminacié que la REP-PCR i 'ERIC-PCR (McLellan, S.L. et al, 2003; Myoda, S.P. et
al, 2003). Es una técnica que tot i no necessitar una PCR prévia, és llarga i tediosa tenint

en compte que ha de ser aplicada a cada soca aillada.
e. Ribotipatge

La técnica del ribotipatge déna patrons de bandes del gen del 16S ARNr. El
procediment implica I'extraccid i purificaci6 de 'ADN dels microorganismes aillats i
posterior digestio del producte mitjangant determinats enzims de restriccio. Els fragments
amplificats so6n analitzats en un gel d’electroforesi, desnaturalitzats i transferits en una
membrana sobre la qual s’hibridara amb les sondes especifiques. La imatge obtinguda
servira per classificar els aillats segons la font de la contaminacié (Cimenti, M. et al,
2007).

Aquesta técnica s’ha utilitzat per a determinar la contaminacié d’origen huma i no-
huma analitzant els ribotips d’E. coli (Carson, C.A. et al, 2001; Parveen, S. et al, 1999).
Es va dur a terme un analisi per a intentar discernir entre bovi, porci i aus i no va tenir
exit (Scott, T.M. et al, 2003). També s’ha observat una variacié geografica de les bases
de dades (Hartel, P.G. et al, 2002; Parveen, S. et al, 1999). El ribotipatge és una técnica

llarga i costosa que requereix personal i material especialitzat.

L’estabilitat geografica i temporal d’aquestes bases de dades esta en controvérsia
pel que sovint cal desenvolupar-ne de noves segons l'area geografica a examinar. La
fiabilitat del métode es veu afectada per la mida de la base de dades i el métode d’analisi
utilitzat (Stoeckel, D.M. et al, 2007). Aquests métodes so6n normalment laboriosos i

precisen d’'un analisi elevat de mostres per tal de disposar d’'un nimero de dades
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suficientment representatiu. S’ha d’esmergar esfor¢, material, temps i diners per a
realitzar una base de dades de referéncia adequada. S'obtenen més bons resultats
utilitzant I'analisi de caracters genotipics que no pas fenotipics, perd ambdés mostren un
elevat numero de falsos positius (Griffith, J.F. et al, 2003). A més a més, s’ha de disposar
de les eines estadistiques o métodes numérics més adients per a una bona

discriminacio.

1.2.2.2  Metodes independents de bases de dades i dependents de cultiu

a. Enterococs fecals

Una de les primeres aproximacions metodologiques per tal d’identificar la
contaminaci6 fecal a l'aigua fou el quocient entre coliformes fecals i enterococs (CF/EF)
(Feachem, R.G., 1975; Geldreich, E.E. et al, 1969). Aquesta proporcié es basa en
'existéncia d’'una major abundancia dels enterococs fecals en mostres fecals no
humanes, i aquesta relacié s’inverteix en mostres fecals humanes. Es va proposar que
quan el quoecient CF/EF és superior a 4, la contaminacio es relaciona amb un possible

origen huma, i quan és menor que 0’7 amb animals.

La diferent capacitat de supervivéncia en el medi dels dos grups bacterians
questiona la seva validesa al donar-se un envelliment de la contaminacié fecal (Jagals,
P. et al, 1996). S’ha questionat per alguns autors la incapacitat de coliforms fecals i
enterococs fecals de poder créixer en diferents ambients. Si es donés aquest creixement
contribuiria a disminuir la fiabilitat d’aquesta aproximacié metodologica (Sinton, L.W. et
al, 1998).

b. Bifidobacterium spp.

Bifidobacterium spp. €s un dels géneres majoritaris a I'aparell digestiu d’humans i
animals conjuntament amb els géneres Bacteroides, Eubacterium i Clostridium.
Bifidobacterium spp. €s un génere anaerobi i que necessita elevats requeriments
nutricionals, factors que compliquen el seu aillament i cultiu al laboratori. S’han descrit
diferents medis selectius i procediments per a la seva recuperacid, perd son complexes i
el seu cultiu requereix temps (Nebra, Y. et al, 1999). S’ha observat que algunes espécies
de Bifidobacterium localitzades en el sistema digestiu d’humans, com Bif. adolescentis i
Bif. breve, tenen la capacitat de fermentar el sorbitol, en contra del que s’observa en
espécies caracteristiques d’animals. EI medi Human Bifidobacteria Sorbitol-fermenting

Agar (HBSA) és selectiu per Bifidobacterium spp. i diferencial per les espécies
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fermentadores de sorbitol pel que ens permet diferenciar les espécies potencialment

especifiques d’humans (Mara, D.D. et al, 1983).

La deteccié de Bifidobacterium mitjangant el seu cultiu és facil i més o menys barat.
No obstant, el fet que precisi delevats requeriment nutricionals, i condicions
d’anaerobiosi dificulta la seva manipulacié i cultiu al laboratori. Presenta una baixa
persisténcia al medi ambient pel que la seva detecci6 indica la preséncia de

contaminacio6 fecal recent.
c. Fags de Bacteroides spp.

Bacteroides spp. és un dels géneres anaerobis majoritaris a I'aparell digestiu huma.
La seva fisiologia anaerobia li comporta una baixa capacitat de supervivéncia en
ambients aquatics. Els bacteriofags capacgos d’infectar aquesta espécie tenen una major
resisténcia a processos de desinfeccié naturals i artificials i sbn incapagos de reproduir-
se a l'ambient. Es va suggerir la detecci6 de bacteridfags que infecten la soca
Bacteroides fragilis HSP40 com a possible indicador de la contaminacié fecal humana
(Tartera, C. et al, 1987).

La ubicacié geografica de la soca HSP40 es restringeix a la zona mediterrania,
també s’ha detectat a Sud Africa, perd no al Nord d’Europa ni als EUA (Payan, A. et al,
2005). S’ha proposat un meétode per aillar soques de Bacteroides spp. especifiques
d’hoste susceptibles a ser infectades per fags a cada zona geografica d’'interés. També
s’ha suggerit la soca de B. thetaiotaomicron GA17 marcadora de contaminacié fecal

humana que presenta una més amplia distribucié geografica (Payan, A. et al, 2005).

Per tant la disponibilitat de soques especifiques d’'un hoste esdevé necessari per
poder utilitzar els bacteriofags de Bacteroides com a marcadors especifics de la

contaminacié fecal.
d. Genotips de bacteridfags F- especifics dARN

Els fags F-especifics d’ARN sbén fags icosaédrics que infecten especificament els
coliformes a través dels pilis codificats pel plasmidi F. S’han classificat en 4 genotips
atenent a varies propietats bioldgiques i fisico-quimiques (Furuse, K. et al, 1983). Els
genotips Il i Ill s’associen majoritariament a origens fecals humans i els genotips | i IV
majoritariament a animals (Havelaar, A.H. et al, 1986; Schaper, M. et al, 2002). Un cop
detectats, la seva identificacié pot realitzar-se mitjangant un serotipat (Cole, D. et al,

2003) o mitjangant una hibridacié amb sondes especifiques de cada grup que permeten
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diferenciar de forma facil i relativament rapida aquests genotips (Hsu, F.C. et al, 1995;
Schaper, M. et al, 2000).

Els colifags F-RNA presenten un comportament semblant al dels virus entérics en
aiglies ambientals, per tant poden ser utilitzats com a marcadors virics de 'origen de la
contaminacio fecal. Diferéncies en la seva persisténcia fan variar les seves proporcions
quan s’envelleix la contaminaci6 fecal en I'aigua i per tant es veu modificada I'associacio

a un origen fecal determinat (Schaper, 2002).
e. Rhodococcus coprophilus

Rhodococcus coprophilus és un actinomicet que ha estat definit en femtes
d’herbivors, i es troba absent en femtes humanes. Per tant, s’ha proposat aquest
indicador com a possible tragador de contaminacié fecal d’herbivors (Mara, D.D. et al,
1981; Oragui, J.l. et al, 1983). S’ha observat una supervivéncia d’aquets microorganisme
en medi aquatic d’entre 12 i 24 setmanes a una temperatura de 20°C, el que fa que es
requereixi un altre indicador per tal de determinar una contaminacio fecal recent (Sinton,
L.W. et al, 1998).

El principal inconvenient de la utilitzacié6 d’aquest marcadors és que el métode de
recuperacioé i enumeracio és llarg i laboriés amb un temps d’'incubacié de 17-18 dies. A
més a més, es desconeix la capacitat de resisténcia d’aquest microorganisme a

processos de desinfeccio.
f.  Amplificacié especifica d’'un gen

Aquest métode combina la técnica molecular de la PCR amb un cultiu previ de
I'indicador, ja que normalment, aquest es troba a una baixa concentraci6 i per tant caldra

un enriquiment previ per a poder ser detectat.

S’han proposat les diferents variants de toxines d’'una E. coli enterotoxigénica com a
marcadors de l'origen de la contaminacié fecal en aiglies. Les variants de I'enterotoxina
termostable STIb i STII s’han associat amb contaminacié fecal humana (Oshrio, R.K. et
al, 1997) i de bestiar porci respectivament (Khatib, L.A. et al, 2003), i I'enterotoxina
termolabil LTlla s’ha associat a remugadors (Khatib, L.A. et al, 2002). Khatib i
col-laboradors han definit iniciadors especifics per a la deteccié d’aquestes toxines
indicadores mitjangant PCR. Per aix0, cal una concentracié prévia de la mostra que s’ha
descrit mitjangant una filtracié i incubacié durant 1,5 hores a 35°C i a 44°C tota la nit o
sotmetent I'extracte de la mostra o les colonies crescudes a una hibridacié mitjangant

sondes magneétiques que permen la concentracio i separacié del gen de la toxina. Un cop
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s’ha obtingut una suficient concentraci6 d’ADN es duu a terme I'amplificaci6 amb els

iniciadors especifics.

Un altre gen especific d’hoste que s’ha utilitzat com a marcador de contaminacio
fecal humana és el gen que codifica per una proteina de superficie d’Enterococcus
faecium (Scott, T.M. et al, 2005). S’ha postulat que la proteina esp només és present en
soques aillades d’humans. Per tant la seva deteccié mitjangant I'amplificaci6 amb PCR
usant iniciadors especifics indicaria la preséncia de contaminacié fecal humana. El gen
esp es troba en un baix numero d’aillats, pel que cal fer una concentracié mitjangant
filtracid, incubacio durant 48h en medi Enterococcus Agar (mEA) i un enriquiment de 3h
en TSB previ a la PCR.

Recentment s’ha questionat I'especificitat d’alguns d’aquests marcadors. S’ha
detectat la proteina esp d’Ent. faecium en algunes mostres de gossos, gavines, ratoli i
d’'ocells, tot i que en més baixa proporcié que en humans (Seurinck, S. et al, 2005b).
S’han obtingut resultats positius per la toxina LTlla, associada a remugadors, en mostres
de porcs i humans a Tailandia (Withman, 2007), tot i aixi s’han definit aquests marcadors
com temporalment i geograficament estables. La seva distribucié és molt esporadica ja

que tan sols un numero petit d’aillats porten la toxina (Field, K.G., 2005).

Aquests meétodes consten d'una part dependent de cultiu i d’una part d’analisi
molecular, per tant precisen de temps per a fer créixer les soques i alhora necessiten les
técniques i material per al seu analisis. A més a més, el pretractament d’enriquiment de
les mostres necessari per a la deteccidé dels gens fa que no siguin aplicables per a

realitzar estudis quantitatius.

Els métodes de deteccio de la contaminacié fecal mitjangant técniques independents
de bases de dades i que precisen de cultiu son en general senzills i facils de dur a terme,
fent-los assequibles per I'analisi rutinari. Aquests métodes, perd, es limiten al cultiu de
certes espéecies facilment cultivables. Molts patdgens i la majoria de bacteris fecals sén
de dificil creixement. A més, les comunitats microbianes pateixen canvis de composici
quan son cultivades, de manera que poden no reflectir la composicié i 'abundancia de
I'ambient on s’han extret (Field, K.G., 2005).

1.2.2.3  Metodes independents de bases de dades i de cultiu

Es calcula que tan sols d’'un 0,1% a un 10% de les espécies bacterianes de diferents
ambients han pogut ser cultivades (EPA, 2005; Staley, J.T. et al, 1985; Torsvik, V. et al,

2002). La microbiota intestinal de diferents hostes esta més o menys ben caracteritzada
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incloent la d’humans (Suau, A. et al, 1999), la de porcs (Leser, T.D. et al, 2002) i la de
bovins (Ramsak, A. et al, 2000). Els métodes independents de cultiu suggereixen que les
poblacions bacterianes majoritaries a I'aparell digestiu sén anaerdbiques i pertanyen al
grup de Gram positius amb un contingut baix de G+C i al filum Bacteroidetes (Eckburg,
P.B. et al, 2005). Tanmateix aquests bacteris no son facilment cultivables al laboratori,
cosa que ha limitat el seu Us com indicadors en el passat. Els bacteris més facilment
cultivables com E. coli i Enterococcus spp. es troben en una menor concentracio.
Actualment, s’esta desenvolupant un elevat nombre de métodes genétics i kits per tal
d’'aillar acids nucleics d’organismes sense necessitat de cultivar-los. Un cop feta
I'extraccio, es poden utilitzar diferents métodes per a la detecci6 d’ADN. La majoria de
les técniques classificades en aquest grup es basen en la utilitzacié de la reaccidé en

cadena de la polimerasa.
a. Deteccid especifica mitjangant PCR

La deteccié especifica de fragments d’ADN mitjangant PCR permet la utilitzacio
d’indicadors microbians de dificil o impossible cultiu al laboratori. La técnica de la PCR és
molt atil, sensible i rapida i pot ser aplicada tant a organismes cultivables al laboratori
com a mostres ambientals (EPA, 2005). L’avang de les técniques moleculars ha sufragat
els problemes derivats del seu cultiu. Per tant, ja poden ser utilitzats com a indicadors les
espécies anaerdbies predominants a I'aparell digestiu que abans eren problematiques
com el génere Bifidobacterium i Bacteroides o d’aquelles que precisen d’'un temps
d’incubacié massa llarg per a ser viable com a iniciador, com seria el cas de Rhodococus
coprophilus (Bernhard, A.E. et al, 2000a; Bonjoch, X. et al, 2004; Savill, M.G. et al, 2001).

S’han desenvolupat diferents modificacions de la PCR que ens permeten la deteccio
simultania de més d’una diana d’ADN (PCR mudltiple), 'increment de la sensibilitat de la
técnica mitjancant una doble amplificacié consecutiva (PCR niuada) o la quantificacié de
la concentracié d’ADN inicial (PCR a temps real o PCR quantitativa (PCR-Q)) (Bonjoch,
X. et al, 2004; Martellini, A. et al, 2005; McQuaig, S.M. et al, 2006)

També s’han dissenyat PCRs especifiques aplicades a MST per a la deteccié de:

— Bifidobacterium spp. La deteccié de Bif. adolescentis i Bif. dentium mitjangant
una PCR multiplex (Bonjoch, X. et al, 2004). indica un possible origen huma de
la contaminacié fecal. També s’ha dissenyat una hibridacié sobre el producte
amplificat amb iniciadors especifics del génere Bifidobacterium utilitzant una
sonda especifica de Bif. adolescentis (Lynch, P.A. et al, 2002; Langedijk, P.S. et

al, 1995) i de Bif. dentium per tal d’associar la mostra a un origen huma ( Nebra,
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Y. et al, 2003). També s’ha utilitzat la PCR-Q per a detectar especificament Bif.
longum, Bif. adolescentis i Bif. dentium (Matsuki, T. et al, 2004).

Bacteroides spp. S’han desenvolupat iniciadors i sondes especifiques
d’espécie per a la detecci6 mitjangant PCR i posterior hibridacié d’algunes
especies indicadores de contaminacié fecal humana com: B. distasonis, B.
thetaiotamicron i B. wulgatus (Kreader, C.A., 1995). S’ha definit, també,
iniciadors especifics per a detectar mitjangant PCR marcadors genétics no
cultivats de contaminacié fecal humana, de remugadors (Bernhard, A.E. et al,
2000b), de porc i de cavall (Dick, L.K. et al, 2005). Més recentment, també s’ha
dissenyat diferents PCR-Q per a la deteccié d’espécies de Bacteroides (Dick,
L.K. et al, 2004), Bacteroides especifics d’humans (Reischer, G.H. et al, 2007;
Seurinck, S. et al, 2005a), especifics de bestiar bovi (Layton, A. et al, 2006;
Shanks, O.C. et al, 2008) i de porcs (Okabe, S. et al, 2007a).

Els inconvenients que suposava la deteccié de Bacteroides com a indicador de
l'origen de la contaminacié fecal amb técniques de cultiu es veuen salvats amb
les metodologies moleculars. Tot i aixi, encara es coneix poc la dinamica de
Bacteroides en el medi ambient com la seva supervivéncia, la capacitat de

resisténcia a tractaments de depuracio, etc.

Rhodococcus coprophilus. S’ha dissenyat iniciadors especifics per a
'amplificaci6 de R. coprophilus mitjangcant PCR i PCR-Q (Savill, M.G. et al,
2001). Aixd0 ha permés reduir el temps que necessitava la seva deteccié amb
técniques de cultiu que s’ha reduit de 18 a 2-3 dies. Aquest microorganisme
s’ha detectat en vaca, ovella, cavall i cérvol. Per tant, indicara si la contaminacio
és deguda a un herbivor o0 a un no herbivor. La seva elevada persisténcia al
medi ambient fa que es precisi d’un altre indicador per tal d’indicar una

contaminacié més recent de l'aigua (Savill, M.G. et al, 2001).

ADN mitocondrial. La diana d’aquest métode de MST no és propiament un
microorganisme, si no un gen mitocondrial de lindividu causant de la
contaminacié. Les ceél-lules epitelials de I'aparell digestiu tenen una taxa de
renovacioé bastant alta. Les cél-lules senescents son excretades juntament amb
les femtes pel que la deteccié de 'ADN mitocondrial d’aquestes pot ser utilitzat
com a marcador de l'origen de la contaminacié fecal. S’ha dissenyat varies
PCRs niuades i una PCR multiple per tal de poder detectar contaminaci6 fecal
humana, porcina, bovina i ovina (Martellini, A. et al, 2005). Recentment, s’ha

dissenyat una PCR-Q multiple per a detectar a la vegada contaminaci6 fecal
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humana, de bestiar bovi i de porci (Caldwell, J.M. et al, 2007). Aquesta técnica
presenta una elevada sensibilitat; tant, que s’ha detectat ADN mitocondrial de
bovins en dos humans que havien consumit carn bovina 24 h abans, tot i que

en un més baix ordre de magnitud.

- Indicadors moleculars virics. La contaminacié fecal de les aiglies també
implica una aportacié de virus patdgens als ecosistemes. Aixi que s’han definit
indicadors moleculars virics per tal d’avaluar I'existéncia de virus. Alguns
d’aquests indicadors virics s’han postulat també com a potencials indicadors de
I'origen de la contaminacié fecal. Habitualment s’utilitza la técnica d’amplificacié
mitjangant PCR amb iniciadors especifics per a la deteccié d’adenovirus
humans (Pina, S. et al, 1998), de porcins i de bovins (Maluquer de, M.C. et al,
2004), enterovirus humans (Tsai, Y.L. et al, 1993), enterovirus bovins (Ley, V. et
al, 2002) i tescovirus porcins (Jimenez-Clavero, M.A. et al, 2003). S’han
desenvolupat métodes utilitzant la PCR-Q per a la deteccié de poliomavirus
humans (McQuaig, S.M. et al, 2006). Ara bé, la concentracié de virus a l'aigua
€s baixa pel que es requereix habitualment del tractament d’'un elevat volum de
mostra i/o un pas de concentraci6. L'analisi de marcadors de MST virics ha
donat un important nimero de falsos negatius que poden ser deguts a la
concentracié de substancies inhibidores de la PCR que interfereixen en la seva
deteccid (Griffith, J.F. et al, 2003). A més a més, la seva preséncia a l'aigua
depen de la incidéncia i afectacié per infeccions viriques de les poblacions

causants de la contaminacio fecal.

La majoria de meétodes que precisen I'amplificaci6 mitjancant PCR presenten
algunes limitacions. La baixa eficiencia dels meétodes d’extraccié d’acids nucleics i
I'amplificacié esbiaixada degut a conformacions que poden agafar els iniciadors o 'ADN

poden produir desviacions i inhibicions.

A la Taula 1.3 es mostra una relacié d’alguns dels métodes utilitzats en el MST amb

les seves caracteristiques i el material requerit.
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Taula 1.3 Métodes utilitzats en I'analisi dels indicadors de MST (Adaptacié de Microbial Source Tracking guide (EPA, 2005))

Enterococcus spp.

Solucions d’hibridacié i deteccid

Sonda marcada

Métode Indicadors Cultiu Base de Equips especials Material especific Temps_
dades requerit
E. coli Antib
istanci 3 ntibiotics
st'ts,t)e.f‘t(_"a a Estreptococs fecals Aillament de Si Cap ] 4-5 dies
nubiotcs soques Microplaques de 96 pouets
Enterococcus spp.
E. coli Cap
Us de fonts de Estreptococs fecals Aillament de Si Microplaques amb substrat (Biolog, 2.5 dies
Carboni P soques Lector de plaques PhenePlate)
Enterococcus spp. (opcional)
o Termociclador Reactius i fungible per a la PCR
Rep-PCR E. coli Aillament de si 1 dia
soques Unitat d’electroforesis Gel d’electroforesi
o Termociclador Reactius i fungible per ala PCR
RAPD E. coli Aillament de Si gbep 1dia
soques Unitat d’electroforesis Gel d’electroforesi
o Termociclador Kit d’extraccié d’ADN
AFLP E. coli Aillament de Si 5 dies
soques Seqiienciador automatic Kit d’AFLP
PEGE E. coli Aillament de Si Unitat d’electroforesis de Enzims de restricci6 2.4 dies
Enterococcus spp. soques gel de camp polsat Gel d’electroforesis
Reactius de purificacié d’ADN
E. coli Unitat d'electroforesi Enzims de restriccio
. nitat d’electroforesis
Ribotipatge Estreptococs fecals Aillament de Si Gel d’electroforesi 1-3 dies
soques Forn d’hibridacié
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Bifidobacterium
Crelx_ement en Enterococcus Cultiu de la No Cap Medis de cultiu selectiu 1-2 dies
medi selectiu mostra
Fags de Bacteroides
Serotioat Forn ¢ hibridacis ( | Solucions d’hibridaci6 i deteccio
erotipat o . . orn d’hibridacié (no cal en _ » 2
Genotipat de fags F + colifags Aillament de fags No el serotipat) Sonda marcada o antigen especific 1-3 dies
del fag
i Gens de la toxina d’E. coli Ui Termociclador
PCR especifica de ) Enriquiment de la No Reactius i fungible per ala PCR 2 dies
gen Gen esp d’E. faecium mostra Unitat d’electroforesis
Bacteroides
Bifidobacterium
PCR especifica Rhodococcus Termociclador Unitat de filtracié
dh ) . Cap No 6-8 hores
oste ADN mitocondrial Unitat d’electroforesis Reactius i fungible per ala PCR
Enterovirus
Adenovirus
Bacteroides
Rhodococcus Unitat de filtracié
Q-PCR Cap No Termociclador fluoerescent 1-3 hores
Bifidobacterium Reactius i fungible per ala PCR

Poliomavirus
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b. Analisis de comunitats

S’ha proposat lI'estudi de les comunitats microbianes de laigua residual de
diferents origens per a crear perfils tipics de la font causant de la contaminacié i poder
ser utilitzats per a determinar l'origen de la contaminacié fecal a l'aigua. Aquest
meétode es basa en l'estudi de la mida de 'ADN amplificat o de la seva composicio
géenica. En ecologia microbiana s’utilitza I'analisi del gen de 16S del ARN ribosdmic
(ARNrr) per a I'analisi de comunitats. El gen del 16S ARNr esta constituit per unes 1500
pb prou diferents per a poder discriminar entre espécies, perd suficientment
conservades per a poder classificar-les i fer estudis filogenétics entre elles. Les
seqiéncies del 16S ARNr es van acumulant en les bases de dades publiques com el
Ribosoma Data Project (RDP) o el National Center for Biotechnological Information
(NCBI) de manera que s6n a disposicié del public per a poder ser utilitzades.
Actualment la majoria d’espécies poden ser classificables fins al nivell d’espécie
basant-se amb la seqléncia d’aquest gen. Utilitzant aquest gen s’ha analitzat
comunitats microbianes de diferents ambients com del sol, del mar, de l'aparell
digestiu, etc (Zoetendal, E.G. et al, 2004).

Algunes técniques utilitzades per a l'estudi de les comunitats son l'analisi
mitjangant LH-PCR (lenght heterogeneity PCR) i I'analisi terminal de polimorfismes en
longitud de fragments de restriccio (T-RFLP: terminal restriction fragment lenght
polymorphism). Aquestes técniques es basen en I'analisi de la mida de fragments
amplificats del 16S ARNr, digerits o no. D’altres técniques son l'analisi de fragments
per electroforesis en gels de gradient desnaturalitzant (DGGE: Denaturing Gradient
Gel Electrophoresis) o electroforesis en gels de gradient de temperatura (TGGE:
Temperature Gradient Gel Electrophoresis), que es basen en 'analisi de la composicio

genodmica dels fragments analitzats.

— LH-PCR i T-RFLP: Aquestes técniques es basen en I'amplificacié del 16S
ARNr mitjangant iniciadors, un o els dos, marcats amb un compost
fluorescent que permet la seva detecci6 amb I'Us d'un seqlenciador
automatic. Amb la LH-PCR s’analitza I'amplificat directament, i en la T-RFLP
hi ha una digestio prévia de 'amplificat amb enzims de restriccié. Es detecten
els fragments marcats i s’obté un perfil electroforétic format per bandes de
diferents mides que dependra de la composicié microbiana de la comunitat.
S’han utilitzat ambdds técniques per a obtenir perfils tipics de les comunitats
presents a l'aigua contaminada per humans i remugadors (Bernhard, A.E. et

al, 2000a). Es van utilitzar iniciadors especifics del grup Bacteroidetes i
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Bifidobacterium, d’aquesta manera s’obté un numero més baix i més

manejable de bandes que les obtingudes amb iniciadors més generals.

— DGGE i TGGE: Aquestes técniques es basen en la deteccio de diferéncies en
la composici6 d’ADN dels fragments amplificats. Es sotmet 'ADN a una
electroforesis en un gel d’acrilamida al que s’aplica un gradient creixent
desnaturalitzant. Aquest gradient pot estar constituit per substancies
quimiques que desnaturalitzen el material genétic, com la urea i la formamida
(DGGE) o per temperatura (TGGE) (Muyzer, G. et al, 1998). A mesura que
els amplificats van avangant es van creant dominis de desnaturalitzacié6 que
produeixen diferéncies de migracié entre fragments. La creacié d’aquests
dominis de desnaturalitzacié dependra de la composicio de la seqliencia, per
tant, diferents seqliéncies es posicionaran a diferent lloc creant perfils de
bandes diferents. Recentment, s’ha aplicat la DGGE per a detectar I'origen de
la contaminaci6 fecal analitzant I'espai intragénic del 16S-23S d’E. coli i s’ha
observat diferéncies entre els perfils humans i els perfils animals (D’Elia, T.V.
et al, 2007).

Aquests métodes resulten molt utils a I'hora d’estudiar una comunitat microbiana.
S6n més o menys rapids, perd tenen un cost elevat i precisen de material i personal
especialitzat. Alguns estudis que comparen aquestes técniques mostren que s’obtenen
resultats similars (Smalla, K. et al, 2007), perdo cada técnica presenta les seves

limitacions i avantatges.

Per tal de dur a terme la identificacié genética de les espécies que conformen el
perfil de LH-PCR i T-RFLP caldra crear una biblioteca de clons que s’haura de
sotmetre a aquestes mateixes técniques per saber quin clon es responsable de cada
banda i un cop sabuda, obtenir la seqliiéncia del clon (Vaughan, E.E. et al, 2000). En
canvi les bandes dels gels de DGGE i TGGE s6n més facilment caracteritzables. Una
vegada escindides es poden seqlienciar directament; tot i que en alguns casos s’han
de clonar préviament (Muyzer, G. et al, 1996). La técnica de T-RFLP presenta una
major reproducibilitat i pot automatitzar-se més facilment. En canvi, la DGGE pot
presentar variacions entre gels. La DGGE i la TGGE permeten I'analisi de com a
maxim 500 pb. Per tant, el patré obtingut dependra de la zona analitzada. La T-RFLP
dependra de I'enzim utilitzat i de que la digestié s’hagi completat adequadament. Les
quatre técniques poden presentar les desviacions i limitacions tipiques de les

metodologies que es basen en I'extraccié i amplificacié del material genetic.
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1.3 Els géneres Bifidobacterium i Bacteroides com a

indicadors de 'origen de la contaminacié fecal

Els indicadors microbians de contaminacié fecal han d’estar relacionats amb la
presencia del patogen i per tant amb les femtes i la microbiota intestinal. A la vegada,
la capacitat de poder determinar I'origen de la contaminacié depén de I'exclusivitat de
les espécies de la microbiota cada hoste. Els géneres Bifidobacterium i Bacteroides
representen un paper important en la microbiota d’humans i altres animals i a la
vegada han mostrat una diferent representacié de les seves espécies en funcié de
cada hoste. Per tant sén bon candidats per ser utilizats com a marcadors de I'origen de

la contaminacio fecal a l'aigua.

1.3.1 Abundancia a la microbiota intestinal d’humans i animals

El colon huma conté la major poblacié bacteriana que habita en 'organisme amb
un nombre que arriba a 10"'-10" organismes per gram de pes humit. Es reparteixen
en un total de 300 a 500 espécies diferents, la majoria de les quals sdén anaerdbies
(Guarenr, G.R. et al, 2003). La majoria dels microorganismes mantenen una relacio
mutualista amb I'individu aportant beneficis per a I'organisme hoste. La microbiota
intestinal pot actuar directament evitant I'establiment de microbiota externa protegint
les cél-lules epitelials, ajudant a digerir carbohidrats convertint-los en molécules més
facilment absorbibles pels enterdcits (Wexler, H.M., 2007) i sintetitzant vitamines com
la biotina i la vitamina K (Zocco, M.A. et al, 2007). De manera indirecta actuen
modulant I'expressio de varis gens de I'hoste relacionats amb I'absorcié de nutrients, la
fortificacio de la barrera mucosa i la produccié de factors angiogénics (Hooper, L.V. et
al, 2003). També estimulen la formacié i desenvolupament del sistema immune en els
recent nascuts (Eckburg, P.B. et al, 2005; Zocco, M.A. et al, 2007).

La microbiota intestinal comenca la colonitzacié de I'aparell digestiu en el moment
del part quan la mare inocula el nadé amb microorganismes del canal del part i
posteriorment, amb la lactancia. La fase de lactancia condicionara d’entrada la
microbiota intestinal en I'adult ja que hi haura variacions de la microbiota segons si
s’alimenten amb llet materna o llet artificial (Harmsen, H.J. et al, 2000). En nadons
alimentats amb llet materna predomina el génere Bifidobacterium amb un 91% de les
especies presents; en canvi en nadons alimentats amb llet artificial hi haura una més
gran varietat formada per enteroboacteriacies, Enterococcus, Bacteroides,

Bifidobacterium i Clostridium. Després del periode de lactancia es constitueix la
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microbiota que es mantindra més o menys estable durant tota I'edat adulta. Estara
formada basicament d’espécies del génere Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium,
Clostridium, Ruminococcus, Peptococcus i Peptostreptococcus (Matsuki, T. et al,
2002).

Estudis realitzats utilitzant técniques moleculars mostren que del 60 al 80% dels
microorganismes que formen part de la microbiota no han estat cultivats encara
(Eckburg, P.B. et al, 2005; Suau, A. et al, 1999; Wang, G.C. et al, 1995). Aixd ha fet
que l'estudi de la microbiota de I'aparell digestiu mitjangant técniques que precisen el
cultiu quedessin limitades. Les noves técniques moleculars permeten complementar
els estudis de comunitats microbianes analitzant principalment el gen del 16S ARNTr.
Destaquen entre aquestes técniques: la DGGE, TGGE, LH-PCR i la RFLP i que

permeten conéixer la biodiversitat de la comunitat bacteriana de I'aparell digestiu.

L’us d’aquestes técniques ha portat a un millor coneixement de la composicié de
la microbiota, la seva estabilitat en el temps, la comparacié entre individus, la
determinacio dels factors que els afecten, etc. Estudis analitzant la composicié de
Bifidobacterium de les femtes d’humans adults mitjangant la DGGE mostren que les
diferéncies entre individus sén majors que les que hi pot haver dins del mateix subjecte
(Satokari, R.M. et al, 2001a). Aquesta variacié es veu afectada per I'edat, la dieta,
I'estat de salut i les interaccions d’adhesié de la microbiota amb la barrera mucosa
(Dethlefsen, L. et al, 2006).

L’analisi de I'estabilitat temporal de la microbiota mitjangant la DGGE mostra que
algunes poblacions autdctones de la microbiota com espécies del génere Bacteroides i
Bifidobacterium es mantenen més o menys estables en el temps (Vanhoutte, T. et al,
2004). En canvi, especies del grup Lactobacillus presenten variacions temporals.
L’andlisi de poblacions d’E. coli, ha mostrat que només el 33% dels aillats sén
residents habituals de la microbiota, la resta sbn soques viatgeres que s’hi troben de
forma temporal (Jenkins, M.B. et al, 2003). Zoetendal i col-laboradors també van
utilitzar la DGGE per observar diferéncies entre la preséncia, més o menys
homogenia, del grup Lactobacillus en diferents parts de l'intesti, i en les femtes, on
variava significativament la composicié (Zoetendal, E.G. et al, 2004). D’altres autors
han utilitzat la técnica de T-RFLP per analitzar la composicié de la microbiota intestinal
humana (Hayashi, H. et al, 2003; Nagashima, K. et al, 2003).

La microbiota intestinal d’animals no esta de bon tros tan estudiada i
caracteritzada a nivell global com en els humans, perd també hi ha estudis que s’han

encarregat d’analitzar-la. Es coneix que la microbiota intestinal de porcins durant la
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primera setmana de vida esta dominanda pels generes Lactobacillus i Streptococcus.
Un estudi mitjangant I'analisi de sequéncies del gen del 16S ARNr ha mostrat que
aquestes poblacions sén substituides rapidament per poblacions anaerobies estrictes
(Leser, T.D. et al, 2002). En els porcs adults trobem principalment els géneres
Bacteroides, Prevotella, Bifidobacterium, Eubacterium, Clostridium, Fusobacterium,
Lactobacillus i Streptocccus. Cap de les espécies de Bacteroides que van ser
sequenciades presentaven una homologia superior al 97% amb les bacteries
conegudes, el que suggereix que moltes de les espécies que constitueixen la
microbiota intestinal de porcs no han estat, encara, cultivades ni identificades. S’ha
utilitzat la técnica de la DGGE per a observar canvis en la microbiota intestinal segons
'edat, la dieta i el compartiment anatdomic de l'aparell digestiu (Simpson, J.M. et al,
2000; Simpson, J.M. et al, 1999). També s’ha utilitzat la técnica de T-RFLP per a
estudiar les variacions de la microbiota segons les dietes administrades, I'edat, les
diferents parts de I'aparell digestiu i 'estat de salut (Castillo Gémez, M.S., 2006; Leser,
T.D. et al, 2002).

Diferents autors han caracteritzat la microbiota del rumen mitjangcant PCR i
sequenciacio de biblioteques de clons creades a partir del rumen de vaques (Tajima,
K. et al, 1999; Whitford, M.F. et al, 1998). S’han identificat principalment dos grups
majoritaris: Gram positius amb un baix contingut de G+C, relacionats amb Clostridium
spp. (del 55 al 61,9% dels clons) i membres del grup Bacteroides-Prevotella (del 30 al
32,1%); en menor quantitat espiroquetes i proteobacteries. La técnica de la DGGE
també s’ha utilitzat per a analitzar variacions de la microbiota del rumen segons el

tipus de dieta administrada (Kocherginskaya, S.A. et al, 2001).

La microbiota intestinal de pollastres, també ha estat analitzada mitjangant les
técniques de la DGGE i PCR-Q (van der Wielen, P.W. et al, 2002; Gong, J. et al,
2008). Aquests estudis mostren variacions de bandes de DGGE en funci6é de I'edat, la
zona de I'aparell digestiu, pero cap dels estudis ha arribat a profunditzar en I'analisi de

les espécies.

1.3.2 Indicadors de contaminaci6 fecal

Ja a la década dels anys 80 els géneres Bacteroides (Allsop, K. et al, 1985;
Fiksdal, L. et al, 1985) i Bifidobacterium (Resnick, |.G. et al, 1981) van ser proposats
com a possibles indicadors, pero la limitacio del seu maneig al laboratori i la facilitat
d’analitzar els indicadors tradicionals de contaminacié fecal en va frenar les

expectatives. La utilitzaci6 d’E. coli, coliforms i enterococs com a indicadors s’ha
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mostrat molt efectiva en el control microbiologic de la qualitat de les aigles, perd
'avang de les técniques moleculars ha confirmat que no sén les espécies majoritaries
a laparell digestiu. Aquests indicadors permeten quantificar la carrega de la
contaminacié perd no permeten la identificacié de I'origen de la contaminacié. Per tant,
I'is com a possibles indicadors d’aquests géneres més abundants i que semblen estar
molt associats a I'hoste ha anat prenent pes en el si de la comunitat cientifica en els

ultims anys; principalment per a la seva aplicacié en MST.

1.3.2.1 Bifidobacterium com a microorganisme indicador de Ila

contaminacio fecal

Bifidobacterium spp. €s un dels géneres majoritaris en la microbiota autoctona de
lintesti huma i altres animals de sang calenta amb un nimero de 10°-10"° cél-lules per
gram de femta (Chevalier, P. et al, 1991). Les principals caracteristiques del génere
Bifidobacterium es mostren al Panell 1. La seva fisiologia anaerdbia, juntament amb
elevats requeriment nutricionals i dificultat per a multiplicar-se per sota de 30°C, fan
que les espécies de Bifidobacterium spp. no puguin replicar-se a nivell extraentéric
(Sinton, L.W. et al, 1998). Aix0, ha permés una possible coevolucié de la microbiota

intestinal amb el seu hoste i que algunes de les espécies siguin exclusives.

Existeix una bona adaptacié dels bifidobacteris en els diferents habitats on s’han
descrit. Bif. infantis i Bif. breve habiten principalment en I'aparell digestiu d’infants;
mentre que Bif. adolescentis, Bif. bifidum, Bif. catenulatum, Bif. angulatum, Bif. longum
i Bif. dentium es troben en els adults. Altres espécies s’han relacionat amb la
microbiota intestinal d’animals com: Bif. choerinum i Bif. thermophilum, relacionades
amb porcs; Bif. merycicum i Bif. ruminantium relacionades amb bestiar bovi; i Bif.
pullorum i Bif. gallinarum, que s’han descrit en pollastres. A la Taula 1.4 s’observa una
relacié de les espécies de Bifidobacterium descrites i els seus possibles habitats.
Aquesta especiacié ha portat a postular Bifidobacterium com a possible tracador de

I'origen de la contaminacié fecal a I'aigua (Mara, D.D. et al, 1983).

Una limitacié a I'hora d’aplicar aquest génere a nivell rutinari com a indicador de la
contaminaci6é fecal és la manca una metodologia de treball rapida i senzilla que
permeti obtenir resultats fiables en poc temps. Les mateixes caracteristiques que han
permés una coevolucio de Bifidobacterium spp. amb I'’hoste: microorganisme anaerobi,
de creixement lent i amb una fisiologia complexa, fan que requereixi unes condicions
de treball adequades amb medis de cultiu complexes i amb elevats requeriment
nutricionals. EIl génere esta compost per una gran diversitat d’espécies amb diferents

caracteristiques fisiologiques i esta poc descrit i estudiat taxondmicament cosa que
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complica un analisi de tot el grup. Els métodes de cultiu que utilitzen agents selectius
per a la deteccid6 de Bifidobacterium no sbén suficients per a eliminar la flora
acompanyant i poden afectar el creixement dels mateixos bifidobacteris en les mostres

analitzades (Beerens, H., 1998).

S’han descrit diversos medis selectius i diferencials per a la deteccid i
'enumeraci6 de Bifidobacterium spp. mitjangant el recompte en placa: 'HBSA (Mara,
D.D. et al, 1983), Bifidobacterium iodoacetat medium 25 (Mufioa, F.J. et al, 1988),
Bifidobacterium Medium (BFM) (Nebra, Y. et al, 1999) entre d’altres. Els métodes
d’enumeracio en un medi selectiu i diferencial seguit d’identificacié dels aillats precisen
temps, presenten una baixa selectivitat i inhibicié reciproca (Fasoli, S. et al, 2003). Per
tal de pal-liar aquests inconvenients, s’estan desenvolupant més tecnologies
moleculars per a la seva deteccio, identificacié i enumeracié. Aquest interés creixent
també ha estat motivat per I'is dels bifidobacteris en aliments funcionals o com a

probiodtics.

L’interés industrial en I'ls de soques bacterianes com a additius alimentaris en
productes de consum diari ha anat incrementant progressivament (Leahy, S.C. et al,
2005). Els principals géneres utilitzats com a probidtics sén Bifidobacterium i
Lactobacillus. El seu Us requereix de métodes del control de la qualitat d’aquests
productes i métodes especifics per a la identificacié de les soques que els conformen
(Charteris, W.P. et al, 1997). Aixd ha estimulat I'interés sobre aquest microorganisme i
ha fet que recentment hagin aparegut diverses metodologies moleculars per a la

identificacio de les espécies de Bifidobacterium (Fasoli, S. et al, 2003).

L'estudi de la diversitat mitjancant aquestes técniques revela un numero de
soques desconegut fins ara i ajuda a entendre la composicié microbiana de I'aparell
digestiu. Aquests resultats mostren que les cél-lules cultivables sbn només una fraccio

del total i no representen la diversitat d’'un habitat (Suau, A. et al, 1999).
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Panell 1
Caracteristiques del génere Bifidobacterium

El génere Bifidobacterium pertany al filum dels Actinobacteris i comparteix la
familia de les Bifidobacteriacies juntament amb els géneres Gardnerella,
Scardovia i Parascardovia. El génere Bifidobacterium conté actualment unes 30

espéecies mentre que els altres generes estan formats per una sola espécie.

Son bacils Gram positius, no mobils, no esporulats i catalasa negatius (excepte
Bif. indicum i Bif. asteroides). Segons la composicio del medi presenten en alguns
casos les morfologies bifurcades caracteristiques, en forma de Y o de V. Sén

anaerobis estrictes, pero algunes soques poden tolerar 'oxigen.

So6n microorganismes amb un elevat contingut de G+C que varia de 55-67%.
(Biavati, B. et al, 2006). S’ha seqiienciat el genoma de Bif. longum, BIf.
adolescentis, Bif. breve i Bif. dentium. La mida del genoma d’aquestes espécies
és entre 212’6 Mb i el nUmero d’operons de 'ARNr va de 2 copies a Bif. breve a

5 en Bif. adolescentis.

La temperatura oOptima de creixement es troba entre 37 i 41°C. No hi ha
creixement per sota dels 20°C ni per sobre dels 46°C, amb excepcié de Bif.
thermacidophilum que pot créixer fins a 49’5°C (Dong, X.Z. et al, 2000). Sembla
que existeixi una relacié entre la temperatura de creixement i el seu I'habitat. S’ha
observat que les soques que habiten I'aparell digestiu huma poden créixer entre
26 i 38°C. En el cas de les soques animals I'Optim es troba a 45°C. Les
bifidobacteries son organismes acid-tolerants, amb un optim de creixement entre
6,51 7. No hi ha creixement per sota d’un pH de 4,5 ni per sobre de 8,5. Amb
I'inica excepci6 de Bif. thermacidophilum que pot créixer a un pH de 4 (Dong,
X.Z. et al, 2000).

Les bifidobactéries presenten una ruta de fermentacié d’hexoses caracteristica i
exclusiva que s’ha descrit tan sols a Gardnerella vaginalis (Gavini, F. et al, 1996),
que s’agrupa dins de la mateixa familia. No tenen els enzims aldolasa ni la
glucosa-6-fosfat deshidrogenasa, al seu lloc presenten I'enzim fructosa-6-fosfat
fosfocetolasa (Scardovi, V. et al, 1965). Aquest enzim trenca I'’hexosa-6-fosfat a
acetil fosfat i a eritrosa-4-fosfat. El resultat d’aquesta ruta metabdlica sera

I'obtencié d’acid acetic i lactic en una proporcié tedrica de 3:2.
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Taula 1.4 Especies de Bifidobacterium spp. i habitats on han estat descrites (Adaptada de
Annals of Microbiology (Biavati, B. et al, 2000)).

Espécie

Habitat

Origen

Bif. adolescentis

Bif. angulatum

Bif. animalis ssp. animalis
Bif. animals ssp. lactis
Bif. asteroides

Bif. bifidum

Bif. boum

Bif. breve

Bif. catenulatum

Bif. choerinum

Bif. coryneforme

Bif. crudilactis

Bif. cuniculi

Bif. dentium

Bif. gallicum

Bif. gallinarum

Bif. indicum

Bif. infantis

Bif. longum

Bif. magnum

Bif. merycicum

Bif. minimum

Bif. pseudocatenulatum

Bif. pseudolongum ssp.
qlobosum

Bif. pseudolongum ssp.
pseudolongum

Bif. psychraerophilum
Bif. pullorum

Bif. ruminantium

Bif. saeculare

Bif. scardovii

Bif. subtile

Bif. thermacidophilum ssp.
porcinum

Bif. thermacidophilum spp.
thermacidophilum

Bif. thermophilum

Bif. tsurumiense

Femtes d’humans adults, rumen bovi; vagina
Femtes d’humans adults

Femtes de rata, pollastre, conill, vedell i cobai
Llet fermentada

Intesti d’Apis mellifera

Femtes d’humans adults, infants i vedells lactants; vagina
Rumen bovi, femtes de garri

Femtes d’infants, vedells lactants, vagina
Femtes d’infants i adults humans; vagina
Femtes de garri

Intesti d’Apis mellifera

Llet i formatge

Femtes de conill

Caries dental humana i cavitat oral; femtes d’humans adults

Femtes humanes

Cec i femtes de pollastre

Intesti d’Apis cerana i A. dorsata

Femtes d’'infants i de vedells lactants; vagina

Femtes d’humans adults, infants, garri i vedells lactants;
Femtes de conill

Rumen

Aigua residual

Femtes d’'infants i vedells lactants

Femtes de porc, vedells lactants, rata, conill i corder; rumen

Femtes de porc, pollastre, bou, vedell, rata i cobai; rumen

Cec porci

Femtes de pollastre
Rumen

Femtes de conill
Orina i sang d’humans
Aigua residual

Femtes de garrins

Digestor anaerdbic

Femtes de porc, pollastre i vedells lactants; rumen

Placa dental de hamster

Reuter,1963

Scardovi i Crociani, 1974
Scardovi i Trovatelli, 1974
Masco et al, 2004
Scardovi i Trovatelli, 1969
Orla-Jensen, 1924
Scardovi et al, 1979
Reuter, 1963

Scardovi i Crociani, 1974
Scardovi et al, 1979
Biavati et al, 1982
Delcenserie, 2007
Scardovi et al, 1979
Scardovi i Crociani, 1974
Lauer, 1990

Watabe et al, 1993
Scardovi i Trovatelli 1969
Reuter, 1963

Reuter, 1963

Scardovi i Zani, 1974
Biavati i Mattarelli, 1991
Biavati, 1982

Scardovi et al, 1979
Yaeshima, 1992

Mitsuoka 1969

Simpson, 2004
Trovatelli et al, 1974
Biavati i Mattarelli, 1991
Biavati, 1992

Hoyles, 2002

Biavati, 1982

Zhu, 2003

Dong et al, 2000

Mitsuoka, 1969
Okamoto et al, 2008
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Per a l'analisi de Bifidobacterium com a indicador de I'origen de la contaminacié
fecal a l'aigua s’han utilitzat tant técniques moleculars com les técniques classiques de
cultiu. Les técniques utilitzades fins a I'actualitat amb aquesta finalitat, s’esmenten a

continuacio:

- Deteccid de colonies fermentadores de sorbitol relacionades amb soques
aillades d’humans en el medi HBSA (Mara, D.D. et al, 1983).

- Discriminar I'origen de la contaminacié en funcié del creixement de les soques en
“tripticasa phyton yeast broth” a 45°C. La majoria de les soques animals poden
créixer en aquesta temperatura cosa que no passa amb les humanes (Gavini, F. et
al, 1991).

- Detecci6 de Bif. adolescentis, indicador de contaminacié fecal d’humans,
mitjangant el creixement en el medi BFM i hibridacié amb sonda espcifica (Lynch,
P.A. et al, 2002).

- Deteccié de Bif. dentium, inidicador de contaminaci6é fecal humana, mitjangant

amplificacié amb PCR i hibridacié amb sonda especifica (Nebra, Y. et al, 2003).

- Analisi especifica per Bif. dentium i Bif. adolescentis mitjangant PCR multiple
(Bonjoch, X. et al, 2004).

- Detecci6 de Bifidobacterium spp. especifiques d’humans mitjangant PCR-Q
(Gueimonde, M. et al, 2004).

1.3.2.2  Bacteroides com a microorganisme indicador de la contaminacio

fecal a l'aigua

L’habitat habitual del génere Bacteroides és I'aparell intesti d’humans i animals
mantenint una relacié de mutualisme. Tot i aixi, aquest génere representa dos tergos
dels bacteris anaerobis aillats en clinica (Jeffrey Smith, C. et al, 2006). Ja que s’ha vist
associat a algunes patologies incloent abscessos en varies parts de l'organisme
(abdomen, fetge, pelvis, etc) i bacteremia causades quan traspassa la barrera de

cel-lules de I'aparell intestinal i penetra en 'organisme (Wexler, H.M., 2007).

Es el génere majoritari a les femtes humanes i de remugants on representa al
voltant d’'un 30% de la microbiota total en ambdos hostes (Holdeman, L.V. et al, 1976;
Wang, X. et al, 2003; Whitford, M.F. et al, 1998). Bacteroides és també un dels
géneres predominants en porcs perd amb menys representacio, que s’ha postulat al
voltant d’'un 11% (Leser, T.D. et al, 2002). Degut a la seva naturalesa anaerobica,

presenta una baixa capacitat de supervivéncia en 'ambient cosa que dificulta el seu
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cultiu i havia limitat el seu Us com a indicador de l'origen de la contaminaci6 fecal.
Alhora, aquesta limitacié ens indica, com en el cas de Bifidobacterium, una possible

especiacio entre hostes que no ha estat tan ben caracteritzada (Taula 1.5).

Degut a la seva complexitat bioquimica i genética (Panell 2) Bacteroides és un
génere que ha estat poc estudiat (Wexler, H.M., 2007) i la seva filogénia ha vist varies
revisions en els ultims anys. Moltes espécies que no han estat cultivades ni
classificades i d’altres com B. distasonis i B. merdae han estat reclassificades al nou
génere Parabacteroides (Sakamoto, M. et al, 2006). Les espécies que actualment
estan descrites es citen a la Taula 1.6, pero cal tenir en compte que un elevat nombre
d’espécies s’han caracteritzat filogenéticament mitjangant I'analisi del gen del 16S
ARNTr, perd encara no han pogut ser classificades ni identificades (Hold, G.L. et al,
2002; Leser, T.D. et al, 2002).

Taula 1.5 Preséncia de Bacteroides spp. a la microbiota fecal d’humans i animals. X:

organisme present a la mostra; 0: organisme no present; i nd: analisi no realitzat (Jeffrey Smith,
C. et al, 2006).

Comptatge /gr % de
de pes sec en mostres Animals porci Bovi Ovi Aus Equi
femtes humanes doméstics
humanes positives

B. thetaiotaomicron 4,5x10" 67-100 X X X X X X
B. vulgatus 4,2x10" 47-100 X X X X X 0

B. distasonis 2,9x10"° 36-64 X X X X X 0

B. eggerthii 2,8x10™° 2,1-5 nd nd nd nd nd nd

B. fragilis 2,3x10" 17-68 0 X 0 X 0 0

B. ovatus 0,8x10"° 17-44 0 0 0 0 X 0

La complexitat d’aquest génere també es veu reflectida en els medis que s’han
descrit per al seu aillament i cultiu. S’han definit pocs medis amb elevats requeriments
nutricionals i pocs d’ells han arribat a ser aplicats de manera habitual. El medi més
utilitzat per a l'aillament de Bacteroides és el medi B. fragilis bilis esculina agar (BBE)
(Livingston, S.J. et al, 1978). D’altres medis que s’han descrit sén el medi Kanamicina-
Vancomicina Brucella sang agar (KVLB) (Summanen, P.H. et al, 1993) que permet
I'aillament selectiu de Bacteroides spp. i Prevotella spp., el medi Kanamicina-Esculina
Bilis Agar (KEB) (Chan, P.C.K. et al, 1977) i el medi B. fragilis grup agar (FRAG)
(Lyznicki, J.M. et al, 1982).
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Panell 2
Caracteristiques del génere Bacteroides

El génere Bacteroides pertany a l'ordre del Bacteroidals juntament amb els géneres
Prevotella, Porphyromonas i el recentment génere escindit de Bacteroides:
Parabacteroides (Sakamoto, M. et al, 2006). Aquest ordre pertany al filum Bacteroidetes,
al qual, també s’hi agrupen les classes Flavobacteria i Esfinogbacteria.

Son bacils gram negatius, no mobils, no esporulats, anaerobis estrictes i resistents a la
bilis. Poden créixer fins a una concentracié de bilis del 20%. Metabolitzen un elevat
numero de polisacarids com la cel-lulosa, hemicel-lulosa, mido6 i pectines ajudant a la
digestio de fibres vegetals. La paret cel-lular €s una estructura complexa constituida per
la superposicié d’un elevat nombre de capes entrellagades entre elles amb molécules
poc comunes com els esfingolipids (Wexler, H.M., 2007).

Les especies de Bacteroides presenten diferent grau de tolerancia a concentracions
d'oxigen (Baughn, A.D. et al, 2004). Algunes espécies sén de les més aerotolerants
d’entre les espécies anaerdbiques, el que representa un important factor de viruléncia.
S’ha observat que les espécies aillades de mostres cliniques s6n més resistents a
I'oxigen que les d’origen fecal (Jeffrey Smith, C. et al, 2006).

L’any 2003 es va sequenciar el genoma de B. thetaiotaomicron (Xu, J. et al, 2003) i el
2004 de B. fragilis (Kuwahara et al, 2004) que ha facilitat poder entendre els
mecanismes d’adaptacié a I'aparell digestiu. Presenten un baix contingut de G+C entre
39-48%. La mida del genoma varia entre les 4,4 Mb de B. eggerthi a 6,7 Mb de B.
ovatus. També s’ha sequenciat B. vulgatus i P. distasonis. El numero d'operons del gen
del 16S ARNr oscil-la de 7 a B. vulgatus a 5 a B. thetaiotaomicron. Una de les copies
d’aquesta ultima espécie conté 100 pb de bases menys que la resta.

Els medis de cultiu de Bacteroides demanen els requeriments tipics de I'ambient on
creix. La majoria d’espécies poden créixer en un medi amb sucres fermentables, hemina,
vitamina B4,, amoni com a font de nitrogen, dioxid de carboni i sulfat (Jeffrey Smith, C. et
al, 2006).
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Actualment ha pres importancia com a indicador de I'origen de la contaminaci6 fecal,
pel que van incrementant els estudis destinats a identificar-los. La complexitat del seu
cultiu al laboratori, ha portat a que la majoria de técniques que s'utilitzen per a
identificar Bacteroides com a indicador de l'origen de la contaminaci6 fecal a l'aigua
siguin tecniques moleculars. Les tecniques descrites amb aquesta finalitat fins a

I'actualitat es detallen a continuacio:

Detecci6é de la contaminaci6é fecal humana mitjangant sondes especifiques de
Bacteroides humans (Kreader, C.A., 1995).

L’analisi mitjangant LH-PCR i T-RFLP de les poblacions de Bacteroides
d’humans i de remugants va portar a definir pics caracteristics de I'origen de les
mostres (Bernhard, A.E. et al, 2000a; Fogarty, L.R. et al, 2005).

A partir dels resultats obtinguts amb les técniques anteriors es va definir
iniciadors especifics per a detectar la contaminaci6 fecal d’humans i de remugants
(Bernhard, A.E. et al, 2000b). Posteriorment es va caracteritzar el perfil de T-RFLP

la seva detecci6 (Dick, L.K. et al, 2005).

S’han definit uns iniciadors especifics per a la deteccié de B. thetaiotaomicron

com a inidicador de contaminacié fecal humana (Carson, C.A. et al, 2005).

També s’han posat a punt técniques basades en la PCR-Q. Bacteroides és un
génere en que moltes de les espécies no han pogut ser cultivades, aixo fa que
aquesta técnica sigui molt Gtil per a identificar i quantificar Bacteroides com a
indicador de la contaminaci6 fecal. Ultimament s’han desenvolupat algunes PCR-Q
descrites per: la detecccidé de contaminacio6 fecal humana (Fogarty, L.R. et al, 2005;
Kildare, B.J. et al, 2007; Layton, A. et al, 2006; Okabe, S. et al, 2007a; Reischer,
G.H. et al, 2007; Seurinck, S. et al, 2005a; Stricker, A.R. et al, 2008), de bovins i
remugants (Fogarty, L.R. et al, 2005; Kildare, B.J. et al, 2007; Layton, A. et al, 2006;
Okabe, S. et al, 2007a; Reischer, G.H. et al, 2006; Shanks, O.C. et al, 2008;
Stricker, A.R. et al, 2008), de porcs (Okabe, S. et al, 2007a) i de gossos (Kildare,
B.J. et al, 2007).
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Taula 1.6 Espécies del génere Bacteroides i Parabacteroides

Espécie

Origen

acidifaciens

. barnesiae

. caccae

. capillosus

. cellulosilyticus
. cellulosolvens
. coagulans

. coprocola

. coprophilus

. COPOrosuis

. dorei

. eggerthi

. finegoldii

. fragilis

. galacturonicus
. gallinarum

. helcogenes

. intestinalis

massiliensis

. nordii

. ovatus

. plebeius

. propionicifaciens
. pyogenes

. salanitronis

. salyersaie

. stercoris

. Suis

. tectus

. thetaiotamicron
. uniformis

. uroelyticus

. vulgatus

. Xylanisolvens

Miyamoto et al, 2000

Lan et al, 2006
Johnson et al, 1986
Kelly et al, 1957
Robert et al, 2007
Murray et al, 1984
Eggerth et al, 1933
Kitahara et al, 2005
Hayashi et al, 2007
Whitehead et al, 2005
Bakir et al, 2006
Holdeman et al, 1974
Bakir et al, 2006
Veillon et al, 1898
Jensen et al, 1986
Lan et al, 2006
Benno et al, 1983
Bakir et al, 2006
Fenner et al, 2005
Song et al, 2005
Eggerth et al, 1933
Kitahara et al, 2005
Ueki et al, 2008
Benno et al, 1983
Lan et al, 2006
Song et al, 2005
Johnson et al, 1986
Benno et al, 1983
Love et al, 1986
Distao et al, 1912
Eggerth et al, 1933
Jackson et al, 1978
Eggerth et al, 1933
Chassard et al, 2008

B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B.
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
P

. xylanolyticus Scholten-koerselman et al, 1986
. distasonis Eggerth et al, 1933

P. goldsteinii Song et al, 2006

P. johnsonii Sakamoto et al, 2007

P. merdae Johnson et al, 1986
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1.4 Estat actual de MST

Actualment tenim, doncs, un important niumero de métodes descrits i s’han definit
varis microorganismes susceptibles de ser utilitzats com a marcadors de I'origen de la
contaminacié fecal a I'aigua (Scott, T.M. et al, 2002; Seurinck, S. et al, 2005b; Sinton,
L.W. et al, 1998). La majoria d’aquests estan en una primera fase experimental, i

poden presentar algunes limitacions que s’han de conéixer i poder salvar-les.

Molts d’aquests metodes s’han definit en una determinada area geografica i
suposen que les poblacions que formen la microbiota s6n estables en el temps. Per
tant, fa falta conéixer la seva universalitat. Alguns dels meétodes descrits per ha ser
utilitzats en el MST presenten variacions dins l'area geografica on s’han estudiat
(Hartel, P.G. et al, 2002; Scott, T.M. et al, 2003). En d’altres casos no s’ha estudiat
possibles variacions pel que s’ha de tenir en compte (Gordon, D.M., 2001; Payan, A. et
al, 2005). El mateix passa amb possibles variacions temporals de la microbiota
intestinal. S’ha observat que una part dels microorganismes va variant, de manera que
hi ha soques que es mantenen mentre que d’altres es van mudant (Jenkins, M.B. et al,
2003; Vaughan, E.E. et al, 2000).

Per tal de poder ser utilitzats com a indicadors de la contaminacié fecal a l'aigua
s’ha de conéixer la seva estabilitat. Quan un microorganisme intestinal passa del seu
habitat natural al medi ambient estara sotmés a factors que poden afectar la seva
supervivencia. La persisténcia a l'aigua dependra de factors ambientals com la
temperatura, la salinitat, la irradiacié, la manca de nutrients o la depredacié (Rhodes,
MW. et al, 1999; Seurinck, S. et al, 2005b). Es important coneéixer el seu
comportament en el medi ambient i aixi definir la persisténcia, la resisténcia a diferents
tractaments i la seva relacié6 amb els patdogens (Okabe, S. et al, 2007b; Savichtcheva,
O. et al, 2007). Una avantatge d’utilitzar un microorganisme anaerdbic com a indicador
és la seva incapacitat de sobreviure al medi ambient. Aixo implica que la seva deteccié

determinara una contaminaci6 fecal recent de I'aigua.

S’ha vist que cap dels métodes quimics o microbians descrits fins ara, déna per si
sol la suficient capacitat de discriminacié per a poder determinar l'origen de la
contaminacié fecal a 'aigua (Blanch, A.R. et al, 2004; Griffith, J.F. et al, 2003). Ara bé,
la combinacié de més d’'un parametre ha permés definir moldels experimentals de
MST en punts d’abocament de contaminacié de manera exitosa (Blanch, A.R. et al,
2006). La millora d’aquests models requereix la incorporacié de nous parametres

(indicadors) que permetin al mateix temps determinar diferents origens animals de la
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contaminacié fecal, la influéncia dels factors de dilucié en les aiglies receptores de
'abocament i la persisténcia en I'entorn natural dels diferents indicadors escollits
(Blanch, A.R. et al, 2006; Stewart, J.R. et al, 2003).
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Objectius

El treball experimental realitzat, s’ha centrat en I'estudi de métodes de MST per tal
de detectar I'origen de la contaminaci6é fecal a l'aigua i dels diferents factors que
intervenen en la seva aplicaci6. Per aquest proposit s’han definit els seglents

objectius:

1. Avaluacio de diferents métodes moleculars descrits préviament com a bons
indicadors de la contaminacio6 fecal analitzant mostres de I'entorn geografic
de Catalunya i d’aquesta manera valorar possibles variacions geografiques

d’aquests indicadors.

2. Analisi estadistic per valorar la combinacié més adequada del métodes de
MST analitzats anteriorment per a obtenir un major encert alhora de

detectar I'origen de la contaminaci6 fecal a I'aigua.

3.  Analisi de les comunitats de Bifidobacterium que habiten a I'aigua residual

provinent de diferents origens aplicant la técnica de la DGGE.

4.  Avaluacio i identificacié de les soques de Bifidobacterium spp. exclusives
de l'aigua residual d’'un determinat origen com a possibles indicadores de

I'origen de la contaminacio.

5. Identificacié en mostres d’aigua residual de cada origen les espécies que

s’han definit com a possibles indicadores de la contaminacié fecal a I'aigua.

6. Desenvolupar una PCR quantitativa a temps real per a quantificar la

preséncia de Bacteroides spp. en 'aigua residual.

7.  Valorar la persisténcia del génere Bacteroides en aigua de riu “in situ”,

mitjangant técniques de cultiu i moleculars:

a. Valorar la inactivaci6 natural de poblacions descrites com
indicadores de la contaminaci6 fecal en aigiies amb soques ambientals

de Bacteroides en aigua de riu i en condicions naturals.
b. Valorar la inactivacié natural de les soques tipus B. fragilis DSM

21517 i B. thetaiotaomicron DSM 2079" en aigua de riu i en condicions

naturals.
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C. Valorar la inactivacié natural de la soca tipus B. fragilis DSM

21517 en aigua de riu autoclavada i en condicions naturals.

8.  Valorar la persisténcia de les soques tipus B. fragilis DSM 21517 i B.

thetaiotaomicron DSM 2079" en microcosmos al laboratori.
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2.1 Introduccio

La contaminacio fecal de 'aigua implica un important risc sanitari per la poblacié,
aixi com greus consequiéncies ambientals i economiques. Per tant, el manteniment de
la qualitat i de la seguretat microbiologica de l'aigua, és un factor clau que cal regular,
controlar i gestionar. S’han descrit diferents riscs sanitaris associats a la font causant
de la contaminaci6 fecal, aixi que, poder determinar I'origen de la contaminacié en
ambients aquatics és essencial per estimar el risc associat i fer estudis epidemiologics.
Tal i com s‘ha indicat en el capitol anterior conéixer la font també facilita poder prendre
les mesures adequades per a recuperar la zona contaminada, adoptar les mesures

legals i establir les responsabilitats econdmiques.

En els darrers anys s’han proposat un nombre important de nous
microorganismes indicadors de I'origen de la contaminacié fecal aigua, aixi com noves
técniques per a la seva deteccid. Al capitol 1 s’ha donat una visié general dels tipus
d’'indicadors: molécules quimiques, microorganismes o ADN mitocondrial, i la majoria
dels métodes utilitzats per a la seva deteccié descrits fins ara. Tot i que tots els
meétodes comporten avantatges, també presenten limitacions (Field, K.G., 2005;
Malakoff, D., 2002; Stewart, J.R. et al, 2003). Aquestes limitacions poden ser degudes
a l'analisi de mostres complexes com és el cas de mostres molt diluides, mostres
contaminades a partir de diferents fonts 0 mostres de contaminacié no recent (Blanch,
A.R. et al, 2006); a I'us de metodologies que variin geograficament o temporalment
(Hartel, P.G. et al, 2002; Parveen, S. et al, 2006; Stoeckel, D.M. et al, 2004); al métode
estadistic utilitzat en I'analisi dels resultats i en la creacié de models predictius (Blanch,
A.R. et al, 2006); o a no poder optimitzar el limit de deteccié de la técnica i la capacitat
de classificaci6 de I'origen de la contaminaci6. Es a dir, métodes que a la vegada
presentin una elevada capacitat per a discernir I'origen de la contaminaci6é fecal
(especificitat) i amb un bon limit de detecci6 (sensibilitat) (Guan, S. et al, 2002; Scott,
T.M. et al, 2003).

Cap dels actuals indicadors descrits de MST per ell sol permet una caracteritzacio
perfecta dels diferents possibles origens de contaminacié a 'aigua (Blanch, A.R. et al,
2006; Gilpin, B. et al, 2003; Griffith, J.F. et al, 2003). Diversos estudis s’han dedicat a
estudiar diferents combinacions d’indicadors per tal d’'incrementar el percentatge de

certesa a I'’hora de determinar 'origen o ampliar el numero d’origens a poder detectar.
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Un estudi dut a terme a nivell europeu, va portar a analitzar indicadors quimics
(esterols fecals), virics (genotipat de fags F-especifics d’ARN, fags de Bacteroides,
colifags somatics), microbians dependents de bases de dades (fenotipatge de
coliforms i estreptococs fecals), microbians dependents de cultiu (coliforms fecals,
enterococs fecals, clostridis, bifidobactéries totals i fermentadores de sorbitol),
moleculars (PCR multiple per a detectar Bifidobacterium adolescentis i Bif. dentium) i
protozous (genotipat de Giardia) (Blanch, A.R. et al, 2004). Després d’analitzar
aquests indicadors i veure que amb cap d’ells s’obtenia un 100% d’encert, es van
identificar 38 variables directes i derivades d’aquestes i es va intentar obtenir un model
que amb la combinacié d’aquestes en resultés la maxima capacitat de discriminacié
entre contaminacié animal i humana. Entre els diferents models predictius obtinguts,
cal destacar aquell que es basa en la valoracioé de la densitat de fags somatics i en la
relacidé entre aquests i els fags que infecten B. thetaiotaomicron GA17. Aquest model
facilitava un 100% d’encert en les condicions estudiades. Els mateixos resultats es van
obtenir quan es va valorar la densitat de coliforms fecals juntament amb la relacié de la
densitat de coliforms fecals i de fags de B. thetaiotaomicron GA17 (Blanch, A.R. et al,
2006).

Als EUA es va dur a terme un estudi semblant per tal d’avaluar diferents métodes
(Griffith, J.F. et al, 2003). S’analitza métodes dependents de llibreria (ARA i CSU d’'E.
coli i enterococs, ribotipatge, PFGE i Box-PCR), metodes d’estudis de comunitats (T-
RFLP de Bacteroidetes i Eubacteria), métodes moleculars (deteccid6 per PCR de
Bacteroidetes i de toxines d’E. coli) i virics (fenotipat de fags F-especifics d’ARN i per
PCR d’enterovirus i adenovirus). Es va concloure que tots els métodes tenien certes
avantatges i certes limitacions que calia considerar en la seva utilitzacido practica
(Griffith, J.F. et al, 2003).

També s’han fet estudis d’aquest estil a Nova Zelanda estudiant dotze marcadors
diferents i variables derivades (Gilpin, B. et al, 2003). | d’altres, que han utilitzat un
menor numero d’indicadors i diferents combinacions: fluorimetria, especiacio
d’Enterococcus i la detecci6é del gen esp d’Ent. faecium (McDonald, J.L. et al, 2006);
deteccié de Bacteroidetes especifics d’humans i enterovirus entre d’altres (Boehm,
A.B. et al, 2003).

Dels metodes de MST descrits, la técnica de PCR és un métode acurat, rapid,
I'analisi es pot fer en unes poques hores, amb una elevada sensibilitat i facil de dur a
terme en comparacié amb altres métodes de MST (Giriffith, J.F. et al, 2003). Es basa

en l'analisi de la mostra i en la deteccié especifica mitjangant 'amplificacié per PCR de
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marcadors propis d’'un determinat hoste. Sera la preséncia o abséncia del marcador el
que indicara el possible origen de la contaminacio fecal. Aquests meétodes soén
independents de base de dades i de cultiu, per tant prescindeixen de la complexitat i
dificultat de crear una base de dades i de les limitacions que comporten el cultiu dels
microorganismes. La seva utilitzacio permet I'analisi d’'un elevat numero de mostres,
de manera més o menys automatica i es poden efectuar diferents analisis utilitzant el

mateix extracte (Santo Domingo, J.W. et al, 2007).

La utilitzaci6 d'una técnica molecular que no precisa el cultiu dels
microorganismes ha permés que es recuperessin o es descrivissin nous indicadors
que eren dificils de ser mesurats per meétodes tradicionals de cultiu. Rhodococcus
coprophilus fou proposat com a microorganisme marcador de contaminacié fecal
deguda a herbivors fa més de 20 anys (Rowbotham, T.J. et al, 1977). La seva utilitat
decaigué, ja que es precisava d’un temps d’incubacié major a 18 dies per a poder ser
detectat (Oragui, J.I. et al, 1983). La utilitzacié de la PCR per detectar Rhodococcus
coprophilus ha permés escurcar el temps de deteccié i ha permés revifar el seu interés
(Savill, M.G. et al, 2001). La PCR també ha obert les portes als virus com a indicadors
de MST (Ley, V. et al, 2002; Maluquer de, M.C. et al, 2004; Pina, S. et al, 1998; Tsai,
Y.L. et al, 1993). La concentraci6é de virus al medi ambient és molt baixa i la majoria
s6n dificils o impossibles de detectar amb les técniques de cultiu cel-lular. La PCR és
una técnica que presenta una elevada sensibilitat que permet 'amplificacié de petites
quantitats d’ADN presents a la mostra i aixi evitar les técniques necessaries per al seu
cultiu (Lemarchand, K. et al, 2004). L’us de la PCR ha permés la utilitzacio
d’arqueobacteris com a microorganismes indicadors de l'origen de la contaminacio
fecal a l'aigua. S’han dissenyat iniciadors que permeten la deteccié especifica d’una
variant del gen mcrA de bacteris metandgens exclusius de porcs (Ufnar, J.A. et al,
2007a). Per tant, indicaria una contaminacié fecal provocada per aquests animals.
L'arqueobacteri Methanobrevibacter ruminantium és propi de remugants domesticats,
'amplificaci6 del gen nifH d’aquest microorganisme permet la detecci6 de

contaminacié fecal provinent d’aquests animals (Ufnar, J.A. et al, 2007b).

La técnica de la PCR, pero, pot presentar algunes limitacions. En alguns casos
pot haver-hi la deteccié de falsos negatius deguts a la preséncia en la mostra, de
substancies inhibidores de la reacci6. També pot haver-hi la preséncia de falsos
positius, deguts a possibles contaminacions de la reaccid6 o a interferéncies dels
iniciadors amb la microbiota ambiental. Una amplificacié esbiaixada de les poblacions

que pot ser generada per la metodologia utilitzada en I'extraccié dels acids nucleics
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que pot afavorir un determinat microorganisme en funcié de l'estructura de la paret
cel-lular; o a diferent eficiéncia d’amplificacié segons la molécula d’ADN (Vaughan,
E.E. et al, 2000; von Wintzingerode, F. et al, 1997). Aixd es pot deure a varis factors

com poden ser:

— diferéncies en la temperatura de dissociacié de la diversitat de moléecules

d’ADN que es troben a la mostra
— diferent eficiéncia d’amplificacié segons la mida de I'amplificat

— conformacions que poden assolir les molécules d’ADN i que poden complicar-

ne el procés
— la formacié de quimeres entre diferents gens homolegs

— diferéncies entre el numero de coOpies del mateix gen entre diferents
microorganismes; com per exemple la variacié del numero de copies del gen del
16S ARNr (7 copies Bacteroides vulgatus i 5 copies B. thetaiotaomicron

(http://ribosome.mmg.msu.edu/rrndb/index.php))

Fins al moment no s’ha realitzat un estudi compartiu de les técniques moleculars
basades en PCR i sense cultiu previ que s’han proposat en els darrers anys per als

indicadors potencials de MST. Per aixo els objectius d’aquest estudi han estat:

1. la valoracié diferents indicadors de MST basats en la técnica de PCR per a
poder ser utilitzats a I'area geografica que ens ocupa i que ens permetin
detectar el principals possibles origens de contaminaci6 fecal a l'aigua:

humana, de bestiar bovi, porci i aus.

2. poder establir a partir d’aquests parametres un model predictiu que permeti
caracteritzar I'origen de la contaminacié fecal amb el minim de parametres

a analitzar.

Per a complir aquests objectius es van escollir diferents marcadors proposats
préviament per MST que poguessin ser detectats per técniques moleculars basades

en la técnica de PCR:
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2.1.1 Deteccio del grup Bacteroidetes

S’han descrit métodes de deteccié del grup Bacteroidetes com a indicador de la
contaminacié fecal utilitzant la PCR (Bernhard, A.E. et al, 2000b; Carson, C.A. et al,
2005). Al capitol 1 s’ha parlat ampliament de la importancia de Bacteroides com a
indicador de l'origen de la contaminaci6 fecal a I'aigua (Apartat 1.3.2.2). Bacteroides
spp. és el génere majoritari al tracte intestinal huma amb una preséncia de 10'°-10"
cél-lules per gram de femta, el que representa fins un 30% de la microbiota fecal
humana (Holdeman, L.V. et al, 1976). La seva preséncia també és rellevant en
remugants i porcs (Leser, T.D. et al, 2002; Whitford, M.F. et al, 1998). S’ha observat
que presenten especificitat d’hostes degut a que la seva naturalesa anaerdbica els
dificulta la supervivéncia al medi ambient i que hi hagi traspas entre espécies. Per
contra, I'anaerobiosi dificulta la seva manipulacié i cultiu al laboratori. La deteccio
mitjangant la PCR eludeix el problemes que comporta els seu cultiu i redueix el temps

necessari per a la seva deteccio.

B. thetaiotaomicron ha estat suggerit com a indicador de la preséncia de
contaminacié fecal humana a I'aigua. S’han dissenyat iniciadors especifics per a poder
ser detectat de manera facil i rapida prescindint del cultiu (Carson, C.A. et al, 2005).
Uns altres iniciadors del grup Bacteroidetes han estat utilitzats extensament pel territori
per a detectar contaminaci6é fecal humana i de remugants a I'aigua (Ahmed, W. et al,
2008; Ahmed, W. et al, 2007; Bernhard, A.E. et al, 2000b; Boehm, A.B. et al, 2003;
Noble, R.T. et al, 2003). Aquest iniciadors han estat dissenyats a partir de I'analisi de
les comunitats de Bacteroidetes presents a I'aigua residual amb les técniques de LH-
PCR i T-RFLP (Apartat 1.2.2.3.b) (Bernhard, A.E. et al, 2000a). Posteriorment, s’han
dissenyat, de la mateixa manera, iniciadors per a la deteccié de contaminacié fecal
porcina i equina (Dick, L.K. et al, 2005). L’analisi del gen del 16S ARNr del grup
Bacteroidetes en mostres ambientals amb aquestes técniques, ha revelat la preséncia
de marcadors especifics d’hoste. Aquests marcadors van poder ser aillats, clonats i
sequenciats. A partir de la seqiiéncia es van dissenyar els iniciadors especifics de
Bacteroidetes humans HF134F, HF183F i de remugants CF128F i CF193F (Bernhard,
A.E. et al, 2000b), i posteriorment el de porcs PF163F i de cavalls HoF597F (Dick, L.K.
et al, 2005). Sembla que aquests marcadors estiguin distribuits per una amplia zona
geografica, ja que s’han detectat a Ameérica del Nord, en algunes zones d’Europa
(Stoeckel, D.M. et al, 2007) i a Australia i Nova Zelanda (Ahmed, W. et al, 2008; Gilpin,
B. et al, 2003).
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2.1.2 Deteccio d’espécies de Bifidobacterium

Bifidobacterium s’ha considerat, també, com a marcador de l'origen de la
contaminaci6 fecal a l'aigua (Apartat 1.3.2.1). Presenta les mateixes caracteristiques
que Bacteroides: una elevada preséncia a les femtes, una fisiologia anaerobia que li
ha permés una coevolucié amb I'hoste i a la vegada dificulta el seu cultiu al laboratori.
Bif. adolescentis i Bif. dentium han estat descrites principalment a I'aparell digestiu
d’humans, i per tant ens indicarien la preséncia de contaminacié fecal humana a
laigua (Lynch, P.A. et al, 2002; Nebra, Y. et al, 2003). S’ha descrit una PCR muiltiple
per a poder detectar simultaniament Bif. adolescentis i Bif. dentium (Bonjoch, X. et al,
2004). S’ha observat que aquests marcadors analitzats mitjangant la PCR multiple
presenten una amplia distribucié pel territori europeu: Franga, Regne Unit, Suécia,
Xipre i Catalunya (Blanch, A.R. et al, 2006).

2.1.3 Deteccio del gen esp d’Enterococcus faecium

També s’ha desenvolupat una PCR per a la detecci6é del gen esp d’Ent. faecium
especific d’humans (Scott, T.M. et al, 2005). Aquest gen codifica per una proteina de
membrana que esta relacionada amb factors de viruléncia, de colonitzacié i formacio
de biofilms (Hammerum, A.M. et al, 2002). La preséncia d’aquest marcador a l'aigua
residual és molt baixa. S’ha observat una incidéncia de I'1% entre els enterococs
aillats d’humans (Scott, T.M. et al, 2005). Aquest métode, com la identificacié de gens
de les toxines STIb, STIl i LTlla d’E. coli enterotoxigénica (Khatib, L.A. et al, 2002;
Khatib, L.A. et al, 2003; Oshrio, R.K. et al, 1997), necessita del cultiu del
microorganisme per tal d’augmentar la seva concentracio i poder ser detectat per PCR.
Tot i ser un métode de detecci6 molecular, caldra temps per a que creixin els
enterococs i per tant presentara el desavantatge dels métodes que precisen cultiu. A
més a més, la necessitat d’'un enriquiment previ limita la seva quantificacié. Per tal
d’utilitzar aquest marcador molecular amb les mateixes condicions que els altres, s’ha

prescindit en aquest estudi del pas d’enriquiment previ.

2.1.4 Deteccio d’ADN mitocondrial

L’'analisi de I'ADN mitocondrial ha estat utilitzat ampliament en analisis
filogenétics, medics i forenses. Darrerament dos metodologies basades en la deteccio
per PCR (Martellini, A. et al, 2005) i per PCR-Q (Caldwell, J.M. et al, 2007) han

introduit aquest marcador en estudis de MST. S’han definit quatre PCRs niuades per a

54



Introduccié

detectar la preséncia de contaminacié fecal humana, de bestiar bovi, porci i d’ovi
(Martellini, A. et al, 2005). L'elevada quantitat d’ADN mitocondrial que tenen les
cél-lules que es desprenen juntament amb les femtes, el fa un métode atractiu per a

ser utilitzat en MST.
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2.2 Materials i Métodes

2.2.1 Mostres analitzades

S’han analitzat un total de 144 mostres d’aigua residual sense tractar de diferents
indrets geografics i de quatre origens diferents: mostres humanes procedents d’aigua
d’entrada de diferents estacions depuradores d’aigua residual (EDAR), mostres
bovines procedents d’aigua residual d’escorxadors i de femtes obtingudes de granges
de bestiar bovi, mostres porcines procedents d’aigua d’escorxadors i de purins de
granges de bestiar porci i mostres avicoles procedents d’aigua residual d’escorxadors
d’aus (Taula 2.1).

Taula 2.1. Numero i origen de les mostres analitzades en aquest estudi.

Origen de les mostres Num. mostres
Huma 50
Bovi 25
Aus 31
Porci 38
Total 144

Les mostres s’han recollit en recipients de plastic estérils i han estat
transportades i conservades a 4°C fins al moment del seu analisi. En el cas de les
mostres obtingudes en el territori catala, el temps entre el mostreig i el seu analisi no

ha excedit les 6 hores.

Algunes de les mostres han estat obtingudes a partir d’estacions depuradores
d’aigua, de granges i d’escorxadors repartits pel territori de Catalunya (Figura 2.1).
D’altres mostres procedents d’arreu d’Europa foren obtingudes a partir del projecte
europeu EVK1-CT1 2000-00080 (“Tracking the origin of faecal pollution in surface
water”’). De manera que s’han analitzat 3 mostres de Franga (2 d’origen bovi i 1
d’huma), 2 mostres de Suécia (1 d’origen bovi i 1 d’huma), 2 de Regne Unit (1 de bovi
i 1 de porci) i 5 de Xipre (2 humanes, 1 d’aus i 2 de porcs). Les caracteristiques dels

indrets analitzats a Catalunya es detallen a la Taula 2.2 i la Taula 2.3.
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Figura 2.1 Distribucié del lloc de recollida de mostres dins el principat de Catalunya (mostres
d’origen huma de color blau; mostres d’origen porci de color roig; mostres d’origen bovi de
color verd; mostres d’origen avicola de color taronja).

Taula 2.2 Caracteristiques de les EDARs d’on s’obtingueren les mostres residuals urbanes.

Ndm. Localitzacié6 Tractament Habitants Cabal disseny
mostres (m*/dia)
1 Amposta Biologic 18.719 5.500
1 Blanes Biologic amb eliminacié de NiP i 109.985 23.500

tractament terciari

5 Castell d’Aro Bioldgic amb tractament terciari 175.000 35.000
2 Empuriabrava Bioldgic amb tractament terciari 35.000* 8.750
24 GavalViladecans Biologic 195.000 72.000
4 Matar6 Bioldgic 165.000 57.000
2 Besos Biologic 2.010.613 525.000
6 Taradell Biologic amb eliminacié de N i P 11.667* 2.000
1 Tortosa Biologic 40.937 10.296

*No es coneix el numero d’habitants. En aquest cas es dbna el niumero d’equivalents de
disseny (cabal disseny (m3/dia) x DBOs mitja d’entrada de disseny (mg/l) /60) que correspondria
a una estimacid6 de la poblaci6. Dades obtingudes de Il'agéncia catalana de laigua:
http://mediambient.gencat.net/aca/cal//actuacions/depuradores/servei.jsp
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Taula 2.3 Caracteristiques dels escorxadors i de les granges d’on s’obtingueren les mostres

animals.
Num. Escorxador Localitzacié Animals Nam. a;.)r.oxmat d’animals
mostres sacrificats /setmana
1 Bovi 1 Argentona Bovi i ovi 600-700 vedells; 300-400 xais,
10 cavalls
1 Bovi 2 Castellbisbal Bovi, ovi i capri 750 vedells; 3.500-5.000 ovelles;
1.000-2.000 cabres

8 Bovi 3 Figueres Bovi i ovi 250 vedells i 800 xais

1 Bovi 4 Sabadell Bovi i ovi 1.600 vedells i 1.400 xais

2 Bovi 5 Vilafant Bovi 125 vedells

1 Bovi 6 Barcelona Bovi 2.000 vedells

16 Aus 1 Amposta Aus 60.000 aus

14 Aus 1 Roquetes Aus 60.000 aus

9 Porci 1 Figueres Porci 12.500 porcs

1 Porci 2 Roda de Ter Porci 15.000 porcs

7 Porci 3 St. Eugénia de Berga  Porci 15.000 porcs

2 Porci 4 Vilafant Porci 5.000 porcs

Num. . . L. . , s
Granja Localitzacié Animals Num. d’animals
mostres

3 Bovi 7 Breda Bovi 50 vaques

4 Bovi 8 Les Franqueses Bovi 200 vedells

16 Porci 5 Arbeca Porci 12.000 porcs d’engreix i 2.000
reproductores

2.2.2 Soques, medis de creixement utilitzats i extraccié ’ADN

2.2.2.1

Grup Bacteroidetes

Com a control de les reaccions de PCR per als marcadors del grup Bacteroidetes

s’han analitzat les soques tipus de Bacteroides: Parabacteroides distasonis (DSM
20701") (antigament B. distasonis (Sakamoto, M. et al, 2006)), B. eggerthi (DSM
20697"), B. fragilis (DSM 21517), B. ovatus (DSM 1896"), B. thetaiotaomicron (DSM
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2079"), B. uniformis (DSM 65977) i B. vulgatus (DSM 1447"), i les soques B.
thetaiotaomicron GA-17 i B. fragilis RYC 2056 (ATCC 700786).

Aquestes soques s’han descongelat a partir d’aliquotes conservades a -80°C
(Annex 1) i s’han cultivat amb el brou Bacteroides-Phage Recovery Medium (BPRM)
(Scharlau, Barcelona) suplementat amb clorur calcic, hemina i carbonat sodic (Annex
[). S’han incubat entre 24 i 48 h a 37°C en tubs de vidre i en condicions d’anaerobiosis.
L’extracci6 d’ADN s‘ha realitzat a partir d’'1 ml del cultiu (Annex Il). El inocul s’ha
centrifugat a 14.000 rpm durant 5 min i les cél-lules precipitades s’han rentat dos
vegades amb tamp6 TE (Tris-EDTA, Tris 10 mM, pH 8.0, EDTA 1 mM) (Annex II).
Posteriorment la suspensi6é de cél-lules en TE s’ha bullit durant 10 min per trencar la

paret cel-lular i aixi extreure’n 'ADN.

2.2.2.2 Bifidobacterium adolescentis i Bif. dentium

Les soques tipus Bif. adolescentis (DSM 20083") i Bif. dentium (DSM 20436") han
estat utilitzades com a control positiu per la PCR multiple ADO-DEN. Les soques s’han
descongelat a partir d’indculs conservats a -80°C i s’han incubat 48 h a 37°C en tubs
de vidre plens amb brou Reinforced Clostridium Medium (RCM) (Annex 1) (Oxoid,
Hampshire, Regne Unit) per tal d’evitar la preséncia d’oxigen. Per a I'extraccié d’ADN
s’ha utilitzat el protocol descrit préviament (Kellogg, D.E. et al, 1990) (Annex Il). El
indcul s’ha centrifugat a 14.000 rpm durant 3 min. Les cél-lules s’han rentat dues
vegades amb aigua destil-lada esteéril i resuspés en 0,2 ml de la Solucié A (100 mM
KCl, 2,5 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI, pH 8,3) i 0,2 ml de la Soluci6 B (2,5 mM MgCl,,
10 mM Tris-HCI, 1% Tween-20, 1% Nonidet P40, pH 8,3) (Annex Il). S’ha afegit
proteinasa K (Merck, Darmstadt, Alemanya) fins a una concentracio6 final de 120 pug/ml.
La suspensié s’ha incubat a 55°C durant 1 h, per tal de permetre I'accié de I'enzim.
Després d’aquest temps, s’ha afegit 0,2 ml de Matriu d’'InstaGene (BioRad, Hercules,
EUA) a cada suspensi6é i s’han incubat durant 15 min més a 55°C. Aplicant un xoc
térmic a 100°C durant 8 min s’ha inactivat la Proteinasa K. Finalment, s’ha precipitat la
Matriu d’InstaGene juntament amb les restes cel-lulars centrifugant les extraccions a
14.000 rpm durant 3 min. El sobrenedant ja és apte per a poder ser utilitzat en la

reacci6 de PCR.
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2.2.2.3 Enterococcus faecium

La soca C68 d’Ent. faecium conté la proteina esp i per tant, ha estat utilitzada com
a control positiu de la PCR per detectar contaminacié fecal humana a l'aigua a partir
de la deteccié d’aquest gen. Aquesta soca fou cedida amablement pel Dr. L. B. Rice
(Medical Service 111(W), Louis Stokes Cleveland VA Medical Center in Cleveland,
Ohio).

La soca C68 es inhibida per I'azida, i per tant no pot ser incubada amb els medis
de cultiu habitual d’Enterococcus. Per al seu cultiu s’ha utilitzat el medi LB (Annex 1) i
per a I'extraccié d’ADN el Kit d’extraccid6 QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden,

Alemanya).

El métode de deteccio la proteina esp descrit per Scott i col-laboradors (2005) es
basa en la filtracié de la mostra (Clesceri, L.S., 1998) i la incubacio del filtre en el medi
Enterococcus agar (mEA) (Difco, Sparks, EUA) durant 48 h a 41°C per tal
d’'incrementar el numero de cél-lules que puguin tenir el gen. Posteriorment, cal un
enriquiment dels microorganismes crescuts al filtre en 10 ml de medi TSB (Conda,
Madrid) (Annex I) durant 3 h a 41°C. La solucié enriquida de bacteris s’agita per
separar les cél-lules del filtre. L’extracci6 d’ADN s’ha fet utilitzant el QlAamp DNA

Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanya) a partir de 0,2 ml de la suspensib.

2.2.2.4 ADN mitocondrial

Per a obtenir els controls positius per detectar mitjangant PCR ’ADN mitocondrial
de diferents hostes s’ha efectuat I'extraccié de cel-lules humanes, bovines i porcines.
L’ADN mitocondrial de cél-lules humanes s’ha obtingut a partir de la linia cel-lular
humana CaCo-2 (Human, Caucasian, colon, adenocarcinonoma), i ’ADN mitocondrial
de cél-lules bovines i porcines, a partir de I'extracci6 de fetge de vaca i de porc. Per a
I'extraccio de 'ADN s’ha utilitzat el Kit d’extracci6 QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen,

Hilden, Alemanya) seguint el protocol del fabricant per a I'extraccié d’ADN de teixits.

Per a I'extraccio d’ADN mitocondrial de porci i bovi, s’ha partit de 240 mg de fetge
de porc i 270 mg de fetge de vaca en 1 ml de PBS. La disgregaci6 del teixit s’ha fet
amb I'ajut d’un Polytron PT 1200E.
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2.2.3 Processament i analisi de les mostres

Per tal d’evitar possibles substancies inhibidores de la PCR s’ha utilitzat el Kit
d’extracci6 QlAamp DNA Blood Mini Kit (Quiagen, Hilden, Alemanya) per a fer
I'extraccio d’ADN de les mostres (Bonjoch, X., 2004b). S’ha processat 200 ul de les
mostres crues segons les instruccions del fabricant. L’extracte obtingut ha estat utilitzat
per a ser amplificat mitjangant les PCRs descrites per a detectar els possibles

marcadors de I'origen de la contaminacié fecal a I'aigua.

2.2.3.1 Detecci¢ del grup Bacteroidetes

S’ha analitzat quatre marcadors diferents del grup Bacteroidetes dos descrits com
especifics de contaminacié fecal humana: HF134 i HF183 i dos descrits com especifics
de contaminacié fecal de remugants CF128 i CF193. L'amplificacié6 mitjangcant PCR
s’ha realitzat utilitzant iniciadors especifics pels quatre marcadors (Bernhard, A.E. et al,
2000b) i I'iniciador revers especific pel génere Bacteroides Bac708R (Bernhard, A.E. et
al, 2000a) (Taula 2.4).

Taula 2.4 Iniciadors per a la deteccié dels marcadors de Bacteroidetes: HF134, HF183, CF128,
CF193 i Bac708R.

Iniciador Diana Seqiiéncia 5°-3’ Tm Am(zlli)f)icat

HF134F Marcador d’humans GCCGTCTACTCTTGGCC 63°C 574

HF183F Marcador d’humans ATCATGAGTTCACATGTCCG 63°C 525

CF128F Marcador de remugants CCAACYTTCCCGWTACTC 62°C 580

CF193F Marcador de remugants TATGAAAGCTCCGGCC 62°C 515

Bac708R  Grup de Bacteroides- CAATCGGAGTTCTTCGTG 54°C !
Prevotella

"Iniciador revers
Y:C/T ; W:AIT

Els assaigs de PCR s’han dut a terme en un volum de reaccié de 25 ul, els
volums de reactius utilitzats es mostren a la taula 2.5 (comunicacié personal de Field
K. G.).

Un cop feta la barreja i afegit '’ADN de I'extraccié de les mostres d’aigua residual

s’ha efectuat la PCR en un termociclador Perkin-Elmer (Perkin-Elmer, Norwalk, Conn).
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El programa utilitzat per dur a terme la reacci6 de PCR s’especifica a la taula 2.6

(comunicacio6 personal Field, K. G.).

Taula 2.5 Reactius i concentracions necessaries per a la reaccié6 de PCR dels marcadors de
Bacteroidetes.

Reactiu Volum afegit Concentracio final
Tampo 10x’ (Eppendorf, Hamburg, Alemanya) 2,5ul 1Xx

MgCl, (25mM) (Eppendorf) 0,5 ul 500 uM
dNTPs (25mM) (Eppendorf) 0,2 ul 200 uM
Iniciadors (5um) 1ul 0,2 uM
Taq (5U/ul) (Eppendorf) 0,125 ul 0,625 U

ADN 1l

H20 18,675 ul
Volum Total 25 ul

'500 mM KCI, 100 mM Tris-HClI pH 8,3 (a 25°C), 15 mM MgClI2, 1% Tritd6 x100
Taula 2.6 Programa per a la reacci6é de PCR dels marcadors de Bacteroidetes.

94° C 2 min

94°C 1 min

30 cicles 62-63° C 1 min

La detecci6é del producte amplificat s’ha acomplert mitjancant I'electroforesi en un
gel d’agarosa a una concentraci6é del 2% en TBE 1x (Annex Il). El gel s’ha tenyit en
una solucié de bromur d’etidi (Annex Il). S’ha capturat la imatge amb un aparell

ImageMaster (Pharmacia Biotech).

2.2.3.2  Deteccié per PCR mduiltiple de Bif. adolescentis i Bif. dentium

Per a la deteccié de les espécies Bif. adolescentis i Bif. dentium marcadores de
contaminacié fecal cal una primera amplificacié utilitzant els iniciadors genérics de
Bifidobacterium spp. Im26 i Im3 (Kaufmann, P. et al, 1997) i una segona amb iniciadors

especifics de les espécies. Els iniciadors Im26 i Im3 s’uneixen a la posicidé 15-35 i
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1412-1432 del gen del 16S ARNr (Taula 2.7). Els iniciadors Bi-ADO1, Bi-ADO2, Bi-
DEN1 i Bi-DEN2 amplifiquen un fragment intern del fragment amplificat préviament de
239 i 387 pb respectivament (Taula 2.7) (Bonjoch, X. et al, 2004). La diferencia de

mida d’ambdés fragments fa que les dues espécies puguin ser detectades

simultaniament. Les barreges necessaries de reactius per a dur a terme la reacci6 es

detallen a la Taula 2.8 i els programes de PCR a la Taula 2.9.

Taula 2.7 Iniciadors per a I'amplificacié de Bifidobacterium spp. (Kaufmann, P. et al, 1997) i la
deteccié mitjangant PCR multiple del de Bif. adolescentis i Bif. dentium (Bonjoch, X. et al,

2004).

Iniciador Diana Seqiiéncia 5°-3’ Amplificat (pb)
Lm26 Bifidobacterium spp. GATTHTGGCTCAGGATGAACG 1417
Lm3 Bifidobacterium spp. CGGGTGCTRCCCACTTTCATG

Bi-ADO1 Bif. adolescentis CTCCAGTTGGATGCATGTC 79

Bi-ADO2 Bif. adolescentis CGAAGGCTTGCTCCCAGT

Bi-DEN1 Bif. dentium ATCCCGGGGGTTCGCCT

Bi-DEN2 Bif. dentium GAAGGGCTTGCTCCCGA 7

Taula 2.8 Reactius i concentracions necessaries per a les reaccions de la PCR genérica per
Bifidobacterium spp, (modificaci6 de Kaufmann et al. (1997) i la PCR multiple ADO-DEN

(Bonjoch, X. et al, 2004).

Lm26-Lm3 PCR multiple ADO-DEN
Reactiu Volum afegit Concentracio  Volum afegit Concentracio
final final
Tampo6 10x' (Eppendorf) 5ul 1X 2,5l 1x
MgCl, (25mM) (Epp.) 1u 500 uM
dNTPs (25mM) (Epp.) 0,4 ul 200 uM 0,2 ul 200 uM
Iniciadors Im26/Im3 (5mM) 3u 0,3 uM
Iniciadors ADO (5um) 1,5u 0,25 uM
Iniciadors DEN (5um) 3ul 0,5 uM
Taq (5U/ml) (Eppendorf) 0,4 ul 2U 0,2 ul 1U
ADN 2ul 1,5u
H20 352ul 16,6 ul
Volum Total 50 ul 30 ul

'500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI pH 8,3 (a 25°C), 15 mM MgClz, 1% Tritd x100
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Taula 2.9 Programes de PCR per a I'amplificacié de Bifidobacterium spp. i per a la PCR
multiple ADO-DEN.

Im 3/Im 26 ADO-DEN
94°C 2 min 94°C 5 min
e Amin Corc 205 |
35 cicles E 67°C 3 min E 35 cicles E 55° C 20s
1 72°C 4 min E E 72°C 30s |
c 7min 72c Smin
4°C © 4°C o0

La visualitzacié dels fragments amplificats s’ha efectuat en gels d’agarosa amb
una concentracié del 0,8% en TBE 1X (Annex Il) el primer fragment amplificat, i del 3%
els amplificats resultants de la PCR multiple. El gel s’ha tenyit amb una solucié de

bromur d’etidi (Annex II).

2.2.3.3 Detecci6 de la proteina de superficie esp d’Enterococcus

faecium

Les soques patdogenes d’Ent. faecium que expressen la proteina de superficie esp
es troben en una baixa concentracié a I'aigua residual. Aixo fa que el metode descrit
per a la seva detecci6 es basi en un cultiu i enriquiment previ a la deteccié per PCR,
per tal d’incrementar-ne la concentraci6. En aquest estudi s’avaluen métodes
moleculars independents de cultiu i per tant s’ha analitzat la preséncia del gen esp en
'aigua residual mitjangant la PCR sense el cultiu i enriquiment previ. En algunes
mostres s’ha analitzat paral-lelament la detecci6 utilitzant I'enriquiment previ tal i com
s’indica pels autors del métode per tal de comprovar I'eficacia de la deteccié molecular
(Scott, T.M. et al, 2005). La metodologia utilitzada per al cultiu i enriquiment s’ha
comentat a 'Apartat 2.2.2.3.

Per a la detecci6 del gen de la proteina de superficie esp d’Ent. faecium
mitjangant PCR (Scott, T.M. et al, 2005) s’ha utilitzat un iniciador que reconeix
especificament esp d’Ent. faecium d’humans (Scott, T.M. et al, 2005) i un iniciador per
la proteina esp present en altres espécies d’Enterococcus (Hammerum, A.M. et al,
2002). La sequéncia dels iniciadors es mostra a la Taula 2.10. La barreja i la
concentracio de reactius utilitzats es detalla a la taula 2.11 i el programa per a la PCR
de la taula 2.12.
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Taula 2.10 Iniciadors per a la deteccié del gen de la proteina esp d’Ent. faecium especifica
d’humans.

Iniciador Seqiiéncia 5’-3’ Amplificat
Especific del gen esp de Ent. faecium TATGAAAGCAACAGCACAAGTT
d’humans 680 pb
Universal pel gen de proteines esp ACGTCGAAAGTTCGATTTCC

d’Enterococcus

Taula 2.11 Reactius i concentracions necessaries per a la reaccié de PCR del marcador del
gen esp d’Ent. faecium.

Reactiu Volum afegit  Concentracié final
Tampo 10x’ (Eppendorf, Hamburg, Alemanya) 5u 1x
MgCl, (25mM) (Eppendorf) 0,8 ul 400 uM
dNTPs (25mM) (Eppendorf) 0,4 ul 200 uM
Iniciadors (5um) 3ul 0.3 uM
Taq (5U/ul) (Eppendorf) 0,5 ul 25U
ADN 5ul
H20 32,3l
Volum Total 50 wl

'500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI pH 8,3 (a 25°C), 15 mM MgClz, 1% Tritd x100

Taula 2.12 Programa per a la reaccié de PCR del marcador del gen esp d’Ent. faecium.

95°C 5 min
c tmin
35 cicles 58°C  1min
I 72°C 1 min
e 7mn
4°C 0

Fruit de 'amplificacié de gen de la proteina esp s’obté un producte ampilificat de
680 pb que s’ha visualitzat en un gel d’agarosa a I'1,5% en TBE 1x (Annex Il) i tenyit

en una solucié de bromur d’etidi (Annex ).
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2.2.3.4 Deteccio d’ADN mitocondrial de cel-lules humanes, bovines i

porcines

S’ha descrit varies PCRs niuades per tal de detectar '’ADN mitocondrial d’humans,
bovins i porcins (Martellini, A. et al, 2005). Els iniciadors soén especifics de gens
codificats en I'ADN mitocondrial (Taula 2.13) i amplifiquen amb dues PCRs
consecutives el possible marcador de contaminacié fecal a I'aigua. La concentraci6 de
reactius de la barreja esta detallada a la Taula 2.14 i és la mateixa en les sis PCRs

descrites, aixi com el programa de PCR (Taula 2.15).

Taula 2.13 Iniciadors per a I'amplificacié mitjangant PCRs niuades de I’ADN mitocondrial huma,
bovi i porci.

Iniciador Diana Seqiiéncia 5’-3’ Amplificat
Humito2-G AGCCCTTCTAAACGCTAATCCAAGCCT

659
Humito2-D Gen de la NADH CTTGTCAGGGAGGTAGCGATGAGA

deshidrogenasa subunitat 5

Humito11-G dhumans CCACTACTAGGCCTCCTCCTA

612
Humito11-D TAGCGATGAGAGTAATAGATAGGG
Pomito3-G GGCCACATTAGCACTACTCAACATC

788
Pomito3-D  Gen de Ia citocrom ¢ oxidasa AGATCCGATGATTACGTGCAAC
Pomito11-g  Supunitatilde porcins CTCTATACTCTTACTATCTCTAGGAC

400
Pomito11-D ATACGCCTAGTGCAATGGTGATGGA
Bomito1-G ACATACCCTTGATTGGACTAGCAT

934
Bomito-D o de la proteina Nadits de  CTTCAAGGCGTTTGAGGGGTAGTGAT
Bomito11-G bovins GATTGGACTAGCATTAGCTGCAACC

733
Bomito11-D GTAAGCGTTTGATAGAGTTGATCAGA
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Taula 2.14 Reactius i concentracions necessaries per a les reaccié de les PCRs niuades de
I’ADN mitocondrial.

Reactiu Volum afegit Concentracio final
Tampo 10x’ (Eppendorf, Hamburg, Alemanya) 5u 1x
dNTPs (25mM) (Eppendorf) 0,4 ul 200 uM
Iniciadors (5um) 2 ul 0.2 uM
Taqg (5U/ml) (Eppendorf) 0,5 ul 25U
ADN 2ul ,

H20 38,1 ul
Volum Total 50 pl

'500mM KCI, 100mM Tris-HCI pH 8,3, 15mM MgCly, 1% Tritd x10

Taula 2.15 Programa de PCR per a 'amplificacié de 'ADN mitocondrial de diferents hostes.

94° C 5 min
94°C 40s !

35 cicles 55° C 1 min
L 72°C 2min |

72°C 10 min

4°C o0

Els productes de les PCRs s’han visualitzat en gels d’agarosa a una concentracio

de I'1,5% en TBE 1x (Annex Il) i tenyits en una solucié de bromur d’etidi (Annex ).

2.2.4 Analisi estadistica i obtencio de models

L'eficacia dels meétodes analitzats per a poder determinar l'origen de la

contaminaci6 fecal a I'aigua s’ha calculat mesurant la seva sensibilitat i I'especificitat.

La sensibilitat és la capacitat del métode per a detectar el marcador. Es calcula a
partir de la relaci6 del valors veritables positius i de totes les mostres que sén i haurien
de ser positives.

i vp _ "
Sensibilitat = VPN VP: Veritables Positius

P+ FN
FN: Falsos Negatius
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L’especificitat és la probabilitat de detectar correctament una mostra negativa. Es
calcula a partir de la relacié dels valors veritables negatius i de totes les mostres que
son i haurien de ser negatives.

o VN : .
Especificitat = —— VN: Veritables Negatius

VN + FP

FN: Falsos Positius

Com que pot haver-hi falsos positius deguts a interferéncies amb la microbiota
ambiental, s’ha utilitzat el teorema Bayesia per estimar la probabilitat de que la
deteccié d’'un determinat marcador sigui el resultat d’'un veritable positiu (encert). Per
exemple, si s’analitza un marcador huma, la probabilitat de que si el resultat és positiu

hi hagi realment contaminacié humana a la mostra.

P(HIT) = P(T/H)P(H)
P(T/H)P(H)+P(T/H")P(H")

P(T/H): probabilitat de que un resultat positiu sigui degut a un positiu real
P(T/H’): probabilitat de que un resultat positiu no sigui degut a un positiu real
P(H): probabilitat de deteccié del marcador

P(H’): probabilitat de que el marcador estigui absent 1-P(H)

A partir dels resultats obtinguts de l'analisi molecular de les mostres, s’han
desenvolupat models capagos de donar una aproximaci6 a una prediccio de I'origen de
la contaminacié fecal a I'aigua. S’han avaluat diferents métodes estadistics i numeérics:

— el métode lineal LDA amb estimacio6 de I'error per LOOCV

— el métode quadratic

— arbres de decisio

— arbres de decisié donant un valor (no quantitatiu) als valors perduts
— el métode bayesia ingenu

— el métode de veins més propers (K=2 i K=3)

L’aplicacié d’aquests metodes han permés la definici6 de models de prediccio de
I'origen de la contaminacié fecal que mostren el maxim encert possible amb el nombre
menor d’indicadors. Dels models que ha estat possible, s’ha avaluat també 'estadistic
kappa. El valor kappa és una mesura de la capacitat de que dos resultats (en aquest
cas l'observat i I'esperat) coincideixen sigui real o que en contra del que s’esperi, es
degui a l'atzar. Els valors de kappa van des de +1 (valor que mostra un acord total

entre els dos resultats) a -1 (valor que mostra un desacord total) passant pel valor 0
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que suggereix que la coincidéncia de resultat es deu a I'atzar. L’estadistic kappa es
calcula a partir de 'equacio:

k<0 no existeix acord entre els resultats
observats i els esperats
P(a)—P(e) 0<x<0,2 existeix un acord débil
- 1-P(e) 0,2<x< 0,4 existeix un lleuger acord
0,4<x<0,6 existeix un acord moderat
0,6<x<0,8 existeix un bon acord

0,9<k<1 existeix un acord casi perfecte entre els

On P(a) és la probabilitat d’acord entre ambdos resultats (en aquest cas la

probabilitat d’encert) i P(e) la probabilitat de que els resultats coincideixen es degui a
I'atzar.
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2.3 Resultats

2.3.1 Deteccio del grup Bacteroidetes

Préviament a I'analisi de mostres ambientals es va avaluar els marcadors amb
soques conegudes del génere Bacteroides. Els iniciadors del grup Bacteroidetes han
estat definits a partir de mostres ambientals i per tant no tenen perqué donar un
resultat positiu a I'analitzar soques cultivades (comunicacié personal de Field, K.G.).
Utilitzant l'iniciador especific per humans HF134 s’ha detectat les espécies: B.
thetaiotaomicron i B. vulgatus. L’analisi amb el marcador CF128 especific de
remugants ha detectat dues soques: la soca tipus de B. fragilis i la seva soca RYC
2056. En canvi els marcadors HF183 i CF193 han donat negatiu per totes les soques

cultivables analitzades.

S’ha analitzat 112 i 113 mostres utilitzant els iniciadors indicadors de
contaminacié fecal humana: HF183F/Bac708R i HF134F/Bac708R i 113 i 114 mostres
amb els iniciadors de contaminacié fecal bovina: CF193F/Bac708R i
CF128F/Bac708R. Les analisis fetes a I'aigua residual urbana han donat 12 mostres
positives de les 40 mostres analitzades utilitzant el marcador HF134 i 20 mostres
positives de les 40 amb el marcador HF183 (Taula 2.16). Aquests resultats indiquen
una sensibilitat molt baixa del 30 i del 50% respectivament en la zona analitzada
(Taula 2.17). Hi ha un elevat percentatge de mostres d’aus positives per aquests
marcadors: 12 mostres positives de 25 quan s’analitza el marcador HF134; i 15 de 26
quan s’analitza 'HF183 (Taula 2.16). La baixa sensibilitat dels marcadors i aquests
resultats fan disminuir I'especificitat obtinguda que és de: 80,6% per HF134 i 71,2%
per HF183 (Taula 2.17). A la figura 2.2 s’observa algunes mostres analitzades amb

aquests iniciadors.

El marcador de remugants CF128 presenta una especificitat del 100% (Taula
2.17) perd una baixa sensibilitat (26,32%) ja que només 5 de les 19 mostres
analitzades d’aigua residual d’origen bovi han donat un resultat positiu (Taula 2.16). El
marcador de remugants CF193 s’ha detectat, solament, en una mostra d’aus. Cap

mostra de remugants ha donat positiva per aquest marcador (Taula 2.16).
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Figura 2.2 Mostres amplificades amb els iniciadors de Bacteroidetes especifics d’humans. A:
marcador Phi X 174 DNA/Hae lll; Carrils: 1-2: Mostres humanes; 3: Mostra porcina; 4-5 Mostres
d’aus; 6: control negatiu; 7: B. thetaiotaomicron.

HF134 HF183
A12 3 45 6 7 1 23 3848a]

)

Taula 2.16 Numero de mostres positives de diferents origens pels marcadors del grup
Bacteroidetes.

Origen HF134 HF183 CF128 CF193
Huma 12/40 20/40 0/40 0/39
Bovi 119 3/19 5/19 0/19
Aus 12/25 15/26 0/26 1/26
Porci 1/28 3/28 0/29 0/29
NUm. mostres 112 113 114 113
2.3.2 Deteccio de Bifidobacterium adolescentis i Bif. dentium

A la Taula 2.17 i 2.18 es mostren els resultats obtinguts de I'analisi de Bif.
adolescentis i Bif. dentium mitjangant la PCR multiple de les diferents mostres d’aigua
residual de diferents origens analitzades. Fruit de I'amplificaci6 amb PCR multiple
s’obté dues bandes d’ADN: una de 387 pb corresponent a Bif. dentium i I'altra de 279
pb corresponent a Bif. adolescentis. A la Figura 2.3 es mostra un seguit de mostres
amplificades utilitzant la PCR ADO-DEN.

Bif. adolescentis presenta una sensibilitat del 95,6%. Tan sols dues de les
mostres entre les 45 mostres d’aigua residual d’origen huma analitzades van tenir un
resultat negatiu. Bif. dentium s’ha detectat en 29 de les 45 mostres d’'origen huma
analitzades, per tant mostra una sensibilitat més baixa: del 64,4%. L’especificitat és

meés alta en Bif. dentium essent de 91,8% i 74,3% en Bif. adolescentis (Taula 2.17).
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Taula 2.17 Sensibilitat, especificitat i probabilitat d’encert dels 11 marcadors analitzats.

Diana Marcador Veritables Sensibilitat Veritables Especificitat Encert
positius negatius
. HF134 12/40 30% 58/72 80,6% 31,8%
Bacteroidetes
humans HF183 20/40 50% 52/73 71,.2% 49.7%
Bacteroidetes CF128 5/19 26,3% 95/95 100% 100%
Bovins CF193 0/19 0% 93/94 98,9% 0%
Bif. adolescentis ADO 43/45 95,6% 55/74 74,3% 79,8%
Bif. dentium DEN 29/45 64,4% 67/73 91,8% 76,8%
Gen esp sense cultiu Espsc 1/23 4,4% 76/77 98,7% 5,9%
Gen esp amb cultiu Espe 10/13 76,9% 15/22 68,2% 69,5%
ADN mitocondrial Humito 38/45 84,4% 30/73 41,1% 75,9%
huma
ADN mitocondrial Bomito 16/19 84,2% 80/92 87% 81%
bovi
ADN mitocondrial Pomito 29/33 87,9% 73/81 90,1% 70,4%

porci

Taula 2.18 Resultats obtinguts de I'analisi dels marcadors Bif. adolescentis (ADO), Bif. dentium
(DEN), de la proteina esp amb cultiu (esp.) i sense cultiu (esps.) d'Ent. faecium per les mostres
de diferents origens analitzades.

Origen ADO DEN eSPsc esp.
Huma 43/45 29/45 1/23 10/13
Bovi 6/17 117 0/16 1/5
Aus 4/22 3/21 0/17 0/7
Porci 9/35 2/35 1/21 6/10
Num. mostres 119 118 77 35
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Figura 2.3 Mostres amplificades amb la PCR multiple ADO-DEN. A: marcador Phi X 174
DNA/Hae lll; Carrils 1-4: Mostres porcines; 5-6: Mostres d’aus; 7-9; Mostres humanes; 10:
aigua de pou; 11: control negatiu; 12: Bif. dentium (banda superior: 387 pb) i Bif. adolescentis
(banda inferior: 279 pb).

2.3.3 Detecci6 de la proteina esp d’Enterococcus faecium

A la taula 2.18 s’indiquen les mostres positives i negatives pel gen esp de l'aigua
residual de cada origen. L’amplificacié sense cultiu previ detecta 1 mostra de les 23
mostres d’aigua residual urbana analitzades. La sensibilitat de I'analisi sense cultiu és
d’'un 4,4% (Taula 2.17); en canvi, quan s’aplica la filtracid, el cultiu i 'enriquiment previ
de la mostra la sensibilitat incrementa fins un 76,9%. Per tant, en la majoria de casos
caldra filtrar, incubar i enriquir la mostra abans d’amplificar-la amb la técnica de PCR
(Figura 2.4).

Figura 2.4 Gen esp d’Ent. faecium de mostres humanes amb i sense cultiu previ. A: marcador
Phi X 174 DNA/Hae lll. Carrils 1 i 3: mostres humanes sense cultiu previ; Carrils 2 i 4: mostres
humanes amb cultiu previ. 5: control negatiu; 6: soca C68 d’Ent. faecium.

S’ha detectat el gen esp d’Ent. faecium en una de les mostres de porcs analitzada
directament per PCR. Quan no hi ha un cultiu previ de la mostra I'especificitat sera de
98,7%, en canvi és del 68,2% quan s’ha realitzat el cultiu de la mostra (Taula 2.17). En
aquest ultim cas s’ha obtingut sis mostres porcines positives pel gen esp de les deu

analitzades. Totes 6 mostres s’havien obtingut a la mateixa granja, Porci 5. Les altres

74



Resultats

quatre mostres analitzades i que han donat un resultat negatiu provenien de diferents
escorxadors. En una de les 5 mostres bovines analitzades també s’ha detectat el gen

esp d’Ent faecium (Taula 2.18).

2.3.4 Deteccio de 'ADN mitocondrial de diferents hostes

La detecci6 dels diferents marcadors de ’'ADN mitocondrial han mostrat una bona
especificitat i sensibilitat. En la majoria de casos s’obté un bon resultat amb la primera
amplificacié. Quan s'utilitzen els iniciadors especifics de porci, s’'obtenen millors
resultats utilitzant els iniciadors de la primera amplificaci6 que amb la segona. A la
segona amplificacié apareixen varies bandes de diferents mides. A la Figura 2.5 es

mostren els resultats per la primera amplificacié6 de mostres porcines.

Figura 2.5 Amplificaci6 de mostres porcines amb els iniciadors de la primera PCR d’ADN
mitocondrial. Humito: iniciadors d’ADN mitocondrial huma (659 pb); Bomito: iniciadors d’ADN
mitocondrial bovi (934 pb); Pomito: iniciadors d’ADN mitocondrial porci (788 pb). 1: Huma; 2:
Bovi; 3: porci. A: marcador Phi X 174 DNA/Hae llI; Carrils 1 i 2: mostres porcines; 3: control
negatiu; 4: control positiu.

Humito Bomito Pomito

La sensibilitat obtinguda amb els tres marcadors és relativament alta: 84,4% per al
marcador d’ADN mitocondrial huma (Humito), 84,2% per al marcador bovi (Bomito) i
87'9% per al marcador porci (Pomito) (Taula 2.17). La detecci6 mitjangant els
iniciadors humans té una baixa especificitat: 41,1% ja que detecta 9 mostres de les 19
mostres bovines analitzades, 12 de 19 mostres d’aus i 22 de 35 mostres porcines
(Taula 2.19). La resta de marcadors: el bovi i el porci, tenen una especificitat del 87% i

90,1% respectivament (Taula 2.17).
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Taula 2.19 Resultats obtinguts de I'analisi de les mostres amb els diferents marcadors d’ADN
mitocondrial.

ADN mitocondrial

Origen Humito Bomito Pomito
Huma 38/45 5/35 4/36
Bovi 9/19 16/19 3/18
Aus 12/19 2/26 1/27
Porci 22/35 5/31 29/33
Num. mostres 118 111 114

2.3.5 Models predictius

Per a efectuar els models predictius de la contaminacio6 fecal a I'aigua s’ha utilitzat
un total de 136 de les 144 mostres analitzades per diferents marcadors. S’han eliminat

aquelles mostres, que havien estat analitzades amb menys de 3 d’ells.

Un dels objectius d’aquest treball és la comparacié de métodes moleculars per a
la deteccié de la contaminaci6é fecal. La deteccié del gen de la proteina esp d’Ent.
faecium precisa d’un cultiu i enriquiment previ a I'extraccié de 'ADN. L’analisi d’aquest
marcador de la mostra crua per PCR no serveix per a la determinacié de l'origen ja
que només s’ha detectat en dues mostres: una humana i una porcina (Taula 2.18). Per
tant s’han eliminat aquests dos analisis per a la realitzacié dels models. El marcador
CF193 tan sols ha detectat com a positiva una mostra d’aus. Per aquesta rad, també

s’ha prescindit d’ell per a la realitzaci6é dels models.

El models predictius s’han realitzat a partir de 136 mostres:
— 49 mostres humanes
— 21 mostres bovines
— 29 mostres d’aus

— 37 mostres porcines

i 8 marcadors:

— marcadors del grup Bacteroidetes: HF134, HF183 i CF128
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— Bif. adolescentis i Bif. dentium: ADO i DEN

— marcadors d’ADN mitocondrial d’humans, bovins i porcins: Humito, Bomito i

Pomito

2.3.5.1  Avaluacié dels marcadors considerant 4 origens de les mostres:

huma, bovi, porci i avicola.

S’ha anomenat els diferents origens numeéricament de manera que les mostres
d’origen huma es classifiquen al grup 1, les de bovins al grup 2, les d’aus al grup 3 i les

de porcins al grup 4.

A la figura 2.6 es mostra les correlacions absolutes entre les variables estudiades.
Existeix una bona correlacié entre HF134 i HF183; entre ADO i DEN; i entre CF128 i

Bomito. Pomito no correlaciona amb les altres variables.

Figura 2.6 Correlacié per regressio lineal entre els diferents marcadors analitzats.
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. Métode lineal LDA: Per a l'aplicacié d’aquest model s’ha utilitzat

78 de les 136 mostres analitzades. Ja que s’ha prescindit d’aquelles que no
han estat analitzades pels 8 marcadors escollits en aquest model. Utilitzant
aquest métode s’obté un 78,2% d’encert. CF128 presenta un elevat numero
de mostres negatives repartides entre els diferents grups. Si s’elimina el
marcador CF128 I'encert incrementa fins a un 79,5%. La matriu de confusio

d’aquest darrer métode és:
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Grup veritable

S’ha classificat al Grup 1 2 3 4
1 26 0 1 2

2 1 10 1 3

3 1 0 10 3

4 1 3 0 16

N Total 29 13 12 24

N correctes 26 10 10 16
Proporcio 0,897 0,769 0,833 0,667

N =78 N classificats correctes= 62 Proporcié Correcta= 0,795
1= Huma; 2=Bovi; 3= Avicola; 4= Porci

En aquest model el grup 4 (porci) és el que més penalitza ja que 8 mostres
resten mal classificades.

° Arbre de decisié: S’ha realitzat diferents arbres de decisio. Aquell

que ha mostrat un resultat més més optim s’ha obtingut utilitzant quatre
variables: Pomito, Bomito, ADO i DEN i ha mostrat un 70,6% d’encert. El

Kappa estadistic obtingut és de 0,582. L’arbre de decisi6é obtingut s’observa a
la figura 2.7.

Un altre arbre de decisi6 basat, també, en quatre variables (HF183,
ADO, Bomito i Pomito) té un encert major, del 71%. Tot i aixi la diferéncia no
sembla significativa.
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Figura 2.7 Arbre de decisi6 obtingut utilitzant els marcadors: ADO, DEN, Pomito i Bomito per a
determinar els diferents origens de contaminacié fecal. Deteccié negativa =0; detecci6 positiva
=1. Els valors 1, 2, 3 i 4 de l'interior dels globus corresponen als origens huma, bovi, avicola i
porci respectivament. La suma dels dos valors entre paréntesi representa el numero de
mostres que han donat aquest resultat. El primer valor sén aquelles mostres que amb el
resultat indicat s’han classificat correctament i el segon valor les que s’han classificat
incorrectament.

° Métode bayesia ingenu: Per la utilitzacio d’aquest métode s’ha
seleccionat les variables CF128, HF134, ADO i DEN i Humito, Pomito i

Bomito i s’obté un encert del 78%. Les variables més rellevants sén: ADO i

els tres marcadors mitocondrials, seguits de CF128 i finalment DEN i HF183.
No es pot eliminar cap variable sense disminuir el rendiment del model. La

matriu de confusié amb un kappa estadistic de 0,688 és:

Grup veritable

S’ha classificat al Grup 1 2 3 4
1 47 6 9 3

2 0 11 1 0

3 2 1 18 4

4 0 3 1 30

Total N 49 21 29 37

N correctes 47 11 18 30
Proporcié 0,897 0,769 0,833 0,667

N =136 N classificats correctes= 106 Proporcié Correcta= 0,78
1= Huma; 2=Bovi; 3= Avicola; 4= Porci
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. Métode de veins més propers K=2: Utilitzant aquest métode

s’obté un 75% d’encert quan es seleccionen els marcadors: CF128, HF134,
ADO, DEN, Bomito i Pomito. El Kappa estadistic és 0,649.

. Arbre de decisi®é donant un valor (no gquantitatiu) als resultat

perduts: Aquest arbre de decisi6é es diferencia dels altres perqué adjudica un
valor numéric als valors perduts o no analitzats. EI model tracta aquest valor
com si fos un resultat més. De manera que hi haura un resultat O (deteccid
negativa), un resultat 1 (deteccié positiva) i un resultat 2 (valors perduts).
Aquest arbre utilitza tres marcadors: ADO, Bomito i Pomito i s’obté un encert
del 74,3% i una estadistic Kappa de 0,6436, ambdés valors sén majors que

els obtinguts quan no es consideraven els casos perduts (Fig 2.8).

Figura 2.8 Arbre de decisioé obtingut amb les variables: ADO, Pomito i Bomito donant un valor
(2) a les observacions perdudes. Deteccidé negativa pel marcador =0; deteccié positiva pel
marcador =1; valor perdut =2. Els valors 1, 2, 3 i 4 de l'interior dels globus corresponen als
origens huma, bovi, avicola i porci respectivament. La suma dels dos valors entre paréntesi
representa el numero de mostres que han donat aquest resultat. El primer valor sén aquelles
mostres a les quals se'ls ha classificat correctament i el segon valor les classificades
incorrectament.

2.3.56.2  Avaluacié dels marcadors considerant huma respecte no huma.

Per a dur a terme aquests analisis s’ha classificat en el grup 0 les mostres

d’origen huma i en el grup 1 les mostres d’origen no huma.
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Les correlacions significatives entre les variables estudiades mostren resultats
similars als que s’han obtingut en l'avaluacié dels 4 origens diferents (Figura 2.9).
Existeix una bona correlacié entre HF134 i HF183; entre ADO i DEN; i entre CF128 i

Bomito. L’ADN mitocondrial porci no correlaciona amb les altres variables.

Figura 2.9 Correlacié per regressioé lineal entre els diferents marcadors analitzats.
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. Métodes lineal LDA i quadratic QDA, estimacié de I'error per
LOOCV: El millor model lineal LDA s’ha obtingut quan s’ha eliminat la

variable Humito. D’aquesta manera es passa de 78 a 81 mostres analitzades

pels 7 marcadors que es tenen en compte en aquest model. Amb les
variables HF134, ADO, DEN, Bomito i Pomito s’ha obtingut un encert de
88,9%. Amb el model quadratic s’arriba al 90,1% d’encert. No s’ha obtingut
cap combinacié de menys de 5 marcadors que mostri un més bon rendiment.

La matriu de confusi6 per al model quadratic és:

Grup veritable

S’ha classificat al grup 0 1
0 26 5

1 3 47

N total 29 52

N correcte 26 47

Proporcioé 0,897 0,904

N =81 N classificats correctes = 73 Proporcié Correcta = 0,901

0= Huma 1= No huma
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82

. Arbre _de decisi6: En aquest cas s’ha utilitzat el total

d’observacions (n=136). L’arbre optim que s’ha obtingut avaluant els diferents
marcadors és el que utilitza: ADO, HF183 i Pomito i s’observa a la figura
2.10. Aquesta altre, mostra un encert del 87,5% (Kappa estadistic=0,7324).
Un altre arbre utilitzant 4 marcadors: ADO, DEN, Bomito i Pomito té un encert
de 85,3%.

Figura 2.10 Arbre de decisié obtingut utilitzant els marcadors: ADO, HF183 i ADN
mitocondrial de porci per a detectar contaminaci6 humana o no humana. Detecci6
negativa =0; detecci6 positiva =1. Els valors 0 i 1 a I'interior dels globus corresponen a
un origen huma i no huma respectivament. La suma dels dos valors entre paréntesi
representa el numero de mostres que han donat aquest resultat. El primer valor sén
aquelles mostres que amb el resultat indicat s’han classificat correctament i el segon
valor les que s’han classificat incorrectament.

. Meétode bayesia ingenu: Amb aquest métodes s’ha obtingut
utilitzant 4 variables (ADO, HF183, Bomito i Pomito) un encert del 86,2%.

Utilitzant una variable més (ADO, DEN, Humito, Bomito i Pomito) s’encerta el

89% dels assajos.

. Métode de veins propers (k=3): En aquest cas també s’ha

utilitzat les 136 mostres analitzades i s’ha obtingut un encert del 88,2% amb
les variables ADO, HF183 Bomito i Pomito (estadistic Kappa =0,747). La

matriu de confusié obtinguda és:
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Grup veritable

S’ha classificat al grup 0 1
0 42 9

1 7 78

N total 49 87

N correcte 42 78

Proporcioé 0,857 0,898
N =136 N classificats correctes = 120 Proporcié Correcta = 0,882
0= Huma 1= No huma

. Arbre de decisié6 donant un valor (no quantitatiu) als resultat
perduts (métode PART): Un dels arbres obtinguts estableix 4 regles

encadenades utilitzant les variables ADO, Bomito, Pomito i HF183 per aquest

ordre, encerta el 89% dels casos. Un altre arbre utilitzant els marcadors ADO
i Pomito classifica correctament el 85,3% de les mostres (Kappa estadistic de
0,681). L’arbre es mostra a la Figura 2.13.

Figura 2.13 Arbre de decisi6 obtingut utilitzant els marcadors: ADO i ADN mitocondrial de porci
per a detectar contaminaci6 humana o no humana i donat un valor (2) als valors perduts.
Deteccio negativa =0; deteccio positiva =1 valors perduts =2. Els valors 0 i 1 a linterior dels
globus corresponen a un origen huma i no huma respectivament. Tal com s’ha indicat, els

valors entre paréntesi corresponen a mostres classificades correctament i incorrectament
respectivament.
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2.4 Discussio

Els marcadors HF134 i HF183 proposats com especifics de contaminacié fecal
humana i CF128 i CF193 proposats com especifics de remugants han estat definits a
partir de marcadors moleculars que no havien estat préviament cultivats (Bernhard,
A.E. et al, 2000a; Bernhard, A.E. et al, 2000b). Per tant, poden tenir com a diana

especies de Bacteroides que no han estat cultivades ni identificades.

S’ha comprovat la similitud dels iniciadors amb les seqiéncies dipositades al
Ribosomal Data Project (http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp). S’ha obtingut que HF134
identifica una unica espécie cultivada: Bacteroides dorei aillada de femtes humanes i a
834 espécies que no han estat cultivades. HF183 presenta la mateixa similitud amb B.
dorei i amb 930 espécies no cultivades. CF128 també presenta una total similitud amb
una sola espécie cultivada: B. barnesiae i 60 espécies no cultivades. En canvi, CF193

no presenta similitud amb cap seqléncia dipositada a la base de dades.

Experimentalment, s’ha pogut detectar B. thetaiotaomicron i B. vulgatus amb el
marcador HF134 i la soca tipus B. fragilis i la seva soca RYC 2056 amb el marcador
CF128.

Els iniciadors de Bacteroidetes han estat ampliament utilitzats en estudis de
deteccié de I'origen de la contaminacio fecal a l'aigua (Ahmed, W. et al, 2007; Boehm,
A.B. et al, 2003; Bower, P.A. et al, 2005; Field, K.G. et al, 2003; Gawler, A.H. et al,
2007; Gilpin, B. et al, 2003; Griffith, J.F. et al, 2003; Noble, R.T. et al, 2006). La
sensibilitat i 'especificitat obtinguda a I'analitzar diferents mostres en diferents arees
geografiques amb aquests marcadors es reflecteixen a la taula 2.20. En la majoria dels
casos s’observa una elevada sensibilitat i especificitat, tot i que existeix una important

variabilitat entre els estudis.

El resultat observats en aquest estudi difereixen significativament dels reportats
en la majoria d’altres estudis (Taula 2.20). S’ha observat una molt més baixa
sensibilitat en tots els marcadors de Bacteroidetes (Taula 2.17). Cal tenir en compte
que en la majoria d’ells les mostres analitzades han estat femtes de diferents origens i

no aigua residual. La microbiota observada pot ser lleugerament diferent.
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Taula 2.20 Sensibilitat i especificitat dels marcadors de Bacteroidetes en les diferents arees
geografiques estudiades.

anfl?tr: da Autor Marcador Mostres Sensibilitat Especificitat
Oregon (EUA) Field et al. 2003 HF134 contaRri’rL:inat 100% 100%

N?E[f:;‘a Lamandella etal. 2006 HF134 seF;ﬁ;Sfjs 40% (10)  93,2% (177)

Australia Ahmed et al. 2008 HF134 Femtes 97,3% (52) 95,5% (155)
Franca Gourmelon et al. 2007 HF134 Femtes 84% (44) 69% (86)

Catalunya Aquest estudi HF134 AR 30% (40) 80,56% (72)
Oregon (EUA) Field et al. 2003 HF183 contaRrirL:inat 70% 100%
Oregon (EUA) Bernhard et al. 2000b HF183 Femtes 20-85% 85-100%
Oregon (EUA) Bernhard et al. 2000b HF183 AR 100% 100%

Nebraska Lamandella et al. 2007 HF183 Fosses 40% (10)  99.4% (177)
(EUA) séptiques

Australia Ahmed et al.2008 HF183 Femtes 100% (52) 100% (155)
Beélgica Seurinck et al. 2005 HF183 Femtes 86% 100%
Franca Gawler et al. 2007 HF183 Femtes 100% 91,1%
Irlanda Gawler et al. 2007 HF183 Femtes 88% 100%
Portugal Gawler et al. 2007 HF183 Femtes 75,9% 95,6%

Regne Unit Gawler et al. 2007 HF183 Femtes 80% 100%

Catalunya Aquest estudi HF183 AR 50% (40) 71,23% (73)

Oregon (EUA) Field et al. 2003 CF128 Contgr‘#inat 100% 89%

Oregon (EUA) Bernhard et al. 2000b CF128 Femtes 100% 73%

Llac Michigan Bower et al. 2005 CF128 AR 100% 93%
(EUA)

N‘(*E[fAsya Lamandella et al. 2006 CF128 Femtes 96% (101)  90,2% (82)
Francga Gawler et al. 2007 CF128 Femtes 100% 75,6
Irlanda Gawler et al. 2007 CF128 Femtes 100% 95,6%
Portugal Gawler et al. 2007 CF128 Femtes 100% 40,8%

Regne Unit Gawler et al. 2007 CF128 Femtes 100% 80%

Catalunya Aquest estudi CF128 AR 26,3% (19) 100% (95)

Oregon (EUA) Bernhard et al. 2000b CF193 Femtes 100% 70%

N?E[f:;‘a Lamandella etal. 2007 CF193 Femtes 90% (101)  91% (82)

Francga Gourmelon et al. 2007 CF193 Femtes 95% (44) 100% (86)
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Dins el marc del desenvolupament del projecte ICREW (Gawler, A.H. et al, 2007)
(http://www.icrew.info/) es va analitzar els marcadors HF183 i CF128 a quatre paisos
de la Uni6é Europea. La sensibilitat del marcador HF183 varia entre el 75,9% (Portugal)
i el 100% (Franca) i I'especificitat esta en tots els casos per sobre del 90% (Taula
2.20). A Catalunya s’ha observat una sensibilitat i una especificitat bastant més baixa
del 50% i del 71,2% respectivament (Taula 2.17).

El marcador CF128 presenta una sensibilitat del 100% en totes les arees
geografiques analitzades. En aquest estudi s’ha detectat una sensibilitat bastant baixa:
del 26,32%. L’especificitat d’aquest marcador és molt variable entre 95,6% (Franga) i

40,8% (Portugal), i en les mostres preses en aquest treball és del 100% (Taula 2.20).

Quan s’analitza el marcador HF134 s’obté, també, una menor sensibilitat per les
mostres d’aquest estudi (30%) que en altres arees estudiades per diferents autors
(Taula 2.20).

La diversitat de la microbiota intestinal depén de la dieta (Satokari, R.M. et al,
2002), de l'edat (Hopkins, M.J. et al, 2002; van Tongeren, S.P. et al, 2005), de la
localitzacié geografica (Lay, C. et al, 2005) i de I'estat de salut dels individus (Eckburg,
P.B. et al, 2005). Uns iniciadors dissenyats a partir de mostres ambientals en una
determinada area geografica poden presentar diferent eficiéncia quan s’apliquen en
altres arees geografiques. Una sensibilitat dels iniciadors molt més baixa a les mostres
preses a Catalunya que a la resta dels territoris pot ser deguda a diferéncies entre la
microbiota intestinal. Un Unic estudi, dut a terme a Nebraska, presenta uns resultats
similars pels indicadors humans amb una sensibilitat del 40% per ambdés marcadors
(Lamandella, R. et al, 2007). En aquest cas s’analitzen mostres provinents de fosses

septiques.

Les condicions utilitzades en [I'amplificaci6 d’aquests iniciadors van ser
comunicades personalment per la Dr. Field K.G. Quan s’han analitzat les condicions
utilitzades en altres estudis s’ha vist que en alguns casos es realitza una segona PCR
per tal de millorar la deteccié (Field, K.G. et al, 2003; Noble, R.T. et al, 2006) o s’ha
modificat el programa de PCR (Gourmelon, M. et al, 2007). Aquestes variacions

metodoldgiques podrien millorar la sensibilitat de deteccid.

El marcador CF193 va ser descartat en un estudi per altres autors ja que s’obtenia
una elevada variabilitat amb diverses bandes d’ADN de diferents mides (Bower, P.A. et
al, 2005). Un altre estudi va utilitzar una variant de liniciador CF193 definit a la

bibliografia (Bernhard, A.E. et al, 2000b), i per tant, diferent a I'analitzat en aquest
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estudi (comunicacio personal Field, K.G.) obtenint uns resultats similars als que havien
obtingut utilitzant el marcador CF128 (Gourmelon, M. et al, 2007). Els resultats
obtinguts en aquest estudi confirmen que liniciador CF193 original no presenta

I'especificitat i sensibilitat adequades.

Les especies Bifidobacterium adolescentis i Bif. dentium han estat identificades en
la microbiota intestinal de forma global (Matsuki, T. et al, 2002; Satokari, R.M. et al,
2001a; Suau, A. et al, 1999) i han estat descrites com a indicadors de contaminacio
fecal humana a laigua. Es van descriure técniques de deteccié basades en una
hibridacié colonial per Bif. adolescentis (Lynch, P.A. et al, 2002) o hibridacié sobre
I’ADN amplificat per Bif. dentium (Nebra, Y. et al, 2003). La PCR multiple ADO-DEN
facilita la deteccidé d’aquestes espécies de manera simultania. Aquest métode de MST
ha estat aplicat a nivell europeu en 5 paisos Regne Unit, Franga, Suécia, Xipre i
Catalunya. Es va obtenir una sensibilitat i una especificitat similars als obtinguts en

aquest estudi (Taula 2.21).

Taula 2.21 Comparaci6 dels resultats obtinguts de la PCR ADO-DEN.

Sensibilitat Especificitat
ADO DEN ADO DEN
Bonjoch et al. (2004) 100% (22) 77,3% (22) 84,2% (19) 89,5% (19)
Blanch et al. (2006) 93,7% (114) 55% (114) 70,5% (116) 90,5% (116)
Aquest estudi 95,6% (45) 64,4% (45) 74,3% (74) 91,8% (74)

La deteccio per PCR multiple ADO-DEN déna una bona capacitat de discriminacié
de l'origen de la contaminacié fecal entre huma i no huma a les arees geografiques
analitzades. Caldra combinar-la amb altres marcadors per abastar més origens

diferents i incrementar el percentatge d’encert.

El gen esp d’Ent. faecium és un gen de soques d'Enterococcus que presenten
certa patogeneitat i que, per tant, presenten una baixa o moderada, perd variable
incidéncia a la poblacié: del 0-78% (Whitman, R.L. et al, 2007). La incidéncia
incrementa quan s’analitza aigua residual provinent d’'una poblacié humana més gran.
Sense la concentracié de la mostra, cultiu i enriquiment previ no hi ha suficient
concentracié del gen per a ser detectat amb la técnica de PCR. L’analisi de la proteina
esp d’Enterococcus faecium mitjangant la reaccié de PCR directament sobre I'aigua
crua és inviable com a marcador molecular de MST. Una de les avantatges dels

métodes moleculars és la rapidesa de l'analisi prescindint del cultiu requerit en les
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técniques tradicionals i per tant, no pot ser utilitzat com a tal. Caldria desenvolupar una
PCR-Q que fos suficientment sensible com per poder detectar els nivells baixos del

gen en aigues residuals.

Quan es segueix la metodologia descrita amb enriquiment previ (Scott, T.M. et al,
2005) s’obté una sensibilitat del 76,9% i una especificitat del 68,18%. La sensibilitat
descrita per I'autor era del 97% en aigua residual i un 100% d’especificitat (Scott, T.M.
et al, 2005). Un altre estudi a la mateixa area revela un 93,1% de sensibilitat i
interferéncies amb mostres de gossos i gavines (Whitman, R.L. et al, 2007). En aquest
estudi s’ha detectat aquest marcador en totes les mostres de porcs obtingudes d’'una

mateixa granja i en una mostra de femtes de bestiar bovi.

Els resultats positius descrits en porcs, podrien ser deguts a la inespecificitat del
marcador en I'area geografica estudiada. La distribucié geografica d’aquest marcador
ha estat analitzada a partir d’estudis de diferents autors. S’ha analitzat a la zona dels
grans llacs (EUA i Canada) (Jenkins, M.J. et al, 2005) i s’ha aplicat a I'estat de Georgia
(EUA) (McDonald, J.L. et al, 2006) i a Australia (Ahmed, W. et al, 2007) on s’ha

obtingut resultats semblants als del marcador HF134.

Per una altra banda, a Dinamarca es va realitzar un estudi per avaluar la
distribuci6 de la proteina esp en soques d’Ent. faecium i Ent. faecalis aillades
d’humans, de porcs i d’aus mitjangant PCR. L’iniciador revers que es va utilitzar, és el
mateix que s’ha utilitzat en aquest estudi per a detectar la proteina esp marcadora de
contaminacié fecal humana. Es va obtenir resultats positius en un 34,5% d’espécies
d’Ent. faecium aillades d’humans, en un 41,7% d’Ent. faecalis aillats, també, d’humans
i en un 8% d’Ent. faecalis de porcs (Hammerum, A.M. et al, 2002). Per tant, podria ser
que la reaccié de PCR no fos prou especifica per a detectar, només, contaminacio
fecal humana i hi hagués interferéncies amb mostres d’origen porci. Darrerament s’ha
questionat I'especificitat d’aquest marcador basat en el gen esp, ja que també s’ha
detectat en gossos i gavines tot i que en més baixa proporci6 que en humans
(Whitman, R.L. et al, 2007). S’ha observat que els serveis dels treballadors de la
granja de porcs, anaven a parar al tanc final d’'on s’han agafat tres de les mostres
positives pel marcador del gen esp. Per tant, la seva deteccidé es podria deure a

aportacions fecals humanes al tanc on es recollien les mostres.

Els marcadors d’ADN mitocondrial es presenten com una bona alternativa als
indicadors de l'origen de la contaminacié fecal a I'aigua. Les cél-lules intestinals tenen

un recanvi molt elevat i per tant se n’elimina una elevada quantitat al medi juntament

&9



Capitol 3: Diversitat del génere Bifidobacterium en aigies d’origen huma i animal

amb les femtes. Es calcula que hi ha al voltant d’1,1x10” copies d’ADN mitocondrial
per gram de femta (Caldwell, J.M. et al, 2007). La definici6 d'una PCR niuada
incrementa encara més la sensibilitat del métode. No es coneix, pero, la distribucio

geografica d’aquest marcador.

En el cas de la PCR niuada utilitzant els iniciadors especifics d’ADN mitocondrial
de porci, s’obté millors resultats en la primera amplificacié que no pas amb la segona.
Fruit de la segona amplificacid6 apareixen bandes de diferents mides que no
corresponen al control positiu de 'amplificacié. L'elevada sensibilitat de la técnica, fa
que hi hagi suficient material amplificat amb la primera PCR per a detectar el marcador

en les aigles residuals analitzades.

En aquest estudi s’ha obtingut una sensibilitat molt elevada pels tres hostes
analitzats: 84,4% pel marcador d’humans, 84,2% pel de bovins i 87,9% pel de porcins.
A més a més, els marcadors de bovins i porcins presenten una bona especificitat:
86,9% i 90,1% respectivament; s’assenyalen, per tant, com a bons indicadors de MST.
La deteccié d’ADN mitocondrial huma presenta una baixa especificitat del 41,1%. Pot
ésser deguda a la inespecificitat dels marcadors a la zona analitzada o que I'elevada
sensibilitat de la técnica (menys d’'un genoma per reaccié, 10-100 cél-lules per L),
(Martellini, A. et al, 2005) pugui detectar qualsevol aportacié de cél-lules humanes per

contaminacio de la mostra.

Els mateixos autors han definit una PCR multiple per a detectar simultaniament 4
origens diferents: huma, bovi, porci i ovi. Aquesta PCR presentava, perd, una menor
sensibilitat i especificitat i la possible amplificacié d’artefactes deguts a la formacié de
dimers (Martellini, A. et al, 2005). També s’ha definit una PCR-Q multiple que permet
quantificar a la vegada, contaminacié fecal humana, bovina i porcina amb una
sensibilitat del 83% i una especificitat del 100% (Caldwell, J.M. et al, 2007). Aquesta
técnica perd, presenta una sensibilitat tant gran que es va detectar entre 2-30x10*
copies d’ADN mitocondrial de bovi per gr de femta en individus que havien ingerit carn
de bovi 24 hores abans de fer I'analisi (Caldwell, J.M. et al, 2007). Per tant, una
sensibilitat tant gran pot donar falsos positius tot i que la quantitat va ser molt menor

que '’ADN mitocondrial huma.
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Els marcadors moleculars analitzats en aquest estudi en I'area geografica de

Catalunya ordenats de manera decreixent segons la sensibilitat i 'especificitat son:

Sensibilitat Especificitat
e  Bifidobacterium adolescentis . CF128
e ADN mitocondrial de porci . CF193
e  ADN mitocondrial d’huma . Proteina esp d’Ent. faecium'
e  ADN mitocondrial de bovi . Bifidobacterium dentium
e  Bifidobacterium dentium . ADN mitocondrial de porci
e HF134 . ADN mitocondrial de bovi
e HF183 . HF183
e CF128 . Bifidobacterium adolescentis
e Proteina esp d’E. faecium’ . HF134
e CF193 o ADN mitocondrial d’huma

'Deteccio de la proteina esp d’'Ent. faecium Unicament amb meétodes moleculars, ometent el
cultiu previ de la mostra.

Un assaig optim de MST no hauria de tenir reaccions creuades. Ara bé, no es pot
esperar que cap assaig tingui un 100% de sensibilitat i d’especificitat (Santo Domingo,
J.W. et al, 2007). Seria important establir el nUmero minim de casos que cal analitzar

per tal d’establir uns nivells correctes de classificacio.

Tot i que alguns dels marcadors moleculars analitzats presenten una elevada
sensibilitat i especificitat, cap d’ells assegura un 100% d’encert. Aixd va fer que es
valorés la possibilitat de desenvolupar models predictius amb combinacions d’ells.
S’ha analitzat diferents models predictius utilitzant el minim nimero de marcadors
possibles per incrementar al maxim la possibilitat d’encert. Els resultats obtinguts
mostren, que els métodes numeérics utilitzats també sén un factor determinant en la
fiabilitat del model. A la taula 2.22 i 2.23, segons si es consideren els quatre origens de
les mostres o huma i no huma, es facilita una relacié dels possibles models predictius

amb les variables que utilitzen i el percentatge d’encert.

Els métodes numérics descarten per ells mateixos les variables de més incertesa
com son la deteccié del gen esp d’Ent. faecium especific d’humans i el marcador de
Bacteroidetes CF193.

Amb cap combinacié d’aquests métodes no podem classificar al 100% I'origen de
la contaminacié fecal a I'aigua. Els models predictius amb els quals s’obté un major

percentatge d’encert son els que utilitzen tots els marcadors utilitzats. Mitjangant el
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Taula 2.22 Models predictius per I'avaluacié dels marcadors considerant tots els origens fecals
analitzats: huma, bovi, d’aus i porci.

Nam. % d’encert Valor Kappa
marcadors

Meétode estadistic Marcadors utilitzats

HF134, HF183, ADO, DEN,

0,
LDA Humito, Bomito i Pomito 79,5%
Arbre de decisio ADO, DEN, Bomito i Pomito 70,6% 0,582
Arbre de decisio ADO, HF183, Bomito i Pomito 71%
L HF134, CF128, ADO, DEN, o
Bayesia ingenu Humito, Bomito i Pomito 78% 0,688
R . , HF183, CF128, ADO, DEN, 75%
Métode de veins més proper 6 Humito, Bomito | Pomito 0,649
. ez . 0,
Arbre de decisio considerant 3 ADO, Bomito | Pomito 74,3% 06436

casos perduts

metode lineal LDA s’obté un 79,5% d’encert perd cal mesurar 7 marcadors moleculars:
ADO, DEN, Bomito, Pomito, Humito, HF134 i HF183. Si disminueix el niumero de
marcadors moleculars utilitzats disminueix el percentatge d’encerts. L’arbre de decisio
que considera com a resultats també els casos perduts utilitza només 3 marcadors
(ADO, Bomito i Pomito) i s’obté un 74,3%. L’estadistic kappa mostra un acord moderat

en I'arbre de decisié que utilitza les variables ADO, DEN Bomito i Pomito. Mentre que

Taula 2.23 Models predictius per I'avaluacié dels marcadors considerant origen huma i no
huma.

Métode estadistic Num Marcadors utilitzats % d’encert Kapp a
marcadors estadistic
LDA 5 HF134, ADO, QEN, Bomito i 88.9%
Pomito
QDA 5 HF134, ADO, D_EN, Bomito i 90.1%
Pomito
Arbre de decisio ADO, HF183 i Pomito 87,5% 0,7324
Bayesia ingenu HF183, ADO, Bomito i Pomito 86,2%
Bayesia ingenu ADO, DEN i Bomito 89%
Veins més propers HF183, ADO, Bomito i Pomito 88,2% 0,747
. ey . 0,
Arbre de decisi6é considerant ADO, HF183, Bomito i Pomito 89%
casos perduts
Arbre de decisi6é considerant ADO i Pomito 85.3% 0,681

casos perduts
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en els altres models realitzats en que ha pogut ser calculada mostres un acord dels

resultats entre moderat i bo.

Quan simplement es vol discriminar entre origen huma i no huma, s’aconsegueix un major
percentatge d’encert assolint el 90,1% d’encert quan s’utilitzen 5 marcadors i s’analitzen amb el
model quadratic (Taula 2.23). Avaluant els 3 marcadors: ADO, DEN i Bomito es pot obtenir un
89% d’encert quan s’utilitza el métode Bayesia ingenu. El major encert amb el minim nimero de
marcadors s’obté quan s’utilitza ’arbre de decisié que considera els casos perduts com a resultats, i
que detecta els marcadors Bif. adolescentis i Pomito amb un 85,3% d’encert. Els estadistics kappa
obtinguts també s6n majors mostrant en tots els casos un acord moderat-bo entre els resultats

observats i esperats.
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Introduccié

3.1 Introduccio

A la Introduccié general (Apartat 1.3) s’exposa extensament la importancia del
génere Bifidobacterium com a part de la microbiota autoctona de I'intesti huma i altres
animals de sang calenta (Chevalier, P. et al, 1991) i de la seva possible rellevancia
com a indicador de MST. Algunes caracteristiques fisiologiques d’aquests génere com
I'anaerobiosi estricta i la demanda d’un nombre elevat de requeriments nutricionals
han dificultat la universalitat de les seves espécies, el que s’ha manifestat amb una
especiacio als intestins dels diferents hostes. Bif. adolescentis, Bif. bifidum, Bif. breve,
Bif. catenulatum, Bif. angulatum i Bif. dentium sb6n espécies que han estat associades
habitualment a I'aparell digestiu d’humans. D’altres s’han relacionat amb la microbiota
intestinal d’animals com per exemple Bif. pullorum i Bif. gallinarum que han estat
descrites en pollastres; Bif. merycicum i Bif. ruminantium en el rumen bovi i Bif.
choerinum en porcs (Biavati, B. et al, 2006). A la taula 1.4 es mostra una relaci6 de les
diferents espécies del génere Bifidobacterium i els diferents origens on han estat
detectades. Aquest fet ha justificat la utilitzacié d’aquest génere com a possible
tracador dels origens de la contaminacio fecal a I'aigua (Mara, D.D. et al, 1983; Nebra,
Y. et al, 2003; Resnick, |.G. et al, 1981).

Tot i que existeixen inconvenients deguts a les dificultats del génere, darrerament
hi ha un aprofundiment en I'ecologia i la identificacié de Bifidobacterium spp. pel gran
impuls que han suposat les técniques moleculars tal i com ja s’ha exposat al capitol 1.
No obstant, encara hi ha una manca de coneixement sobre les condicions necessaries
per a cultivar la majoria de microorganismes del medi ambient (Muyzer, G. et al, 1998).
Moltes espécies poden no créixer en els medis descrits, i pot haver-hi desviacions en
funcié de la facilitat en créixer amb determinats requeriments (Charteris, W.P. et al,
1997). Per tant, els recomptes en medis selectius i diferencials no tenen perquée

reflectir la diversitat ni la composicié de la microbiota d’'un determinat ambient.

L’analisi de les poblacions mitjangant técniques moleculars, també mostra algunes
limitacions, com la preséncia de falsos negatius i una possible amplificacidé esbiaixada
de les poblacions; perd pot reflectir de manera més exacta la diversitat real del medi.
Aquestes técniques contrasten amb els métodes tradicionals d’identificacié d’espécies,
basats majoritariament en la identificacié de caracteristiques fenotipiques com soén els
tests bioquimics, microscopics i el creixement en medis selectius. Aquests métodes
sén habitualment llargs i laboriosos i poden presentar una baixa reproductibilitat (Youn,
S.Y. et al, 2008).
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El major coneixement del génere Bifidobacterium ha mostrat els beneficis que
aporta al seu hoste, com la produccié de vitamines, certa activitat anticancerigena o
I'estimulacié del sistema immune i ha impulsat el seu Us com a probiodtic (Biavati, B. et
al, 2006). Aixo ha estimulat I'estudi de metodes més especifics i més reproduibles que
les técniques tradicionals per a la detecci6 i identificacié del génere i de les diferents
especies que el conformen (Suau, A. et al, 1999; Ventura, M. et al, 2004). S’ha
dissenyat iniciadors especifics i sondes d’ADN per tal de poder identificar el génere
Bifidobacterium, mitjangant: PCR (Delcenserie, V. et al, 2005; Kaufmann, P. et al,
1997; Mangin, |. et al, 1995), PCR-Q (Vitali, B. et al, 2003) i hibridacié colonial
(Kaneko, T. et al, 1997; Kaufmann, P. et al, 1997).

Altres estudis s’han beneficiat de les técniques moleculars per a poder identificar i
detectar a nivell d’espécie, i fins hi tot de soca. S’han dissenyat iniciadors especifics de
diferents espécies i aixi s’ha pogut estudiar la distribucié d’aquestes en les femtes
d’adults (Matsuki, T. et al, 1999) i d’infants (Sakata, S. et al, 2005) i la composicio
d’aliments probiotics (Ventura, M. et al, 2001). També s’ha utilitzat per aquest proposit,
la identificaci6 d’espécies amb sondes especifiques mitjancant la técnica FISH
(Takada, T. et al, 2004). Aquestes técniques perd, precisen del coneixement de les
sequliéncies per a poder dissenyar els iniciadors i les sondes, i encara no es coneix, ni
es té accés a les seqiiéncies géniques de totes les espécies. Ultimament s’ha
questionat I'eficacia i I'especificitat d’algunes de les PCRs descrites per a identificar
diferents espeécies de Bifidobacterium. Un estudi recent ha avaluat 37 jocs d’iniciadors
descrits per identificar espécies del génere i només 10 d’ells han mostrat I'especificitat
esperada (Youn, S.Y. et al, 2008). Altres autors han analitzat tant mostres humanes
com animals utilitzant tres jocs diferents d'iniciadors especifics del génere
Bifidobacterium. La capacitat de deteccié del génere ha estat diferent segons els
iniciadors usats, és a dir no s’ha obtingut els mateixos resultats a I'analitzar una

mateixa mostra (Lamendella et al. 2008).

S’han definit altres técniques per a poder identificar espécies de Bifidobacterium
com son els perfils d’ADN obtinguts per rep-PCR (BOX, ERIC, (GTG)s i REP) (Masco,
L. et al, 2003; Ventura, M. et al, 2003) o I'analisi de fragments amplificats de restriccio
d’ADN ribosomal (ARDRA) (Ventura, M. et al, 2001). Un altre estudi va analitzar
mitjancant perfils de PFGE la diversitat de soques aillades del lumen i de I'epiteli del
cec de porcs (Simpson, P.J. et al, 2003). Aquestes técniques permeten identificar
especies, perd és necessari I'aillament previ de les soques i per tant hauran de poder

ser cultivades.
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Per altra banda, existeixen les técniques d’analisi de comunitats microbianes.
Aquestes técniques aporten un perfil genétic caracteristic de la poblacié d’'una mostra

ambiental, i per tant, permeten poder avaluar la seva diversitat i complexitat.

En el capitol 1 s’ha introduit les principals técniques d’analisi de comunitats
microbianes: LH-PCR i T-RFLP, i DGGE i TGGE que permeten, a partir d'un producte

amplificat, separar els diferents géneres o espécies que la conformen.

La T-RFLP i la LH-PCR s6n técniques facilment automatizables ja que el producte
digerit amb enzims de restricci6 d’'una PCR és analitzat mitjangant un sequenciador
automatic d’ADN. D’aquesta manera es va separant els diferents fragments obtinguts
segons la mida. Finalment, s’obté un perfil que mostra les molécules d’ADN
caracteristiques de cada mostra en funcié de la seva longitud. Aquesta técnica permet
la caracteritzacié genética d’'una poblacio, perd no permet la identificacié de les
especies que la conformen. Per aixd, cal la creacioé d’'una biblioteca de clons a partir de
I'extraccio de 'ADN que caldra analitzar amb la mateixa técnica, per tal de poder
associar el perfil de cada clon al de la mostra. La técnica de T-RFLP ha estat utilitzada
per a caracteritzar les poblacions microbianes de Bifidobacterium spp. que es troben a
les femtes d'infants (Sakata, S. et al, 2005). Per tal de poder caracteritzar les
bifidobacteries presents a les femtes, es va realitzar paral-lelament a I'analisi amb T-
RFLP la deteccid per PCR de diferents espécies amb iniciadors especifics. Es va
relacionar la detecci6 positiva o negativa d’aquestes especies amb els perfils obtinguts
(Sakata, S. et al, 2005), pero aixd no significava que un determinat pic representés

aquella espécie.

Altres técniques utilitzades per a la caracteritzacié de les comunitats, sén 'analisi
d’amplificats d’ADN amb gels de gradient desnaturalitzant fets o amb substancies
quimiques (DGGE) o amb temperatura (TGGE). Aquestes técniques han estat
ampliament utilitzades en ecologia microbiana, de manera que s’han utilitzat per a
conegixer les comunitats tan diferents com les que conformen ambients molt diversos
com soén I'aparell bucal (Fujimoto, C. et al, 2003), la microbiota simbiont en esponges
marines (Li, Z. et al, 2007) o consorcis microbians degradadors de fuel (Vifias, M. et al,
2005).

L’estudi de les comunitats mitjancant la detecci6 en gels de gradient
desnaturalitzant ha estat una de les técniques que ha anat evolucionant paral-lelament
a la creixent introducci6é dels aliments probidtics a la dieta diaria. El que ha permés
poder caracteritzar-ne la composicié. S’ha dissenyat diferents iniciadors per a

identificar espécies de Lactobacillus i Bifidobacterium presents en aliments probiotics i
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s’han assajat diferents condicions per a detectar-les mitjangant DGGE (Fasoli, S. et al,
2003; Temmerman, R. et al, 2003; Theunissen, J. et al, 2005; Walter, J. et al, 2001).

També s’ha utilitzat aquestes técniques, per a poder caracteritzar i observar els
canvis de la microbiota en general de I'aparell digestiu d’humans (Donskey, C.J. et al,
2003; Walter, J. et al, 2001; Zoetendal, E.G. et al, 2004) o més especificament
analitzant el génere Bifidobacterium (Favier, C.F. et al, 2003; Nielsen, D.S. et al, 2003;
Satokari, R.M. et al, 2001a; Satokari, R.M. et al, 2001b; Vaughan, E.E. et al, 2000;
Zoetendal, E.G. et al, 1998). En altres casos s’ha aplicat aquesta técnica per a I'estudi
de la microbiota d’alguns animals com porcs (Simpson, J.M. et al, 1999), remugants
(Kocherginskaya, S.A. et al, 2001) i pollastres (van der Wielen, P.W. et al, 2002).

L’anadlisi mitjangcant [Ielectroforesi amb gels de gradient desnaturalitzant
d’'amplificats de la reacci6 de PCR, és un métode rapid de separacid fisica de
sequéncies d’ADN que difereixen en petits canvis com sén substitucions, delecions o
insercions de nucledtids. Permet la deteccié de fragments d’ADN de la mateixa mida

perd amb diferent seqiiéncia.

Aquesta técnica consisteix en una separacié per electroforesi dels amplificats
d’ADN utilitzant gels de poliacrilamida que incorporen un gradient, creixent, de
substancies desnaturalitzants, com son la urea i la formamida (DGGE) o incrementant
la temperatura a mesura que avancga l'electroforesi (TGGE). Mentre la molécula va
avancgant pel gel, van incrementant les condicions d’astringéncia de manera que quan
un domini de desnaturalitzaci6é assoleix una determinada posicié en el gel de gradient
es produeix un canvi d’estat de la molécula. El domini perd I'estructura de doble helix i
passa a una sequéncia parcialment desnaturalitzada (Fig. 3.1). Aquest canvi de
conformaci6é produeix una disminucié de la mobilitat electroforetica de la molécula
(Muyzer, G. et al, 1996; Myers, R.M. et al, 1987). Les seqliiéncies amb diferents
dominis de desnaturalitzacié es desnaturalitzen a diferent posicié del gel, i per tant

mostraran un diferent patré de migracié.

La localitzacié de les bandes esta lligada a la formacié d’aquests dominis. La
posicié final dependra de la naturalesa de la molécula, de I'escala del gradient

desnaturalitzant i de la duracié del camp electroforétic.

La urea i la formamida son I'equivalent a I'efecte de desnaturalitzacié produit per un
increment de la temperatura. Aixi, quan un domini presenta un elevat contingut en
adenines i timines, precisara una més baixa temperatura o concentracié d'urea i

formamida per desnaturalitzar-se que amb un major contingut de guanines i citosines
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(G+C). La velocitat de migracié disminuira abans i per tant assolira una posici6 més

proxima a la part superior del gel.

Figura 3.1 Esquema de la técnica d’electroforesi en gels de gradient desnaturalitzant.
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Finalment s’obté un perfil de bandes indicatiu de la diversitat microbiana que
constitueix la mostra (Fig 3.1). Es pot aconseguir una visi6 completa de la poblacié
extraient les bandes aillades, reamplificant-les i seqlienciant-les. També es pot
estudiar un gel complet usant sondes especifiques per a identificar les bandes
d’interés (Muyzer, G. et al, 1993) o fer un estudi estadistic de I'estructura de la

comunitat estudiada segons la posicio i intensitat de les bandes.

La DGGE permet, per ella sola, detectar un 50% de les possibles modificacions
de les seqiieéncies d’ADN de 500 pb de la comunitat. Aquest percentatge es pot
incrementar fins a practicament un 100% quan s’afegeix a les molécules una
seqiiéncia rica en guanines i citosines (Myers, R.M. et al, 1985b; Myers, R.M. et al,
1985a). Aquest fragment és de dificil desnaturalitzacio i evita que les dos cadenes
d’ADN es separin totalment. Per tant es pot afegir una seqiiéncia amb unes 30-50 GCs
a I'extrem 5’ d’'un dels dos iniciadors que sera coamplificada i per tant introduida a la
molécula d’ADN.

Aixi que, la DGGE és una técnica que permet I'estudi de la complexitat espaial i
temporal d’'una comunitat microbiana present en una mostra fins al nivell d’espécie,
tant de cél-lules cultivables com no. | a la vegada, permet la seva identificacid
mitjancant una seqiienciacié o una hibridacié. Es una técnica rapida i facil, tot i que
laboriosa, que permet I'analisi simultani de varies mostres. El fet de que la separacio
sigui a partir de la composicioé de la seqiiéncia i no de la mida d’aquesta, fa que tingui

més capacitat de discriminacié que no pas la T-RFLP.
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La utilitzacié d’aquesta técnica presenta certes limitacions, tant associades a I'is

de técniques moleculars com d’altres intrinseques a la propia técnica.

Les limitacions associades a la utilitzacié de técniques moleculars s’han comentat
breument en el capitol 2. Algunes estan associades als meéetodes d’extracci6 d’ADN
com: I'extraccié diferencial del material genétic de les espeécies presents a la mostra
per diferent resisténcia als tractaments de lisi segons el microorganisme o la
incapacitat d’extreure substancies que poden inhibir la posterior reaccié de PCR, com
sén substancies humiques o exopolisacarids bacterians (Muyzer, G. et al, 1998).
D’altres estan associades a la reacci6 de PCR, com lexisténcia d’amplificacions
esbiaixades per una major preferéncia dels iniciadors per determinades seqiiéncies.
Aquesta desviacio es pot deure a una menor amplificacié de seqiéncies amb un elevat
contingut de GCs, a una mala separaci6é durant el procés de desnaturalitzacio, a una
variacié de la mida i el numero de copies del gen en diferents espécies o a la possible
formacié de quimeres (Reysenbach, A.L. et al, 1992; Suzuki, M.T. et al, 1996; Wang,
G.C. et al, 1997). També s’ha detectat que pot influir-hi les condicions de PCR, com
so6n el numero de cicles d’amplificacié i la temperatura d’hibridacié (Sipos, R. et al,
2007). Amplificacions esbiaixades de la poblacio, repercutiran en els diferents perfils

de la DGGE que poden reflectir petites desviacions de la composicio real de la mostra.

La possible formacié d’heteroduplex pot influir amb una sobreestimacié de la
diversitat present a la mostra. Aquestes molécules es poden formar per la re-hibridacio
de productes de PCR desnaturalitzats (Suzuki, M.T. et al, 1996). D’aquesta manera es
pot obtenir 4 bandes (dos homoduplex i dos heteroduplex) enlloc de les dues que

correspondrien a les dues sequéncies (Muyzer, G. et al, 1998).

Existeixen també, certes limitacions intrinseques de la técnica (Muyzer, G. et al,

1998), com que:

—La DGGE permet la deteccié de fragments d’ADN de 500 pb (Myers,

R.M. et al, 1985b), aix0 limita la informacié del gen que pot ser analitzada.

— Tedricament, amplificats d’ADN amb diferent composicié nucleica, es
col-locaran en diferents posicions del gel, perd, o degut a que no s’ha optimitzat
prou bé el gradient o perque simplement, diferents seqiéncies presentin els
mateixos dominis de desnaturalitzacié, es pot obtenir bandes uUniques que

representin diferents organismes.

—A la vegada, quan s’analitza un gen que presenta varies copies en un
mateix organisme, com és el cas del 16S ARNr, es pot obtenir diferents bandes

per una mateixa espécie. Aixi per exemple el niumero de copies de l'operd
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ribosdmic varia entre 1 i 15 segons l'espécie, el génere o la familia. En el
génere Bifidobacterium el nombre de copies oscil-la entre 2 i 5 copies
(Candela, M. et al, 2004), per tant, si hi ha alguna diferéncia entre els diferents

operons, es pot obtenir diferents bandes per la mateixa espécie.

—La técnica de la DGGE, no permet detectar tots els microorganismes
presents a la mostra. Generalment aquesta técnica detecta les espécies
predominants en una comunitat. En un estudi es va veure que mitjancant la
DGGE es podia detectar del 90 al 99% de les diferents molécules d’ADN
amplificades (Zoetendal, E.G. et al, 1998). Es a dir que un amplificat que tingui
una preséncia menor al 1-10% del total de la mostra, pot no ser detectat amb

aquesta técnica.

Tot i les limitacions que pot tenir aquesta técnica reflecteix de manera més
aproximada la composicié de la microbiota d’'una comunitat, que no pas les técniques
que precisen del cultiu. En un estudi es va analitzar paral-lelament, productes
probiotics que contenien bifidobacteris mitjangant técniques dependents de cultiu
(diferents medis selectius i identificacié de les colonies amb BOX-PCR) i independents
de cultiu (DGGE). Les técniques dependents de cultiu van detectar Bifidobacterium en
un 70,7% de les mostres, en canvi, amb la DGGE es va detectar al 96,5% de les

mostres analitzades (Masco, L. et al, 2005).

La diferent distribucié de les espécies del génere Bifidobacterium entre hostes, la
capacitat de discriminacié a nivell d’espécie de les técniques d’analisi de comunitats
aplicades en I'analisi de probiotics i de I'aparell digestiu, han fet pensar en la possible
utilitzacié d’aquestes técniques per a poder detectar I'origen de la contaminacié fecal a

l'aigua.

Les comunitats del grup Bacteroides-Prevotella i de Bifidobacterium spp. de
l'aigua residual han estat analitzades mitjancant les técniques de LH-PCR i T-RFLP i
es va observar que hi havia diferencies entre aigua residual de diferents origens
(Bernhard, A.E. et al, 2000b). Es va detectar que efectivament, els perfils obtinguts en
'analisi de femtes humanes i de vaques eren diferents, i per tant es podia utilitzar com
a técnica per al MST. Com ja s’ha comentat, un dels principals problemes d’aquesta
técnica, és la dificultat de poder identificar les espécies que formen un determinat

perfil, cosa més facilment realitzable amb la DGGE.
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La DGGE també ha estat utilitzada per a detectar I'origen de la contaminacié fecal
a l'aigua, en aquest cas, pero, detectant diferéncies genétiques en E. coli associades
als diferents hostes (D’Elia, T.V et al, 2007).

En aquest estudi s’ha volgut aplicar I'analisi mitjangant DGGE d’amplificats
especifics de Bifidobacterium per a detectar I'origen de la contaminacio fecal. Ja que el
génere Bifidobacterium es mostra com a un bon tracador de MST i que aquesta
técnica, a més de poder caracteritzar les mostres, permet la identificacié dels

microorganismes que constitueixen el perfil.
Atenent a aquests precedents, els objectius plantejats en aquest treball han estat:

1. Definir un analisi de DGGE especific del génere de Bifidobacterium que
permeti fer una valoracié qualitativa de les poblacions de Bifidobacterium spp.

presents a l'aigua residual de diferents origens.

2. Obtenir patrons genétics que permetin distingir l'origen de la
contaminacié fecal a I'aigua residual d’humans i d’altres origens com porci,

avicola o bovi.

3. Caracteritzar i identificar les soques corresponents a les bandes
majoritaries obtingudes dels diferents perfils. Associar unes determinades

soques a un determinat origen.

4. Recuperacio de les espécies relacionades amb les bandes majoritaries

en mostres d’aigua residual de diferents origens.
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3.2 Materials i Metodes

3.2.1 Disseny experimental

A la figura 3.2 es mostra un esquema de I'analisi experimental dut a terme en
aquestes estudi. S’ha utilitzat la técnica de la DGGE per avaluar la diversitat de
Bifidobacterium spp. present en 'aigua residual de diferents origens: huma, bovi, porci
i avicola. Aquesta técnica ens permet tan l'avaluacié de patrons diferencials que
permeten discernir I'origen com I'analisi de la microbiota dels diferents hostes.
L’existéncia de patrons diferents entre origens, i homogenis entre mostres d’igual
procedéncia, permetrien I'aplicaciéo de la técnica en si per al MST. A la vegada, la
identificacié de les bandes corresponents a les diferents espécies, permeten tenir un
major coneixement del génere. Una vegada identificades les espécies majoritaries i
exclusives d’'un determinat origen s’ha valorat la seva recuperacié a partir del medi.
Per aixd, coneguda la seva seqliéncia, s’han dissenyat sondes especifiques per tal de

poder-les aillar mitjangant la técnica d’hibridacio colonial.

Figura 3.2 Disseny de I'experiment realitzat per a I'estudi de les comunitats de Bifidobacterium
a l'aigua residual de diferents origens.
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3.2.2 Soques de referéncia, medis de cultiu i condicions de

creixement

S’ha utilitzat les soques tipus obtingudes de Deutsche Sammlung von

Mikroorganismen (DSM) com a controls i espécies de referencia (Taula 3.1):

Taula 3.1 Soques del génere Bifidobacterium utilitzades en aquest estudi.

Espécie Soca Espécie Soca
Bif. adolescentis DSM 20083" Bif. indicum DSM 202147
Bif. angulatum DSM 20098" Bif. longum ssp. infantis DSM 20088"
Bif. animalis ssp. animalis DSM 201047 Bif. longum ssp. longum DSM 20219"
Bif. animalis ssp. lactis DSM 20223 Bif. magnum DSM 202227
Bif. asteroides DSM 20089" Bif. merycicum DSM 64927
Bif. bifidum DSM 20456" Bif. minimum DSM 20102"
Bif. boum DSM 204327 Bif. pseudocatenulatum DSM 204387
Bif. breve DSM 20213" Bif. pseudolongum ssp. DSM 20092"
globosum
Bif. catenulatum DSM 69927 Bif. pseudolongum ssp. DSM 20099"
pseudolongum
Bif. choerinum DSM 20434" Bif. pullorum DSM 20433"
Bif. coryneforme DSM 20216" Bif. ruminantium DSM 6489"
Bif. cuniculi DSM 20435" Bif. saeculare DSM 65317
Bif. dentium DSM 20084" Bif. scardovii DSM 137347
Bif. gallicum DSM 20093" Bif. subtile DSM 20096"
Bif. gallinarum DSM 20670" Bif. thermophilum DSM 20210"

Aquestes soques, han estat mantingudes en aliquotes congelades a -80°C fins al
moment del seu Us. Per a la seva recuperacioé s’han descongelat i s’han cultivat en el
brou Reinforced Clostridium Mediu (RCM) (Annex |) (Oxoid, Hampshire, Anglaterra) en
una temperatura d’incubacié de 37°C, en tubs de vidre de 20 ml i en condicions

d’anaerobiosis durant 48 h.

El medi RCM ha estat utilitzat tant per a recuperar soques tipus congelades com
per obtenir un cultiu liquid de soques tipus i ambientals per a la posterior extraccio del

material genétic.
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Per al cultiu en placa de Bifidobacterium spp., tant de les soques tipus, com pel
recompte i l'aillament de soques de les mostres ambientals s’han utilitzat els medis

segulents:

— EI medi Columbia Blood Agar (CBA) (Difco, Le Pont de Claix, Franga) és
un medi ric que permet el creixement de la majoria de bacteris anaerobis
cultivables. El medi s’ha suplementat amb: glucosa (Panreac, Espanya) com a
font de carboni i cisteina (Merck, Darmstadt, Alemanya) com a font de nitrogen
essencial. La cisteina, a més a més, actua reduint el potencial redox del medi
evitant la formacié de productes toxics intermediaris de la reduccié de I'oxigen
(Annex ).

—El medi Beerens Agar és selectiu per les espécies del génere
Bifidobacterium. Representa una modificacié del medi CBA suplementat al que
s’ha afegeit acid propionic (Sigma, St. Louis, EUA). Finalment cal ajustar el pH
del medi a 5 (Annex ). L’acid propionic i una disminuci6 del pH, incrementa la
selectivitat del medi inhibint el creixement d’enterobactéries i altres bacteris
Gram positius com Enterococcus, Staphylococcus i Micrococcus (Beerens, H.,
1991).

—El medi Human Bifidobacterium Sorbitol Agar (HBSA) és un medi
selectiu pel génere Bifidobacterium i diferencial pels fermentadors de sorbitol
(Mara, D.D. et al, 1983). S’ha postulat que les especies fermentadores de
sorbitol sén especifiques d’humans, concretament Bif. adolescentis i Bif. breve
(Mara, D.D. et al, 1983) pel que es va definir aquest medi per tal de poder
distingir entre mostres d’origen huma i no huma. S'utilitza Tryptone Soy Agar
(TSA) com a base del medi a la que se li afegeix sorbitol (Sigma, St. Louis,
EUA) com a font de carboni. Com a fonts de nitrogen i d’'aminoacids, s’afegeix
polipeptona (BD, France), casaminoacids (Difco, Le Pont de Claix, Franca),
extracte de llevat i cisteina (Merck, Darmstadt, Alemanya). Aquesta ultima, com
s’ha esmentat, també col-labora en la reduccié del potencial redox del medi.
Els antibiotics polimixina B, acid nalidixic (Sigma, St. Louis, EUA) i sulfat de
kanamicina (Sigma, St. Louis, EUA) s’utilitzen com a agents selectius (Annex I).
El medi, conté bromocresol porpra (Merck, Darmstadt, Alemanya) que actua
com a indicador de pH, virant a groc quan les colonies fermentadores del
sorbitol acidifiquen el medi, permetent la seva diferenciaci6. Les coldnies que

no el fermenten presenten una coloracié blanca o transparent.
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El genere Bifidobacterium és anaerobi, i per tant el creixement d’aquestes soques
s’ha efectuat en un sistema GasPak (BBL, Hampshire, Anglaterra) amb Anaerocult A
(Merck, Darmstadt, Alemanya) per tal de crear una atmosfera reductora adequada. Les

condicions d’incubacio pels tres agars han estat a 37°C durant 48 h.

3.2.3 Mostres analitzades

Per a I'obtencié dels perfils de DGGE s’ha analitzat un total de 64 mostres d’aigua

residual de diferents origens. D’aquestes:

— 21 mostres corresponen a aigua d’origen huma obtingudes a partir d’aigua
d’entrada a 11 estacions depuradores d’aigua residual (EDARs); 19 mostres
obtingudes dins el territori catala i 2 obtingudes fora de Catalunya (a Franga i

Xipre)

— 19 mostres d’origen avicola provinents d’aigua residual de dos escorxadors

d’aus

— 24 mostres d’origen porci: 6 delles provinents d’aigua residual de dos
escorxadors on es sacrifica Unicament bestiar porci i 18 de la bassa
d’acumulacié dels purins de tres granges de porcs (dues situades dins I'ambit

catala i una tercera de Xipre)

— 13 mostres tenen origen bovi: 7 d’elles obtingudes a partir de 'aigua residual
de 5 escorxadors on principalment es sacrificava bestiar bovi i 6 mostres de

femtes de tres granges de bovi

Les mostres foren recollides en recipients de plastic estéril, transportades a 4°C i
processades en menys de 6 hores des de la seva obtenci6. A excepcio de les mostres
de fora de I'ambit catala que s’ha realitzat I'extracci6 d’ADN un cop arribades al

laboratori i s’han mantingut congelades fins al moment del seu Us.

3.2.4 Extraccio del material genétic

L’extraccié d’ADN de les soques tipus i de les soques aillades a partir de mostres
ambientals s’ha efectuat a partir d’'un protocol descrit préviament (Kellogg, D.E. et al,
1990). Per a cada soca tipus de la taula 3.1 i per les soques ambientals aillades
posteriorment, s’ha realitzat I'extraccié a patir d’1 ml de cultiu en brou RCM crescut
entre 24 i 72 h a 37°C en condicions d’anaerobiosis. S’han precipitat les cél-lules

mitjangant una centrifugacié a 14000 rpm durant 3 min. Per tal d’eliminar les restes del
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cultiu s’han rentat dues vegades en aigua destil-lada estéril. Les cél-lules, s’han
resuspés en 0,2 ml de solucié A (100 mM KClI, 2,5 mM de MgCl,, 10 mM Tris-HCI i un
pH de 8,3) (Annex 1) i 0,2 ml de la solucié B (2,5 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI, 1% de
Tween-20, 1% de Nonidet P40 i un pH de 8,3) (Annex Il). S’ha afegit una concentracio
de 120 mg/ml de proteinasa K (Merck, Darmstadt, Alemanya) a la barreja. Per tal de
permetre I'actuacié de I'enzim s’ha incubat a 55°C durant 1 h. Posteriorment s’ha afegit
0,2 ml de Matriu d’InstaGene (Bio-Rad, Hercules, EUA), que adsorbeix els productes
de la lisi cel-lular deixant lliure el material genétic, i s’ha mantingut 15 min més a 55°C.
Finalment s’ha inactivat la proteinasa mitjangant un xoc térmic a 100°C durant 8 min.
Per a separar la matriu InstaGene s’ha centrifugat la mostra 3 min a 14000 rpm. Quan
les extraccions havien de ser utilitzades en les 48 h seglients s’han mantingut a 4°C si
no, s’han conservat a -20°C fins al moment del seu Us. L’ultim pas de centrifugaci6,
s’ha realitzat préviament a 'amplificacié per PCR de la mostra per tal de precipitar les

restes cel-lulars.

Per a I'extraccio d’ADN de les mostres ambientals s’ha utilitzat el kit d’extraccié
QIAamprR DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanya) segons les instruccions del
fabricant. Aquest kit permet I'extraccié de substancies inhibidores de la reaccié de

PCR que poden estar presents a la mostra.

3.2.5 Amplificacio mitjangant la reaccié de PCR

En aquest estudi s’ha efectuat I'analisi de les espécies de Bifidobacterium de
laigua residual amb DGGE mitjangant I'analisi d’'un fragment del gen del 16S ARN
ribosdmic. Degut a la importancia de la seva funcié, aquest gen no ha acumulat un
elevat nombre de mutacions al llarg del temps. Per tant, presenta una seqiiéncia forca
conservada entre espécies cosa que permet la seva comparacié, perd a la vegada
conté regions variables caracteristiques de cada espécie que permet la seva
diferenciacié. En aquest estudi s’ha realitzat diferents reaccions de PCR: a) dues
amplificacions consecutives especifiques del génere Bifidobacterium per a la deteccio
amb gels de DGGE; b) amplificaciéo de les bandes extretes del gel; c¢) amplificacié

especifica de les soques aillades del medi per a la seva identificacié.

3.2.5.1  Amplificacio per a la deteccié mitjangant gels de DGGE

Per tal d’analitzar les mostres mitjancant la técnica de la DGGE, s’ha amplificat
'ADN utilitzant uns iniciadors que hibriden amb la majoria d’espécies del génere. El

fragment amplificat, perd, conté una seqiéncia amb prou diferéncies per a ser
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discriminades en un gel de gradient desnaturalitzant. S’ha realitzat dos amplificacions

consecutives: una primera utilitzant els iniciadors Lm26 i Lm3 (Kaufmann, P. et al,
1997) i una segona amb els iniciadors Bif164-f i Bif662-GC-r (Satokari et al, 2001;

Langendik et al, 1995), la sequéncia dels quals es mostra a la taula 3.2. Aquest ultim

iniciador conté una seqiéncia de 40 guanines i citosines per tal d’'introduir al fragment

d’ADN un domini amb una elevada temperatura de desnaturalitzacio.

Taula 3.2 Conjunt d’iniciadors utilitzats en aquest estudi per a 'amplificacidé especifica del gen

del 16S ARNTr.
Iniciador Seqiiéncia Diana Posicié
Lm26 5-GATTCTGGCTCAGGATGAACG-3 - . 15-35
Bifidobacterium spp.
Lm3 5-CGGGTGCTIFCCCACTTTCATG-3’ 1412-1432
27f 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ universals 8-27
1492r 5-TACGGTTACCTTGTTACGAC-3 1492-1510
Bif164-f 5-GGGTGGTAATGCCGGATG-3 164-181

Bif662-GC-r  5-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGG

GGGCACGGGGGGCCACCGTTACACCGGGAA-3’

Bif662-r 5-CCACCGTTACACCGGGAA-3’

Bifidobacterium spp. 662-679

662-679

¥La Inosina reconeix A, C,Gi T

Fruit de la primera PCR, s’obté un fragment de 1420 pb que és amplificat en la

segona PCR obtenint un producte final d’'unes 550 pb. Les condicions i els

programes d’amplificacid, descrits en estudis previs, es mostren a les taules 3.3 i

3.4.

Taula 3.3 Reactius i concentracions necessaries per a les reaccions de PCR utilitzades al llarg

d’aquest estudi.

Lm26/Lm3 27f/1492r Bif164-f/Bif662-GC-r
Reactiu Volum Concentraci6 Volum Concentraci6 Volum Concentracié
afegit final afegit final afegit final
Tampé 10x’ (Epp.) 5ul 1X S5l 1x S5l 1x
MgCl; (25mM) 1l 0,5 mM 3ul 1,5 mM
(Epp.)
dNTPs (25mM) 0,4 ul 200 uM 0,4 ul 200 uM 0,4 ul 200 uM
(Epp.)
Iniciadors (5mM) 3ul 0,3 uM 4l 0,4 uM 2l 0,2 uM
Taq polimerasa 0,4 ul 2U 0,5 ul 25U 0,3 ul 1,5U
(5U/ml) (Epp.)
ADN 2ul 2.ul 1l
H20 35,2l 34,1 36,3 ul
Volum Total 50 wl 50 ul 50 ul

500mM KCI, 100mM Tris-HCI pH 8,3 (25°C), 15mM MgClz, 1% Trité x10.
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Taula 3.4 Programes per a 'amplificacié mitjangant PCR per a cada parella d’iniciadors

Lm 26/Lm 3 27f11492r
94° C 2 min 94°C 5 min
r 94°C 1 min ¢ 94°C 1 min
35 cicles 67°C 3 min 35 cicles 55°C 1 min
' 72°C 4 min , ] 72°C 1 min 30s ,
72°C 7 min 72 7 min
Bif164-f/Bif662-GC-r Bif164-f/Bif662-r
94° C 2 min 94°C 5 min
1 94°C 1 min 1 94°C 30s
35 cicles 66° C 40 s 35 cicles 62°C 20 s
| 72°C 1 min | | 68°C  40s
72°C 5 min 68°C 7 min
4°C 0 4°C 0

Els productes d’ambdéds reaccions d’amplificacié s’han visualitzat en un gel

d’agarosa al 0,8 % en TBE 1X (Annex Il) en la primera PCR i al 2% en la segona.

3.2.56.2  Amplificacio de les bandes de DGGE

Per a poder identificar les bandes obtingudes dels gels de DGGE, una vegada
escindida la banda i extret ’ADN; abans de dur a terme la reaccié de seqlenciacio,
s’ha realitzat una amplificaci6 amb els mateixos iniciadors: Bif164-f i Bif662-r (Taula
3.2). En aquest cas s’ha prescindit de la cua de GCs en l'iniciador revers. S’ha afegit
la mateixa concentraci6é de reactius que s’havia addicionat per tal d’efectuar la reaccio
d’amplificaci6 amb els iniciadors per a I'analisi amb la DGGE (iniciadors Bif164-f i
Bif662-GC-r) (Taula 3.3). El programa d’amplificacio utilitzat és diferent i es mostra a la
taula 3.4.

3.2.5.3  Amplificacié de soques ambientals

Per tal de verificar la identitat de les soques aillades de mostres ambientals i que
han resultat positives per la hibridacioé colonial amb les sondes dissenyades a partir de
la banda de DGGE, s’ha recorregut a la técnica de seqlenciacié. Préviament a la
sequenciacié s’ha amplificat 'ADN extret de les soques mitjancant els iniciadors
Lm26/Lm3 o 27f/1492r. Aquest ultim parell d’iniciadors sén universals de manera que

hibriden amb la majoria d’eubacteris (Weisburg, W.G. et al, 1991; Langendijk, P.S. et
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al, 1995); per tant s’han utilitzat per tal d’identificar espécies que no han pogut ser
amplificades amb el joc d’iniciadors del génere Bifidobacterium (Taula 3.2). Les

concentracions i els programes d’amplificacio es detallen a les taules 3.3 i 3.4.

3.2.6 Electroforesi en gels de gradient desnaturalitzant

El producte de la reaccié de PCR amb els iniciadors Bif164-f i Bif662-GC-r s’ha
analitzat en gels de gradient desnaturalitzant per tal d’obtenir el perfil genétic d’'un
fragment del gen del 16S ARNr de la poblacié de Bifidobacterium present a l'aigua

residual.

3.2.6.1 Preparacio del gel de gradient desnaturalitzant

Els gels de gradient desnaturalitzant s’han realitzat amb poliacrilamida al 8% (p/v)
i amb un gradient desnaturalitzant d’'urea i formamida optimitzat a una concentracié del
45% a la part superior i 55% a la part inferior del gel. El 100% de formamida-urea s’ha

calibrat i definit a una concentracid 7 M d’urea i 40% de formamida deionitzada.

Per a realitzar el gel de gradient s’ha partit de dos solucions estoc la solucié 1 i la
solucié 2 (Annex Il). La solucié 1 incorpora una concentracié d’acrilamida al 8% (p/v)
(30% Acrilamida/Bis Solution 37°5:1 (2,6% C) (Bio-Rad, Hercules, EUA) amb tampo
TAE 1X (Annex Il). La soluci6 2 presenta igual concentracié d’acrilamida que la solucié
1 a la que s’ha afegit una concentracié 7 M d’urea (Fluka, Steinhem, Alemanya) i del
40% (p/v) de formamida deionitzada (Fluka, Steinhem, Alemanya). Per tant, la solucié
1 conté un 0% d’agents desnaturalitzants, mentre que la solucié 2 en conté un 80%.
Aquestes solucions s’han mantingut a 4°C i apartades de la llum fins a la seva
utilitzacié.

Per a la construccié del gel s’ha utilitzat el suport vertical de I'equip de Dcode™
Universal Mutation Detection System (Bio-Rad, Hercules, EUA), una cubeta formadora
de gradients linials (CBS Scientific Company, EUA) i una bomba peristaltica
(Amersham Pharmacia Biotech). A partir de les solucions estoc s’ha realitzat dues
solucions: la soluci®6 A amb una concentracié del 55% d’agents desnaturalitzants i la
soluci6 B amb una concentracié del 45% (Taula 3.5). Els agents polimeritzants de
I'acrilamida TEMED (N,N,N’;N’-tetrametiletilenediamina) (Fluka, Steinhem, Alemanya) i
persulfat amonic (APS) 10% (Bio-Rad, Hercules, EUA) (Annex IlI) s’han afegit en
ambdoés solucions. A la soluci6 amb una major concentracid6 de substancies

desnaturalitzants (solucié A) s’ha afegit 100 ul de tampéd de carrega (Annex Il) que
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permet verificar visualment la correcta formacidé del gradient del gel, mitjangant un

gradient de color.

Taula 3.5 Composici6 i concentracio de les solucions d’acrilamida utilitzades en la DGGE.

Solucié A (55%) Solucié B (45%) 0%
- o
Soluci6 estoc 1 (0% 4.38 ml 6.12 ml 5 mi
desnaturalitzant)
o o
Solucio estoc 2 (80% 9.62 ml 7.88 ml 0 ml
desnaturalitzant)
TEMED 14 ul 14l 5ul
APS 140 W 140 pl 50 ul
Tampo6 de carrega 100

La cubeta formadora de gradient consta de dos tubs: al tub A s’introdueix la
solucié d’acrilamida amb una major concentracié d’agents desnaturalitzant (solucié A) i
al tub B la més diluida (solucié B) (Figura 3.3). Proxim al tub A es situa l'orifici per on
surt I'acrilamida i circula per un tub amb I'ajut d’'una bomba peristaltica fins als vidres
del suport vertical on es construeix el gel. Una vegada s’han introduit les solucions a la
cubeta, s’obre una primera valvula que uneix els dos tubs i una segona que permet la
sortida de I'acrilamida. Mitjangant vasos comunicants, a mesura que surt la solucio
més concentrada (tub A), la soluci® menys concentrada (tub B) passa al tub A i va
diluint la soluci6 més concentrada. Un agitador magnétic facilita la barreja d’'ambdés
solucions. De manera que es va creant un gel amb un gradient de substancies
desnaturalitzants que va d’una concentracio del 55% a la part inferior, al 45% a la part
superior. El tampé de carrega que s’ha afegit a la solucié A mostra un gradient de color

que, igual que la concentracioé urea-formamida és més concentrat a la part inferior del

gel.

Per tal de facilitar la formacié dels pouets on es carrega 'ADN al gel, s’ha afegit, a
la part superior, una capa d’acrilamida al 8% (p/v) sense agents desnaturalitzants
(acrilamida 0%) (Taula 3.5).

Una vegada preparat el gel es deixa polimeritzar durant 2 hores a temperatura

ambient.

Els fragments d’ADN d’aproximadament 550 pb obtinguts de la PCR amb els
iniciadors Bif164-f i Bif662-GC-r, s’han separat mitjangant electroforesi. Les condicions
utilitzades han estat un voltatge constant de 85 V a una temperatura de 60°C durant
16 h (Satokari, R.M. et al, 2001a).
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Figura 3.3 Cubeta formadora de gradients amb els tubs A i B on s’hi afegeix les solucions
corresoponents; bomba peristaltica; i equip vertical de I'equip de Dcode™ Universal Mutation
Detection System (Bio-Rad).

Solucio  Solucio

'Bl | |AY

3.2.6.2 Visualitzaci6 i analisi dels perfils genetics

Els gels s’han tenyit amb una solucié de 20 ml de tampé TNE 1x (Annex Il) amb 4 pl
de SybrGold (Invitrogene, Eugene, EUA) per tal de visualitzar els patrons de bandes.
Després d’una incubacié de 45 min a temperatura ambient i en condicions de foscor,
s’ha eliminat 'excés de SybrGold banyant el gel en 500 ml de TNE 1X (Annex Il). Els
perfils de les comunitats microbianes s’han visualitzat mitjan¢ant un transil-luminador
amb llum ultraviolada (UV) i s’han fotografiat amb un equip ImageMaster (Amersham
Pharmacia Biotech). A la vegada s’ha digitalitzat la imatge del gel mitjangant un
scanner i el programa Quantity One 1-D analysis Software (Bio-Rad, Hercules, EUA).
La imatge digitalitzada s’ha analitzat amb el programa Fingerprinting Il (Bio-Rad,
Hercules, EUA) al Centre de Recerca en Seguretat Animal (CReSA) de la Universitat

Autdonoma de Barcelona.

3.2.7 Extraccio de les bandes de DGGE

Un cop visualitzats i catalogats els perfils obtinguts de les poblacions analitzades,
s’han escindit les bandes del gel i després de la seva amplificacié i purificacié han
estat seqlienciades. D’aquesta manera s’ha pogut identificar els bifidobacteris més
abundants que constitueixen les poblacions de l'aigua residual dels diferents origens

estudiats.
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Per a poder identificar les bandes s’ha il-luminat el gel amb la llum UV emesa per
un transi-luminador. Aquesta radiacié provoca lesions a I'ADN, aixi que per evitar
possibles danys de les bandes s’ha utilitzat una placa Light-converter (UV products).
Aquesta placa transforma la radiacié UV emesa pel transil-luminador en fluorescéncia
blava molt intensa. Per a poder observar les bandes s’ha utilitzat unes ulleres
protectores amb filtre especific que elimina I'excés de fluorescencia i permet observar
la llum emesa pel SybrGold. D’aquesta manera s’han pogut veure les bandes que

s’han escindit amb l'ajut d’un bisturi.

L’extraccié de 'ADN de les bandes del gel d’acrilamida s’ha realitzat utilitzant dos

protocols diferents:

e Els fragments d’acrilamida que contenen les bandes de DGGE s’han
incubat durant 16 h a 4°C en 50 ul d’aigua bidestil-lada estéril. Una vegada
centrifugades les mostres per tal de precipitar els residus d’acrilamida s’ha
utilitzat el sobrenedant com a motlle d’ADN per reamplificar-lo amb els
iniciadors Bif164-r/Bif662-f (Apartat 3.2.5.2).

e S’ha utilitzat el kit QIAEX Il Gel Extraction Kit (QIAgen, Hilden,
Alemanya)) seguint les instruccions del fabricant, d’aquesta manera
s’assegurava I'eliminacioé de I'acrilamida. S’ha obtingut un producte eluit en 20
ul de Tris-HCI 10 mM i pH 8.5 del que posteriorment s’ha utilitzat 2 ul per a la
reaccié de PCR (Apartat 3.2.5.2).

3.2.8 Reaccio de seqtienciacio

Préviament a la reaccié de sequienciacio, 'ADN extret de les bandes de DGGE i
amplificat amb els iniciadors Bif164-r/Bif662-f tal com s’ha detallat a I'apartat 3.2.5 ha
estat purificat. D’aquesta manera s’han eliminat els productes que poguéssin interferir
en la reaccié de sequenciacié. Amb aquesta finalitat s’ha utilitzat el kit QIAquik PCR
purification (QlAgen, Hilden, Alemanya) segons les instruccions del fabricant. Una
vegada comprovada la intensitat de les bandes mitjangant un gel d’agarosa 2% en

TBE 1X (Annex Il) s’ha realitzat |la reacci6 de seqlienciacio.

S’ha obtingut la seqliiencia d’ambdds cadenes de les bandes d’ADN del gel de
DGGE mitjancant el métode Sanger (Sanger, F. et al, 1977). Per aix0, s’ha utilitzat la
barreja Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied
Biosystems) que conté els nucledtids marcats i la Taq polimerasa en el tampd

adequat. Per a cada reaccio6 s’ha afegit 1 ul de la barreja, 1,6 ul dels iniciadors Bif164-f
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o Bif662-r (1 uM) i 1 ul de 'ADN purificat. La reacci6é s’ha enrasat a 10 ul amb aigua

destil-lada estéril. El programa d’amplificacié es mostra a la taula 3.6.

Taula 3.6 Programa per a la reaccié de seqienciacié de les bandes exiretes de la DGGE i
posterioment de les soques ambientals aillades.

96°C 10s

35 cicles 550C 5s
| 60°C 4 min

4°C o0

Un cop amplificades, les seqiiéncies han estat analitzades al Servei Cientifico-
Técnic, de la Universitat de Barcelona mitjancant un sequenciador automatic
d’electroforési capil-lar ABI PRISM 3700 (Applied Byosistems, Foster City, EUA).

Les soques ambientals positives per la hibridacié colonial de les diferents sondes,
també han estat identificades mitjangant aquesta reaccio de sequenciacié. S’ha utilitzat
el mateix protocol que per a la identificacié de les bandes de DGGE amb la diferéncia
que s’ha afegit 1,5 ul de Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit, ja

que els fragments analitzats s6n d’aproximadament 1500 pb.

3.2.9 Analisi de les seqtiencies ’ADN

Les sequiéncies obtingudes han estat analitzades fent Us del programa BioEdit
(Biological Sequence Alignment Editor versio 7.0.5.3) (Hall, T.A., 1999). Aquest
programa permet I'alineament de les seqiiéncies, aixi com la comparacié de cadenes

inversament complementaries.

S’ha estudiat la similitud de les seqliiéncies obtingudes amb aquelles seqiiéncies
dipositades al banc de dades GenBank utilitzant el programa BLASTN
(www.ncbi.nlm.nih.gov) (Wisconsin Package Version 10.2, Genetics Computer Group
(GCG), Madison, Wisconsin, EUA) (Altschul, S.F. et al, 1994) i la base de dades del
Ribosomal Database Project Il (http://rdp.cme.msu.edu/) (Wang, Q. et al, 2007).
D’aquesta manera s’han pogut identificar fins al nivell d’espécie les sequéncies
obtingudes de les bandes de DGGE.

Per a efectuar arbres filogenétics s’ha utilitzat el programa informatic MEGA 4
(Center for Evolutionary Functional Genomics, Tempe, USA) (Tamura, K. et al, 2007).

L’arbre filogenétic s’ha construit aplicant una matriu de distancies obtinguda amb

116



Materials & Métodes

I'algoritme de Jukes Cantor. La matriu de distancies s’ha analitzat mitjangant el métode

de veinatge (“neighbor-joining”) amb un “bootstrap” de 1.000 repeticions.

3.2.10 Disseny de sondes especifiques i recuperacié de soques

ambientals mitjangant hibridacio colonial

Un cop identificades les espécies del génere Bifidobacterium caracteristiques i
majoritaries dels diferents perfils de DGGE obtinguts, s’ha procedit a la recuperacio
d’aquestes espécies de les mostres ambientals. Per aixd, s’ha dissenyat sondes
especifiques de les espécies caracteristiques dels diferents origens. De les
sequéencies d’ADN obtingudes de les bandes de DGGE s’ha escollit com a
representatives aquelles bandes majoritaries, comunes a totes les mostres d’un mateix
origen fecal i exclusives de cada un dels diferents origens estudiats. Es a dir, aquelles
bandes que només es detecten en un determinat origen. Amb aquesta finalitat, s’ha
realitzat dos aproximacions diferents: a) Marcatge de les bandes de DGGE mitjangant

UTP-digoxigenina i b) Disseny de noves sondes a partir de les seqliéncies obtingudes.

3.2.10.1 Marcatge de les bandes de DGGE caracteristiques dels diferents

origens mitjangant UTP-digoxigenina

S’han amplificat per PCR amb els iniciadors Bif164-f i Bif662-r tal com s’ha
comentat en I'apartat 3.2.5 algunes de les bandes escindides dels gels i identificades
mitjangant sequlienciacié. Per a la reacci6 s’ha utilitzat la concentracié de reactius
detallada a la taula 3.3 amb I'excepcié de la barreja de nucléotids. En aquest cas, s’ha
afegit 1 ul d’una barreja que conté una concentracié de 10 mM dels nucleoétids: dATP,
dCTP i dGTP i 7 mM de dTTP, a més a més, s’ha afegit 3,5 ul del nucledtid UTP
marcat amb digoxigenina (UTP-Dig) (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanya). S’ha
afeqit 1 ul de I'extraccié d’ADN del gel. D’aquesta manera s’ha aconseguit el fragment
d’ADN d’'unes 500 pb que incorpora, en alguns llocs, UTP-Dig enlloc de dTTP i per tant

pot ser detectat utilitzant un anticds antidigoxigenina.

3.2.10.2 Disseny de noves sondes a partir de les seqiiencies obtingudes

Mitjangant un alineament amb el programa BioEdit (Biological Sequence
Alignment Editor versio 7.0.5.3) (Hall, T.A., 1999) de les seqiiéncies obtingudes al
identificar les bandes de DGGE, s’ha detectat una regi6 variable amb nucledtids

diferents per les sequéncies escollides. En aquesta zona s’ha dissenyat les sondes
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especifiques per a poder distingir entre les diferents espécies. El programa informatic
on line Primer3 (v.0.4.0) (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) s’ha
utilitzat per a analitzar la preséncia de possibles bucles i hibridacions internes de les
sondes definides. Les sondes han estat sintetitzades per la casa comercial Sigma (St.
Louis, EUA).

Les sondes obtingudes marcades amb digoxigenina s’han utilitzat per a detectar
les soques caracteristiques dels diferents origens mitjangant una hibridacié colonial de

mostres ambientals o de soques aillades a partir de mostres ambientals.

3.2.11 Recuperacio de soques ambientals del génere
Bifidobacterium caracteristiques dels diferents origens

estudiats

Per a I'analisi de mostres ambientals s’ha obtingut coldnies de Bifidobacterium
spp. crescudes en els medis selectius i diferencials: HBSA i Beerens (Apartat 3.2.2).
La hibridacio colonial s’ha realitzat sobre una membrana de nil6 Hybond N* carregada
positivament (Amersham, Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, Regne Unit) a la que
s’han transferit les colonies crescudes en els medis esmentats mitjangant un contacte
de membrana. O bé, s’han resembrat les colonies crescudes en aquest medis en
petites estries sobre el medi ric CBA (Apartat 3.2.2) i el contacte de membrana s’ha
realitzat sobre les soques crescudes en aquest medi. A continuacié, s’ha seguit amb el

procés d’hibridacié descrit en estudis previs (Nebra, Y. et al, 2002):
— Lisis cel-lular

a. La membrana de nild sobre la qual han estat transferides les colonies s’ha
col-locat sobre paper Whatman 3 MM saturat amb solucié de lisi (Tris-HCI
10 mM, sacarosa 250 mM, pH 7,5) a la que s’ha afegit lisozima (Merck,
Darmstadt, Alemanya) en una concentracié 5 mg/ml (100.000 U/gr) (Annex
II). S’ha incubat durant 1 h a 37°C per a permetre I'actuacié de I'enzim

sobre la paret de peptidoglica dels bifidobacteris.

b.  S’ha transferit la membrana sobre un nou paper Whatman 3 MM saturat
amb una solucié desnaturalitzant (0,1 M NaOH) (Annex Il) i s’ha incubat

durant 10 min a temperatura ambient.
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C. S’ha neutralitzat la membrana amarant un nou paper Whatman 3 MM amb
solucié neutralitzant (acetat sodic 0,1 M, pH 6) (Annex Il). S’ha incubat 2 h

a temperatura ambient.

d. Finalment s’ha rentat les restes cel-lulars amb solucié 2x SSC amb 0,1%

SDS (Annex Il) incubant a temperatura ambient durant 4 min.
e. S’ha assecat la membrana en un forn a 80°C durant 10 min.

f. L’ADN ha estat fixat mitjangant una lampada de llum ultraviolada (UV)

durant 4 min per la cara de les cél-lules i 2 min per la cara reversa.

Un cop fixat 'ADN o s’ha seguit amb el procés d’hibridacié o s’ha guardat la membrana

a 4°C embolcallada amb film transparent fins al moment de fer-ho.

— Hibridacio

g. Per a eliminar les restes cel-lulars s’ha fet dos rentats a 68°C durant 45 min
en una solucié 3x SSC amb un 0,1% de SDS (Annex Il). Seguidament s’ha
posat la membrana entre dos fulls de paper Whatman 3 MM i s’ha fet

pressio per tal de que les restes cel-lulars s’unissin al paper.

h.  S’ha prehibridat la membrana amb solucié d’hibridacié (Annex Il). La
prehibridacié s’ha realitzat en un forn d’hibridacié en agitacié (Robbins
Scientific Model 1000, Sunnyvale, EUA) durant 2-3 h a 60°C.

i. Posteriorment, s’ha substituit la solucié de prehibridacié per 10 ml de
solucié d’hibridaci6 que conté 25 ng/ml de la sonda marcada amb
digoxigenina. S’ha realitzat al forn d’hibridacié en agitacié durant tota la nit
a una temperatura adequada segons la temperatura d’hibridacié de la

sonda.

La banda de DGGE que incorpora UTP-Dig és un fragment d’'unes 500 pb de doble
cadena i per tant, s’ha realitzat un pas de desnaturalitzacié previ a la hibridacié. S’ha
bullit la sonda durant 10 min i posteriorment s’ha mantingut 10 min més en gel. Un cop

desnaturalitzada ja pot ser utilitzada per a la hibridacié.

— Deteccio de la sonda marcada

j- Per a eliminar I'excés de sonda, s’ha efectuat dos rentats un primer de 15
min i un segon de 30 min amb solucié 5x SSC amb SDS 0,1% a la mateixa
temperatura en que s’ha dut a terme la hibridacié. A continuacié s’ha fet

dos nous rentats, un de 15 min seguit d’'un segon de 30 min amb 2x SSC
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amb SDS 0,1% a temperatura ambient en un agitador horitzontal

(Certomat, B. Braun, Melsungen, Alemanya).

Per a la deteccio de la digoxigenina s’ha utilitzat el Kit de deteccié de digoxigenina

amb el substrat colorimétric de la fosfatasa alcalina NBT/BCIP (Roche Diagnostics,

Mannheim, Alemanya) tal com s’indica a les instruccions del fabricant:

k.

S’ha realitzat un rentat de la membrana durant 5 min amb soluci6 de rentat

(Annex Il) a temperatura ambient i en agitacio.

Per tal d’equilibrar la membrana s’ha incubat durant 30 min en tampé 2
(Annex Il), també a temperatura ambient i en agitacié. El tampd 2 conté
agent bloquejant (Roche Diagnostics) per tal de bloquejar la membrana i

evitar unions inespecifiques quan s’incubi amb I'anticos.

Seguidament s’ha incubat durant 30 min en les mateixes condicions i amb
tampd 2 al que s’ha afegit una concentracié 1:10.000 d’anticos
antidigoxigenina conjugat amb la fosfatasa alcalina (Roche Diagnostics,

Mannheim, Alemanya).

Per a eliminar I'excés d’anticos s’ha realitzat dos rentats de 15 min en

soluci6 de rentat (Annex Il) a temperatura ambient i agitacié.

S’ha equilibrat la membrana durant 5 min en tamp6 3 (Annex Il) en agitacio

a temperatura ambient.

Finalment s’ha incubat la membrana en una dilucié 1:50 del substrat
colorimetric de la fosfatasa alcalina, NBT/BCIP (Roche Diagnostics,
Mannheim, Alemanya), en tamp6 3 a temperatura ambient i en condicions
d’obscuritat un minim de 30 min. S’ha aturat la reacci6 afegint aigua sobre

la membrana.

3.2.12 Confirmacio de les soques ambientals “caracteristiques” dels

diferents origens

Les soques que han hibridat amb les sondes dissenyades s’han aillat en el medi

ric CBA. Mitjangant una estria en escocés s’ha verificat el cultiu pur i s’ha obtingut

creixement en el medi brou RCM per tal de dur a terme I'extraccié d’ADN. L’extraccio

dels acids nucleics s’ha realitzant seguint el protocol descrit a 'Apartat 3.2.4. Com s’ha

comentat en l'apartat 3.2.5.3, s’ha amplificat el gen del 16S ARNr d’aquestes soques

mitjangant els iniciadors Lm26/Lm3 especifics del génere Bifidobacterium o amb els
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iniciadors universals d’Eubacteria: 27f i 1492r (Taula 3.2) amb les condicions descrites
préviament (Taula 3.3 i 3.4). El fragment amplificat s’ha purificat i s’ha sequenciat
utilitzant els mateixos iniciadors amb que havien estat amplificats préviament
(Lm26/Lm3 o 27f/1492r) talment com es detalla a 'apartat 3.2.8.

Finalment s’ha estudiat la seva similitud amb les seqléncies dipositades al

GenBank i al Ribosomal Database Project Il (apartat 3.2.9).
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3.3 Resultats

3.3.1 Analisi de les soques tipus amb gels de gradient

desnaturalitzant

Préviament a I'analisi dels perfils de les comunitats presents a les aigiies residuals
s’ha estudiat el comportament en gels de gradient desnaturalitzant de les soques tipus
de Bifidobacterium spp. D’aquesta manera s’ha avaluat si el fragment del gen del 16S
ARNTr estudiat, presenta suficients diferéncies entre espécies per a ser observades
mitjancant la técnica de la DGGE, i si les condicions del gel i de I'electroforesi sén

idonies per a la seva separacié.

Mitjangant les dues PCRs consecutives utilitzades s’han amplificat totes les
espécies del génere excepte: Bif. animalis ssp. animalis DSM 20104", Bif. cuniculi
DSM 20435", Bif. gallicum DSM 20093", Bif. gallinarum DSM 20670" i Bif. magnum
DSM 20222". Les soques Bif. animalis ssp. lactis DSM 20223 i Bif. coryneforme DSM
20216" presenten una diferéncia d’'un nucledtid amb liniciador Bif164-f, pero tot aixi,
han estat amplificades amb les condicions utilitzades i visualitzades amb la técnica de
DGGE (carrils D i Q Figura 3.4 A i B).

Els perfils de DGGE obtinguts a partir de I'analisi de les soques tipus es mostren a
la figura 3.4. Algunes de les espécies del génere Bifidobacterium com Bif. subtile, Bif.
breve i Bif. pseudocatenulatum presenten una banda que assoleix una posicié en el
gel exclusiva d’aquestes, de manera que poden diferenciar-se clarament de la resta.
D’altres, pero, aconsegueixen la mateixa posicio tot i tenir diferent seqiiéncia d’ADN.
Aquestes seqliéncies, 0 bé presenten els mateixos dominis de desnaturalitzacio, o bé
caldria disminuir el rang de concentracié de substancies desnaturalitzants per obtenir

una major separacié i poder-les diferenciar.
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Figura 3.4. Analisi de les soques tipus de Bifidobacterium mitjancant un gel de gradient
desnaturalitzant amb un rang de concentracié del 45-55%.

Gel A. A: Bif. adolescentis; B: Bif. ruminantium; C: Bif. catenulatum; D: Bif. animalis ssp. lactis; E: Bif.
minimum; F: Bif. merycicum; G: Bif. subtile; H: Bif. longum; 1 Bif. longum ssp. infantis; J: Bif. saeculare; K:
Bif. pullorum; L: Bif. pseudolongum ssp. pseudolongum; M: Bif. scardovii .¢: marcador de pes molecular
PhiX 174 (Haelll fragments).

Gel B. M, Bif. scardovii; N, Bif. breve; O, Bif. bifidum; P, Bif. pseudocatenulatum; Q, Bif. coryneforme; R,
Bif. dentium; S, Bif. globosum; T, Bif. choerinum; U, Bif. angulatum; V, Bif. indicum; W, Bif. boum; X, Bif.
thermophilum; Y, Bif. asteroides. ¢: marcador de pes molecular PhiX 174 (Haelll fragments).

3 WA

B.

Mitjangant el programa Fingerprinting Il s’han agrupat les diferents espécies en
funcié de la localitzaci6 de les bandes (Fig. 3.5). Bif. boum, Bif. thermophilum i Bif.
indicum assoleixen la mateixa posicio a la part més inferior del gel, on la concentracio
de substancies desnaturalitzants és més elevada. Bif. angulatum, Bif. choerinum i Bif.
asteroides formen un mateix grup amb una banda que es posiciona una mica més

amunt que les tres anteriors. Les espécies Bif. pseudolongum ssp. globosum, BIf.
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coryneforme i Bif. bifidum també aconsegueixen la mateixa posicié. Bif. dentium, Bif.
scardovii, Bif. pseudolongum, Bif. pullorum i Bif. saeculare, es col-locarien dins un
mateix grup; Bif. dentium, sembla assolir una posicio lleugerament superior a la resta
que és dificil poder discernir si es degut a la naturalesa de la seqiiéncia o a la formacio
del gel. Quasi bé a la part superior s’hi troba el grup format per Bif. minimum, BIf.
animalis ssp. lactis i Bif. catenulatum. Finalment les dos subespécies de Bif. longum:
ssp. longum i ssp. infantis assoleixen igual posicio, juntament amb la primera de les
dues bandes de Bif. merycicum. El mateix s’observa per Bif. ruminantium que assoleix
la mateixa posici6 que la primera banda de Bif. adolescentis. Les espécies BIf.
adolescentis i Bif. merycicum presenten dues bandes el que indica la preséncia de

dues copies del gen del 16S ARNr amb diferent seqiiéncia nucleotidica.

Figura 3.5 Agrupacio de les diferents espécies tipus de Bifidobacterium en funcié de la
localitzaci6 de les bandes de DGGE.
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Un dels problemes dels gels de DGGE és que no existeix un marcador molecular
d’us corrent que permeti situar les bandes obtingudes, en aquest cas s’ha afegit el
marcador PhiX 174 (Promega, Madison, EUA) per tal de tenir una referéncia per a

poder comparar entre els diferents gels realitzats.
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3.3.2 Analisi de mostres d’aigua residual de diferents origens amb

gels de gradient desnaturalitzant

L’analisi mitjangant el métode de DGGE amb un rang de substancies
desnaturalitzants entre 45-55% ha mostrat ser un métode suficientment apte per a la
separacio de les diferents espécies que constitueixen el genere Bifidobacterium. Per
tant s’ha procedit a I'analisi de les comunitats de bifidobacteris presents a l'aigua

residual de diferents origens.

3.3.2.1  Analisi de mostres d’aigua residual d’origen huma

A diferencia de les soques tipus, les mostres ambientals presenten un perfil format
per varies bandes que representen les espécies més abundants que conformen la
mostra. S’ha constatat la preséncia d’'un perfil de bandes majoritaries bastant
homogeni que es repeteix en practicament les 21 mostres analitzades d’aigua
d’entrada a EDARSs, i per tant d’origen huma. El programa Fingerprinting Il ha permés
l'aliniament dels perfils obtinguts en diferents gels de DGGE. A la figura 3.6 es
comparen 20 dels 21 perfils obtinguts de I'analisi de mostres humanes, de manera que
s’observa una semblanca entre els diferents patrons obtinguts. Els perfils obtinguts
estan compostos per un maxim de 9 bandes. La variabilitat entre perfils sembla més,
deguda a variacions en la formaci6 del gradient de cada gel que no pas a la diversitat
de la mostra (de les mostres 14 a la 20, principalment). Aquestes variacions no s’han

pogut normalitzar amb el programa informatic Fingerprinting .

La mostra 1 i la mostra 5 han estat obtingudes fora de Catalunya, a Xipre i Francga
respectivament. En la mostra 1 s’observa un menor nombre de bandes, en canvi a la
mostra 5 s’observa una nova banda; tot i aixi apareixen la majoria de bandes
majoritaries. La manca d’alguna de les bandes majoritaries en certes mostres (per
exemple enla 1, 5, 6, 8, 9i 16) es pot associar a una menor diversitat de les especies
0 més probablement a la menor quantitat d’ADN que es veu reflectida per una menor

intensitat de la resta de les bandes.
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Figura 3.6 Perfils obtinguts de I'analisi de 20 de les 21 mostres d’aigua residual d’EDARs
analitzades. Els diferents perfils han estat alineats mitjangant el programa Fingerprinting II.
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3.3.2.2  Analisi de mostres d’aigua residual d’origen avicola

S’ha analitzat un total de 19 mostres analitzades obtingudes d’aigua residual
d’escorxador d’aus. S’ha observat a totes elles un mateix perfil de DGGE representat
per una sola banda. Aix0 indica una baixa diversitat del génere Bifidobacterium en
'aigua residual provinent d’escorxador d’aus, que estaria representada per una sola
especie (Fig 3.7). La banda obtinguda assoleix la mateixa posicié que el grup format
per les soques tipus: Bif. pullorum, Bif. saeculare, Bif. pseudolongum, Bif. scardovii i
Bif. dentium.
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Figura 3.7 Perfils obtinguts en I'analisi de 14 de les 19 mostres d’aigua residual d’escorxadors
d’aus analitzades. Els perfils han estat alineats mitjangant el programa Fingerprinting II.
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3.3.2.3  Analisi de mostres d’aigua residual d’origen porci

S’ha analitzat un total de 24 mostres d’origen porci, entre les quals s’hi inclouen
mostres de puri i mostres d’aigua residual d’escorxador. Tal com s’observa a la figura
3.8, les mostres de puri (marcades amb els simbols: A (granja A), ¢ (granja B) i ®
(granja C de Xipre)) presenten, en general, una elevada diversitat. Els perfils obtinguts
presenten un elevat nUmero de bandes que dificulta la definici6 d’'un patr6 més o
menys homogeni entre mostres tal com s’ha realitzat a I'analitzar les mostres d’aigua
residual d’origen huma i d’aus. L’analisi d’aigua residual d’escorxadors on es sacrifica
bestiar porci (marcat amb ®) mostra una menor diversitat que I'obtinguda a I'analitzar
les mostres de puri. L’alineament dels diferents gels en les condicions utilitzades amb
el programa Fingerprinting Il, no permet avaluar si la diferéncia entre bandes proximes
es deguda a diferencies de la formacié del gradient entre gels o variacions en la
diversitat de la mostra. Es pot observar, perd, algunes bandes comunes en la majoria
de mostres analitzades.
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Figura 3.8 Perfils obtinguts en I'analisi de les 24 mostres d’origen porci analitazades i alineades
mitjancant el programa Fingerprinting II.

A : : | &%
] T ] | : ;-:n m;
% : 3
L 5 = pan g
=
- T &
| =
S g E
- = a
: . 12 5
g 1 | 3
| Lo z
H : 5
&
b

3oad

B+ B + F #® + B B 8 > - B E » F x E F E - #
123 4 5 & T8990 1912138915 183 A7 1819 2021 22 .23 24

3.3.2.4  Analisi de mostres d’aigua residual d’origen bovi

En el cas de les mostres d’origen bovi, també s’ha analitzat mostres de diferent
naturalesa: 7 mostres obtingudes d’aigua residual d’escorxador on es sacrifica bestiar
bovi i 6 mostres de femtes. L’analisi dels perfils obtinguts assenyala una elevada
heterogeneitat entre mostres que no es veu associada al lloc d’obtencio. A la figura
3.9, existeixen mostres de femtes (marcades amb el simbol 4A) amb una baixa
diversitat de bifidobacteris mentre que és molt més alta en altres (mostres 7 i 11
versus 3 i 4). Les mostres obtingudes d’aigua residual d’escorxador (marcades amb el
simbol ®) també mostren aquesta heterogeneitat (mostra 2 versus mostra 6). Tot i aixi,
es poden observar algunes de les bandes que sén compartides en varies de les
mostres analitzades.
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Figura 3.9 Perfils obtinguts en I'analisi d’'11 de les 13 mostres d’origen bovi analitzades. S’han
alineat mitjancant el programa Fingerprinting II.
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3.3.2.5  Analisi de mostres d’aigua residual de diferents origens

Quan es compara mostres d’aigua residual de diferents origens analitzades en el
mateix gel, es a dir, sotmeses a igual condicions de gradient, es detecten diferéncies
entre els perfils. A la figura 3.10 es mostra I'analisi d’'un gel i en els carrils 1 i 2
s’observa la diversitat de bifidobacteris presents en aigua residual obtinguda d’una
granja de bestiar bovi. Els perfils que es mostren dels carrils 3 al 6 corresponen a
mostres del tanc d’acumulacié de purins de dos granges de porcs (carrils 3-5 de la
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granja A i 6 de la granja B). Dels carrils 7 al 10 els constitueixen mostres d’aigua
residual d’origen urba. Finalment als carrils 11 i 12 s’observa l'analisi de mostres
d’aigua residual d’escorxador d’aus. Per tant, mostres de diferents origens presenten
diferents perfils de DGGE entre les quals es pot distingir bandes exclusives de cada
origen.

Figura 3.10 Analisi de diferents mostres d’aigua residual de diferents origens. Carrils 1-2:

mostres d’origen bovi. Carrils 3-6: mostres d’origen porci. Carrils 7-10: mostres d’origen huma.
Carrils 11-12: mostres d’origen avicola.

Es dificil reproduir exactament les mateixes condicions de gradient entre gels
(Nakatsu, C.H., 2007). Aixd dificulta la comparacié dels perfils obtinguts entre les
mostres de diferents origens en gels diferents, ja que petites variacions entre gradients
dels gels, poden derivar a alteracions de les distancies entre bandes. L’analisi dels
perfils obtinguts mitjangant el programa Fingerprinting [l mostra en un arbre
fil-logenétic UPGMA amb index de Jaccard, la separacio d’alguns dels grups atenen a
I'origen de la mostra (Fig 3.11). Tant les mostres humanes com d’aus formen grups
ben diferenciats (les mostres humanes estan senyalades mitjangant el color lila i les
d’aus amb verd). En canvi les diferéncies sén més difuses quan es parla de mostres
d’origen bovi i porci (representades pel color groc i vermell respectivament), I'elevada
diversitat d’espécies d’algunes mostres, la heterogeneitat d’aquestes i diferéncies
entre gradients de gels dificulta la resoluci6 dels perfils.
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Figura 3.11 Perfils obtinguts de I'analisi de mostres de diferents origens alineats i classificats
en un arbre fil-logenétic UPGMA utilitzant el programa Fingerprinting Il (color lila: mostres
d’origen huma; verd: mostres d’origen avicola; vermell: mostres d’origen porci; groc: mostres
d’origen bovi).
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3.3.3 Identificacio de les bandes de DGGE de les mostres d'aigua

residual de diferents origens

Per tal de poder identificar les bandes de DGGE, s’ha utilitzat dos protocols

diferents per extreure 'ADN del gel d’acrilamida:

132

— El primer métode ha consistit, simplement en tallar i incubar les bandes en
aigua a 4°C durant tota una nit. Aquest protocol és facil i econdmic, perd no
han pogut ser amplificades totes les bandes que han estat extretes utilitzant
aquest métode. Aquest fet es deu, probablement, a una inhibicié de la reaccié
de PCR posterior a I'extraccioé de 'ADN, per la preséncia d’acrilamida residual a

I'extracte.

— Per tal de pal-liar aquest inconvenient s’ha utilitzat el Kit d’extraccié QIAEX
II. Aquest kit, ha permés una correcta extraccio i una posterior amplificacié de

totes les bandes obtingudes del gel de DGGE.
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3.3.3.1 Identificacio de les bandes de mostres d’origen huma

S’ha realitzat I'extraccié d’algunes de les 9 bandes del perfil tipic obtingut en les
mostres d’origen huma. S’ha observat que la banda que es localitza a la part superior
dels 6 perfils que es mostren a la figura 3.12, també apareix en la resta de mostres
humanes i animals i en les soques tipus analitzades. S’ha postulat que algunes
molécules, degut a determinades condicions, poden aconseguir conformacions
anomales o formar molécules heteroduplex. Aquestes estructures sén més inestables i
per tant es desnaturalitzen amb facilitat afectant 'avang pels porus d’acrilamida,
d’aquesta manera s’acumulen a la part superior del gel (Satokari, R.M. et al, 2001a).
Quan s’ha obtingut la sequéncia d’aquesta banda, s’ha observat, la preséncia d’'un
elevat numero de nucledtids que no han pogut ser identificats, fet que indicaria una
barreja de seqiiéncies que només poden ser identificats amb una clonaci6 prévia per

tal de separar-les.

Figura 3.12 Perfils tipics de DGGE obtinguts a partir de mostres d’aigua residual d’origen
huma. Es marquen les bandes que han estat identificades. Carril 1: soques tipus: Bif.
adolescentis i Bif. dentium. Carrils 2-7: mostres d’aigua residual d’origen huma.

Les bandes HM-A i HM-B coincideixen a la mateixa posicié que les dues bandes

observades per a la soca tipus Bif. adolescentis (Fig 3.12 carril 1). L’analisi d’ambdés
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seqiliéncies mostra que existeix un 100% de similitud amb la seqliéncia de diferents
soques de Bif. adolescentis dipositades al GenBank i al RDP. A la figura 3.13 es
mostra la distribucié de les bandes de DGGE identificades a partir dels diferents perfils
dels diferents origens en relaci6 a les diferents espécies de Bifidobacterium
dipositades a la base de dades RDP. La banda HM-B es troba en totes les mostres
analitzades i presenta una major intensitat que la banda HM-C, aquesta, en canvi,
només s’ha detectat en 15 de les 21 mostres analitzades. La seva abséncia esta més
associada a una baixa concentraciéo de material genétic de la mostra que no pas a la
inexisténcia de la banda, ja que la resta del perfil es visualitza a una més baixa

intensitat.

A la resta de bandes detectades en els perfils humans s’observa la preséncia de
bandes molt proximes entre elles. Aquest doble bandeig s’ha descrit en altres estudis i
s’ha associat a un avortament de l'elongacié durant la reaccié6 de PCR causat al
produir-se un bucle en la cua de GCs, resultant-ne dues molécules amb una petita
diferéncia en el comportament de migracié (Nubel, U. et al, 1996; Satokari, R.M. et al,
2001a). L'analisi de la banda HM-C revela un 100% de similitud amb seqléncies de
bacteris no cultivables dipositades a les dues bases de dades analitzades. La soca
tipus més propera és Bif. adolescentis amb un 98% de similitud (Fig. 3.13). HM-C
s’observa a tots els perfils obtinguts, mentre que la banda inferior associada a ella, en
16 dels 21.

S’ha observat que la banda HM-D presenta una seqiéncia d’ADN amb un 99% de
similitud amb l'espécie Bif. longum (Fig 3.13) tot i que no assoleix la mateixa posicio
(Fig. 3.4.B). La primera banda s’ha detectat en 18 de les 21 mostres analitzades i el

doble bandeig només en 6 d’elles.

La sequéncia obtinguda de l'extraccié de la banda HM-E, presenta un 98% de
similitud amb una soca no cultivada i I'espécie coneguda més proxima és Bif.
adolescentis, també amb un 98% de similitud (Fig 3.13). Aquesta banda es fa pal-lesa

a les 21 mostres i només en una no s’observa el doble bandeig.
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Figura 3.13 Arbre filogenétic classificant les bandes de DGGE seleccionades i les seqiiencies
de diferents Bifidobacterium spp dipositades a la base de dades RDP. Realitzat a partir d’'una
matriu de distancies obtinguda amb I'algoritme de Jukes Cantor analitzada mitjangant el
meétode de veinatge (“neighbor-joining”) amb un “bootstrap” de 1.000 repeticions.

B.saeculare

B.gallinarum
PL-b5-1460305
PL-53-160305

B.subtile
PlL-bd- 160305

B.pwiorum

B.scardovii

B.longurn by, suis
HM-E-b5-021205

PG-C-b&-250507

B.anguatum

B.menycicum
CW-C-b4-131205
CW-C-b8-250106

w|B.cafenulatum
B.psevdocatenuat um
= PG-F-b8-100507
4 e PG-F-b4-250507

sa | Boruminant ium
CW-A-b2-131205
HM-B-1313-160305
CwW-B-b10-211205
HM-C-b11-281205
HM-B-b2-160305
— B.adolescentis
HM-B-b12-160305
B.adolescentis2
HM-C-b4-021205
HM-G-b18-250506
S HM-A-B1-160305
HM-G-bé-021205
CW-B-b3-131205
B.boum

i

1+

B.t hermophilum

B.t hermacidophilum /fssp. porcinum
CW-F-b14-030407
PG-H-b&-140305
CW-F-124-281206
CW-E-B10-030407

B.breve
12 _|
[ e B.bifidum

B.gaollicum

of

B.dentium
B.magnum
B.cuniculi

5 B.longum/bv.infantis
24l B.animalisfssp.lactis

PG-G-DI10-100507

— B.osteroides

—— B.simiae

B.indicum
n -|
Il B.conneforme
— B.minimum
PG-A-b2-100507
PG-A-D5-250506
PG-A-b1-250106

B.crudilactis

T‘ B.psychraerophilum
PG-D-bé- 100507

71 PG-E-b7-100507
PG-B-02-250106
PG-H-b&-250106
PG-B-b4-250506
Gardnerella vaginalis

———
0oz

135



Capitol 3: Diversitat del génere Bifidobacterium en aigies d’origen huma i animal

3.3.3.2  Identificacié de les bandes de mostres d’origen avicola

La unica banda observada en aigua residual d’origen avicola (PL) arriba a la
mateixa posici6 on ho fan les soques tipus Bif. saeculare, Bif. pullorum, BIf.
pseudolongum, Bif. dentium i Bif. scardovii. La seqiéncia de la banda mostra una
similitud del 100% amb la seqiiéncia de Bif. saeculare i 99% amb Bif. gallinarum i Bif.
pullorum dipositades al GenBank i al RDP (Fig. 3.13). En alguns casos s’ha detectat
una doble banda tal com s’ha descrit en el perfil d’'origen huma, en aquest cas ha estat
analitzada i presenta la mateixa seqliéncia que l'anterior, fet que confirmaria la

possibilitat que es pugui produir una doble banda per una mateixa seqiiéncia.

La banda que apareix a la part superior del gel, presenta la mateixa seqiiéncia
que la unica banda descrita en aus. Aix0, reforga que pugui estar formada per
conformacions andmales de la Unica molécula detectada i que s’acumulen a la part

superior del gel.

3.3.3.3  Identificacié de les bandes de mostres d’origen porci

S’ha identificat algunes de les bandes maijoritaries i més comunes observades en
mostres obtingudes de porcs. A la figura 3.14 s’observa els perfils obtinguts per
algunes mostres i les bandes que han estat identificades. La banda PG-A ha estat
detectada en 9 de les 24 mostres analitzades i assoleix la mateixa posicié que Bif.
minimum, Bif. infantis ssp. lactis i Bif. catenulatum. S’ha extret 'ADN i identificat la
seqiiéncia de la banda, que ha mostrat un 99% de similitud amb la seqliéncia de Bif.

minimum dipositada al GenBank (Fig. 3.13).

La banda PG-B s’ha observat en un total de 18 de les 24 mostres analitzades. La
comparaciéo de la sequéncia amb les bases de dades géniques no ha permés
identificar la banda, la similitud maxima obtinguda ha estat d’'un 94% amb I'espécie Bif.

simiae (Fig. 3.13).

Degut a la proximitat de les bandes PG-C i PG-D, és dificil poder determinar la
seva frequiéncia al comparar els perfils alineats mitjangant el programa Fingerprinting
[l, aixi com en el cas de les bandes PG-E, F i G. La banda PG-C assoleix la mateixa
posicié que Bif. longum i la banda superior de Bif. merycicum. L’analisi de la seqliéncia
ha mostrat que comparteix una similitud del 98% amb Bif. longum (Fig. 3.13). La banda
PG-D presenta un baixa similitud amb les seqiiéncies de les bases de dades, les
espécies més proximes son Bif. crudilacits, Bif. psycroaerophilum i Bif. minimum amb

una similitud del 94%. Una situaci6 similar s’ha observat per la banda PG-E (Fig. 3.13).
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PG-F es posiciona com la soca tipus Bif. pseudocatenulatum (Fig. 3.13) i la
comparacio de la seva seqiéencia amb les bases de dades mostra, amb ella, un 99%
de similitud. L’analisi de la sequéncia PG-G mostra un elevat contingut de nucledtids
sense identificar, el que probablement indica una barreja de sequeéncies. Tot i aixi
'analisi de fragments identificables han mostrat similitud amb Bif. pseudolongum, amb
qui es relaciona quan es realitza I'arbre filogenétic mostrat a la figura 3.13. Finalment
la banda PG-H es troba en practicament totes les mostres analitzades (22 de 24) i es
posiciona com Bif. asteroides, Bif. boum i Bif. thermophilum. L’analisi de la seva
sequéncia ha mostrat un 100% de similitud amb les espécies Bif. thermophilum i Bif.

thermacidophilum ssp. porcinum (Fig. 3.13).

Figura 3.14 Gel de gradient desnaturalitzant on s’analitzen mostres d’origen porci. Les bandes
marcades han estat identificades. Carril 1: Soques tipus: Bif. adolescentis, Bif. merycicum, Bif.
saeculare i Bif. thermophilum. Carrils 2,6,7 i 8 i 13: mostres de puri de la granja de porcs A;
Carrils 3 i 4: mostres de puri de la granja de porcs B; Carrils 5, 10 i 11: mostres de puri de la
granja de porcs C. Carrils 9i 12: mostres d’ algua residual d’escorxador de porcs.
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3.3.34 Identificacio de les bandes de mostres d’origen bovi

Talment com s’ha realitzat amb les mostres d’altres origens s’ha analitzat i
identificat algunes de les bandes maijoritaries dels perfils obtinguts per les mostres
d'origen bovi. A la figura 3.15 es mostra el perfil de 4 mostres representatives
analitzades, on s’ha marcat les bandes que han estat identificades. La banda

anomenada com CW-A, definida a 8 de les 13 mostres analitzades, assoleix la mateixa
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posicio que la banda superior de Bif. adolescentis i Bif. ruminantium. Un cop coneguda
la seqiéencia d’ADN s’ha observat que presenta un 99% des similitud amb aquesta
ultima (Fig. 3.13). La banda CW-B s’ha trobat a 5 de les 13 mostres analitzades i es
posiciona i presenta un 100% de similitud amb Bif. adolescentis. CW-C i CW-D arriben
a la mateixa situacié que ho fan les dues bandes de Bif. merycicum. S’ha detectat
aquestes dues bandes, a 5 de les 13 mostres analitzades. La banda CW-D no ha estat
identificada perd6 CW-C mostra un 100% de similitud amb Bif. merycicum (Fig. 3.13).
La banda CW-E es posiciona com Bif. pseudolongum ssp. globosum i s’ha descrit en
10 de les 13 mostres analitzades. L’andlisi de la seqUiéncia mostra un 100% de
similitud amb les subespécies de Bif. pseudolongum: pseudolongum i globlosum (Fig.
3.13). La ultima de les bandes analitzades: CW-F s’ha detectat en 9 de les 13 mostres
i assoleix el mateix lloc que les soques tipus: Bif. asteroides, Bif. boum i BIf.
thermophilum i la banda descrita en porcs PG-H. Aquesta banda ha mostrat, que com
PG-H, presenta un 100% de similitud amb Bif. thermophilum i Bif. thermacidophilum
ssp. porcinum (Fig. 3.13).

Figura 3.15 Gel de DGGE mostrant el perfil de 4 mostres representatives d’origen bovi i les
seves bandes caracteristiques.
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3.3.4 Recuperacio d’especies majoritaries i exclusives d’aigiies

residuals de diferents origens

Una vegada identificades les bandes majoritaries dels perfils dels diferents
origens, s’ha procedit a la selecciéo d’aquelles bandes més estretament associades a
un origen fecal. Sobre aquestes sequiéncies s’ha definit sondes d’ADN de manera que

permetin la deteccié de soques exclusives de cada origen en mostres ambientals.
Per aquest objectiu s’han realitzat dues aproximacions:

— s’ha marcat, directament, la banda de DGGE amb UTP-digoxigenina

mitjangant una PCR.

— s’ha dissenyat sondes especifiques a partir de la seqiiencia obtinguda de

'analisi de les bandes.

3.3.4.1 Marcatge de les bandes de DGGE

Les bandes seleccionades per marcar com a sondes han estat:

— HM-B: Banda obtinguda del perfil huma present a totes les mostres
analitzades. Presenta un 100% de similitud amb les sequéncies
corresponents de Bif. adolescentis dipositades a les bases de dades
GenBank i RDP.

— PL: Unica banda present a totes les mostres d’origen avicola. Presenta
un 100% de similitud amb les seqliéncies corresponents de Bif. saeculare

dipositades a les bases de dades GenBank i RDP.

— PG-B: Banda observada en 18 de les 24 mostres de porcs analitzades i
facil d’aillar ja que no hi ha bandes proximes amb les que hi pugui haver
confusié. Aquesta banda no ha estat identificada per comparacio amb les
sequiéncies dipositades a les bases de dades GenBank i RDP, perd la

seqliéncia més proxima és Bif. simiae amb un 94% de similitud.

— CW-E: Banda observada en 10 de les 13 mostres d’origen bovi
analitzades. Presenta un 100% de similitud amb amb les sequéncies
corresponents de Bif. pseudolongum ssp. globosum dipositades a les bases
de dades GenBank i RDP.

— CW-F: Aquesta banda es posiciona igual que la banda observada en

porcs PG-H i presenta la mateixa sequencia (100% de similitud amb Bif.
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thermophilum i Bif. thermacidophilum ssp. porcinum). S’ha observat en 9 de
les 13 mostres bovines (en les tres mostres on no s’ha detectat CW-E) i en

22 de les 24 porcines.

Aquestes sondes presenten una longitud d’unes 500 pb (tota la banda de DGGE).
Cal tenir en compte, que un elevat numero de zones del gen del 16S ARNTr presenten
poques variacions entre les espécies del mateix génere; per tant poden produir-se
unions inespecifiques durant la hibridacié. S’ha utilitzat una temperatura d’hibridacié de

70°C per tal de minimitzar-les.

Utilitzant la sonda HM-B s’han hibridat 16 soques aillades a partir d’'una mostra
d’aigua d’entrada a EDAR utilitzant el medi selectiu Beerens (Taula 3.7). Cinc d’elles
han hibridat amb la sonda i totes 5 han pogut ser amplificades amb els iniciadors
Im26/Im3, especifics del génere Bifidobacterium. Una de les soques ha estat
identificada com Bif. adolescentis (HM05) amb un 99% de similitud. Les quatre
restants han estat identificades dos d’elles com Bif. longum (amb un 97% i un 99% de
similitud), Bif. pseudocatenulatum (HM08 amb un 98% de similitud) i amb Bif.
pseudolongum ssp. pseudolongum (HM12 amb un 99%).

S’ha seguit el mateix meétode per tal de recuperar mostres obtingudes d’aigua
residual d’escorxadors d’aus. Per tant, s’ha utilitzat el medi Beerens ja que presenta
una millor recuperacié del génere Bifidobacterium spp. que no pas el medi HBSA
(Bonjoch, X., 2004b). Tot i aixi s’ha observat que I'espécie Bif. saeculare no creix bé
en aquest medi. Per aquesta raé s’ha utilitzat ambddés medis per tal d’obtenir
aillaments de mostres d’escorxador de pollastre. S’han aillat 33 soques utilitzant el
medi Beerens i 27 utilitzant el medi HBSA. Quinze de les soques aillades en Beerens
han hibridat amb la banda PL (Taula 3.7), de les quals, només 3 s’han amplificat a
I'utilitzar els iniciadors Im26/Im3 especifics del génere. Mitjangant sequenciacio, s’ha
identificat aquestes espécies com Bif. longum (amb un 97% de similitud), que no
correspon amb la seqliéncia de la banda. Per tant, la sonda s’uneix inespecificament a
soques d’altres espécies. S’ha utilitzat els iniciadors universals: 27f/1492r per a
identificar dues de les soques que no havien estat identificades amb els iniciadors del

génere. Aquestes dues espécies han resultat pertanyer al génere Lactobacillus.

De les 27 soques aillades utilitzant el medi HBSA, 8 han hibridat amb la banda PL
marcada. Cap d’aquestes soques ha crescut en el medi Beerens, on tan sols han
pogut ser recuperades 9 de les 27 soques aillades en el medi HBSA. A la vegada, cap

de les soques positives per a la hibridacid, han pogut ser amplificades fent Us dels
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iniciadors Im26/Im3. S’ha utilitzat els iniciadors universals per tal d’identificar dues de
les soques positives per a la hibridacié, que han mostrat un 94% de similitud amb

I'espécie Morganella morganii.

Per a la recuperacié de soques a partir de mostres d’origen porci s’ha aillat 26
soques de dues mostres diferents. Dotze soques procedeixen d’'una mostra de puri
d’'una granja de bestiar porci i 14 d’'una segona mostra provinent d’aigua residual d’'un
escorxador on es sacrifica porcs exclusivament. Onze de les soques han resultat
hibridar amb la sonda PG-B (Taula 3.7). S’ha fet una primera aproximaci6 i s’ha
identificat dues de les soques positives, ambdds han estat amplificades mitjancant els
iniciadors genérics de Bifidobacterium spp. La seva identificaci6 mitjangant
sequenciacié ha posat en manifest la inespecificitat de la sonda ja que ambdos soques
han estat identificades com Bif. thermacidophilum (PG2 amb un 99% de similitud i PG9
amb un 97%).

S’ha aillat 44 soques d'origen bovi a partir de quatre mostres de quatre
escorxadors diferents. Disset soques han hibridat amb la sonda CW-E i vint per CW-F,
14 de les soques han hibridat amb ambdés sondes, el que assenyala una possible
inespecificitat de les sondes (Taula 3.7). S’ha procedit a la identificacié de 5 soques:
una positiva exclusivament per la sonda CW-E, dues per la sonda CW-F i dues que
hibridaven amb ambdés sondes. Només les dues soques que havien hibridat per
ambdés sondes s’han amplificat amb els iniciadors Im26/Im3. Aquestes soques han
estat identificades com Bif. thermophilum | Bif. thermacidophilum ssp. suis amb un
99% de similitud.

La inespecificitat d’aquestes sondes d’'uns 500 pb també s’ha posat en manifest al
obtenir hibridacions positives amb certes soques tipus que tedricament no haurien de
ser diana de la sonda. Per tal d’evitar aquestes inespecificitats s’han creat noves

sondes de menor longitud a partir de la seqiiéncia obtinguda de les bandes.
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Taula 3.7 Identificacié de soques aillades a partir d’aigua residual de diferents origens mitjangant hibridacié amb les sondes obtingudes amb el marcatge de
la banda de DGGE.

Similitud de la NGm. Proporcio6 de Proporcio de Identificacio de les Identificacié de les
sonda amb d’aillaments soques que soques soques seqiienciades soques seqiienciades
Sonda espécies del (sorbitol har(: hibr?dat amplificades amb amb Im26/Im3 per amb 27f/1492r en
GenBank ositius)’ amb la sonda Im26/Im3 de les que comparacié amb les comparacié amb les
P ) han hibiridat bases de dades bases de dades
Bif. adolescentis (99%)
Bif. longum (2)? (97% i 99%)
HM-B Bif. adolescentis (100%) 16 (14) 5/16 5/5 Bif. pseudocatenulatum
(98%)
Bif. pseudolongum (99%)
. 2
33(6) Beerens 15/33 3/15 Bif. longum (3)° (97%) ’(-;gj/o)bac’”us spp- (2)
()
PL Bif. saeculare (100%)
) Morganella morganii (2)1
27 (8) HBSA 8/27 0/8 (94%)
) e oo Bif. thermacidophilum (2)*
PG-B Bif. simiae (94%) 26 (1) 11/26 2/2 (99% i 97%)
Bif. pseudolongum spp.
CW-E A 44 (15) 17/44 2/3
globosum (100%) Bif. thermophilum/Bif,
Bif. thermophilum/Bif. thermacidophilum (2)
. . 99%
CW-F thermacidophilum 44 (15) 20/44 2/4 (99%)
(100%)

! Soques que fermenten el sorbitol en el medi HBSA.
2 Num de soques que han mostrat igual identificacié al comparar amb la base de dades RDP i GenBank.
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3.3.4.2 Disseny de sondes a partir de les sequiéncies de les bandes de
DGGE

S’han dissenyat 4 sondes especifiques, per a la detecci6 d’espécies de
Bifidobacterium, ubicades dintre dels fragments de DGGE seleccionats com exclusius
per cada origen fecal (Figura 3.16). La seqiiéncia de les sondes es mostra a la taula
3.8, presenten una longitud d’entre 33 i 36 pb, el que dificulta que hi hagi unions
inespecifiques. S’han utilitzat en una hibridacié colonial a una temperatura establerta
en totes elles de 60°C, tal i com s’ha indicat anteriorment a 'apartat 3.2.11. En aquest
cas s’ha utilitzat per a hibridar tant soques que han estat aillades préeviament, a partir
d’'una mostra com directament sobre la sembra de la mostra. S’ha amplificat el gen del
16S ARNr d’aquelles soques que presentaven una hibridacié positiva utilitzant els
iniciadors especifics per bifidobacteris 1im26 i Im3. Els amplicons s’han seqlenciat i

comparat amb les seqliéncies dipositades a la base de dades del GenBank i RDP.

Taula 3.8 Sondes dissenyades a partir de les bandes de DGGE representatives de la comunitat
de bifidobacteris d’aigua residual de diferents origens.

Sonda Seqiiéncia (5°-3’) Identificacio per similitud*

[DIGJGACTGGGAGCAAGCCCT  Bif. adolescentis, Bif. longum i Bif.

HM-B
TCGGGGTGAGTGTACCTT ruminantium

bL [DIGICTTTTATCGGGGAGCAA  Bif. gallinarum, Bif. pullorum, Bif. saeculare i
GCGAGAGTGAGTGTACC Bif. subtile

PGB [DIGIGGGTTGTAAACCGCTTT  Bif. simiae, Bif. minimum, Bif. indicum, Bif.
TGATTGGGAGCAAGCG asteroides i Bif. coryneforme

CUE [DIGICGCTTTTGTTCAAGGGC  Bif. animalis, Bif. pseudolongum i Bif. bifidum

AAGGCACGGTTTCGGCCGT

*Espeécies del RDP que presenten 100% de similitud amb les sondes dissenyades.

Per a la recuperacié de soques humanes s’ha realitzat la hibridacié directament
sobre una mostra sembrada en medi Beerens. S’ha obtingut 5 colonies positives de les
132 presents a les membranes (Taula 3.9). Les 5 coldnies han estat aillades i s’ha
extret I'ADN, totes han estat amplificades amb els iniciadors genérics de
Bifidobacterium spp. S’han identificat les 5 soques, una de les quals ha estat
identificada com Bif. adolescentis amb un 98% de similitud amb les sequéncies
dipositades al GenBank. Les soques restants han estat identificades com Bif.

pseudocatenulatum (tres d’elles) i Bif. catenulatum amb un 98% de similitud.
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Figura 3.16 Aliniament de les bandes de DGGE: PL, HM-B, CW-E i PG-B. S’han marcat les sondes dissenyades per a la deteccié mitjangant hibridacio
colonial de soques especifiques de cada origen.
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Resultats

Taula 3.9 Identificacio de soques aillades a partir d’aigua residual de diferents origens mitjangant hibridacié amb les sondes dissenyades a partir de les
bandes de DGGE.

Similitud de la Nam. Proporci6 de Proporcié6 de Identificacié de soques Identificacio de les
sonda amb d’aillaments soques que soques seqiienciades amb soques seqlienciades
Sonda espécies del (sorbitol han hibridat  @mplificades amb Im26/Im3 per amb 27f/1492r en
GenBank positius)’ amblasonda Im26/Im3 de les comparacié amb les comparacié amb les
que han hibiridat bases de dades bases de dades
Bif. adolescentis (98%)
P 1
HM-B-c Bif. adolescentis (100%) 132 (Beerens) 5/132 5/5 ggﬁe“docate”“’awm (3) -
Bif.catenulatum (98%)
33 soques
PL-c Bif. saeculare (100%) 306 (HBSA) 0 - ; -
142 (Beerens)
113 (CBA)
79 soques 179 oA Bif. thermpohilium/ Big.
203 (HBSA) thermacidophilum (2)° (98% i
PG-B-c Bif. simiae (94%) 8/203 3/3 96%) Lactobacillus reuteri 100%
37 (Beerens) Bacteri no present a la base
1137 0/1 de dades. La soca més prox
ima: Bif. simiae 93%
CW-E-c Bif. pseudolongum spp. 49 soques 20/44 /4 Bif. thermpohilium/ Bif. i

globosum (100%)

263 (Beerens)

thermacidophilum (2)2 (99%)

! Soques que fermenten el sorbitol en el medi HBSA.
2Num de soques que han mostrat igual identificacié al comparar amb la base de dades RDP i GenBank.
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Per tal de recuperar soques de Bifidobacterium exclusives de mostres d’origen
avicola, s’han analitzat: 33 soques aillades préviament a partir d’'una mostra en medi
Beerens, 306 colonies directament del cultiu d’'una mostra en medi HBSA, 142 en medi
Beerens i 113 en el medi ric CBA. Cap de les 595 soques, en total, analitzades, ha

donat positiu per la sonda PL (Taula 3.9).

La recuperacié de les soques exclusives d’origen porci que hibriden amb la sonda
PG-B s’ha realitzat a partir de: 79 soques préviament aillades a partir de diferents
mostres d’origen porci; 203 colonies crescudes en el medi HBSA i 37 colonies en medi
Beerens (Taula 3.9). S’ha obtingut una soca i 9 coldnies positives per la hibridacio. La
soca, aillada a partir d'una mostra en medi Beerens no va amplificar-se amb els
iniciadors Im26/Im3, perd amb els inicidors universals s’ha identificat com Lactobacillus
reuteri amb un 100% de similitud. S’han amplificat tres de les colonies positives per la
hibridacié colonial procedents del creixement en medi HBSA. Dues d’elles han estat
identificades com Bif. thermophilum i Bif. thermacidophilum amb un 98 i 96% de
similitud i la tercera no ha mostrat una elevada similitud amb cap soca de les bases de
dades observades. L'espécie més propera ha estat Bif. simiae amb un 93% de

similitud, talment s’havia observat amb la banda PG-B.

S’ha seguit el mateix procediment per tal de recuperar les soques marcadores de
contaminacié d’'origen bovi a l'aigua. S’ha analitzat un total de 49 soques i 263
colonies (Taula 3.9). S’ha obtingut dues soques presumptivament positives per a la
hibridacié i han pogut ser recuperades i amplificades mitjancant els iniciadors
Im26/Im3. Ambdues soques han estat identificades com Bif. thermophilum i BIf.

thermacidophilum amb un 99% de similitud.
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3.4 Discussio

3.4.1 Analisi de les soques tipus amb gels de gradient

desnaturalitzant

L’analisi de les soques tipus amb gels de gradient desnaturalitzant en les
condicions practicades ha permés la separacié del fragment del 16S ARNr del génere
Bifidobacterium amplificat mitjancant iniciadors especifics d’aquest génere. Les
diferents espécies han mostrat una diferent capacitat de migracio el que es reflecteix
amb una diferent posicidé en el gel. Per tant aquesta técnica pot ser utilitzada per a

I'analisi de comunitats formades per espécies del génere Bifidobacterium.

Algunes soques assoleixen la mateixa posicidé en el gel, tot hi que presenten
diferent sequiéncia nucleotidica. Aixd fa suposar que tot i tenir diferent seqliéncia
poden presentar els mateixos dominis de desnaturalitzaci6 i que per tant poden assolir
la mateixa posicio. Cal també considerar que tot i utilitzar un rang de gradient forga

estret (45 i 55%) no sigui suficient per tal de separar totes les espécies analitzades.

Dues de les espécies analitzades: Bif. adolescentis i Bif. merycicum, presenten
dues bandes de DGGE, aquest fet suggereix que existeix dues possibles copies
diferents del gen del 16 ARNr. En un estudi anterior, es va observar que a 'analitzar la
soca tipus de Bif. adolescentis, mitjancant l'analisi per DGGE en les mateixes
condicions, s’obtenien 3 bandes diferents (la banda A, superior, la banda B i la banda
C, inferior) (Satokari, R.M. et al, 2001a) . Aquestes bandes van ser identificades
mitjangant el seu clonatge i sequenciacio, el que va mostrar I'existéncia de dues copies
diferents del gen que diferien en 8 nucledtids (99,4%). La tercera de les bandes, que
es posicionava a la part superior, mostrava una barreja de les dues seqliéncies. Per
tant es tractava de molécules heteroduplexs formades de la barreja d’ambdds copies

del gen.

3.4.2 Analisi de mostres d’aigua residual de diferents origens amb

gels de gradient desnaturalitzant

L’analisi de les espécies de Bifidobacterium de mostres d’aigua residual de

diferent origen utilitzant la técnica de la DGGE ha mostrat que existeix una especiacio
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d’aquest génere en funcio dels seus hostes. Per tant, aquesta técnica pot facilitar la

diferenciacié de les comunitats d’aiglies contaminades per diferents fonts fecals.

Els perfils analitzats, tant de soques tipus com mostres ambientals, presenten una
banda comuna a la part superior del gel. La seqUenciacié d’aquesta banda en mostres
humanes i bovines ha mostrat que esta composta per una barreja de sequéncies. En
canvi, quan s’identifica en mostres d’aigua residual d’aus, presenta la mateixa
seqiiéncia que la Unica mostra que constitueix el perfil. El que suggereix que algunes
molécules poden agafar conformacions andmales o que es formen molécules
heteroduplexes que degut a la seva naturalesa inestable romanen a la part superior
del gel. Aquests resultats també indiquen que la diversitat de bifidobactéries en aus, és

molt menor que en els humans i en els altres animals considerats.

Les mostres d’aigua residual d’origen urba, és a dir, de contaminaci6é fecal
majoritariament humana, mostren un perfil de bandes de DGGE bastant estable format
majoritariament per 9 bandes. Algunes d’aquestes, poden no ser-hi, mentre que en
poden sorgir d’altres depenent de la concentraci6 dADN o de la diversitat de

Bifidobacterium spp. de la mostra.

Les mostres d’aigua residual obtingudes d’escorxadors d’aus presenten una sola

espécie comuna a les totes les mostres analitzades.

Els perfils de DGGE obtinguts per mostres d’origen porci (aigua residual
d’escorxador i puri) mostren una més elevada diversitat d’espécies de Bifidobacterium
i a la vegada una major heterogeneitat entre mostres. La diversitat és major quan
s’analitza mostres de puri que no pas en laigua residual d’escorxadors de porci.
Aquesta heterogeneitat cal considerar que pot ser deguda a que laigua residual
provinent d’escorxadors representa una poblaci6 major i de diverses procedéncies
amb diferents condicions d’engreix respecte les mostres obtingudes de purins. Aquest
fet evita la diversitat associada a variacions entre inidividus tal i com s’ha descrit en
estudis que comparen la diversitat de la microbiota intestinal en poblacions respecte la
derivada per I'estudi de diferents individus (Ventura, M. et al, 2004; Zoetendal, E.G. et
al, 1998).

Algunes mostres d’origen bovi presenten perfils formats per poques bandes,
mentre que d’altres mostren una més elevada diversitat. En aquest cas les diferéncies
no atenen al lloc de recollida de la mostra, ja que tant mostres d’aigua residual
d’escorxadors com de femtes mostren una elevada variabilitat. Per tant, cal considerar
si el nombre d’individus que generen aquestes aigles residuals, és suficient per evitar

la diversitat entre individus.
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S’ha pogut definir perfils clars, associats a contaminacié fecal humana i d’aus.
S’ha observat perfils diferents en mostres d’origen porci i bovi, i tot i que existeixen
bandes diferencials no s’ha pogut definir uns perfils especifics. Aixd es deu a I'elevada

diversitat d’espécies i a la diferent distribucié d’algunes d’elles entre mostres.

3.4.3 Identificacio de les especies majoritaries que conformen els

perfils

3.4.3.1 Identificacié d’espécies d’origen huma

En els perfils obtinguts a partir de mostres d’origen huma, s’han descrit 5 bandes
caracteristiques (que com s’ha comentat a I'apartat 3.3.3.1 en alguns casos poden
formar una doble banda) que es mantenen en practicament a totes les mostres
analitzades. Les bandes HM-A i B corresponen a dues copies diferents del gen del
16S ARNr de Bif. adolescentis, HM-D presenta una elevada similitud amb Bif. longum,
i les altres dues bandes identificades: HM-C i E presenten un 98% de similitud amb Bif.
adolescentis. Bif. adolescentis i Bif. longum han estat descrites com les espécies de
Bifidobacterium spp., juntament amb el grup format per Bif. catenulatum, maijoritaries
en la microbiota intestinal d’adults (Matsuki, T. et al, 1999). Existeixen variacions
segons els estudis fets per diferents autors. Aixi, per exemple, un estudi avaluant
femtes d’individus mitjangant iniciadors especifics d’espécie, van determinar que el
grup de Bif. catenulatum, es trobava en un 92% de les mostres analitzades, el seguien
Bif. longum i Bif. adolescentis amb una distribucié del 65% i del 60% respectivament.
Un altre analisi analitzant les femtes mitjancant la técnica de DGGE va assenyalar que
Bif. adolescentis o espécies proximes, eren les més ampliament distribuides entre els
individus testats (Satokari, R.M. et al, 2001a). | en un altre estudi es va postular a Bif.
longum com a espécie majoritaria amb una incidencia del 91% de les mostres, seguit
de Bif. adolescentis i Bif. bifidum amb un 46% i Bif. catenulatum, Bif. dentium i BIif.

gallicum amb un 18% (Mangin 2006). En aquest cas es va utilitzar la técnica de TGGE.

La distribucié de les espécies microbianes entre femtes de diferents individus és
molt variable, cada organisme alberga una microbiota intestinal propia i independent
de la resta que pot dependre de determinats factors, com soén I'edat, la dieta o 'area
geografica. Una mostra d’aiglies residuals procedents d’'un nombre molt baix
d’individus o una mostra constituida per una barreja d’'unes poques mostres fecals es
veu influenciada per la variabilitat poblacional entre individus, que dificulta la

determinacioé de bandes (espécies) predominats i especifiques d’'una espécie d’hoste,
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tal com s’ha vist en altres estudis realitzats utilitzant mostres de femtes d’individus
(Ventura, M. et al, 2004). Tot i aixi, existeixen certes espécies dominants que poden
ser compartides entre individus (Zoetendal, E.G. et al, 1998). Aquestes bandes
predominants i especifiques son les que permeten associar la contaminacié fecal a un
hoste i que siguin diferencials dels altres hostes. En aquest cas s’ha analitzat aigua
residual d’origen huma, i que per tant, compren la microbiota aportada per un grup
important d’individus. Les espécies presents poden ser diferents a les descrites en
I'aparell digestiu o en femtes ja que dependran de les espécies dominants en el total

de la poblacié i de la seva capacitat de persisténcia.

En aquest estudi Bif. adolescentis ha estat detectat en el 100% de mostres
d’aigua residual analitzades. Els resultats obtinguts confirmen les observacions fetes
pel nostre grup de recerca en estudis anteriors on, s’havia obtingut la mateixa
incidéncia d’aquesta espécie en mostres d'origen huma i no s’havia detectat en
mostres animals. Aix0 va portar a proposar aquesta espécie com a indicadora de
I'origen de la contaminacié humana a l'aigua (King, E.L. et al, 2007; Bonjoch, X. et al,
2004; Lynch, P.A. et al 2002). També havia estat estudiada la incidéncia de Bif.
longum que s’havia detectat a un 58% de les mostres humanes analitzades i en cap
mostra d’origen animal (Bonjoch, X., 2004b). Mitjangant la DGGE, s’ha detectat
aquesta espeécie a un 86% de les mostres analitzades. La desviacio obtinguda pot ser
un reflex dels problemes de la utilitzacié de técniques moleculars, que depenent dels
iniciadors utilitzats i/o la técnica de deteccié es pot produir una sobreestimacié o

subestimacio6 de la diversitat.

3.4.3.2  Identificacié d’especies d’origen avicola

L’existéncia i la distribucié del génere Bifidobacterium en femtes d’aus no han
estat, ni de bon tros, tant estudiades com en el cas dels humans, i els resultats sén
forca heterogenis. Una primera avaluacié utilitzant el medi de cultiu YN-6 no va
detectar bifidobacteris en pollastre (Resnick, I.G. et al, 1981). En canvi un analisi
posterior utilitzant el medi TPY modificat (amb acid acetic i mupirocina) va observar la
preséncia de 10’ UFC per gram de contingut extret de I'aparell digestiu de gallines.
També existeixen estudis emprant diferents técniques moleculars amb el mateix
resultat. L’analisi de la microbiota intestinal de pollastre a partir d’'una llibreria de clons,
no va destacar la preséncia d’aquest génere (Lan, P.T. et al, 2002). Un altre estudi
realitzant I'analisi amb TGGE en va observar una baixa preséncia, representada per un
1,3% del total (Zhu, X.Y. et al, 2002). En canvi, en una altre cas utilitzant la técnica de

DGGE va destacar la preséncia de Bif. pullorum al llarg de I'aparell digestiu (Gong, J.
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et al, 2008). Un estudi recent ha avaluat mostres fecals creant una llibreria de clons
amb iniciadors genérics de Bifidobacterium spp. La majoria de clons aillats a partir de
mostres de pollastre, formen un grup d’espécies relacionades amb bifidobacteris no
cultivables. Paral-lelament s’han analitzat les mostres amb iniciadors especifics
d'espécies de Bifdobacterium spp.; d’aquesta manera s’ha detectat la preséncia de
certes espécies propies d’humans com Bif. adolescentis, Bif. gallicum, Bif. breve i Bif.
bifidum (Lamendella, R. et al, 2008).

En aquest estudi, mitjancant 'amplificaci6 amb dues PCRs consecutives s’ha
obtingut una sola banda de DGGE, el que mostra una baixa diversitat representada
per una sola espécie. El fragment del gen del 16S ARNr avaluat ha mostrat una
similitud del 100% amb Bif. saeculare que és una espécie que ha estat detectada en
femtes de conill (Ventura, M. et al, 2004), perd no en pollastres. Aquesta seqliéncia
presenta, també, un 99% de similitud amb Bif. pullorum i Bif. gallinarum, ambdues
descrites en pollastres (Trovatelli, L.D. et al, 1974). Un percentatge tan elevat de
similitud no permet excloure la identificacié de la banda amb aquestes espécies. Cal
tenir en compte que l'analisi de bandes de DGGE limiten la identificacié de les
espécies a que corresponen, ja que estan basades en un fragment de 500 pb.
Probablement disposar de tota la seqiiéncia del 16S ARNr d’on provenen aquests
fragments permetria resoldre les incerteses en la seva identificacié. Cal tenir en
compte que els iniciadors utilitzats no han pogut amplificar Bif. gallinarum que és una

especie que ha estat definida en aus i que per tant no pot ésser valorada en I'estudi.

3.4.3.3 Identificacié d’espéecies d’origen porci

Les mostres analitzades d’origen porci han mostrat una elevada diversitat
d’espécies de Bifidobacterium que varien entre les diferents mostres. S’ha identificat 8
bandes diferents a partir de I'analisi amb els gels de DGGE, quatre d’elles han mostrat
una similitud més gran del 98% amb soques cultivades dipositades a les bases de
dades. L'espécie Bif. minimum que ha estat descrita a partir d’aigua residual, Bif.
longum en intesti huma, Bif. pseudocatenulatum en femtes d’infants i Bif. thermophilum
o Bif. thermaciodophilum ssp. porcinum ambdues aillades a partir de femtes de porcs
(Ventura, M. et al, 2004). Una de les bandes, mostrava una barreja de seqiiéncies
perd s’hi ha identificat Bif. pseudolongum ssp. pseudolongum descrita, també, a partir
de femtes de porc. Les altres tres bandes no presenten una similitud més gran del
95% amb cap espécie cultivable dipositada a les bases dades. L'espécie més proxima
a una d’elles és Bif. simiae, i a les altres dues amb Bif. crudilacits, Bif. psycraerophilum

i Bif. minimum.
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En aquest estudi s’ha observat que la banda majoritaria (PG-H) detectada en les
mostres de porcs analitzades correspon a Bif. thermophilum o Bif. thermaciodophilum
ssp. porcinum que s’ha detectat en un 92% de les mostres. La banda PG-A que
s’identifica amb Bif. minimum a un 38% i la banda PG-B que no ha estat identificada
amb cap espécie cultivable al 75% de les mostres. La poca distancia entre les cinc
bandes restants, la manca d’'un marcador valid per al gels de DGGE i les petites
diferéncies entre gels degudes a la formacié del gradient, fa dificil que puguin ser
discernides al comparar diferents gels. Tot i aixi, a la figura 3.14 es mostra un gel on la

banda PG-G apareix en la majoria de les mostres analitzades (9/12).

Un analisi de la diversitat de bifidobacteris del cec de porcins va obtenir resultats
similars al obtinguts en aquest estudi. Es va descriure una poblacié dominada per 15
soques diferents classificables en quatre grups representats per Bif. minimum, Bif.
pseudolongum ssp. pseudolongum i ssp. globosum i 2 grups formats per dues
especies noves: Bif. psychraerophilum i Bif. aerophilum (Simpson, P.J. et al, 2003).
Aquesta ultima posteriorment fou reclassificada en I'espécie nova a Aeriscardovia
aeriphila (Simpson, P.J. et al, 2004). L’analisi de la preséncia de Bifidobacterium en
femtes de porcs va mostrar que I'espécie majoritaria en mostres recollides a Francga
eren Bif. pseudolongum, també es va detectar Bif. thermophilum i Bif. adolescentis. En
canvi en un altre estudi efectuat a Austria I'espécie majoritaria va resultar ser Bif.
thermophilum, seguida de Bif. pseudolongum i Bif. animalis (Gavini, F. et al, 2006). Bif.
thermophilum també fou I'espécie majoritaria a I'analitzar clons aillats a partir de
mostres de femtes de porcs, seguida de Bif. boum (Lamendella, R. et al, 2008). Un
estudi analitzant I'efecte de prebiotics en porcs va observar que una determinada dieta
rica amb fructans, incrementa la concentracié de Bif. thermacidophilum i Megasphaera
elsdenii (Molbak, L. et al, 2007). Conjuntament, aquests dos microorganismes ajuden a

la prevencio de disenteria porcina.

Els resultats obtinguts en aquest estudi confirmen la diversitat dels bifidobacteris
en porci, aixi com I'elevada heterogeneitat de les mostres. Aquesta elevada diversitat
bacteriana podria estar associada a la produccié animal intensiva i a la diversitat de
pinsos i dietes. Ja que una determinada dieta condiciona la microbiota intestinal, s’ha
descrit que la ingesta d’'una major quantitat d’oligosacarids incrementa la quantitat de
bifidobacteris a I'intesti (Molbak, L. et al, 2007; Tzortzis, G. et al, 2005).

3.4.3.4 Identificacio d’especies d’origen bovi

El génere Bifidobacterium no és un génere destacat dins la microbiota intestinal
de remugants (Kocherginskaya, S.A. et al, 2001; Whitford, M.F. et al, 1998), pero ja fa
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temps que s’han descrit algunes espécies caracteristiques com Bif. ruminale (espécie
sinbnima a Bif. thermophilum) i Bif. globosum (l'actual Bif. pseudolongum ssp.
globosum) (Trovatelli, L.D. et al, 1974).

En aquest estudi, les mostres d’origen bovi, també mostren una elevada diversitat
i heterogeneitat entre mostres. Algunes presenten una elevada diversitat mentre que
d’altres estan representades per una sola espécie. La identificacié de les bandes ha
mostrat la presencia de Bif. ruminantium, Bif. merycicum, Bif. pseudolongum ssp.
globosum, descrites en rumen bovi, Bif. thermophilum o Bif. thermacidophilum ssp.
porcinum descrites en femtes de porcs i Bif. adolescentis descrita en intesti huma
(Ventura, M. et al, 2004). L’espécie amb una major incidéncia ha estat Bif.
pseudolongum que s’ha descrit en el 77% de les mostres analitzades, seguida de Bif.
thermophilum/Bif. thermaciodophilum (69%), Bif. ruminantium (62%) i Bif. merycicum i
Bif. adolescentis (39%).

Bif. adolescentis és una espécie que ha estat proposada com a indicadora de
I'origen de la contaminacié fecal humana. En aquests cas ha estat detectada en 5 de
les 13 mostres d’origen bovi analitzades. Altres estudis recents també mostren la
preseéncia d’aquesta espécie en mostres d’origen animal (Gavini, F. et al, 2006;
Lamendella, R. et al, 2008). Aixi, Bif. adolescentis ha estat detectada en un 30% d’un
total de 43 mostres de femtes de porc analitzades i en un 28% de 14 mostres de
bestiar bovi. Aquest estudi també va mostrar la preséncia d’altres espécies d’origen
huma aixi com Bif. catenulatum i Bif. dentium entre d’altres (Lamendella, R. et al,
2008). Per tant, Bif. adolescentis podria estar present a I'intesti de bovins en una baixa

proporcid, pero suficient per a ser detectat amb el métode utilitzat.

No existeixen gaires estudis analitzant la preséncia de Bifidobacterium en el
rumen. Tot i aixi els resultats sén similars als obtinguts en aquest estudi. L’analisi de
clons del Bifidobacterium aillats a partir de femtes de bovins han mostrat la preséncia
principalment de Bif. pseudolongum i també de Bif. ruminantium (Lamendella, R. et al,
2008). En un altre estudi avaluant soques aillades de femtes de bestiar bovi, també
van descriure Bif. pseudolongum com a espécie majoritaria, seguida de Bif.

thermophilum i Bif. ruminantium i algunes espécies que no van poder ser identificades.
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3.4.4 Recuperacio de mostres ambientals

La recuperacio de soques especifiques de cada origen a partir de mostres
ambientals mitjancant sondes d’ADN ha posat en rellevancia les diferéncies existents
entre la deteccio utilitzant técniques moleculars i técniques de cultiu. Ja que, la técnica
d’hibridacié colonial utilitzada precisa d’un cultiu previ de les mostres o de les soques.
D’aquesta manera es pretenia observar si el coneixement de la composicié i distribucié
de les espécies de Bifidobacterium a nivell molecular de les mostres, permetia generar

eines per a poder recuperar les soques caracteristiques de cada origen del medi.

En una primera aproximacié s’ha utilitzat sondes de 500 pb del gen del 16S ARNr
i que per tant, alberguen zones especifiques entre espécies i zones comunes.
Aquestes sondes no han estat suficientment especifiques i per tant se n’han
desenvolupat de noves més petites, a partir d'una zona especifica per les diferents

especies.

Tant les sondes creades amb la banda completa de DGGE com les sondes curtes
internes del fragment, han detectat espécies del genere Lactobacillus, I'espécie
Morganella morganii i altres espécies que no han estat amplificades mitjangant els
iniciadors Im26/Im3. Per tant, indica un possible creixement d’altres espécies en els
medis HBSA i Beerens. Ambdos medis son selectius pel genere Bifidobacterium perd
ja s’havia postulat el creixement d’altres espécies com Lactobacillus casei, Clostridium
clostridioforme i Eubacteria multiforme en el medi Beerens (Silvi, S. et al, 1996) i

estreptococs fecals en el medi HBSA (Mara, D.D. et al, 1983).

Tant la sonda llarga com la curta, han detectat la preséncia de l'espécie Bif.
adolescentis en l'aigua residual d’origen urba. Aixd demostra que aquests medis
permeten la recuperacié d’aquesta espécie. No obstant, la sonda curta (HM-B-c),
tampoc ha resultat ser especifica ja que ha hibridat també, amb Bif.
pseudocatenulatum i Bif. catenulatum. Aquestes tres espécies havien estat postulades
juntament amb Bif. longum com les majoritaries en I'aparell digestiu huma. Per tant, es
descarta la utilitzacié d’aquesta sonda per a la deteccié d’aquesta espécie al medi. La
PCR multiple descrita préviament en el grup de recerca revela millors resultats
(Bonjoch, X., 2004b).

S’ha analitzat un total de 594 soques aillades a partir d’aigua residual de pollastre
utilitzant la sonda dissenyada a partir de la banda de DGGE. No s’ha obtingut cap
colonia positiva per a la hibridacié colonial. Aixd es pot associar a que la soca que
representa no sigui cultivable amb les condicions utilitzades en aquest estudi o que la

seva preséncia en la mostra fos molt baixa. En aquest ultim cas, podria ser detectada
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mitjangant dues amplificacions consecutives que incrementarien significativament la
seva concentracio, perd no amb técniques de cultiu, ja que quedaria emmascarada per
I'alta microbiota acompanyant. L’analisi mitjangant la hibridacioé colonial amb la sonda
de 500 pb ha posat en rellevancia la preséncia de Bif. longum, espécie “d’origen huma”
i altres no bifidobacteris com Morganella morganii i Lactobacillus spp en les mostres

d’aigles residuals provinents d’escorxadors d’aus.

La baixa especificitat de les sondes definides també s’ha fet pal-lesa en I'analisi
de soques d’origen porci aillades en els medis selectius. La sonda curta dissenyada a
partir de la banda PG-B presenta similitud amb una espécie que la técnica de la DGGE
ha mostrat majoritaria en les mostres analitzades d’origen porci. Aquesta soca, pero,
no ha mostrat similitud amb cap espécie dipositada a les bases de dades. Tot i aixi, ha
estat recuperada del medi una soca que tampoc s’identifica amb cap de les soques
dipostiades a aquestes bases de dades i presenta un 93% de similitud amb Bif. simiae,
talment la sonda PG-B-c. A la vegada, s’ha unit inespecificament a una espécie que
presenta una similitud del 96-98% amb Bif. thermophilum/Bif. thermacidophilum ssp.
porcinum. Aquesta, és I'espécie majoritaria a les mostres de porc analitzades i per tant
deu ser present a una elevada concentracié a les mostres. La sonda també ha hibridat
amb Lactobacillus reuteri, espécie abundant en la microbiota intestinal de porcs
(Simpson 2000). Per tant, en cas d'utilitzar-se, precisa d’'una millora de les condicions

d’hibridacié i d’'un analisi més extens de la seva especificitat.

La sonda CW-E-c ha estat dissenyada per tal de detectar Bif. pseudolongum, que
és la banda que ha mostrat una major distribucié entre les mostres de bestiar bovi. La
hibridaci6 amb aquesta sonda tant sols ha recuperat soques que han mostrat similitud
amb les espécies Bif. thermophilum i Bif. thermacidophilum ssp. porcinum. Aquestes
especies que s’han relacionat amb porci, han de considerar-se també, presents i de
forma abundant en mostres d’origen bovi, tal com s’ha observat en els gels de DGGE i

en estudis previs per d’altres autors (Gavini, F. et al, 2006; Lamendella, R. et al, 2008).

Les diferents comunitats de bifidobacteris representades en aiglies residuals de
diferents origens (huma, avicola, porci i bovi) poden ser discernides mitjancant la
técnica de DGGE. Aquesta técnica presenta certes limitacions, una delles esta
associada a la diferent intensitat de les bandes en funcié de la quantitat d’ADN. Aquest
factor pot ser pal-liat mitjangant una quantificacié6 prévia de 'ADN de la mostra. La
manca d'un marcador estandaritzat, també ha resultat una limitacié alhora de

comparar perfils de diferents gels. Recentment la casa comercial japonesa Nippon
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Gene ha dissenyat uns nous marcadors que poden ser utilitzats en gels de DGGE
(http://www.nippongene.com/pages/products/electrophoresis/marker/dnamarker/dnama

rker02.html) i que podrien facilitar o millorar els analisis comparatius dels perfils.

Les sondes dissenyades a partir de les bandes de DGGE han presentat una
especificitat moderada alhora de detectar soques d’espécies associades a cada origen
fecal. A més a més, s’han fet pal-lesos els problemes associats al cultiu de les mostres
com: la inespecificitat dels medis de cultiu, la possibilitat de no trobar espécies no

cultivables o que tinguin una baixa representacié en la mostra.

No obstant, una possible aplicacié de les sondes, seria la seva utilitzaci6 com
sondes especifiques per a realitzar un Southern Blot sobre els gels de DGGE. Aixo
permetria la identificaci6 de les bandes sense necessitat de la seva escissio i
identificacié. Cal considerar en futurs estudis la utilitat d’aquesta metodologia ja que

permetria identificar origens de contaminacio fecal diferents en una mateixa mostra.
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4.1 Introduccid

Una de les caracteristiques que ha de reunir un bon indicador de la contaminacié
fecal és la de tenir un comportament semblant al dels patdgens. Es a dir, ser incapag
de reproduir-se al medi ambient, estar en una proporcié similar i presentar igual o
major resisténcia a tractaments de depuracio i processos d’inactivacié. La cinética de
persisténcia que segueix un microorganisme un cop és abocat al medi ambient, és un
factor clau que s’ha de conéixer quan vol ser utilitzat com a indicador en models que

considerin els efectes de dilucié i persisténcia en el temps.

Actualment, s’esta definint un elevat nUmero de microorganismes que poden
actuar com a indicadors amb una bona capacitat de discriminacié entre diferents
origens de la contaminaci6 fecal. Per altra banda, es coneix poc quina és la seva
persistencia o inactivacié en el medi, aixi com a quins factors ambientals s6n més
vulnerables. Per tant, s’ha d’anar més enlla i conéixer I'estabilitat dels marcadors

proposats abans de poder ser aplicats a nivell rutinari.

Quan els microorganismes de I'aparell digestiu passen del seu ambient natural al
medi aquatic estan sotmesos a un entorn agressiu. La preséncia d’oxigen (per als
bacteris anaerobis estrictes), la radiacié solar, la manca de nutrients, les oscil-lacions
de temperatura, el pH, la preséncia de depredadors i determinades substancies poden
danyar les cél-lules afectant la seva viabilitat (Okabe, S. et al, 2007; Gourmelon, M. et
al. 1994; Menon, P. et al, 2003; Jamieson, R. et al 2004).

Les técniques de cultiu permeten un seguiment de la dinamica de
microorganismes que poden ésser cultivats. L’analisi d’'una mateixa mostra amb
técniques de cultiu i mitjangant I'observacié amb el microscopi ha posat en rellevancia
'abundancia d’altres estadis cel-lulars que no poden ser cultivats en les condicions
habituals (Singh, A. et al, 1989).

En una mostra, atenent a les condicions en que es trobi, es poden trobar tres
formes cel-lulars diferenciades: les cel-lules viables cultivables, les cél-lules viables no
cultivables i les cél-lules inviables (Kell, D.B. et al, 1998). S’han definit com a cel-lules
viables cultivables aquelles que poden ser cultivades en un determinat moment,
utilitzant métodes convencionals, amb un sol pas, com per exemple inoculacié sobre
una placa d’agar d’'un medi adequat. Les cel-lules viables no cultivables (VBNC: viable
but non-culturable) s’han definit com aquelles que no poden ser recuperades amb les

técniques habituals ni créixer en medis usuals de cultiu, perd que retenen l'activitat
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metabodlica que pot ser detectada amb diferents metodologies (Kell, D.B. et al, 1998).
Aquesta condicio pot ser deguda a que les cél-lules estiguin danyades de manera que
es podran recuperar, o romandre en l'estat de “laténcia” que els permet la
supervivencia i resisténcia al medi ambient en condicions adverses. Els bacteris VBNC
presenten una reduccié de la mida i poden tenir activitat metabdlica, mantenir els
factors de viruléncia i multiplicar-se en les condicions propicies; perd no és possible
cultivar-les amb les técniques rutinaries del laboratori (Chaiyanan, S. et al, 2007;
McFeters, G.A. et al, 1982; Ray, B., 1989). Les cél-lules inviables son aquelles
cél-lules irreversiblement malmeses i que no poden ser cultivades, i no presenten cap

risc potencial per a la salut.

S’ha vist que alguns patdgens com Vibrio cholerae, Campylobacter jejuni,
Salmonella bovismorbificans i S. enteriditis en determinades condicions favorables
(com a I'entrar a l'aparell digestiu, aplicant-los-hi unes determinades condicions de
temperatura o de nutrients) poden recuperar la seva capacitat de multiplicacié (Ben
Abdallah, F. et al, 2007; Colwell, R.R., 1996; Kell, D.B. et al, 1998; Wai, S.N. et al,
1996). Per tant, aquestes cél-lules presenten un potencial risc sanitari per a la
poblacié. Quan es vol estudiar la dinamica i la persisténcia dels microorganismes quan

arriben al medi ambient s’ha de tenir en compte aquests diferents estadis cel-lulars.

Les técniques rutinaries de cultiu estimen la poblacié de cél-lules viables
cultivables perd no detecten la resta. En canvi les cél-lules VBNC no poden ser
cultivades amb els métodes habituals al laboratori. Per tant, s’han desenvolupat
algunes técniques que permeten detectar aquestes formes cel-lulars (Rowan, N.J.,
2004):

— L’avaluacio de les cél-lules que presenten capacitat respiratoria utilitzant
molécules redox fluorescents com el CTC (5-ciano-2,3-ditolil clorur de tetrazolium).
El CTC és un acceptor d’electrons artificial que competeix amb l'oxigen. La
reduccié d’aquests compost per la cadena respiratoria genera cristalls de CTC-
formazan, insolubles i fluorescents. Aquesta molécula s’acumula, solament, en
bacteris metabdlicament actius i pot ser visualitzada mitjangant un microscopi

d’epifluorescéncia (Besnard, V. et al, 2000).

— El métode de comptatge directe de viables (DVC: direct viable count). Aquesta
técnica es basa en la incubacié del microorganisme amb agents inhibidors de la
sintesi de 'ADN com I'acid nalidixic o el ciprofloxacina. L’activitat metabdlica no

s’atura, de manera que la cél-lula creixera sense dividir-se. D’aquesta manera les
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cél-lules viables s’aniran elongant i es podran diferenciar de la resta al microscopi
(Besnard, V. et al, 2000).

— El radiomarcatge consisteix en valorar la metabolitzacio, per les cél-lules
metabolicament actives, de substrats marcats radioactivament amb C o °H.
Aquest metode s’ha utilitzat per detectar la respiracido cel-lular mitjangant la
produccié de “CO, després d’afegir al medi glucosa marcada amb '*C (Besnard,
V. et al, 2000).

— Tincié diferencial de diferents estadis cel-lulars. El iodur de propidi permet
valorar la integritat de la membrana cel-lular, €s un colorant impermeable i que per
tant només penetrara a les cél-lules que tenen la membrana danyada, diferenciant
aixi, les cél-lules inviables. Els colorants fluorescents DAPI (4,6-diamino-2-
fenilindol) o taronja d’acridina tenyeixen els acids nucleics de les cel-lules sense
diferenciar el seu estat i en combinacié amb altres colorants fluorescents permeten
el recompte diferencial de ceél-lules vives i cél-lules mortes amb el microscopi
d’epifluoresceéncia (Kell, D.B. et al, 1998). El kit de detecci6 LIVE/DEAD BacLight
(Molecular Probes, Eugene, USA) combina el colorant SYTO-9 que tenyeix I'ADN i
és permeable a la membrana, per tant tenyeix tot tipus de cél-lules, amb el iodur de
propidi que és impermeable, i que per tant només penetra a les cél-lules danyades.
Utilitzant el microscopi de fluorescéncia es visualitzen les ceél-lules viables de color

verd i les cél-lules danyades de color roig.

— El comptatge utilitzant la técnica de citometria de flux (Hoefel, D. et al, 2003). El
citometre és una aparell que distingeix les cél-lules tenyides amb colorants
fluorescents que estan en una solucié. El sistema de flux s’encarrega de conduir
les cél-lules al punt on es realitza la mesura i un cop alli detectara i contara les
cél-lules que emeten fluorescéncia. Segons el fluordfor utilitzat (iodur de propidi,

DAPI, etc) es podra distingir entre cél-lules viables i no viables.

— La deteccié6 d’/ARNm i ARNr mitjangant les técniques d’hibridacio6 in situ o PCR
amb la transcriptasa reversa. Només les ceél-lules metabdlicament actives
sintetitzen ARN tot i que no puguin multiplicar-se (Rowan, N.J., 2004). Per tant la
quantificaci6 de 'ARN sintetitzat sera una estima de l'activitat metabodlica de la

mostra.

Aquestes tecniques permeten la deteccid de les cél-lules VBNC perd soén
complicades o laborioses d’aplicar a nivell rutinari al laboratori. A més, donen
informaci6 general sense poder discriminar fins al nivell d’espécie. Existeix una altra

metodologia per tal de detectar i quantificar les cél-lules cultivables i no cultivables
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(viables i inviables) de manera especifica. La PCR quantitativa a temps real permet la
deteccié de microorganismes independentment de cultiu entre una barreja complexa
de poblacions. La utilitzacié d’iniciadors especifics permet detectar uns determinats

microorganismes que a diferéncia de la PCR convencional poden ser quantificats.

4.1.1  PCR quantitativa en temps real

La PCR quantitativa a temps real (PCR-Q) és una evoluci6 de la PCR
convencional. La diferéncia fonamental entre ambdés PCRs és que permet la deteccio
i la quantificacié especifica d’'un determinat fragment d’ADN a mesura que es produeix
el procés d’amplificacié. Per tant, no caldra manipulacions posteriors a la reaccié que
poden contaminar la mostra; ni es precisara del temps necessari per obtenir un gel i
visualitzar el resultat de I'amplificacio. Els resultats que s’obtenen sén valors numeérics

que es poden relacionar amb la quantitat d’ADN inicial de la mostra.

A mesura que incrementen els cicles d'una PCR es consumeixen els reactius i
s’acumulen molécules inhibidores de la reaccié (Ginzinger, D.G., 2002; Stratagene,
2004). La reacci6 arriba a un punt de saturacié on no es produeix un increment de
I’ADN amplificat. Aquests processos no sén uniformes entre les mostres, i per tant se’n
deriva diferéncies entre els valors finals obtinguts que no estan relacionades amb la
concentracio inicial d’ADN. A la PCR convencional es visualitza 'ADN amplificat que
s’obté al final de la reaccié: la fase estacionaria o “plateau” (Fig. 4.1) en un gel
d’agarosa. Els resultats obtinguts en aquesta ultima fase de la PCR so6n qualitatius:
ens indiquen la preséncia o abséncia d’amplificacié. Les variacions obtingudes en els

ultims cicles no permeten la quantificacio de 'ADN en aquesta fase (Costa, J., 2004).

Figura 4.1 Fases de la reaccié d’amplificacié per PCR.

Dataceld da la PCR,

Leg | Tincld amb bromur d'etidi
[ADNIL
= Fase Plaleau,
Dataceid de
- la PCR-0Q
[ \ Fasa lineal. Elevada variabilitat
B Fase exponancial, Elevada precisid.

MGm, cicles

La PCR-Q utilitza molécules fluorescents que s’intercalen en '’ADN o que formen

part d'una sonda especifica. Aquesta PCR es duu a terme en termocicladors que
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incorporen un lector de fluorescéncia i estan dissenyats per a mesurar en qualsevol
moment, la fluorescéncia emesa a cada vial on es produeix I'amplificacié (Costa, J.,
2004). D’aquesta manera es pot fer un seguiment a temps real de I'amplificacié durant
tots els estadis de la reacci6: fase exponencial, lineal i “Plateau” (Fig. 4.1). L’emissi6
de fluorescéncia queda dibuixada graficament en corbes de cinética de la reacci6 per
cada una de les mostres i controls (Fig. 4.2). Només la fase exponencial de
I'amplificacié és proporcional a la quantitat inicial d’ADN i per tant, només amb la PCR-
Q es pot establir relacions entre 'amplificat en un determinat moment i la quantitat
inicial d’ADN de la mostra (Ginzinger, D.G., 2002; Kubista, M. et al, 2006).

Durant els primers estadis del desenvolupament de la PCR-Q, la fluorescéncia
emesa no es distingeix del soroll de fons de la mostra (Fig. 4.2). Aquesta augmenta de
manera proporcional a mesura que incrementa I'amplificaci6 d’ADN. En la fase
exponencial es determina un llindar de la senyal de fluorescéncia (threshold), superior
a la fluorescéncia basal. EI nUmero de cicles de PCR que es necessita per que la
corba d’amplificacié de la mostra arribi a aquest llindar s’anomena valor C+ (Fig. 4.2).
Aquest valor és el que s'utilitza per a comparar i quantificar les mostres i és
inversament proporcional a la concentracio inicial d’ADN diana. Quan es compara el
valor C; de cada mostra amb I'obtingut al valorar una corba estandard de concentracié

d’ADN coneguda es pot extrapolar la quantitat inicial de la mostra.

Figura 4.2 Esquema del desenvolupament d’'una PCR-Q en temps real.
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Existeixen diferents tipus de molecules fluorescents que s'utilitzen per a la

deteccié de 'ADN amplificat amb la PCR-Q a temps real. Les principals es detallen a

continuacio:
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R/

X Sondes TagMan

Son oligonucleotids especifics que presenten un molécula donadora de
fluorescencia (fluorofor) a I'extrem 5 i una acceptora (“quencher”) a I'extrem 3'.
Quan aquestes dues molécules estan proximes, el “quencher” absorbeix la
fluorescéncia emesa pel fluorofor. Aquest procés és el que s’‘anomena
transferéncia d’energia fluorescent mitjangcant ressonancia (FRET: Foster
resonance energy transfer). El “quencher” emet la fluorescéncia que ha absorbit a
una longitud d’ona diferent que la emesa pel fluorofor (Costa, J., 2004). Es poden
utilitzar diferents tipus de fluordfors i “quenchers” per exemple: FAM, TAMRA, TET,
Texas Red, CY5, etc., perd s’ha de tenir en compte que no es solapin les diferents

longituds d’ona d’emissié.

La sonda TagMan hibrida especificament en una zona interna del producte
que s’amplificara a partir dels iniciadors, també especifics. De manera que quan es
produeix la desnaturalitzaci6 de 'ADN la sonda hibrida amb la molécula de la
mateixa manera que ho fan els iniciadors (Fig. 4.3). La polimerasa presenta
activitat exonucleasa aixi que quan polimeritza la molécula i es troba la sonda
hibridada, la degrada. Es produeix I'alliberaci6é del fluorofor i del “quencher” que ja
no podra absorbir-ne la fluorescéncia. Per tant, la fluorescéncia emesa pel fluorofor
ja podra ser quantificada. Aquesta, anira incrementant a mesura que es va
amplificant 'ADN i es va degradant la sonda amb el fluorofor (Holland, P.M. et al,
1991).

Figura 4.3 Procés d’emissio de fluorescéncia a la PCR-Q amb sondes TagMan
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< Molecular Beacons

Les Molecular Beacons son oligonucleotids en forma de bucle, de manera que
la part central es complementaria a 'ADN diana i els extrems s6n complementaris
entre ells. Com les sondes TagMan, presenten una molécula “quencher” i una
fluordfor a cada extrem. Quan la sonda esta lliure aquestes dos molécules resten
unides inhibint-se I'emissié de fluorescéncia (Fig. 4.4.A). Quan es produeix la
hibridacié amb la molécula d’ADN, ambdés molécules es separen i la fluorescéncia
ja pot ser detectada. En aquest cas la Taq polimerasa no degrada la sonda,
simplement la separa de manera que recupera la conformacié en forma de bucle i
inhibeix la fluorescéncia emesa. Aixd permet que la sonda pugui ser utilitzada en el
proxim cicle de la PCR. L’emissi6é de fluorescéncia només es produeix en la etapa
d’hibridacié de la sonda amb I’ADN motlle (Tyagi, S. et al, 1996).

La sintesi d’aquestes sondes és complicada ja que si la conformaci6 de bucle
és massa estable la sonda no podra hibridar amb 'ADN motlle. Si el bucle no esta

ben format I'inhibicié de I'emissié de fluorescencia pot no ser prou eficag.

Figura 4.4 Procés d’emissio de fluorescéncia a la PCR-Q amb diferents fluorofors:
A. Molecular Beacons. B. SYBR Green

SYBR Green Lliure

( é + /-\/ E, ﬁf SYBR Green Fluorescent Intercalat
]
¢

Molesular o Hibrid
Beacon B

< SYBR Green

El SYBR Green és una cianina asimétrica que actua com a molécula
intercalant de I'ADN. Aquesta molécula emet unes 1000 vegades més de
fluorescéncia quan resta unida a una doble cadena d’ADN que quan es troba lliure
a la reacci6 (Stratagene, 2004). A mesura que incrementa la quantitat d’ADN
amplificat incrementa el nimero de molécules intercalades i també I'emissio de
fluorescéncia podent-se establir una relacié entre aquests dos parametres (Fig.
4.4.B).

El SYBR Green és una molécula inespecifica que es pot unir a qualsevol ADN

de doble cadena incloses amplificacions inespecifiques, dimers formats entre els
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iniciadors, etc. Per a pal-liar aquest inconvenient es realitzen les corbes de
dissociacio (“melting curves”) després d’haver-se realitzat la reaccidé d’amplificacio.
Aquest procés consisteix a incrementar gradualment la temperatura de les mostres
amplificades. Quan s’assoleix la temperatura de desnaturalitzacié de I'amplificat
(Tm), la molécula amplificada es desnaturalitza s’allibera el fluordfor disminuint
abruptament la fluorescéncia detectada. Si hi ha formaci6 de dimers o
amplificacions inespecifiques, probablement, es desnaturalitzaran a una
temperatura diferent, i per tant s’observaran corbes de desnaturalitzacio diferents
(Kubista, M. et al, 2006; Zipper, H. et al, 2004).

4.1.2 PCR quantitativa en temps real aplicada al génere

Bacteroides

La utilitzacié de la PCR quantitativa a temps real permet estudiar la composicié de
diferents comunitats en els seus habitats i quantificar els seus canvis (Bach, H.J. et al,
2002; Dionisi, H.M. et al, 2003; Gueimonde, M. et al, 2004; Haarman, M. et al, 2005;
Labrenz, M. et al, 2004; Stults, J.R. et al, 2001). Per tant, aquest técnica sera util per a
estudiar la persisténcia d’indicadors bacterians a I'aigua, poder establir com varien en
el temps i a quines condicions sén més vulnerables. Cal tenir en compte que aquesta
técnica detecta material genétic i per tant no diferencia entre cél-lules viables, VBNC i
inviables. Ultimament s’han descrit métodes per a poder diferenciar les cél-lules no
viables afegint substancies que s’intercalen en I'ADN de les cél-lules mortes i

n’inhibeixen I'amplificacio (Pisz, J.M. et al, 2007).

Per tal de poder estudiar la persisténcia de Bacteroides spp. quan arriba al medi
natural (Veure Capitol 5) es va valorar el desenvolupament d’'una PCR-Q especifica.
Com ja s’ha comentat, el génere Bacteroides ha estat proposat des de fa temps com a
possible indicador de I'origen de la contaminacio fecal a I'aigua (Allsop, K. et al, 1984;
Kreader, C.A., 1995) i s’han descrit un elevat numero de metodologies moleculars per
tal de poder ser utilitzat (Bernhard, A.E. et al, 2000a; Bernhard, A.E. et al, 2000b;
Carson, C.A. et al, 2005; Kildare, B.J. et al, 2007; Kreader, C.A., 1995; Layton, A. et al,
2006). La seva fisiologia anaerobia, que per una banda ha permés una co-evolucio
amb I'hoste, fa que la seva supervivencia a I'ambient sigui curta, i per tant indica
contaminacié recent de l'aigua; perd es coneix poc quina és la seva supervivéncia i
quins factors afecten la seva viabilitat. A més a més, moltes de les espécies de
Bacteroides no han estat cultivades encara, només se’n coneix les seqléncies

géniques dipositades als bancs de dades (Bach, H.J. et al, 2002; Suau, A. et al, 1999;
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Eckburg, P.B. et al, 2005). Ni aquestes espécies, ni les VBNC, poden ser detectades ni
quantificades amb els meétodes rutinaris de cultiu al laboratori. Aixi que caldran

métodes que vagin més enlla per tal de tenir-les en compte.

La PCR-Q es una bona técnica per a poder estudiar la dinamica de Bacteroides
quan es abocat al medi. S’han descrit un elevat nimero de PCRs quantitatives a
temps real per a poder detectar espécies d’aquest génere. Algunes d’elles sbn
genériques i permeten detectar i quantificar el genere Bacteroides (Dick, L.K. et al,
2004; Kildare, B.J. et al, 2007; Layton, A. et al, 2006; Siefering, S. et al, 2008). La
majoria d’elles, perd, s’han descrit com a técniques de MST i per tant amplifiquen
espeécies capaces de discriminar 'origen de la contaminacié fecal a l'aigua (Kildare,
B.J. et al, 2007; Layton, A. et al, 2006; Okabe, S. et al, 2007a; Reischer, G.H. et al,
2006; Reischer, G.H. et al, 2007; Seurinck, S. et al, 2005a; Shanks, O.C. et al, 2008;
Stricker, A.R. et al, 2008).

Per tal de poder estudiar, posteriorment, la dinamica de Bacteroides spp. com a
indicador de la contaminacié fecal quan és abocat al medi, es va dissenyar i avaluar,

préviament, diferents PCR-Q a temps real. Aixi els objectius d’aquest capitol han estat:

1. Adaptar i avaluar una PCR-Q utilitzant SYBR Green i els iniciadors
geneérics de Bacteroides Bac32 i Bac708 (Bernhard, A.E. et al, 2000a).

2. Disseny d’'una PCR-Q a temps real amb sonda TagMan especifica pel

génere Bacteroides.

3. Comparar l'eficacia d’aquestes dues técniques moleculars amb una PCR-Q
a temps real especifica per Bacteroides spp. descrita préviament (Layton,
A. et al, 2006).
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4.2 Materials i Métodes

4.2.1 Determinacié del limit de quantificacié de la PCR-Q

La corba estandard és la base de la PCR-Q absoluta ja que permet establir una
relacié entre aquesta i la mostra. En aquest cas s’ha utilitzat el banc de dilucions
generat per a determinar el limit de quantificaci6 com a corba estandard per a poder
quantificar la concentracio d’ADN de les mostres. A la vegada ha servit per a valorar

les tres PCR-Qs que s’han avaluat en I'estudi.

Per a determinar el limit de quantificacié de la PCR-Q s’ha utilitzat un cultiu pur de
Bacteroides fragilis (DSM 21517). Aquesta soca s’ha descongelat i inoculat en brou
BPRM (Annex I) tal com s’indica a I'apartat 2.2.2.1 i ha estat incubada a 37°C 48 h en
condicions d’anaerobiosis. S’ha calculat la concentracié de diferents estats cel-lulars

del cultiu mitjangant:

— EI recompte de cél-lules cultivables a partir de la sembra en plaques d’agar
BPRM (Annex I) .

— El recompte de cél-lules totals mitjangant el comptador de particules d’orifici de
30 um Coulter Multisizer Particule Counter (Beckman Coulter). S’ha utilitzat solucié
Isoton (Beckman Coulter) per obtenir la concentracié adequada de ceél-lules per a

poder ser quantificades amb 'aparell.

— L’estimacié del numero de cél-lules viables i inviables utilitzant el Kit LIVE/DEAD
BacLight (Molecular Probes, Eugene, USA) segons les instruccions del fabricant. El
recompte de cél-lules tenyides s’ha fet amb un microscopi d’epifluorescéncia
(Nikon) amb il-luminaci6 de camp clar. Per la fluorescéncia s’ha utilitzat una
lampada de mercuri de 50W. Les cél-lules viables es visualitzen al microscopi de

color verd i les ceél-lules danyades de color roig.

A la vegada, del mateix cultiu, s’ha realitzat I'extracci6 d’ADN amb el Kit
d’extraccié QlAamp DNA Blood Mini Kit (Quiagen). Tal com es mostra a la figura 4.5
s’ha efectuat un banc de dilucions seriades (1/10) de I'extraccié d’ADN del cultiu inicial.
S’ha quantificat la concentraci6 d’ADN de les diferents extraccions mitjangant el
quantificador  d’acids  nucleics GeneQuant™ pro RNA/DNA  Calculator

Spectrophotometer.
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Figura 4.5 Obtenci6 del banc de dilucions per a calcular el limit de quantificacié de la PCR-Q a
temps real. S’ha realitzat el banc de dilucions (1/10) a partir de I'extracci6 d’ADN del cultiu

inicial.
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[ Amplificacié per PCR-Q |

4.2.2 Determinacio del limit de deteccié de la PCR-Q

Quan s’aplica técniques moleculars a 'analisi de mostres ambientals apareixen
certes limitacions, com sén la preséncia d’inhibidors de la PCR, I'eficieéncia d’extraccio
de 'ADN de la mostra, etc. S’ha vist que alguns métodes d’extraccio d’ADN mostren
variabilitat alhora d’extreure 'ADN de les mostres (Dionisi, H.M. et al, 2003; Layton, A.
et al, 2006). En aquest estudi s’ha utilitzat el banc de dilucions generat a partir de
I'extracci6 d’ADN d’un cultiu com a recta patro, i per tant no reflecteix els problemes
derivats de I'extraccié d’ADN quan s’analitzen mostres ambientals. De totes maneres,
per tal de tenir en compte possibles desviacions en les mostres ambientals, s’ha
determinat el limit de detecci6é de la PCR-Q a partir de I'analisi d’'un banc de dilucions
del cultiu inicial de B. fragilis (DSM 21517).

Per aixod, s’ha realitzat dilucions seriades (1/10) utilitzant Ringer a2 (Oxoid,
Hampshire, England) de les quals s’ha extret TADN amb el Kit d’extracci6 QlAamp
DNA Blood Mini Kit (Quiagen) (Figura 4.6). La concentraci6 d’ADN obtinguda s’ha
quantificat amb el quantificador d’ADN GeneQuant™ pro RNA/DNA Calculator

Spectrophotometer (Amersham Biosciences).
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Figura 4.6 Obtencié del banc de dilucions per a calcular el limit de deteccié de la PCR-Q a
temps real. S’ha realitzat I'extracci6 d’ADN de cada dilucié seriada (1/10) a partir del cultiu

inicial.
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4.2.3 Desenvolupament de les diferents PCR-Q en temps real

4.2.3.1 PCR-Q en temps real utilitzant la molécula intercalant
SYBRGreen

La primera aproximacié a la PCR-Q ha estat utilitzant el fluorofor intercalant de
'ADN: SYBR Green (PCR Core Reagents Appl Biosystems). Aquest métode
representa un menor cost econdmic, i és més facil de dur a terme una vegada s’han
definit les condicions i el iniciadors a utilitzar; i aquests son suficientment especifics i

eficients.

En aquest cas s’ha utilitzat els iniciadors especifics del génere Bacteroides: Bac32
i Bac708 (Taula 4.1) i les condicions que havien estat definides préviament per una
PCR convencional (Bernhard, A.E. et al, 2000a).

Taula 4.1 Iniciadors utilitzat en I'aplicacié de la PCR-Q amb SYBR-Green

Iniciador Seqiiéncia 5’-3’ Tm

Bac32F AACGCTAGCTACAGGCTT
54°C
Bac708R  CAATCGGAGTTCTTCGTG

Els assajos de PCR-Q s’han dut a terme en un volum de reaccié de 50 pl. Les
concentracions de reactius utilitzats han estat: una concentracié 1X de tampé de
SYBR Green (Applied Biosystems), 200 uM de dNTPs (Applied Biosystems), 0,2 uM
dels iniciadors Bac32 i Bac708 i 1,5 U de Taq polimerasa (Applied Biosystems). S’han

avaluat diferents concentracions de MgCl,: 1 mM, 1,5 mM, 2 mM i 3 mM i diferents
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volums d’ADN motlle 1 ul, 4 ul i 10 ul. També s’ha assajat diferents temperatures
d’hibridacié: 54°C, 57°C, 59°C i 61°C. El programa de la PCR-Q utilitzat es detalla a la
taula 4.2.

Taula 4. 2 Programa utilitzat en la PCR-Q amb SYBR Green.

. 94°C 30s
30 cicles 54-61° C 30s
| 720C 40's
4°C 0

4.2.3.2  Disseny duna PCR-Q en temps real dutilitzant una sonda

TagMan

A partir de l'alineament de seqiiéncies de Bacteroides, obtingudes de la base de
dades del GenBank, utilitzant el programa BioEdit s’ha establert una seqliéncia
consens del génere Bacteroides. Aquesta seqliéncia ha estat utilitzada per a dissenyar
uns iniciadors i una sonda TagMan especifics per detectar el génere Bacteroides
mitjancant el programa Primer Express Software v2.0 (Applied Biosystems). Per al seu
disseny s’ha seguit els requisits que asseguren el bon funcionament de la PCR-Q
(Applied Biosystem, 2002): amplificat entre 50-150 pb, una temperatura d’hibridacio
dels iniciadors entre 58-60°C i 10°C més per la sonda TagMan (68-70°C).

Finalment s’ha comprovat I'especificitat dels oligonucleotids analitzant la seva
similitud en la base de dades RDP (http://rdp.cme.msu.edu/). Els iniciadors i la sonda

definits es mostren a la taula 4.3.

Taula 4.3 Iniciadors i sonda descrits per la TagMan PCR-Q.

Iniciador Seqiiéncia 5°-3’
Bact1-F CCGGGGCTACACACGTGT
Bact1-R CAAGGCCCGGGAACGTAT
Bact1-S 6-FAM-TCGCGCATCAGCCA-TAMRA

La sonda incorpora el fluorofor FAM (A d’absorci6 maxima de 492 nm i una A
d’emissié maxima de 516 nm) i el “quencher” TAMRA (A d’absorcié maxima 556 nm i A

d’emissié maxima 580 nm) (Stratagene, 2004).

L’amplificacié s’ha dut a terme en un volum de reaccié de 20 ul, 10 ul dels quals

corresponen a TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems). La Master
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Mix conté: AmpliTag Gold® ADN polimerasa, dNTPs, tampé i una referéncia passiva
que permet normalitzar la senyal del fluorofor. La normalitzacié és necessaria per

evitar fluctuacions degudes a variacions de volum entre mostres.

Per tal d’aconseguir la maxima eficiencia d’amplificacié s’han assajat diferents

concentracions:

— d’iniciadors (600-600 nM, 400-400 nM, 200-200 nM, 300-300 nM, 300-200 nM,
200-300 nM, 100-200 nM, 200-100 nM, 100-100 nM)

— de la sonda (200 nM, 150 nM, 100 nM, 50 nM)
— de MgCl, (0 i 500 uM).
El programa de PCR que s’ha utilitzat es detalla a la taula 4.4.

Taula 4.4 Programa utilitzat en la TagMan PCR-Q descrita pels iniciadors: Bact1-F i
Bact1-R i la sonda Bact1-S.

95°C 15s
40 cicles

60°C 1 min

4°C 0

S’ha anomenat aquesta PCR-Q dissenyada com TagMan 1 per tal de diferenciar-

la de la seglient PCR-Q valorada, detallada a continuacio.

4.2.3.3  Avaluacié d'una PCR-Q descrita préviament (Layton et al. 2006)

Per ultim, s’ha avaluat una PCR-Q utilitzant una sonda TagMan que ha estat
descrita préviament per estimar el numero d’espécies del génere Bacteroides (en
'estudi s’ha anomenat TagMan 2 per diferenciar-la de TagMan 1) (Layton, A. et al,
2006). Els oligonucleotids utilitzats en aquest assaig es detallen a la Taula 4.5. En
aquest cas la sonda incorpora el fluoroéfor FAM i el “quencher” BHQ (Black Hole
Quencher). El “quencher” BHQ no emet la fluorescéncia fins que es produeix la
hibridacio, no presenta fluorescéncia basal, i per tant evita un possible soroll de fons
que pot emmascarar la senyal (Stratagene). La reaccié s’ha portat a un volum de 20 ul
amb 10 ul de TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), 2 ul d’ADN i
una concentracié de 600 nM de cada iniciador i 200 nM de la sonda. El programa de la
PCR es detalla a la Taula 4.6.
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Taula 4.5 Iniciadors i sonda utilitzats en la TagMan PCR-Q basada amb les condicions
descrites per Layton et al. 2006.

Iniciador Seqiiéncia 5’-3’
AlIBact296f GAGAGGAAGGTCCCCCAC
AllIBact412r CGCTACTTGGCTGGTTCAG
AllIBact375Bhqr 6-FAM-CCATTGACCAATATTCCTCACTGCTGCCT —-BHQ-1

Taula 4.6 Programa utilitzat en la TagMan PCR-Q descrita préviament (Layton, A. et al, 2006)

50°C 2 min

95°C 30s
50 cicles
60°C 45s
4°C 0

Un cop ajustades les concentracions dels reactius i els programes de les
reaccions; les diferents PCRs s’han avaluat mitjangant I'amplificacio de la corba
estandard amb el termociclador ABI Prism ® 7700 Sequence Detection utilitzant el

programa SDS v. 1.6.3 (Applied Biosystems).

4.2.4  Calcul de I'eficiencia de la PCR-Q

La reaccioé d’amplificacié de 'ADN, durant la fase exponencial, segueix I'equacio
4.1. On Ty és la quantitat d’ADN final de la reaccié de N cicles. T, és la quantitat inicial
d’ADN i E és l'eficiéncia en que es produeix la reacci6. Aixi que, I'eficiencia d’'una PCR
determina la mesura en que es produeix un nou amplificat de la PCR. La maxima
eficiéncia de la reacci6 s’observa quan a cada cicle es duplica les molécules d’ADN de

la mostra.
T =T, -(E)" Equaci6 4.1

L’eficiencia de la PCR-Q es calcula a partir de la pendent obtinguda de I'analisi
d’'una recta patrd de concentracions conegudes i indica el numero de cicles necessaris
per tal d’incrementar un logaritme la quantitat d’ADN de la reacci6. Un 100%
d’eficiéncia correspon a una pendent del -3,322, aixo indica que amb 3,322 cicles de
PCR s’incrementa un logaritme la quantitat d’ADN. L’eficiéncia d’amplificacié es

calcula tal com s’indica al panell 4.1.
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Panell 4.1
Calcul de 'eficiéncia de la PCR-Q

Mitjangant I'analisi de la recta patré s’obté la relacié entre la concentracid de la
mostra (en numero de cél-lules, ng ADN/ul, etc.) i el cicle C. Es una relacio lineal

que segueix I'equacié d’'una recta de regressio:

Equacio6 de la recta patré: y=Kx+a

A partir de la pendent de la recta (K) i utilitzant I'equaci6 4.2 es pot obtenir el calcul

de I'eficieéncia de la reaccio.

Eficiéncia=10"* =1  Equaci6 4.2
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4.3 Resultats

4.3.1 Caracteritzacio de la composicio de la corba estandard

L’avaluaci6 de les diferents PCR-Qs s’ha realitzant avaluant el banc de dilucions
generat per analitzar el limit de quantificacié i que ha servit de corba estandard per a

quantificar, posteriorment, les mostres.

Per tal de conéixer la poblacié de les diferents dilucions que constitueixen la corba
estandard, s’ha calculat: el numero de cél-lules cultivables a partir d’'un cultiu en
plagues en agar BPRM; el numero de cél-lules viables avaluant la proporcié de
cél-lules vives i mortes amb el Kit LIVE/DEAD BacLight (Molecular Probes, Eugene,
USA) a partir del recompte de cél-lules tenyides de verd o de roig; i el numero de
particules més grans de 30 um presents a la mostra amb el comptador de particules
Coutler Mulisizer (Beckman Coulter). La concentracié obtinguda es detalla a la taula
4.7.

Taula 4. 7 Caracteritzacié de la composici6 del cultiu de B. fragilis (DSM 2151T) utilitzat per
avaluar el limit de detecci6 i quantificacié de les PCR-Qs

Reactiu Volum afegit
UFC/ml 2,79-10°
Estimacio cél. viables/ ml 7,99-10°
Particules /ml 1,07-10°
concentracio ADN ng/ul 12
copies del 16S ARNr/ul 2,21-10’
Estimacio cél. totals/ml* 3,69-10°

*Estimacié a partir del numero de copies del 16S ARNr (veure panell 4.2)

Un cop obtingut el banc de dilucions de I'extraccid6 d’ADN s’ha quantificat la seva
concentracié mitjangant un quantificador d’acids nucleics. L’'extracte d’ADN directe del
cultiu de B. fragilis conté una concentracié de 12 ng/ul. No s’ha pogut valorar la majoria
de les dilucions posteriors ja que el limit de detecci6 de I'aparell és de 3 ng/ul.

A partir de la concentracié d’ADN, tal i com s’indica al Panell 4.2, s’ha estimat el
numero de copies del gen del 16S ARNr que és el que es detecta en totes les PCR-Qs
assajades i el numero de cél-lules totals tedriques que correspondria a aquesta
quantitat (Panell 4.2) (Taula 4.7).
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Panell 4.2

Estimacié del numero de copies del gen 16S ARNr i de

ceél-lules de la corba estandard a partir de la concentracié d’ADN

Tenint en compte que el genoma de B. fragilis mesura al voltant d’'unes 5,2 Mb i

conté 6 copies del gen del 16S ARNr (Cerdeno-Tarraga et al, 2005):

6copies . lgenoma . Mb

1 21n -
= gg == 10l copies | L
lgenoma S52Mb 109610 ° ¢ 10 ne 11

* valor estandard del pes en grams de 1-10° pb

221107 copies Icel - lula . 10004 —3,68-10° Cey
y7/) 6copies Iml ml

S’ha estimat que, aproximadament, a I'extraccié directa del cultiu hi haura
2,21-10" copies del gen del 16S ARNr/uL i aixo representa 3,68+ 10° cél-lules/ml.
Aquest valor és un valor tedric de les cél-lules totals hauria de ser comparable

amb el valor obtingut amb el comptador de particules: 1,07-10° part./ml.

432 Avaluacio de les diferents PCR-Q

S’ha valorat leficiencia i el limit de quantificaci6 de les diferents PCR-Qs
introduides anteriorment analitzant el banc de dilucions caracteritzat a I'apartat 4.3.1.
La caracteritzacié d’aquests parametres ha permeés avaluar la viabilitat de les diferents
PCR-Qs per a poder ser utilitzades en posteriors estudis.

L’analisi de les diferents reaccions d’amplificacio s’ha realitzat mitjangant els
registres d’emissié de fluorescéncia al llarg de la PCR-Q. El programa informatic S.D.S
representa en una grafica els increments de fluorescéncia de cada mostra durant cada

cicle del procés d’amplificacio.

En primer lloc s’ha avaluat la PCR-Q basada en una PCR convencional descrita
préviament (Bernhard, A.E. et al, 2000a) utilitzant com a fluorofor la molécula SYBR
Green. La dinamica de les corbes d’amplificacio que s’observen amb el programa
S.D.S obtingudes amb aquesta metodologia, han mostrat una baixa eficieéncia de la
reacci6. Les corbes d’amplificacié de la PCR-Q mostraven una saturacio de la reaccio,
i no ha pogut ser millorada amb cap de les modificacions assajades. A més a més, les

corbes de dissociacié analitzades posteriorment a cada reaccié d’amplificacié han
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mostrat unions inespecifiques del fluorofor amb possibles dimers dels oligonucledtids.

Per tant, ja d’entrada, es va descartar aquesta PCR-Q per a posteriors analisis.

S’ha avaluat una segona PCR-Q, en aquest cas s’han dissenyat els iniciadors
Bact1-F i Bact1-R i la sonda TagMan Bact1-S per tal d’avaluar una nova PCR-Q
(Tagman1). Lliniciador Bact1-F i la sonda Bact1-S presenten una similitud
practicament exclusiva dels géneres Bacteroides i Prevotella, tot i que hibriden amb
algunes espeécies del filum Bacteroidetes. L'iniciador Bact1-R és inespecific i presenta
similitud amb un numero més elevat d’espécies.

S’han avaluat diferents concentracions de reactius per tal d’establir les condicions
amb que s’obtenia una millor eficiéncia d’amplificaci6é. Les concentracions de reactius
optimes obtingudes que han permés una bona eficiéncia d’amplificacié es detallen a la
taula 4.8.

Taula 4.8 Reactius i concentracions necessaries per a la reaccié de PCR-Q TagMan 1.

Reactiu Volum afegit Concentracié final
TagMan Universal PCR Master Mix
(Applied Bisystems) 1ou x

Iniciador Bact1-F (2 uM) 2 ul 200 nM
Iniciador Bact1-R (2 uM) 2 ul 200 nM
Sonda Bact1-S (1 uM) 2 ul 100 nM

ADN 2l

H.O 2l

Volum Total 20

Finalment, s’ha avaluat la TagMan PCR descrita préviament (Layton, A. et al,
2006) que utilitza els iniciadors AllBact296f/AllBact412r i la sonda AllBact375Bhqr. Els
dos iniciadors presenten similitud, basicament, amb espécies del génere Bacteroides i
Prevotella i alguna que altra espécie del filum Bacteroidetes. La sonda és menys
especifica i identifica espécies del génere Bacteroides, Porhyromonas, Prevotella i
Flavobacterium i altres espécies del filum Bacteroidetes. A la Figura 4.7 es mostra les

corbes d’amplificacié obtingudes de 'analisi de la recta patro.
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Figura 4.7 Grafiques d’emissié de fluorescéncia de les diferents répliques de la PCR-Q a temps
real de la corba estandard TagMan 2 B. D: Extraccio6 directa del cultiu; -1: dilucié 1/10 de D; -2:
dilucié 1/100; -3: diluci6 1/1.000; -4: diluci6 1/10.000; -5: diluci6 1/100.000; -6: dilucié
1/1.000.000; -7: dilucié 1/10.000.000.
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4.3.3 Determinacié del limit de quantificacié de les PCR-Q

El limit de quantificacié de les PCR-Qs s’ha calculat a partir de I'analisi d’'un banc
de dilucions d’una extracci6 d’ADN del cultiu de B. fragilis mitjangant les PCR-Q:
TagMan1 i TagMan2. Una vegada analitzat el banc de dilucions mitjangant les dues
metodologies, s’ha obtingut una recta estandard en funcié del logaritme de cél-lules
cultivables/ml i el cicle Cy. Les rectes patrd obtingudes es mostren a la Figura 4.8.

Figura 4.8 Rectes patr6 obtingudes de l'analisi del limit de deteccié6 amb les dues PCR-Qs
assajades: TagMan1 i TagMan2 i del limit de deteccié. Obtingudes a partir de la relaci6 del
cicle Ct (en que es sobrepassa el llindar de fluorescéncia basal) i el numero dUFC/ml en
unitats logaritmiques.
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La recta estandard TagMan 1 permet una bona quantificacio fins a la dilucié (-5)
(log(No)=3,44 unitats logaritmiques UFC/ml), el que correspon a 2,21-10? copies del
16S ARNr/ul o 2,79-10° UFC/mI. En canvi, la recta estandard derivada de la TagMan 2
presenta una sensibilitat més elevada podent detectar fins a 2,21 copies del 16S
ARNr/ul o 2,79-10" UFC/ml. Tot i que a la diluci6 (-7) (log(No)=1,44 unitats
logaritmiques UFC/mI) s’observa una disminucié de la linealitat de la recta (Fig 4.7 i
4.8).

L’eficiéncia d’amplificacié de les dues PCR-Qs, s’ha calculat a partir de I'equacio
de la recta patr6 aconseguida durant els diferents assaigs realitzats. Les rectes patro
obtingudes juntament amb I'error es mostren al marge dret de la grafica en la Fig. 3.8.
En ambdés casos s’ha obtingut una eficiéncia suficientment bona del 83% al 97% en la
PCR-Q TagMan 1 i més alta en la TagMan 2, del 93 al 105% (Taula 4.9).

Taula 4.9 Eficiéncia i sensibilitat obtinguda amb les diferents PCR-Qs assajades en aquest
estudi.

Pendent de Rang de

(UFC/ml)
TaqMan 1 -3,426 83%-97%*  2,79-10%-2,79-10° Aquest estudi
TagMan 2 -3,226 93%-105%*  2,79-10%-2,79-10'  Layton et al. 2006

* Calculada a partir de 'Equacié 4.1

4.34 Determinacio del limit de deteccié de les PCR-Q

La recta patr6 generada per a avaluar el limit de detecci6é s’ha creat a partir del
banc de dilucions del cultiu directe de B. fragilis i I'extracci6 d’ADN de cada dilucio.

S’ha utilitzat per posar de manifest I'eficiéncia del Kit d’extraccio.

Com que s’ha utilitzat el mateix cultiu que per a determinar el limit de
quantificacio, la composicié i concentracié cel-lular és la que s’ha mostrat a la taula
4.7. S’ha quantificat la concentracié d’ADN de cada extraccio, de totes maneres el limit
de deteccié del GeneQuant ha permés que solament es pogués quantificar la dilucié

(-1) on s’ha detectat una concentracié de 5 ng/pl.

La recta que s’obté de l'analisi del banc de dilucions per analitzar el limit de
deteccié amb la PCR-Q TagMan 2 es mostra a la Fig. 4.8 (simbol: triangle), de manera
que es pot comparar amb el limit de quantificacié obtingut de les PCR-Qs TagMan 1 i
2. Aquesta recta presenta una tendéncia diferent en comparacié a les altres dues que
es dibuixen més o menys paral-leles i una R? de 0,904, lleugerament inferior a la resta.

Quan s’eliminen els 3 ultims punts (dilucions (-7), (-6) i (-5)) s’obté la recta:
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y=3,4357x+42,943  amb una R*=0,9854

per tant, es guanya en eficiéncia i la pendent és més semblant a les altres dues rectes

patré de quantificacié.
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4.4 Discussio

La recta patré és un factor clau alhora d’utilitzar una PCR-Q absoluta ja que
permet la quantificacié correcta de cél-lules o copies del gen d’'una mostra ambiental.
En aquest cas s’ha caracteritzat els diferents tipus cel-lulars que hi pot haver en el
cultiu de B. fragilis que s’ha utilitzat per a dur a terme la corba estandard. S’ha utilitzat
el comptador de particules per a reflectir el niumero de cél-lules totals de la mostra. El

comptador presenta, pero, certes limitacions que cal tenir en consideracio:

- No discrimina entre cél-lules i particules que poden estar en suspensio,

com cristalls que poden ser comptabilitzats com a particules

- El petit calibre de l'orifici (30 um) el fa molt vulnerable a ser obstruit per
qualsevol particula, cosa que ha dificultat el maneig de l'aparell i la realitzacioé del

recompte.

- Un Bacteroides mesura entre 0,5 um i 1,5 um, en canvi el comptador de
particules discrimina cél-lules amb una mida entre 0,7 um i 2 um. Per tant el

numero de Bacteroides pot estar subestimat.

Amb el comptador de particules s’ha obtingut un total d’1,07-10° particules/ml, el
comptatge en medi BPRM ha donat 2,79-10° UFC/ml i I'estimacié mitjangant el Kit
LIVE/DEAD BacLight ha mostrat aproximadament un 75% de cél-lules viables de les
cél-lules totals del cultiu. Mitjangant la concentracié d’ADN de I'extracci6é directa del
cultiu (la resta de dilucions tenien poca concentracié per a poder ser quantificades)
s’ha estimat un total de 2,21-10" copies del 16S ADNr/ul, nimero que correspondria a
3,69:10° cél-lules/ml (Taula 4.7). Aquest és un valor tedric, perd que indicaria una

subestimacioé del valor observat amb el comptador de particules.

Un cop caracteritzada la corba estandard s’ha utilitzat per valorar les 3 PCR-Qs

assajades en l'estudi.

La PCR-Q utilitzant el fluordfor SYBR-Green representa una bona alternativa per
a ser utilitzada ja que és un métode facil d'aplicar i la més econdmica de les
metodologies assajades. Aquesta PCR-Q permet utilitzar fragments d’ADN més grans
que no pas la PCR-Q utiltzant sondes TaqMan que precisen de fragments
d’amplificacié de 150 pb. Bacteroides és un génere complex genéticament, i per tant,
és dificil de trobar una sequéncia consens, en una zona bastant limitada del gen 16S

ARNTr, que agrupi totes les espécies del seu génere i les distingeixi de la resta. Per
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aixo alguns autors han preferit utilitzar aquest tipus de PCR-Q, enlloc d’utilitzar sondes
TagMan (Okabe, S. et al, 2007a). En aquest cas, s’ha utilitzat els iniciadors i les
condicions d’'una PCR descrita préviament (Bernhard, A.E. et al, 2000a) i que ha estat
utilitzada en altres casos per a la deteccié especifica del génere Bacteroides
(Lamandella, R. et al, 2007; Okabe, S. et al, 2007a; Shanks, O.C. et al, 2006).

La PCR-Q que utilitza el SYBR-Green ha presentat una baixa eficiéncia
d’'amplificacié i deteccions inespecifiques del fluorofor. La baixa eficiéncia pot ser
deguda a que la mida de 'ADN amplificat és al voltant de 676pb i a mesura que
incrementa la mida I'eficiéncia de la PCR disminueix. Aixi doncs, aquesta PCR-Q s’ha

descartat de bon principi.

Per tant, s’han avaluat les dos PCR-Qs que utilitzen la sonda TagMan per a

posteriors estudis.

La PCR-Q TagMan 1 presenta una eficiencia d’amplificacid entre el 83 i el 97% i
la PCR-Q TagMan 2 (Layton, A. et al, 2006) entre el 105 i el 93% (Taula 3.9).
Ambdues PCRs presenten una bona eficiencia d’amplificacié tot i que és

substancialment més alta la segona.

Un altre factor a tenir en compte alhora d’escollir la PCR-Q a utilitzar és el limit de
quantificacio o la sensibilitat de la PCR-Q. S’ha observat que en la majoria de PCR-Qs
a temps real descrites a la bibliografia la sensibilitat oscil-la entre 10? i 10° cél./ml (per
exemple: 2,4-10° (Reischer, G.H. et al, 2007), 1,6:10° (Reischer, G.H. et al, 2006)
8,33-10% (Dick, L.K. et al, 2004) i 7,5-10? cél. totals/ml (Layton, A. et al, 2006)). S’ha
extrapolat aquestes concentracions de cél-lules totals a partir del numero de copies del

gen/ul que s’indica als articles.

A partir de les concentracions cel-lulars de la Taula 4.7 es pot estimar la
sensibilitat de les diferents PCR-Qs assajades. La PCR-Q TagMan 1 presenta una
sensibilitat de 3,68:10* cel. totals/ml. S’ha donat el valor a partir de I'estimacié de
cél-lules totals/ml de la Taula 4.7, per tal d’equipar-ho amb el valors citats préviament
de la bibliografia. La sensibilitat obtinguda amb aquesta PCR-Q és baixa en

comparacio amb les sensibilitats esmentades.

La sensibilitat de la PCR-Q amb els iniciadors descrits per Layton (2006) és de
3,68: 107 cel. totals/ml. Cal tenir en compte que I'Gltim punt de la recta patré (la dilucio
(-7)) perd la linealitat de la recta, per tant concentracions baixes que s’identifiquin amb

aquest punt poden ser detectades pero la quantificacié pot no ser prou acurada.
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Es va escollir la PCR-Q amb els iniciadors AllBact296f i AllBact412r i la sonda
AllBact375Bhqgr (Layton, A. et al, 2006) per als posteriors estudis d’avaluacioé del
comportament de Bacteroides en el medi ambient. Ja que presentava la millor

eficiéncia i sensibilitat de les diferents PCR-Qs assajades en aquest estudi.

A la Figura 4.9 es mostra la recta patr6 obtinguda amb el programa informatic
S.D.S a partir de la relacié entre la concentracio cel-lular de la corba estandard i dels
cicles Cr a partir de la PCR-Q TagMan 2.

Figura 4.9 Recta patré creada a partir de les Ct de la corba estandard. Permet extrapolar les
Ct de les mostres i d’aquesta manera quantificar-ne la concentracié d’ADN. D: Extraccié directa

del cultiu; -1: dilucié 1/10 de D; -2: dilucié 1/100; -3: dilucidé 1/1.000; -4: dilucié 1/10.000; -5:
dilucié 1/100.000; -6: dilucié 1/1.000.000; -7: dilucié 1/10.000.000.
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Existeixen diferéncies importants quan es compara el limit de quantificacié i el
limit de deteccié (Fig. 4.8) amb les mateixes condicions d’amplificacié. La quantificacio
de la concentraci6 d’ADN de les diferents dilucions del limit de deteccié ja revela
limitacions amb el métode d’extraccio ja que I'extraccio directa del cultiu conté una
concentracié de 12 ng/ul, en canvi, la dilucié (-1) mostra una concentracié de 5 ng/ul.
Aquesta concentracid no conserva la proporcié que li correspondria a una dilucié 1/10
de la mostra directa. Aquesta manca de proporci6é entre dilucions, es fa més pal-lesa
quan s’analitzen concentracions més baixes d’ADN. A la recta patré que es mostra a la
figura 4.8 s’observa quan a partir de la dilucié (-4), que correspon a 2,79-10* UFC/ml,
es perd la linealitat. Aquesta ineficiencia en I'amplificacié, pot ser deguda a la
metodologia d’extraccié (Dionisi, H.M. et al, 2003) que pot presentar limitacions quan

existeixen determinades concentracions d’ADN.

185






Capitol 5

Avaluacio de la inactivacio
de Bacteroides "in situ” en

aigua de riu






Introduccié

5.1 Introduccio

Bacteroides és un génere amb una elevada complexitat bioquimica i genética el
que ha fet que fos poc estudiat fins fa uns anys. Les técniques moleculars i la
sequenciacié del genoma d’algunes espécies han aportat noves dades sobre la
complexitat gendmica (Cerdeno-Tarraga, A.M. et al, 2005; Kuwahara, T. et al, 2004;
Xu, J. et al, 2003) i han permés un millor coneixement d’aquest génere. Aixd ha
provocat noves classificacions en la seva filogénia, aixi com el desenvolupament de
noves metodologies per a la seva deteccio. El génere Bacteroides ha estat proposat
des de fa temps com a possible indicador de contaminacio fecal a I'aigua (Allsop, K. et

al, 1985) ja que compleix la majoria de requisits per a ser-ho (veure apartat 1.1):

— L’habitat habitual del genere Bacteroides és I'aparell digestiu huma i d’'animals
de sang calenta, per tant esta associat a la preséncia de patdgens ja que son

vessats al medi ambient juntament amb les femtes.

— S’ha observat una concentraci6 de 10°-10"" Bacteroides per gram de femta en
humans, remugants i porcs; una concentraci®6 molt superior a la de qualsevol
patogen (Fiksdal, L. et al, 1985; Layton, A. et al, 2006; Okabe, S. et al, 2007a).

— La seva fisiologia anaerdbia fa que la persisténcia i la capacitat de multiplicar-
se al medi ambient sigui limitada. Per tant la seva preséncia en el medi aquatic

estara relacionada amb una possible contaminacio fecal (Kreader, C.A., 1998).

— Aquesta limitada capacitat de creixement i persisténcia al medi ha afavorit una
coevolucio amb I'hoste i per tant s’ha proposat com a possible indicador de
I'origen de la contaminacio6 fecal a l'aigua (Bernhard, A.E. et al, 2000a; Kildare,
B.J. et al, 2007; Kreader, C.A., 1995; Layton, A. et al, 2006).

En els capitols previs d’aquesta memodria s’ha avaluat algunes técniques
moleculars per a la deteccid6 de Bacteroides com a indicador de lorigen de la
contaminacié fecal utilitzant I'amplificacié mitjangant PCR (veure capitol 2) i la deteccio
i quantificacié del génere Bacteroides utilitzant la PCR-Q a temps real (veure capitol
4). Ara bé, hi ha encara diferents aspectes que cal conéixer per a valorar la seva utilitat
com a indicador fecal. Aixi és com resulta necessari conéixer la seva correlacié amb
els patdgens i altres indicadors o el temps que persisteixen en el medi ambient.
Bacteroides és un génere anaerobi i per tant la seva persisténcia en un ambient aerobi
cal esperar que sigui curta o moderada (Fiksdal, L. et al, 1985; Kreader, C.A., 1998).

Per tant, la seva preséncia en aiglies ambientals indicaria una contaminacié fecal
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recent. Caldra, encara, saber com de recent és, i valorar els possibles efectes
d’estacionalitat i dels diferents factors ambientals que poden condicionar la seva

persisténcia.

5.1.1 Bacteroides spp. al medi ambient

Un indicador de la contaminacié fecal ha d’estar relacionat amb la possible
preséncia del patogen a I'aigua. Es a dir, s’ha de detectar I'indicador a I'aigua quan s’hi
manifesta el patogen. Un estudi ha analitzat la preséncia de Bacteroides spp. a I'aigua
juntament amb la preséncia d’indicadors habituals com coliformes totals i fecals i la de
patogens d’origen fecal (Savichtcheva, O. et al, 2007). S’ha establert que existeix una
correlaci6 més bona entre marcadors genétics de Bacteroides i determinats patdgens
com E. coli O-157, Salmonella i les enterotoxines LT (toxina termolabil) i STh (toxina
termoestable d’humans) d’E. coli enterotoxigéncia que no pas entre els patogens i
coliformes totals i fecals. Cal tenir en compte que la deteccié dels coliformes s’ha dut a
terme mitjangant técniques de cultiu, en canvi s’han utilitzat metodologies moleculars

per a la detecci6 de la resta de microorganismes.

Coneixer la capacitat de supervivencia i la resisténcia als diferents factors que
poden intervenir en la inactivacié d’'un microorganisme indicador és important per tal
d’avaluar la seva utilitat com a tal. Alguns autors han avaluat la capacitat de
persisténcia de Bacteroides en microcosmos al laboratori per tal d’analitzar la
supervivencia a diferents temperatures i/o salinitats (Kreader, C.A., 1998; Okabe, S. et
al, 2007b; Seurinck, S. et al, 2005a). El primer estudi per a analitzar la persisténcia de
Bacteroides al medi ambient es va dur a terme I'any 1985 utilitzant técniques de cultiu.
Es va observar que a les 24 hores de mantenir els bacteris a 12°C es produia una
disminucié del 50% de la poblacié i a la setmana restava, tan sols, un 1% de la
poblacié inicial (Fiksdal, L. et al, 1985).

Més recentment, s’han realitzat altres estudis per a avaluar la persisténcia. La
majoria d’ells utilitzen técniques de deteccié molecular. En aquests estudis s’ha descrit
que existeix una correlacié entre la temperatura i la supervivéncia de Bacteroides. En
un d’ells es va analitzar la persisténcia del marcador de contaminacié fecal humana
HF183 present en aigua residual mitjangant PCR-Q. Es va diluir I'aigua residual en
aigua de riu i es va mantenir en microcosmos al laboratori extraient mostres per a
avaluar cada cert temps. El marcador va ser detectat durant 8 dies quan la mostra era
mantinguda a 28°C. En canvi, es va detectar fins a 24 dies quan es mantenia a 4 i
12°C (Seurinck, S. et al, 2005a).
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Un altre estudi va consistir en la detecci6 de B. distasonis (I'actual
Parabacteroides distasonis) emprant técniques moleculars. La metodologia de
deteccié es basava en una PCR utilitzant iniciadors especifics i una hibridacié sobre
I'amplificat amb una sonda, també especifica de P. distasonis. Es va detectar aquest
microorganisme durant 14 dies a 4°C, durant 4-5 dies a 14°C, 1-2 dies a 24°C i 1 dia a
30°C (Kreader, C.A., 1998). Aquest estudi justifica una part de la inactivacié per la
depredacié. Es va realitzar I'assaig d’incubacié a 24°C paral-lelament amb un assaig
utilitzant la mateixa aigua perd en aquest cas esterilitzada per filtracié i un altre que hi
incorporava ciclohexamida (compost utilitzat per inhibir les cél-lules eucariotes). En
aquest cas es va detectar P. distasonis durant 10-12 dies més, que quan hi havia

predadors a la mostra (Kreader, C.A., 1998).

Un tercer estudi (Okabe, S. et al, 2007b) també relaciona una baixada de la
persisténcia amb un increment de temperatura quan analitza la persisténcia de
Bacteroides-Prevotella mitjangant PCR-Q. En aquest cas es va diluir femtes en aigua
de riu i es va mantenir I'experiment en microcosmos al laboratori a 4, 10, 20 i 30°C.
També es va estudiar I'efecte de la salinitat sobre la persisténcia avaluant diferents
concentracions salines (0, 10, 20 i 30 ppt). La variacioé deguda a diferéncies de salinitat
no era tan obvia com amb la temperatura, perd, mostrava una tendéncia a incrementar
la persisténcia quan ho feia la salinitat. També es va avaluar aigua filtrada i no filtrada
per tal d’observar el paper dels depredadors. Aquest estudi justifica la menor
persisténcia de Bacteroides a elevades temperatures, a més del paper de la
temperatura per si sola, per una major activitat dels depredadors a aquestes

temperatures.

La majoria d’estudis duts a terme per tal d'observar la persisténcia al medi
ambient, s’han realitzat mitjangant microcosmos o mesocosmos al laboratori
(Anderson, K.L. et al, 2005; Okabe, S. et al, 2007b; Seurinck, S. et al, 2005a; Walters,
S.P. et al, 2006) on les condicions poden estar més o menys controlades. Els analisis
al laboratori permeten estudiar com actuen els diferents factors ambientals que
influeixen en la supervivéncia, perd no simulen el que passa realment al medi ambient.
Al medi ambient hi intervenen un elevat niUmero de factors i variables complexes i que
interaccionen entre elles modulant la supervivéncia dels microorganismes al medi

aquatic.

La persistencia dels microorganismes un cop s’ha produit un abocament
dependra principalment de la resisténcia del propi microorganisme, del paper dels
microorganismes predadors, de les oscil-lacions de la temperatura, de la radiacio a

que pot estar sotmeés, de la quantitat d’oxigen dissolt a I'aigua, de la deficiéncia de
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nutrients, de la salinitat i dels processos fisics de sedimentacio, de l'adsorci6 a
particules i del flux hidraulic (Anderson, K.L. et al, 2005; Craig, D.L. et al, 2004;
Gourmelon, M. et al, 1994; McFeters, G.A. et al, 1982; Menon, P. et al, 2003; Roslev,

P. et al, 2004). Els factors més estudiats que hi intervenen es detallen a continuacio.

5.1.2 Factors ambientals que intervenen en la persistencia dels

microorganismes

5.1.2.1 La temperatura

La temperatura és un dels principals factors que intervenen en la cinética de vida
dels microorganismes i un dels més estudiats. Tot microorganisme presenta: una
temperatura minima per sota de la qual és metabolicament inactiu. A mesura que
disminueix la temperatura s’alenteix el transport de nutrients a través de la membrana i
la formacié del gradient protonic (Madigan, M.T. et al, 1998), fins que arriba un
moment que s’atura. Una temperatura optima en la qual es produira el maxim
creixement. | una temperatura maxima per sobre de la qual les proteines, acids
nucleics i altres components cel-lulars es danyaran irreversiblement. Aquest rang de

temperatura determina la supervivéncia en el medi ambient dels microorganismes.

S’han fet varis estudis per a conéixer els efectes de la temperatura en la
persisténcia al medi d’E. coli i d’altres indicadors de contaminacié fecal. Aquests
estudis sén molt heterogenis. Uns autors analitzen microcosmos al laboratori, d’altres
en caixes al fons del mar, alguns utilitzen aigua estéril, solucions salines o diferents
tipus d’aigles, d’altres ho fan en foscor eliminant possibles efectes de la llum solar
(Foppen, J.W. et al, 2006). Per tant, aquests estudis sén dificils de comparar i discernir
quins efectes sobre la supervivéncia es deuen a la influencia d’altres factors. Fins hi tot

s’ha arribat a definir resultats contradictoris (Barcina, I. et al, 1997).

Un estudi avaluant la persisténcia d’E. coli en aigua de mar en microcosmos al
laboratori indica que la capacitat de supervivéncia disminueix a mesura que
incrementa la temperatura. Es va analitzar la inactivacié d’E. colia 10, 20 i 30°C i es va
obtenir que el temps que trigava la poblacié a disminuir un 90% la seva concentracio
(Tgo) era entre 51,12 i1 114,24 a 10°C, entre 26,88 i 52,28 hores a 20°C i entre 13,68 i
26,40 hores a 30°C (Craig, D.L. et al, 2004).

En un altre estudi es va analitzar E. coli i enterococs a dues temperatures
diferents (20 i 14°C) simulant la temperatura de la superficie del mar a l'estiu i al

hivern. Van determinar una Tg, per E. coli de 109,7 h al hivern i de 76,7-79,4 hores a
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I'estiu. Els enterococs presentaven una major persisténcia, una Tgo de 143,9-177,1 h al
hivern i de 115,1-121,2 h a I'estiu (Noble, R.T. et al, 2004). El numeros poden diferir
més 0 menys en altres estudis perd aquesta tendéncia es manté: una major inactivacio
dels coliformes fecals que els enterococs; i una major inactivacio a altes temperatures
que a baixes temperatures on es mantenen més estables (Nasser, A.M. et al, 1993;
Sinton, L.W. et al, 1994).

Com s’ha comentat, la supervivéncia de Bacteroides, un cop abandona I'aparell
digestiu, també esta lligada a la temperatura. Els valors publicats segueixen una
mateixa tendéncia (major supervivéncia quan la temperatura és menor) tot i tenir
valors numeérics diferents ja que s’han analitzat marcadors diferents amb metodologies
diferents. A més a més, quan s'utilitzen diferents condicions existeixen moltes altres

variables que poden interferir i que s’han de tenir en compte.

5.1.2.2  La preséncia de depredadors

Alguns autors han situat la depredacié com el principal factor responsable de
'eliminaci6 de la microbiota al-loctona i de bacteris entérics del medi aquatic
(Gonzalez, J.M. et al, 1992; Menon, P. et al, 2003). Fins hi tot alguns autors, han
rellevat el paper de la temperatura pels depredadors, ja que han atribuit la inactivacio,
justificada per elevades temperatures, a una major activitat dels depredadors (Barcina,

l. et al, 1997) quan aquesta s’incrementa.

En molts estudis de inactivaci6é es realitza, paral-lelament a I'analisi, experiments
utilitzant aigua esteérii o amb substancies que inhibeixen [I'activitat de ceél-lules
eucariotes (Flint, K.P., 1987; Foppen, J.W. et al, 2006; Kreader, C.A., 1998; Okabe, S.

et al, 2007b), i aixi poder avaluar el paper dels depredadors.

Els principals microorganismes depredadors de bacteris sén: protozous
(principalment flagel-lats, perd també ciliats i amebes), bacteris litics com Bdellovibrio
spp. i virus bacteridéfags (Barcina, I. et al, 1997). S’ha vist que E. coli i altres gram
negatius sén depredats més facilment que Ent. faecalis. S’ha postulat que es deu a la
millor capacitat de digestié de la seva paret cel-lular que la formada per una capa

gruixuda de peptidoglica dels bacteris gram positius (Barcina, I. et al, 1997).

S’ha realitzat estudis per estudiar la mortalitat bacteris al-ldctons i bacteris fecals
com E. coli, Sal. typhimurium i Str. faecalis en el medi aquatic i avaluar si la inactivacio
era deguda a la predacio. Per aixd es varen marcar els bacteris amb una molécula

fluorescent i es va analitzar la seva disminucié. Es va determinar que d’'un 54 a un
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99% d’inactivacié de les bacteris es devia als efectes de la predacio (Gonzalez, J.M. et
al, 1992; Menon, P. et al, 2003).

Bacteroides també és susceptible a ser depredat. S’ha detectat una major
supervivencia del génere quan es realitza I'experiment utilitzant aigua esterilitzada o
que incorpora ciclohexamida. En un estudi analitzant la persisténcia a 10°C, quan
s’analitzava aigua sense filtrar als 11 dies ja no es detectava Bacteroides; en canvi,
quan s’analitzava aigua filtrada, als 16 dies la poblacié havia disminuit quatre
logaritmes perd encara es detectava (Okabe, S. et al, 2007b). En un altre estudi es va
detectar P. distasonis mitjangant PCR i hibridacié durant 2 dies quan I'experiment es
realitzava en aigua no filtrada mantinguda a 24°C i 14 dies quan s'’utilitzava aigua

filtrada per a dur a terme I'experiment (Kreader, C.A., 1998).

5.1.2.3  L’oxigen

L’'oxigen és aportat a l'aigua a partir de I'atmosfera i de la fotosintesis de les
algues. La quantitat que resta dissolta a I'aigua dependra de parametres fisics com
sbn la temperatura i la pressid parcial atmosfeérica (I'altitud) i de parametres biologics
com la preséncia dorganismes fotosintétics o respiradors. Una diferéncia de
temperatura pot fer variar significativament la concentracié d’oxigen dissolt: de 11,25
mg/L a 10°C i 7’55 mg/L a 30°C en condicions estandards (http://antoine.frostburg.edu/

chem/senese/101/solutions/fag/predicting-DO.shtml).

El génere Bacteroides és anaerobic perd algunes espeécies poden tolerar
exposicions més o menys prolongades en ambients oxigenats. S’ha definit B. fragilis
com un dels bacteris anaerobis més aerotolerants i que pot sobreviure fins 48-72h
sense multiplicar-se en preséncia d’oxigen atmosfeéric (Rocha, E.R. et al, 1996; Rolfe,
R.D. et al, 1978). Fins hi tot s’ha postulat que B. fragilis es beneficia de concentracions
nanomolars d’oxigen i creix millor amb un minim d’oxigen a I'ambient (<5 uM d’O,)
(Baughn, A.D. et al, 2004).

En condicions d’aerobiosis es formen compostos anomenats espécies reactives
de I'oxigen (ROS: Reactive Oxygen Species) com el i6 superoxid. Els ROS provoquen
danys a macromolécules: peroxidacié de lipids de membrana, oxidacié d’aminoacids i
proteines, destruccié d’enzims que presenten el grup ferro-sulfur i modificacions de
bases d’ADN (Pan, N. et al, 2001). Per a evitar tots aquests danys, les cél-lules han
evolucionat creant enzims capacos de detoxificar aquests ROS. La superoxid
bismutasa catalitza la detoxificacié del i6 superoxid a peroxid d’hidrogen i la catalasa

catalitza la reaccié de peroxid d’hidrogen a aigua i oxigen. S’ha descrit que B. fragilis i
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P. distasonis tenen els enzims superoxid dismutasa i la catalasa, en canvi B.
thetaiotamicron, B. ovatus i B. eggerthi presenten només la catalasa (Wilkins, T.D. et
al, 1978).

En un estudi es va observar la persisténcia en aigua de beguda d’espécies de
Bacteroides aillades de femtes i es van comparar amb la persisténcia d’un cultiu pur
de B. fragilis. Es va registrar una persisténcia de Bacteroides spp. de 4h a 24°C, que
en canvi fou de 48 h quan s’analitzava la soca tipus. Aquesta diferéncia es va justificar
pel fet que els aillats clinics de Bacteroides son més resistents a la preséncia d’oxigen

que no pas les soques aillades de femtes (Savichtcheva, O. et al, 2005).

5.1.24 La radiaci6 solar

La incidéncia de la radiacié solar influeix negativament sobre la inactivacio i la
cultivabilitat d’algunes poblacions microbianes (Barcina, I. et al, 1997). La llum solar
esta formada per la llum ultraviolada (UV), la radiacio de llum visible i la radiacio
infraroja. La radiacio UV-B amb un espectre de 280-320 nm és la més bactericida ja
que la seva emissio és prop del maxim d’absorciéo de 'ADN causant-I'hi directament
dany fotobiologic (Atlas, R. et al, 2001). La llum visible (320-800 nm) també afecta la
supervivéncia dels microorganismes creant formes reactives de Il'oxigen per
fotoxidacio, principalment perdxid d’hidrogen i hidroxils radicals que danyaran les
cel-lules (Barcina, I. et al, 1997; Sinton, L.W. et al, 1999). Per tant, microorganismes
que tenen enzims detoxificants d’aquests compostos seran més tolerants a la llum

solar.

La radiaci6 no afecta a tots els microorganismes per igual, s’ha vist que els
enterococs en aigua de mar sén més resistents a la radiacié que els coliformes fecals i
que la llum no afecta a microorganismes com Vibrio anguillarum o Pseudomonas

fluorescens (Barcina, I. et al, 1997; Rozen, Y. et al, 2001).

Sembla que els efectes de la llum solar afecten més la capacitat de cultiu dels
microorganismes, de manera que disminueix el nimero de ceél-lules cultivables perd es
manté el numero de cél-lules viables (Davies-Colley, R.J. et al, 1994; Gourmelon, M. et
al, 1994). Per tal de comprovar els efectes de la llum sobre els microorganismes s’han
aplicat paral-lelament, microcosmos sotmesos a la radiacié i d’altres en foscor coberts
amb diferents materials. S’ha detectat que ceél-lules d’E. coli, coliformes fecals i
enterococs fecals mantingudes en els microcosmos coberts mantenen durant més
temps la capacitat de poder ser cultivats (Gourmelon, M. et al, 1994; Sinton, L.W. et al,
1999; Sinton, L.W. et al, 2002).
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5.1.2.5 Les sals, els nutrients, i el pH

Una elevada concentracié de sals al medi produeix la deshidratacié de les
cél-lules degut a un xoc osmoétic i altera I'estructura terciaria de les proteines el que
provoca la pérdua de la seva activitat enzimatica. | al contrari, la incubacié de cél-lules
en un ambient hipotonic, pot provocar la ruptura de les cél-lules degut a que les
molécules d’aigua tendeixen a penetrar a I'interior de la cél-lula. Els microorganismes
toleren un determinat rang de salinitat segons les estratégies que hagin desenvolupat
per fer front a condicions adverses, acumulant soluts a I'interior, bombejant aigua a
I'exterior, etc. (Atlas, R. et al, 2001). Quan s’analitza la persistéencia d’E. coli en
diferents concentracions salines s’observa que a mesura que incrementa la
concentracié de sals disminueix la capacitat de supervivéncia. Es va observar una
supervivencia del 8% de la poblaci6 inicial quan es va incubar E. coli en aigua de mar
(Rozen, Y. et al, 2001). Els enterococs sobreviuen millor en ambients salins que no
pas E. coli (Anderson, K.L. et al, 2005). Bacteroides presenta menys sensibilitat a
diferents concentracions salines, un estudi ha observat una supervivéncia
lleugerament superior quan s’incrementava la salinitat de 0 a 30 ppt (Okabe, S. et al,
2007b).

La manca de nutrients que troba un microorganisme quan arriba al medi ambient
oligotrofic limita la seva supervivéncia. Un estudi d’'inactivaciéo d’E. coli dut a terme en
una zona on es rebia efluents d’'una destil-leria de rom amb una elevada carrega de
carboni organic va demostrar que la inactivacié era major quan s’aturava I'emissi6 del
residu (Rozen, Y. et al, 2001).

Els microorganismes també presenten un determinat rang de pH entre el qual
podran créixer. Aquest rang de pH acostuma a ser bastant ampli, per exemple E. coli
pot créixer en un rang entre 5 i 9 unitats de pH perd grans variacions poden alterar la
membrana plasmatica dels microorganismes i inhibir l'activitat de les proteines

transportadores.

5.1.2.6  Sedimentaci6 i adsorcio a particules

Quan els microorganismes arriben al medi aquatic, estan sotmesos a un flux
hidraulic que fara que es desplacin per l'aigua. Depenent de la velocitat de I'aigua i de
la mida de particules en suspensié on puguin quedar adsorbides les cél-lules, aquests
microorganismes poden sedimentar i quedar dipositats al fons del riu, del llac o del

mar, romanent alli fins que determinats factors en permetin la resuspensié.
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Diferents estudis han comparat la persisténcia dels indicadors fecals en la
columna d’aigua i els sediments (Anderson, K.L. et al, 2005; Craig, D.L. et al, 2004).
Aquests estudis han demostrat que les fines particules de sediments protegeixen els
microorganismes d’agents externs com la Illum solar, baixes temperatures i
contribueixen amb una aportaci6 de matéria organica i inorganica que es diposita al
fons juntament amb els microorganismes. S’ha detectat cél-lules cultivables d’E. coli

durant com a minim 28 dies en sediments de la costa (Craig, D.L. et al, 2004).

Es important considerar aquests microorganismes que queden dipositats als
sediments, ja que turbuléncies naturals, un periode plujés o l'activitat d’oci humana
poden comportar la resuspensié d’aquests microorganismes incrementant el risc de

possibles gastroenteritis (Brownell, M.J. et al, 2007; Craig, D.L. et al, 2004).

Tots aquests factors fan que la inactivacio al medi sigui un procés complex
d’estudiar. Treballar en models in situ permet simular al maxim les condicions que es
troben els bacteris entérics quan son vessats al medi, perd fa més dificil poder
discernir quins soén els factors que hi estan involucrats. En aquest estudi s’ha volgut
conéixer la persisténcia de Bacteroides spp. ja que cada cop esta prenent més
importancia com a indicador de l'origen de la contaminaci6é fecal a l'aigua. Per aixo

s’han establert els seguients objectius:

1. Estudiar la inactivacié de dues de les principals espécies que formen part
de la microbiota intestinal humana: B. fragilis i B. thetaiotaomicron, en

aigua de riu in situ utilitzant tant metodologies moleculars com de cultiu.

2. Comparar la persisténcia de la soca tipus de B. fragilis in situ en dos
condicions diferents: utilitzant aigua de riu en condicions naturals i aigua de
riu autoclavada per tal d’avaluar I'efecte dels possibles predadors presents

en l'aigua de riu.

3. Estudiar la persisténcia de Bacteroides spp. de I'aigua residual en aigua de
riu in situ, per poder ser utilitzat com a indicador de l'origen de la
contaminaci6 fecal. Comparant-la amb la persisténcia d’altres indicadors
de la contaminaci6 fecal: els coliformes fecals i enterococs fecals de la

mateixa aigua residual i les soques tipus esmentades.
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4. Avaluacié de l'efecte de la temperatura i dels depredadors sobre les
soques B. fragilis i B. thetaiotaomicron en microcosmos en condicions

controlades al laboratori.
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5.2 Materials i Metodes

El treball experimental realitzat consta de dues parts ben diferenciades una
primera que analitza la inactivacié in situ, es a dir en les condicions naturals del riu, de
diferents poblacions de Bacteroides spp. (les soques tipus: B. fragilis DSM 21517 i B.
thetaiotaomicron DSM 2079" i soques ambientals de I'aigua residual). | una segona
part que analitzara l'efecte de la temperatura sobre les dues soques tipus de
Bacteroides esmentades, amb i sense preséncia de depredadors, en condicions

controlades i per tant prescindint dels altres factors que intervenen en el medi ambient.

5.2.1 Enumeracio de Bacteroides utilitzant tecniques de cultiu

5.21.1 Enumeracié amb el medi selectiu i diferencial BBE

S’ha utilitzat el medi BBE per tal de fer un seguiment de la dinamica d’inactivacié

de B. fragilis, B. thetaiotaomicron i de Bacteroides spp. presents a les femtes.

El medi BBE va ser descrit per a detectar i enumerar el grup de B. fragilis. Es un
medi selectiu i diferencial que conté bilis (Sigma, St. Louis, EUA), esculina (Sigma, St.
Louis, EUA), citrat amonic férric (Sigma, St. Louis, EUA), hemina (Sigma, St. Louis,
EUA) i gentamicina (Schering-Plough, Kenilworth, EUA) (Annex I) (Livingston, S.J. et
al, 1978). Quan el medi s’'incuba en les condicions adequades la majoria d’espécies de
Bacteroides hi creixen i algunes degraden I'esculina formant colonies amb una

coloraci6 negrosa (Livingston, S.J. et al, 1978).

Préviament, s’ha valorat la capacitat de creixement de 6 soques tipus de
Bacteroides i una de Parabacteroides en aquest medi: P. distasonis (DSM 207017), B.
eggerthii (DSM 206977), B. fragilis (DSM 2151T), B. ovatus (DSM 1896'), B.
thetaiotaomicron (DSM 2079"), B. uniformis (DSM 65977) i B. vulgatus (DSM 14477).

Per a I'analisi de la persisténcia del génere Bacteroides s’ha fet dilucions seriades
de cada mostra obtinguda (una mostra de cada diferent assaig per cada dia de
mostreig (Aparatat 5.2.6)) en Ringer 4 (Oxoid) i s’ha sembrat 100 ul en el medi BBE.
Les sembres s’han incubat a 37°C durant 48 h en condicions d’anaerobiosis en un
sistema GasPak (BBL) amb Anaerocult A (Merck, Darmstadt, Alemanya) per tal de

crear una atmosfera reductora adequada per al creixement de Bacteroides.

199



Capitol 5: Avaluacio de la inactivacio del génere Bacteroides in situ en aigua de riu

521.2 Enumeracié amb el medi ric BPRM i hibridaci6 amb la sonda
Bac303

Tal i com s’ha comentat, en el medi ambient i degut a I'actuacié de determinats
factors adversos, com la irradiacio, una manca de nutrients, un excés d’oxigen dissolt,
etc. fa que les cél-lules entrin en I'estat de VBNC. Aquestes cél-lules danyades soén
més facilment recuperables quan s’utilitzen medis rics que incorporen tots els nutrients
necessaris per al seu creixement i no contenen factors inhibidors com antibiotics per a

inhibir el creixement d’altres espécies.

En un estudi in situ, com el realitzat, els factors ambientals juguen un paper
important, fent que les cél-lules entrin en un estat que fa que siguin dificils de
recuperar en un medi selectiu com el BBE. Per tant, paral-lelament a la sembra en
medi selectiu s’ha realitzat el seguiment de la dinamica d’inactivacié6 amb el medi ric
BPRM (Bacteroides Phages Recuperation Medium). Posteriorment s’han confirmat les
colonies crescudes com a presumptes Bacteroides spp. mitjangant una hibridacié amb

una sonda especifica del génere.

El medi BPRM (Scharlau) és suplementat amb CaCl,, hemina i NaCOj3; (Annex I).
Aquest medi fou descrit per tal de millorar I'eficiencia de recuperacioé de bacteridfags
de B. fragilis com a indicadors de contaminaci6 fecal humana de mostres ambientals
(Tartera, C. et al, 1992) i permet un bon creixement de Bacteroides spp. La descripcio
d’aquest medi inclou kanamicina (100 mg/l) i acid nalidixic (100 mg/l), perd en aquest
estudi s’ha prescindit de I'iUs d’antibidtics per tal de facilitar la recuperacié de

microorganismes en estat no cultivable.

Per tant, per tal de fer el seguiment de la dinamica d’inactivacié en un medi ric i
per permetre la recuperacié soques danyades, s’ha sembrat 100 pul de dilucions
seriades de la mostra en Ringer 7 (Oxoid) en plaques d’agar BPRM. Aquestes s’han
incubat a 37°C durant 48 h en sistema GasPak (BBL) amb Anaerocult A (Merck,

Darmstadt, Alemanya) tal i com s’ha comentat al punt anterior.

5.2.2 Confirmaci6 de presumptes Bacteroides mitjangant hibridacio colonial

El medi BPRM, utilitzat sense antibiotics, €s un medi ric on poden créixer una gran
majoria de bacteris anaerobis. Per diferenciar Bacteroides spp. de la resta de
microorganismes que creixen al medi, s’ha utilitzat la técnica d’hibridacié colonial amb
la sonda Bac303 (Manz, W. et al, 1996) especifica del gen del 16S ARNr. La

seqliéncia de la sonda Bac303 és:
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5-GAAGGTCCCCCACATTGG-3

La sonda presenta una T, de 58° C i una elevada similitud amb els géneres
Bacteroides, Prevotella i Parabacteroides, incorpora digoxigenina per tal de facilitar la

immunodeteccidé de I'hibrid.

Una vegada enumerades les colonies d’anaerobis totals i anaerobis facultatius de
bacteris presents a la mostra que creixen en BPRM s’ha realitzat la hibridacié colonial.
Mitjangant un contacte de membrana sobre la placa d’agar BPRM, s’han transferit les
colonies crescudes en el medi a una membrana de nil6 Hybond N* (Amersham,
Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, Regne Unit) carregada positivament. A la cara
de la membrana on hi ha les colonies s’ha afegit una colonia crescuda en placa de B.
fragilis DSM2151" com a control positiu i d’E. coli DH50. com a control negatiu. A
continuacié s’ha realitzat el procés d’hibridacié préeviament descrit en altres treballs
(Garcia-Aljaro, C., 2004).

El protocol de lisi cel-lular que s’ha utilitzat ha estat:

a. La membrana de nild sobre la qual han estat transferides les colonies s’ha
col-locat sobre paper Whatman 3 MM saturat amb solucié desnaturalitzant
(NaOH 0,5 M, NaCl 1,5 M) (Annex Il) i s’ha incubat durant 4 min a
temperatura ambient. A continuacié s’ha incubat 4 min més amb la mateixa

soluci6 a 80°C.

b. S’ha transferit la membrana sobre un nou paper Whatman 3 MM saturat
amb solucié neutralitzant (Tris-HCI 1 M pH=7,4, NaCl 1,5 M) (Annex Il) i

s’ha incubat durant 4 min a temperatura ambient.

c. S’ha realitzat un tractament amb Proteinasa K per a eliminar les restes
cel-lulars. Per aix0, s’ha afegit una concentraci6 de 250 ug/ml de
proteinasa K (Merck, Darmstadt, Alemanya) en la solucié de lisis (Tris-HCI
50 mM pH=8,5, EDTA 50 mM, NaCl 100 mM, Na-lauril-sarcosina 1% p/v i)
(Annex Il). La membrana s’ha incubat durant 30 min a 37°C sobre paper

Whatman 3 MM saturat amb la soluci6.
d. S’ha assecat la membrana en un forn a 80°C durant 10 min.

e. L’ADN ha estat fixat mitjangant una lampada de llum ultraviolada (UV)

durant 4 min per la cara de les cél-lules i 2 min per la cara reversa.

Un cop fixat 'ADN o s’ha seguit el procés d’hibridacié o s’ha guardat la membrana

a 4°C emboilcallada amb film transparent fins al moment de fer-ho.
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El procés d'hibridacio i deteccié de la sonda marcada és el mateix que s’ha
detallat a I'apartat 3.2.11 (dels punts g a la j) per les hibridacions utilitzades per a
detectar espécies del génere Bifidobacterium. S’ha utilitzat una concentracié de 25
ng/ml de la sonda Bac303 marcada amb digoxigenina i una temperatura d’hibridacio
de 60°C. La deteccid de la digoxigenina s’ha realitzat mitjangant el mateix Kit de
deteccid que anteriorment, perd s’ha utilitzat el substrat CSPD (Disodium 3-(4-
methoxy-spiro{1,2-dioxetane-3,2’-(5’-chloro)tricyclo[3.3.1.1*"]decan}-4-yl)phenyl
phosphate) (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanya) per a la fosfatasa alcalina.
Quan aquest substrat és metabolitzat emet llum enlloc de produir un substrat d’'un
determinat color. Per tant, s’ha seguit el protocol esmentat a I'apartat 3.2.11 fins al
punt en que s’afegeix el substrat (del punt k a I'0). El protocol seguit a partir de llavors

es detalla a continuacio.

p. S’ha afegit una diluci6 1:100 del substrat CSPD (Roche Diagnostics) en
tampéd 3 (0,5 ml per sobre de cada membrana). S’ha mantingut estatica entre

dos films a temperatura ambient durant 5 min.

g. S’ha col'locat la membrana en una bossa de plastic segellada i dins un
cassette autoradiografic (Gevamatic AGFA). El conjunt ja s’ha incubat 10 min
a 37°C.

r. Per captar la senyal luminica del substrat s’ha exposat la membrana a un film
de radiografia (Curix RP2, AGFA-Geavert, Bélgica) un minim de 60 min. La
reacci6 de la fosfatasa alcalina conjugada amb I'anticos antidigoxigenina i el

substrat CSPD emet llum que queda impresa al film en forma de taca negra.

S. S’ha revelat del film radiografic amb solucions de revelat i fixacié
fotografiques (AGFA).

D’aquesta manera s’ha avaluat les 7 soques tipus de Bacteroides esmentades
anteriorment per tal de comprovar I'especificitat de la hibridacio; i posteriorment s’ha

utilitzat per confirmar les colonies de Bacteroides presents a les mostres ambientals.

52.3 Avaluacié dels medis BBE i BPRM i de la hibridaci6 colonial

S’ha fet diferents assajos per comprovar si hi havia diferents eficiéncies de
recuperacio entre el medi selectiu i diferencial BBE i el medi ric BPRM. Per aixd s’ha
fet un cultiu de la soca tipus de B. fragilis (DSM 21517) en brou BPRM (Annex |) i s’ha
incubat en condicions d’anaerobiosis a 37°C. A les 24 hores s’ha fet una sembra de

100 pl de diferents dilucions en els medis BPRM i BBE. El cultiu s’ha mantingut durant
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7 dies més a 37°C, per veure quin resultat s’obté quan el cultiu envelleix, i per tant les
cél-lules poden estar danyades. Passat aquest periode s’ha fet noves sembres de

diferents dilucions del cultiu.

Amb la mateixa finalitat, s’ha comparat les enumeracions obtingudes de I'analisi
d’'una mostra ambiental provinent d’aigua residual d’EDAR mitjangant el comptatge en

el medi BBE i sobre BPRM i confirmacié per hibridacié colonial amb la sonda Bac303.

5.24 Deteccio amb PCR i PCR-Q especifiques del grup

Bacteroidetes

La majoria de métodes actuals que proposen Bacteroides com a indicador de
I'origen de la contaminacio6 fecal a I'aigua es basen en técniques moleculars (Bernhard,
A.E. et al, 2000b; Carson, C.A. et al, 2005; Kreader, C.A., 1995; Layton, A. et al, 2006;
Okabe, S. et al, 2007a). Per tant, resulta també necessari observar quina és la

persisténcia de Bacteroides a I'aigua mitjangant aquestes técniques.

Per a la deteccié6 de Bacteroides mitjangant técniques moleculars s’ha realitzat
I'extraccio d’ADN de 200 ul de cada mostra (una mostra de cada assaig per cada dia
de mostreig) mitjancgant el Kit d’extraccié QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden,

Alemanya).

L’extraccié6 d’ADN s’ha utilitzat per a realitzar una PCR convencional i un PCR-

quantitativa.

5.2.4.1  Analisi mitjiangant una PCR convencional

Per a la detecci6 de Bacteroides com a marcador molecular amb una PCR
convencional s’ha utilitzat una reacci6 de PCR especifica del grup Bacteroidetes
descrita préviament (Bernhard, A.E. et al, 2000a). Els iniciadors utilitzats, les
condicions de la reacci6 i el programa d’amplificacié es mostren respectivament a les
Taules 5.1, 5.2 i 5.3. L'amplificacié s’ha realitzat en un termociclador Perkin-Elmer

(Perkin-Elmer, Norwalk, Conn).

Taula 5.1 Iniciadors utilitzats per a la deteccié del grup Bacteroidetes.

Diana Iniciador Seqiiéncia 5’-3’ Tm Amplificat
Grup Qe Bac32F AACGCTAGCTACAGGCTT 53°C 692
Bacteroides-
Prevotella

Bac708R CAATCGGAGTTCTTCGTG
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Taula 5.2 Reactius i concentracions necessaries per a la reacci6 de PCR dels marcadors de
Bacteroidetes.

Reactiu Volum afegit Concentracio final
Tampo 10x' (Eppendorf, Hamburg, 5l 1x
MgCl, (25mM) (Eppendorf) 1w 500 uM
dNTPs (25mM) (Eppendorf) 0,4 200 uM
Iniciadors (5um) 2ul 0,2 uM
Taq (5U/ul) (Eppendorf) 0,25 ul 1,25 U
ADN 2ul
H.0O 37,35 ul
Volum Total 50 wl

'500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI pH 8,3 (a 25°C), 15 mM MgCl,, 1% Tritd x100

Taula 5.3 Programa per a la reaccié de PCR dels marcadors de Bacteroidetes.

94° C 5 min
94° C 1 min
_ ' 65-
35 cicles ! 1 min
. B61°C*

4°C 0

*S’ha fet un analisi descendent (“‘touchdown”) de manera que cada cicle de PCR disminueix
1°C la temperatura d’hibridaci6 dels iniciadors fins a arribar a 61°C. La reaccié s’ha mantingut a
aquesta temperatura durant els seglients 31 cicles.

La deteccid dels fragments amplificats per PCR s’ha fet en un gel d’agarosa amb
una concentracié de I'1’5% en TBE 1x (Annex ). El gel s’ha tenyit en una soluci6é de
bromur d’etidi (Annex 1) per tal de visualitzar i capturar la imatge de les bandes

amplificades en un aparell ImageMaster (Pharmacia Biotech).

5.2.4.2  Analisi mitiangant una PCR quantitativa en temps real

Per a la deteccié de Bacteroides spp. mitjangant una PCR-Q es va utilitzar la que
presentava una millor eficiéncia i sensibilitat de les tres PCR-Q valorades en el capitol
anterior on s’ha anomenat TagMan 2 (Layton, A. et al, 2006). Aquesta técnica ha estat

utilitzada en aquest estudi per tal d’avaluar i quantificar la inactivacid6 d’espécies
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ambientals i soques tipus de Bacteroides spp. quan es troben al medi ambient. Els
iniciadors i la sonda utilitzats, les concentracions dels reactius, el programa que s’ha

utilitzat i les caracteristiques de I'amplificacio es detallen a I'apartat 4.2.4.1.

52.5 Enumeraci6 de coliformes i enterococs fecals

Conjuntament amb I'analisi de la persisténcia d’espécies de Bacteroides en 'aigua
residual, s’ha fet un seguiment de dos indicadors classics de la contaminacié fecal: els
coliformes fecals (CF) i els enterococs fecals (EF). L’avaluacié dels indicadors de
contaminaci6 fecal s’ha fet utilitzant el métode de la filtracié per membrana (Annex [)
(Clesceri, L.S., 1998). Aquest métode consisteix en passar la mostra a través de filtres
de membrana d’esters de cel-lulosa (Ez-Pak™ Membrane Millipore) amb un porus de
045 um de diametre on quedaran retinguts els microorganismes. Per tal de
comptabilitzar el numero de microorganismes, s’ha filtrat 1 ml de diferents dilucions
decimals seriades de les mostres en Ringer 4 (Oxoid, Hampshire,Eng.). El filtre s’ha
incubat sobre el medi selectiu adequat. S’ha utilitzat el medi mFC agar (Difco, Le Pont
de Claix, Franga) per als coliformes fecals que s’han incubat 44,5°C durant 24; i el
medi mEA (Difco, Le Pont de Claix, Franga) per als enterococs fecals incubats a 37°C
durant 48 h (Annex I).

El medi mFC conté, entre d’altres components: acids biliars, lactosa i acid rosolic.
Els coliformes fecals, en aquestes condicions fermenten la lactosa del medi, d’aquesta
manera disminueix el pH i I'acid rosolic que actua d’indicador, vira de roig a blau
(Grabow, W.O. et al, 2001). Per tant les colonies blaves en aquest medi ens indicaran

el nimero de coliformes fecals a la mostra.

El medi mEA conté azida soddica, component que inhibeix la citocrom oxidasa de
bacteris Gram negatius perd no afecta als enterococs, i també un indicador incolor,
clorur de trifenil-2,3,5 tetrazolic, que quan és reduit pels enterococs déna una coloracio
vermellosa. Posteriorment, cal una prova confirmativa de les colonies. El filtre amb les
colonies crescudes es traspassa en el medi Bilis Esculina Agar (BEA) (Difco, Le Pont
de Claix, Franga) i s’incuba a 44’5°C durant 1h. Els enterococs fecals degraden
I'esculina present al medi a esculetina formant un precipitat de color negre (Figueras,
M.J. et al, 1998; Manero, A. et al, 1999). Per tant les colonies negres seran

considerades com a enterococs fecals.
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5.2.6 Assaigs de la persisténcia “in situ” en aigua de riu

El principal objectiu d’aquest estudi ha estat fer el seguiment de la dinamica de

Bacteroides spp. al medi ambient i conéixer la seva persisténcia. Amb aquesta finalitat

s’ha valorat la seva dinamica analitzant les mostres tant amb técniques de cultiu com

moleculars.

Aquests analisis consten de tres assaigs:

1.

Un primer assaig consisteix en I'estudi de la inactivacié de dues de les
espécies més abundants de la microbiota intestinal humana: Bacteroides

fragilis i B. thetaiotaomicron en aigua de riu in situ.

El segon assaig consisteix en la comparacio de la persisténcia en aigua de

riu in situ de B. fragilis en dos condicions diferents:
— utilitzant aigua de riu en les condicions naturals

— utilitzant aigua de riu autoclavada on s’elimina la preséncia de

microorganismes depredadors

El tercer assaig consisteix en I'estudi de les poblacions de Bacteroides spp.
que es troben en l'aigua residual en aigua de riu in situ. Paral-lelament a
'analisi de Bacteroides s’ha avaluat la inactivacié dels dos principals
indicadors de contaminacié fecal: coliformes fecals i enterococs fecals.
S’ha comparat la persisténcia al medi ambient d’aquestes soques naturals

de l'aigua residual amb les soques tipus analitzades al assaig 1.

S’ha analitzat el creixement i la identificaci6 dels presumptes Bacteroides spp

mitjancant:

— el medi BBE (Livingston, S.J. et al, 1978) que és selectiu i diferencial per aquest

génere.

— el medi ric BPRM (Tartera, C. et al, 1992). S’han confirmat les colonies com

possibles Bacteroides spp. mitjangant hibridacié colonial amb una sonda especifica

del génere.

— una PCR especifica del grup Bacteroidetes (Bernhard, A.E. et al, 2000a)

— una PCR-Q especifica del génere avaluada al capitol 4 (Layton, A. et al, 2006)

Els assaigs d’'inactivacio de Bacteroides spp. in situ s’han dut a terme en una

cubeta situada a I'entrada de la planta potabilitzadora d’Abrera (ATLL). En aquesta

cubeta hi circula un flux continu d’aigua del riu Llobregat com la que entra a la planta
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per a ser potabilitzada. Per tant, aquesta cubeta simula perfectament les condicions
del riu. La cubeta incorpora sensors de temperatura, oxigen dissolt, pH, potencial
redox i salinitat. Per tant s’ha registrat aquestes dades durant tot el procés

experimental. S’han realitzat diferents assaigs.

1. El primer assaig ha consistit en I'avaluacié de dues de les soques més
abundants de la microbiota intestinal humana: B. fragilis i B.
thetaiotamicron. El inocul s’ha obtingut a partir d’'un cultiu de les soques
tipus B. fragilis (DSM 21517) i B. thetaiotaomicron (DSM 2079") que s’han
descongelat i cultivat en brou BPRM 48h a 37°C tal com s’indica a I'apartat
2.2.2.1. S’ha fet una dilucié 1:10 de cada indcul en aigua de riu obtinguda
de la cubeta de la planta potabilitzadora. S’ha anomenat assaig 1.a a

I'assaig dut a terme amb B. fragilis i 1.b amb B. thetaiotaomicron.

2. En el segon assaig s’ha estudiat I'efecte dels depredadors sobre la
inactivacio de B. fragilis. Per tant, paral-lelament a l'assaig 1.a s’ha
desenvolupat un segon assaig utilitzant aigua obtinguda de la cubeta que
s’ha esterilitzat mitjangant un autoclau. S’ha realitzat una dilucié 1:10 d’'un
cultiu de la soca tipus de B. fragilis (DSM 21517) tal com s'indica per

I'assaig 1 i s’ha diluit en I'aigua de riu autoclavada.

3.  El tercer assaig ha consistit en avaluar la persisténcia en el medi de
soques ambientals de Bacteroides spp. en l'aigua residual i comparant-les
amb els indicadors classics de contaminacié fecal. Per a la preparacié de
'experiment s’ha utilitzat aigua residual d’entrada de 'lEDAR de Gava com
a aportacid de les soques a analitzar. S’ha fet una dilucié 1:50 de l'aigua
residual en aigua de riu obtinguda de la cubeta de la planta potabilitzadora
d’Abrera.

Amb aquestes solucions s’ha omplert una bossa de dialisis, amb la suspensi6
bacteriana corresponent, per cada dia de mostreig i per cada un dels assaig a
analitzar. De manera que cada dia de mostreig s’agafava una bossa de dialisis per
cada un dels quatre assaigs descrits (1.a, 1.b, 2 i 3). Aquestes bosses de dialisis s’han
preparat a partir de membranes de dialisi (Medicell Dialysis Tubing Visking, London,
Regne Unit). Les membranes de dialisis son tubs elastics fets de cel-lulosa formant
una malla semipermeable amb un porus entre 12 i 14 KDa. Per tant, permeten que els
soluts i l'aigua difonguin la membrana sempre a favor d’'un gradient de concentracio.

Aixi que, el sistema pot respondre als canvis fisics i quimics que esdevenen al medi
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que I'envolta, la concentraci6 de sals de dins les bosses sera la mateixa que la del riu,

perd no hi entraran ni sortiran cél-lules.

Abans de poder ser utilitzades les membranes han estat rentades per eliminar el
glicerol que porten com humectant i altres impureses que poden obstruir els porus. Per
aquest procés s’ha seguit les instruccions del fabricant (Annex Il):

— Les membranes s’han bullit durant 10 min en una soluci6 de rentat de
bicarbonat sodic al 2% i EDTA 1 mM pH 8.

— Posteriorment s’han rentat amb aigua bidestil-lada.

— Finalment s’han bullit durant 10 min en una soluci6 dEDTA 1 mM i pH 8
(Sambrook, J. et al, 2001). S’han mantingut en aquesta diluci6 a 4°C fins al

moment de ser utilitzades (un temps maxim de 6 mesos).

Les membranes plenes de la mostra corresponent, s’han dipositat en una gabia
per tal devitar agressions de particules grolleres que poguessin malmetre les
membranes. | la gabia s’ha submergit a la cubeta de la planta potabilitzadora a una

distancia d’'uns 20 cm de la superficie (Fig. 5.1).

Figura 5.1 Cubeta de la planta potabilitzadora d’Abrera on s’ha efectuat I'experiment
d’inactivacié in situ.

Durant 1 o 2 setmanes s’ha recollit diariament una bossa de dialisis per cada
assaig. | s’han realitzat set assajos: 2 temporades d’hivern, 1 de primavera i 4 a 'estiu

per tal de poder observar els factors relacionats amb I'estacionalitat (Fig. 5.2).
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Figura 5.2 Campanyes de mostreig realitzades per a I'experiment d’inactivacio in situ.

Hivern 1 Hivern 2  Primavera

DEDZ06-  20/0208-  20/0306
1702/06 0103/06 25/0306

Estiu 1 Estiu 2

05,/07/05 18/07 /05
131,/07/05 25407 105

Estiu 3 Estiu 4
007 /06 19407,/05
12/07 j06 25/07 /06

S’ha fet els analisis pertinents segons els objectius a valorar a cada assaig

estudiat (Fig. 5.3):

— Als assaigs 1.a, 1.b i 2 s’ha enumerat: Bacteroides spp. (medi BBE, BPRM i

hibridacié colonial, PCR i PCR-Q).

— A l'assaig 3 s’ha enumerat: coliformes fecals (medi mFC), enterococs fecals
(medi mEA i BEA) i Bacteriodes spp. (medi BBE, BPRM i hibridacié colonial, PCR i

PCR-Q).

Figura 5.3 Esquema dels experiments d’inactivacio realitzats in situ.

Assaig “in situ”

V
Assaig 1.A Assaig 1.B
B. fragilis en B. thetaiotaomicron
aigua de riu en aigua de riu
A L bt

v |
Assaig 2 Assaig 3
B. fragilis en Aigua
aigua de riu estéril residual en
aigua de riu
5 ¥

y ¥

Enumeracioé de Bacteroides:
*medi BBE
*medi BPRM/confirmaci6é amb
ssonda Bac303
*PCR amb iniciadors: Bac32 /Bac708
*‘PCR-Q

_4

Enumeracié d'indicadors
de contamiancio fecal:
*Coliforms fecals: medi mFC
-Enterococs fecals: medi mEA /BEA
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5.2.7 Assaigs de persisténcia en microcosmos (model experimental)

Els experiments in situ permeten simular les dificultats que troba un
microorganisme quan passa del seu medi habitual, en aquest cas I'aparell digestiu
huma, al medi ambient. L’elevada diversitat de factors als quals és sotmés, fa dificil de
saber quins sén els factors que més influeixen en la seva inactivacié. Per tant, els
microcosmos incubats al laboratori ens permeten controlar més facilment determinats
parametres. En aquest cas s’ha tingut en compte la temperatura, la preséncia de

depredadors i 'espécie de Bacteroides a analitzar alhora d’avaluar la persisténcia.

Per a avaluar la persisténcia de B. fragilis (DSM 21517) i B. thetaiotaomicron
(DSM 2079") en condicions controlades s’ha fet diferents assaigs en microcosmos en
ampolles estérils. Les suspensions bacterianes s’han dut a terme a partir d’'un cultiu de
les soques esmentades crescudes en brou BPRM tal com s’ha indicat a I'apartat
2.2.2.1. S’ha fet una diluci6é 1:10 de cada cultiu bacteria en aigua de riu 0 en aigua de
riu esterilitzada a I'autoclau. Aixi doncs, s’ha obtingut 4 suspensions: B. fragilis en
aigua de riu (1.A), B. fragilis en aigua de riu esteéril (1.B), B. thetaiotaomicron en aigua
de riu (2.A) i B. thetaiotaomicron en aigua de riu estéril (2.B). S’ha distribuit 200 ml de
cada suspensio en ampolles de vidre estérils per cada temperatura a qué es volia dur
a terme l'assaig: 4°C, 10°C, 22°C i 30°C. Les ampolles s’han tancat de manera que no
pogués difondre particules a l'interior perd si I'oxigen i s’han incubat en cambres
d’'incubacio i refrigeracié amb les temperatures esmentades. A la vegada s’ha fet un
seguiment de l'aigua de riu sense inocular per tal descartar possibles efectes de la

microbiota autoctona del riu.

Cada 24 h, en condicions d’esterilitat, s’ha obtingut una aliquota per tal d’'observar

la inactivacié de les dues espécies.

El seguiment de les poblacions de B. fragilis i B. thetaiotaomicron dels
microcosmos, s’ha fet mitjangant técniques de cultiu. S’ha efectuat 'enumeracié en el
medi selectiu i diferencial BBE i en el medi ric BPRM (Apartat 5.2.1) de diferents
dilucions en Ringer 2 de les aliquotes obtingudes tal com s’esquematitza a la figura
5.4.
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Figura 5.4 Esquema dels experiments d’'inactivacié realitzats en microcosmos al laboratori.

Microcosmos
I | | |
¥ y y V
1.B 2B
= B. fragilis en ~ B. thetaiotaomicron

B. thetatotaomicron
en aigua de riu

B. fragilis en

aigua de riu gigia de i

estéril

en aigua de riu
esteril

Enumeracié de Bacteroides:
smedi BBE
*medi BPRM

52.8 Calcul de la inactivacio i analisis dels valors

El principals valors a tenir en compte a I'hora de valorar la inactivacié de les
poblacions bacterianes soén: la constant d’inactivacié K i la Tgo. La K; indica la taxa de
disminucio6 de la poblacio al llarg del temps. La Ty, indica el temps necessari perqué es
produeixi la inactivacié del 90% de la poblacié inicial, o dit d’'una altra manera, que hi

hagi una disminucié d’'una unitat logaritmica de la poblacio.

Per a valorar la dinamica d’'inactivacié de les poblacions bacterianes estudiades
s’ha analitzat la seva supervivéncia en el temps mitjangant I'enumeracié en els
diferents medis i la seva deteccio i enumeracié amb la PCR i PCR-Q. Una vegada
obtinguts els recomptes s’ha efectuat models lineals de cada una de les poblacions
bacterianes estudiades. S’ha fet el seguiment de la disminucié de la poblacio fins que
hi ha hagut una caiguda d’uns 2 logaritmes o fins a unes 96 h. Aquests criteris s’han
seguit sobretot a I'estiu que degut a I'elevada temperatura les membranes comencen a
danyar-se a partir de les 72-96 h afectant la permeabilitat i per tant la supervivéncia de

les poblacions.
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La dinamica d’inactivacié de les poblacions no té perqué seguir un model lineal.
S’ha elegit aquest model per poder simplificar i unificar la inactivacio de les diferents
poblacions. Si s'utilitza el mateix model es pot comparar les diferents taxes

d’inactivacio entre les diferents poblacions estudiades i les metodologies analitzades.

Per tal de desenvolupar el models lineals s’ha utilitzat la reduccié logaritmica de
les poblacions respecte el temps de I'inici de I'experiment. A partir de la relacié s’ha
obtingut una recta de regressié amb un valor inicial igual a zero ja que la inactivacié és

nul-la al moment que s’ha iniciat I'experiment.

Al panell 5.1 es mostra com a partir de la recta de regressié obtinguda dels

models lineals d’inactivacio s’obté la constant d’inactivacié i la Ty de les poblacions.

Panell 5.1
Calcul de la K.i de la Tgq

Els models lineals obtinguts a partir de la grafica d’inactivacié de les diferents poblacions
bacterianes estudiades permeten I'obtencié la recta de tendéncia del model. Aquesta recta
depén de la relacié entre la reduccio logaritmica i el temps de realitzacioé de I'experiment i

presenta aquesta forma:
log(N; = Ny)=—m-T

on Nt és el numero de cel-lules al temps T, Ny el numero de cél-lules al moment inicial de
I'experiment i la pendent de la recta (m) equival a la constant d’inactivacio (Ks).

La Tg representa el temps necessari per a que es produeixi una disminucié del 90% de la

poblacié, es a dir, una reduccié d’'una unitat logaritmica (log(NT — NO) = -1 )
Ty, = (_% Ksj

S’ha utilitzat el programa Statgraphic plus versi6é 5.0. per tal d’avaluar quins han
estat els factors ambientals (temperatura, oxigen dissolt, efecte dels depredadors) que

més han intervingut en la persistencia de les poblacions analitzades.
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5.3 Resultats

531 Valoracio del medi BBE, BPRM i hibridacié colonial

El medi BBE fou definit per tal de seleccionar i identificar presumptivament
espécies de I'antigament anomenat: grup de B. fragilis (Livingston, S.J. et al, 1978).
Aquest grup el constituien: B. fragilis, B. thetaiotaomicron, B. distasonis, B. vulgatus i
B. ovatus. Préviament a I'analisi de la persisténcia, s’ha volgut valorar la capacitat de
creixement de 6 soques tipus de Bacteroides i P. distasonis en aquest medi i
comparar-la amb el medi ric BPRM. També s’ha valorat la capacitat de deteccio
d’aquestes espécies mitjangant la sonda Bac303 (Manz, W. et al, 1996). Tal com
s’indica a la taula 5.4, no totes les espécies es comporten igual, les colonies de B.
uniformis i B. vulgatus no presenten la coloracié negra caracteristiques del génere
Bacteroides en aquest medi; en canvi, totes les espécies poden créixer sobre el medi

BPRM i ser detectades mitjangant la hibridacié colonial (HC).

Taula 5.4 Detecci6 de les soques tipus de diferents espécies de Bacteroides amb les técniques
de cultiu utilitzades en 'analisi de persisténcia

Creix. en Colonies Creix. en Deteccié amb

BBE negres BPRM Bac303
P. distasonis (DSM 20701") Si si si Si
B. eggerthii (DSM20697T) Si si si Si
B. fragilis (DSM 21517) si si Si si
B. ovatus (DSM 1896") si si i si
B. thetaiotaomicron (DSM . ) ) .
2079") si si si si
B. uniformis (DSM 65977) si no si si
B. vulgatus (DSM 14477) si no si si

Les cél-lules danyades poden no ser recuperades quan existeixen factors
inhibidors del creixement, com és el cas del medi BBE, perd si en un medi ric com el
BPRM. S’ha valorat si aquests factors poden influir en el nimero de cél-lules

recuperades en el medi BBE.

Quan s’analitza la sembra de diferents dilucions d’un cultiu de 24 h en brou BPRM
de B. fragilis en els medis BPRM i BBE, s’observa un recompte lleugerament superior
en el medi ric (Taula 5.5). En canvi, si es sembra el mateix cultiu que ha estat incubat

durant 168 hores, la diferencia es fa més gran i en el medi BBE es recupera un

213



Capitol 5: Avaluacio de la inactivacio del génere Bacteroides in situ en aigua de riu

numero significativament menor de les cél-lules que es recuperen en el medi BPRM
(un 26%).

Taula 5.5 Recomptes d’'un cultiu de B. fragilis incubat durant 24 i 168 h en els medi BBE i
BPRM.

temps incubacio BPRM BBE
° (UFC/mi) (UFC/ml)
24 h 2,02:10° 1,65-10°
168 h 9,6-104 2,5_104

Per tal d’'observar quina és la recuperacié quan s’analitza una mostra ambiental,
s’ha comparat el comptatge de coldnies en el medi BBE amb les coldnies positives per
la sonda Bac303 sobre BPRM d’una mostra d’aigua residual d’EDAR. El 94,6% de les
bacteris anaerobis i aerobis facultatius calculats a partir del medi BPRM (1,06-10’
UFC/100ml) han hibridat amb la sonda (4,35-10° UFC/100ml). Mentre que quan s’ha
sembrat la mostra en el medi BBE han crescut 3-10° UFC/100ml, el que representa un

82,4% del total de presumptes Bacteroides aillats en BPRM i confirmats amb la HC.

5.3.2 Valoracio de la inactivacio natural del genere Bacteroides “in

situ” mitjiangant tecniques moleculars i medis selectius

Tal i com s’ha descrit en 'apartat 5.2.6 de Materials i Métodes s’ha dividit I'estudi
de la persisténcia de Bacteroides in situ en aigua de riu en tres assaigs diferents per
observar la persisténcia de B. fragilis (amb o sense la preséncia de depredadors), B.

thetaiotaomicron i Bacteroides spp. de I'aigua residual.

S’ha realitzat 7 campanyes de mostreig: 4 a l'estiu, 2 al hivern i 1 al final de
I'hivern que s’ha anomenat primavera. Les dades registrades dels factors ambientals
que han intervingut en I'experiment in situ es detallen a la taula 5.6. Aquestes dades
s’han registrat diariament entre les 10 i les 11 del mati, que correspon a I'’hora en que

han estat recollides les mostres.

Tot i que els assaigs realitzats a I'estiu s’hagin practicat durant la mateixa época
(juliol) perd en dos anys consecutius presenten unes dades bastant heterogénies. Els
estius 1 i 2 mostren una temperatura de I'aigua bastant elevada (que ha oscil-lat entre
27,3 i 32,6°C, a I'hora en que es va realitzar el mostreig), en canvi durant I'estiu 3 i
estiu 4 s’ha registrat una temperatura més moderada (entre 21,6 i 23,4°C). Al hivern
s’ha registrat un interval de temperatures entre 5 i 9°C i a la primavera una

temperatura intermédia de 13,9-15,2°C.
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Taula 5.6 Valors mitjans de temperatura, oxigen dissolt, pH i conductivitat registrats a la cubeta
on s’ha realitzat I'analisi de persisténcia in situ. Entre paréntesi s’indica el rang dels valors
registrats al llarg de la campanya de mostreig.

Temperatura  Oxigen dissolt H Conductivitat
(°C) (ppm) P (mS/cm)
29,40 7,23 8,23 1,52
Estiu 1
(27,3-32,6) (6,2-9,4) (8,02-8,5) (1,02-1,69)
29,62 5,70 7,84 1,46
Estiu 2
(29,2-30,3) (5-6,8) (7,74-8,05) (1,31-1,83)
22,33 3,75 8,07 1,54
(21,8-23) (3,3-4) (7,98-8,19) (1,5-1,58)
22,87 3,53 7,99 2,52
(21,6-23,4) (3,1-3,9) (7,78-8,13) (1,95-3,19)
14,22 7,30 8,16 1,84
(13,9-15,2) (7-7,8) (8,06-8,25) (1,8-1,95)
6,29 8,59 8,55 1,28
Hivern 1
(5-8) (8,4-8,7) (7,87-8,69) (1,11-1,38)
: 8,36 8,70 8,3 1,55
Hivern 2
(7,5-9) (8,6-8,9) (8,43-8,61) (1,49-1,59)

Pel que fa a la concentracié d’oxigen dissolt, s’'observa una elevada diferéncia
entre els diferents assajos, registrant-se les concentracions més baixes a I'estiu 3 i 4
(entre 3,1 i 4 ppm) i més altes durant els hiverns 1i 2 (entre 8,4 i 8,9). Durant I'estiu 1 i
2 s’observa uns valors d’oxigen dissolt més proxims als observats a baixes
temperatures que no pas als assaigs de I'estiu 3 i 4, amb una oscil-lacié que va entre
6,2 i 9,4 ppm. En I'assaig que es va dur a terme a finals de 'hivern (primavera), alguns
factors ambientals, com la temperatura i oxigen dissolt, presenten uns valors

intermedis entre les dos estacions.

Els valors de pH i conductivitat no manifesten diferéncies en funcié de
1,02 i 3,19 mS/cm,

respectivament. La conductivitat de I'estiu 4 sembla ser lleugerament superior a la

'estacionalitat i mostren una variaci6 entre 7,4 i 8,69 i

resta, amb una mitja de 2,52 mS/cm, mentre que la resta es mantenen entre 1,28 i
1,89.

5.3.2.1  Assaig 1: Analisi de la persisténcia de les soques tipus

Bacteroides fragilis i B. thetaiotaomicron “in situ” en aigua de riu

En aquest assaig s’ha analitzat la persisténcia al medi aquatic de dos soques

tipus: B. fragilis i B. thetaiotaomicron amb el medi selectiu BBE, el medi ric BPRM i
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confirmacié6 amb la hibridacié colonial (BPRM/HC) i técniques moleculars: PCR
convencional i PCR-Q pel génere Bacteroides. Diariament s’ha mostrejat una bossa de
dialisis amb la mostra pertinent i s’ha fet un seguiment de la disminucié de les dues

poblacions.

A les taules 5.7.a i 5.7.b es mostren les enumeracions expressades amb unitats
logaritmiques i s’observa la disminuci6 de la poblaci6 de B. fragilis analitzada
mitjangant els medis BBE i BPRM/HC. El numero de cél-lules inicial és bastant
semblant entre les diferents estacions i entre els dos métodes de deteccid utilitzats,
sent el comptatge més baix de 8,02 unitats logaritmiques/100 ml i el més alt de 9,90
unitats logaritmiques/100 ml. Amb excepci6é dels niumeros obtinguts durant I'hivern 1

que han resultat més baixos dels esperats.

El seguiment de la dinamica de B. fragilis amb el comptatge en el medi BBE
(Taula 5.7.a), mostra durant I'estiu una disminucié moderada durant les primeres 24 h i
una disminucié més brusca a partir de les 48 h; a excepcio de I'estiu 3 que mostra una
disminuci6é brusca ja, a les 24 h. Durant I'hivern 2 i la primavera s’ha produit una
disminucié més gradual fins a les 48-72h, a partir de les quals, s’ha esdevingut, també,
una forta davallada de la poblacié. A la figura 5.5.a es mostra la grafica d’inactivacié on
s’observa una certa tendéncia a persistir millor durant les estacions amb més baixes
temperatures. La grafica d’inactivacié de Bacteroides mitjangant el seguiment amb el
medi BPRM/HC mostra també, aquesta tendéncia perd no tan pronunciada (Fig.
5.5.b). Estiu 4 i hivern 2 es comporten d’'una manera semblant amb uns valors
intermedis a la resta d’assaigs. Els recomptes utilitzant BPRM/HC sempre son

superiors als observats en el medi BBE.

Els comptatges de B. thetaiotaomicron es mostren a les taules 5.7.c i 5.7.d. La
poblaci6é inicial en la majoria de casos supera o esta proxima a les 9 unitats
logaritmiques/100 ml, tant en els analisis per les diferents estacions com pels diferents
meétodes de deteccidé. Tan sols a l'estiu 2 s’ha comptat un nimero més baix que

correspon a 7,96 unitats logaritmiques/100ml.
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Taules. 5.7 Recomptes en unitats logaritmiques de I'experiment d’inactivacié de B. fragilis (Bloc 1.a) i de B. thetaiotaomicron (Bloc 1.b) en els medi BBE

(taula aii c) i en el medi BPRM amb hibridacio6 colonial (taula b i d).

a.

0
24
48
72
96

24
48
72
96

Estiu 1 Estiu 2

8,63
7,99
4,06
3,48
<3

8,87
7,31
3,95
3,90

9,39
8,25
5,76
4,00
3,88

7,96
5,04
4,00
3,88

8,72
5,60
4,73

3,81

BBE B. thetaiotaomicron

Estiu1 Estiu2 | Estiu3 Estiu4

9,15
8,08
4,93
n.d.
3,90

8,82
8,68
5,39
4,58

9,44
5,88
5,20
5,16

BBE B. fragilis

8,02
7,63
7,56
4,08
<3

9,16
8,35
5,89
4,32
<3

Hivern 1 Hivern 2

<6
<6
<4

3,47
<3

Hivern 1 Hivern 2

9,16
<7
<5
<3
<3

9,27

8,12

7,43
n.d
<3

9,05

4,15

3,56
<3
<3

24
48
72
96
144
168

24
48
72
96
144

Estiu1 Estiu 2

BPRM/HC de B. fragilis

8,76
9,80
7,53
7,30

9,32
9,15
8,23

7,56

9,38
9,46
8,00

8,09

7,57

9,78
9,62
8,36
7,66

8,57
8,08
8,84
8,18
7,78

BPRM/HC B. thetaiotaomicron

Estiu1 Estiu2 | Estiu3 Estiu4

9,61

9,08
8,40
8,30

6,60
6,54
6,28

6,63
6,41

9,72
8,56
6,48
6,15

Hivern 1 Hivern 2

9,90
9,01
8,79
8,26
7,46

Hivern 1 Hivern 2

9,88
7,20

7,36

7,11
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Figures 5.5 Models lineals de les cinétiques d’inactivacié de B. fragilis en medi BBE (a.), en BPRM/HC (b.), B. thetaiotaomicron en BBE (c.) i en BPRM/HC
(d.).

Temps (h i Termps th
B. fragilisen BBE ps (1) BPRM/HC de 8. fragilis peiln)
a 2 45 72 96 120 144 168 182 0 24 48 72 95 120 144 168 192 216 240
0 s ¥ i i i T T 000 = = - T T T T T T T T
: S ——
“ ¥ 100 i —
o -2 : - m -200 :
E 2 E \h\
= g =
B \ 5 90
S = :
g 4 " - # Estiu 1 § -400 - = Estiu3
* 4 =
B ‘ " bl g : Estiu 4
; Estiu 3 -500
) + Estiu 4 | ¢ Primavera
£ ; Primavera -B,00 : )
! 4 Hivern 1
i & Hivern 1
% Hivern 2 -7,00 = Hivern 2
a. b.
Termps (h ; :
B. thetaintaomicron en BBE e () BFRM/MC de 8 thefaictaomicron Temps (h)
0 24 48 72 95 120 144 168 192 0 24 45 72 95 120 144 168 192 216 240
I~ T T T T T T T (R S — T T T T T T T T
-1 Y s
g 2 g2 2 :
£ B x \ »
& -3 5 : {
g 5 =T 8
he] ; o 5 Pl
g . + Estiu 1 g4 .
2 3 Estiu 3 = B =T
& Estiu 4 T Estiu 4
S
G “Primavera ¢ Primavera
g & Hivern 1 B & Hivarn 1
= Hivern 2 # Hivern 2
i 7
c. d.

218



Resultats

B. thetaiotaomicron mostra una forta disminucié de la persisténcia a les 24-48h
durant els assaigs realitzats amb el medi BBE en totes les estacions (Taula 5.7.c).
Aquesta disminucié sembla més acusada durant I'hivern tal com s’observa a la grafica
d’inactivacio, el contrari de la tendéncia observada en B. fragilis (Fig. 5.5.c). Tant
utilitzant el medi BBE com BPRM/HC la dinamica de la poblaci6é durant la primavera es
més semblant a com es comporten durant I'estiu. El decreixement de la poblacié B.
thetaiotaomicron observada amb el métode BPRM/HC és menys pronunciat que pas la
que es revela en el medi BBE, perd mostra la mateixa tendéncia (Fig 5.5.d). S’ha
produit una disminucié d’'un log en 48-72h a I'estiu i en 24 h o menys durant I'hivern
(Taula 5.7.d).

El temps durant el qual es pot detectar el material genétic utilitzant els iniciadors
Bac32/Bac708 especifics del génere Bacteroides es mostra a la figura 5.6.b per B.
fragilis i 5.6.d per B. thetaiotaomicron. La persisténcia de 'ADN de B. fragilis al medi
ambient és entre 48 i 72 h a l'estiu i de més de 216 h durant I'hivern. Durant la
primavera mostra un comportament més semblant a I'estiu. La persisténcia de B.
thetaiotaomicron és lleugerament més baixa; 'ADN pot ser detectat durant les
primeres 12 i 48 h a l'estiu i 48 h a la primavera. Al hivern s’ha detectat TADN durant

les 216 h en que s’ha dut a terme I'experiment.

Per als recomptes obtinguts utilitzant la PCR-Q s’ha utilitzat com a corba
estandard la relacié entre Ct i les cél-lules crescudes en el medi BPRM (veure apartat
4.3.1). Quan s’analitza la disminuci6 de les poblacions mitjangant la PCR-Q especifica
de Bacteroides, també s’observa I'efecte de la temperatura, i la inactivacioé és semblant
en ambdods espécies analitzades (Taula 5.8.a i 5.8.b). Durant I'estiu, a les 48 h hi ha
hagut una disminucié de més de 3 unitats logaritmiques tant en la poblacié de B.
fragilis com de B. thetaiotaomicron. Durant la primavera la baixada és més gradual i no
tant rapida; i durant I'hivern la disminucié és molt més lenta; a les 48 h, la poblaci6 de
B. fragilis ha minvat 1,74 unitats logaritmiques i la de B. thetaiotaomicron 0,85 unitats

logaritmiques (Fig. 5.6.ai b)

A partir dels models lineals de les grafiques d’inactivacié s’ha obtingut una recta
de regressi6 per cada parametre observat i per cada assaig. La pendent de la recta de
regressio és la constant d’inactivacio (Ks) i juntament amb la R? obtinguda es mostra a
la Taula 5.9. A partir de la Ky s’ha calculat els temps d’inactivacié del 90% de la
poblacio (Tgo) tal com s’indica al panell 5.1 de l'apartat 5.2.8 que es mostra a la taula
5.10.
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Figura 5.6 Models d’inactivacié obtinguts de I'analisi de la poblacié de B. fragilis i B. thetaiotaomicron mitjangant PCR-Q(a. i c. respectivament) i detecci6

amb els iniciadors Bac32/Bac708 de (b. i d.).
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Taula 5.8 Recomptes de la poblacié de B. fragilis (bloc 1.a) i B. thetaiotaomicron (bloc 1.b)
mitjancant PCR-Q.

BBE B. fragilis en aigua estéril

a.

0 9,59 8,69 9,27 9,71 9,21 - 9,97

24 7,93 6,71 6,98 6,46 7,21 - 9,52

48 5,15 5,21 5,84 5,36 6,43 - 8,23

72 5,04 4,96 - 5,37 5,56 - 8,25

96 4,88 - - 5,70 4,23 - 7,76

168 - - - - - - 6,08

BPRM/HC B. fragilis en aigua esteril
b.

0 9,48 8,82 8,88 9,50 9,50 9,62 9,90
24 8,05 5,89 8,23 6,14 6,41 - 9,59
48 5,77 5,64 5,55 6,42 6,15 9,42 9,14
72 4,95 - 5,24 - 5,47 9,13 8,95
96 - - - - - 7,05 6,97
168 - - - - - 7,55 6,36

Taula 4.9. Valors de K i R? obtinguts a partir dels models lineals de les corbes d’inactivacio de
B. thetaiotaomicron i B. fragilis en aigua de riu i B. fragilis en aigua de riu esteéril in situ.

Ks Estiu 1 Estiu 2 Hivern 1 Hivern 2

BPRM/HC BBE

PCR-Q

B -0,058 -0,122  -0,060 -0,051 -0,065 4 -0,132
thetaiotaomicron  R?=0,95  R?=1  R%=0,88 R%=0,93 R?=0,96 o R?=0,80
B -0,075 -0,073  -0,087 -0,059 -0,051 -0,040
B. fragilis ) ) ) ) ) n.d. )
R’=0,89 R%*=0,98 R*=0,94 R%=0,86 R?=0,92 R?=0,97
B. fragilis en aigua -0,047 -0,106 -0,030 -0,035 -0,037 -0,062 -0,033
esteril R%=0,88 R2=1 R%*=0,92 R?%=0,98 R?=0,99 R2=1 R?=0,94
-0,020 -0,023 -0,014 -0,055 -0,111
B. n.d. n.d.
thetaiotaomicron R%*=0,84 R’=0,83 R?=0,5 R%=0,94 R%=1
3 nd nd -0,039 -0,021 -0,008 -0,006 -0,025
B. fragilis o " R?%2093 R?=098 R?=0,61 R2=0,86  R?=0,96
B. fragilis en aigua 4 4 -0,015 -0,031 -0,031 -0,035 -0,018
esteril R%*=0,98 R?=0,90 R%=0,86 R?=0,87 R%=0,87
B -0,067 -0,122  -0,054 -0,156 -0,065 -0,019 -0,024
thetaiotaomicron  R?=0,97 R2=1 R%=0,99 R%=1 R%=0,71 R*=0,39 R’=0, 88
-0,087 -0,081 -0,083 -0,107 -0,053 q -0,028
ili n.d.
B. fragilis R?=0,97 R?*=0,99 R?=096 R?=0,92 R?=0,95 R?=0, 96
B. fragilis en aigua -0,069 -0,061 -0,072 -0,063 -0,065 -0,014 -0,017
esteril R’=0,88 R*=0,81 R?=0,95 R?%=0,89 R?=0,82 R?=0,88  R%=0, 72
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La Ty de B. fragilis calculada a partir del creixement en el medi BBE durant I'estiu,
ha estat al voltant de 13,9 h. A la primavera, s’ha observat un persisténcia
lleugerament major amb una Tgy de 19,65 h; i major durant I'hivern amb una Ty, de
24,87 h. L'analisi d’'aquestes dades mitjangant una ANOVA simple mostra amb un P-
valor de 0,0464 que existeixen diferencies estadisticament significatives entre les Tgg
mitjanes de les estacions per un nivell de confianga del 95%. El contrast multiple de
rangs realitzat amb el métode de les menors diferéncies possibles de Fisher (LSD),
indica que hi ha diferencies entre estiu i hivern, mentre que la primavera presenta
valors intermedis. Una regressid simple indica una important relacié entre la Ty i la
temperatura que explica un 71,79% del model perd no mostra relaci6 amb la

concentracié d’oxigen dissolt a l'aigua.

Taula 5.10 Valors de les Tq obtingudes a partir dels models lineals de les corbes d’inactivacié
de B. thetaiotaomicron i B. fragilis en aigua de riu i B. fragilis en aigua de riu esteéril (AE) in situ.

Tgo (h) Estiu1 Estiu 2 Hivern 1 Hivern 2

B. 17,27 n.d. 16,53 19,65 15,36 n.d. 7,55
w thetaiotaomicron
g B. fragilis 13,3 13,66 11,51 17,03 19,65 n.d. 24,87
B. fragilis AE 21,32 n.d. 32,36 28,73 27,17 n.d. 29,5
o . B. . n.d. n.d. 50,76 43,66 69,93 18,25 8,98
I thetaiotaomicron
s B. fragilis n.d. n.d. 25,91 47,39 129,87 169,49 40
[1'4
% B. fragilis AE n.d. n.d. 67,56 32,68 32,36 28,57 54,94
. B. . 14.97 8,2* 18,45 6,4* 15,38 53,18 41,32
o thetaiotaomicron ’
5' B. fragilis 11,4 12,4 12,06 9 18,27 n.d. 42
o

B. fragilis AE 14,57 16,31 13,93 15,82 15,46 74,07 59,17

*La majoria d’assaigs en que s’ha efectuat el model amb 2 punts s’han eliminat. Excepte
aquests valors en que la disminucié brusca registrada a les 24 h fa que disminueixi per sota el
limit de deteccio de la PCR-Q i per tant s’han considerat en I'analisi tot i que la recta esta
formada per dos Unics punts.

La deteccié mitjancant BPRM/HC mostra uns valors de Tqo més baixos a major
temperatura. Durant I'hivern 2, perd, s’ha obtingut una Ty més baixa (40 h) que
desequilibra aquesta tendéncia (Taula 5.10). L’analisi estadistic del les Ty, obtingudes

no revela diferéncies significatives entre estacions quan s’analitza amb aquest métode.

B. thetaiotaomicron presenta una Tg mitjana de 17,8 h a I'estiu, sent més elevada

que al hivern, quan s’ha obtingut una Tgy de 7,55 h. La primavera mostra una Tgy amb
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un valor intermedi de 15,36 h. Quan s’analitza aquests valors mitjangant una ANOVA
simple, s’obté un P-valor de 0,063. Es a dir, que no hi ha diferéncies significatives per
un nivell de confianga del 95% pero si del 90%. El contrast multiple de rangs indica

diferéncies entre estiu i hivern, mentre que la primavera es troba entre ambdéds grups.

El seguiment de la poblacié mitjangcant BPRM/HC mostra la mateixa tendéncia
que amb el medi BBE: una Ty més alta a més elevada temperatura. Amb un P-valor
de 0,0279, I'analisi de la variancia mostra que existeix diferéncies significatives entre
les Tgo de les diferents estacions (nivell de confianga del 95%) quan s’analitza la

persisténcia amb aquesta metodologia.

En ambdds espécies la supervivéncia observada amb el cultiu en el medi ric i
confirmacié amb la hibridacié colonial, sempre és major que la observada mitjancant el
medi BBE.

L’analisi de ’'ADN mitjangant la PCR-Q ha mostrat que es produeix, durant I'estiu,
una gran disminucié durant les 24-48 hores i que després s’estabilitza. Per tal d’obtenir
els models lineals s’ha calculat la Tgy utilitzant aquests primers valors. S’observa una
mateixa tendéncia en B. fragilis com en B. thetaiotaomicron, la Toy mitjana ha estat de
12 i 11,21 h respectivament a I'estiu, al hivern de 42 i 47,25 h i a la primavera s’han

observat uns valors intermedis de 18,27 i 15,38 h respectivament.

5.3.2.2  Assaig 2: Analisi de la persistencia de B. fragilis “in situ” en aigua

de riu esteril

En l'assaig 2 s’ha estudiat la inactivacio de B. fragilis en les mateixes condicions
que l'assaig 1.a, perd l'aigua de riu utilitzada per a realitzar la suspensi6, ha estat

esterilitzada per valorar el possible efecte dels depredadors.

Les taules 5.11.a i 5.11.b mostren els recomptes expressats en unitats
logaritmiques obtinguts en aquest assaig utilitzant el medi BBE i BPRM. La poblaci6 de
partida al inici de cada experiment, és semblant entre les diferents estacions i entre els
diferents analisis (BBE i BPRM/HC) entre 8,47 i 10,46 unitats logaritmiques/100 ml.
Quan s’analitza la inactivacié de les poblacions s’observa que ni els recomptes ni els
models lineals de les grafiques d’inactivacié (Fig. 5.7.a i 5.7.b), mostren que hi hagi

una diferent disminuci6 de les poblacions en funcié de les estacions.

Les enumeracions en el medi BBE, mostren una major inactivacié durant els
estius 1i 2 ('estiu 2 i I'hivern 1 s’han prescindit de posteriors estudis ja que només es
tenia 2 enumeracions), la resta d’assaigs (estiu 2 i 3, primavera i hivern) presenten

unes cinétiques d’inactivacié molt semblants.
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Taula 5.11 Recomptes de la poblacio de B. fragilis de I'assaig 2 mitjangant el medi BBE (a.) i
amb el medi BPRM i confirmacié amb hibridacié colonial (b.)

24
48
72
144
168

a.
0

24
48
72

120
144

Estiu 1 Estiu 2

8,47 9,69
8,06 -
5,59 4,60
5,27 -

BBE B. fragilis en aigua estéril

Hivern 1 Hivern 2

10,35 9,24 8,69 9,50 8,85

973 885 8,01 - 8,00

969 7,9 6,87 - 7,94
- - 6,02 3,30 6,03

6,29 - - -. 4,73
- 4,02 - -. -

BPRM/HC B. fragilis en aigua esteril

10,46 9,84
10,05 9,61
9,79 8,08
7,00 7,66

10,00
8,93
8,69
5,30

Hivern1 Hivern 2

9,57 9,51
n.d. 8,67
5,90 8,59
5,65 7,59
4,60 -

4,23 6,00

Figura 5.7. Models lineals de les cinétiques d’inactivacié de B. fragilis en medi BBE (a.) i en
BPRM/HC (b.) quan s’han eliminat els depredadors del medi
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Resultats

El comptatge realitzat mitjangant la técnica BPRM/HC no mostra una
estacionalitat (cal tenir en compte que no s’ha utilitzat aquest métode per I'estiu 1 ni
per l'estiu 2, que en aquest cas mostraven valors lleugerament diferents en el
recompte amb el medi BBE) (Fig. 5.7.ai 5.7.b).

S’ha detectat el material genétic de Bacteroides amb la PCR utilitzant els
iniciadors Bac32/708 durant 48-72 h a l'estiu i durant tots els dies en que s’ha realitzat

I'assaig durant I'hivern i la primavera (192 i 216 h respectivament) (Fig. 5.8.a).

La detecci6 utilitzant la PCR-Q mostra la mateixa tendéncia que en l'assaig 1;
durant l'estiu, a les 24-48 h es produeix una davallada forta, de manera que a les 48 h
la concentraci6 d’ADN ha disminuit més de 3 unitats logaritmiques. Durant la
primavera, es comporta, en aquest cas, de manera semblant a I'estiu. Al hivern la
concentraci6 d’ADN baixa de manera més gradual i a les 48 hores hi hagut una
disminucié aproximada d’una unitat logaritmica (Taula 5.12 i Fig. 5.8.b).

Figura 5.8 Model d’inactivacié obtingut de I'analisi de la poblacié de B. fragilis en aigua

esteril mitiancant PCR-Q (a.) Deteccio de 'ADN mitjangant els iniciadors Bac32/Bac708
(b.)

1 FCR-Q de 8. fragiiis en aigua estéril
" Temps (h)

120 144 168 192 216 240

reduccid logaritrica
R
b4
| 3

X-.. \\\
-3 | \_\- .
‘\_\ + Estiu 1
4 . | " Estiu2
Estiu 3
-5 Estiu 4
Primavera
-B 4 Hivern 1
# Hivern 2
a.
PCR Bac3Z/Baci08 de A fragiis en aigua esteril
H Estiu 1
W Estiu 2
B Estiu 3
= Estiu 4
B Primavera| [ |
H Hivern 1 - -
H Hivern 2
o 24 48 7z =153 120 144 168 192 218 240
b Temps (h)
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Taula 5.12 Recomptes de la poblacié de B. fragilis del assaig 2 mitjangant PCR-Q.

PCR-Q B. fragilis en aigua estéril

Estiu1 Estiu2 | Estiu3 Estiu 4 Hivern 1 Hivern 2

0 7,90 6,87 7,29 7,70 7,31 7,36 7,95
24 6,60 7,08 5,12 7,31 5,09 6,99 6,26
48 3,98 3,61 4,07 4,26 4,74 6,12 7,53
72 - 2,71 - 3,61 4,89 6,27 6,06
144 - - - - - 7,26 5,21
192 - - - - - 4,96 -
216 - - - - - - 5,53

Les K i R? obtingudes a partir dels models lineals es mostren a la taula 5.9,

juntament amb els resultats del assaig 1, i les Ty a la taula 5.10.

Les Ty calculades a partir dels recomptes en el medi BBE oscil-len entre 27,17 i
32,36 h, amb excepcié de I'estiu 1 amb un valor més baix de 21,32 h (estaci6 que
coincideix amb una menor concentracié d’'oxigen dissolt i a la vegada una elevada
temperatura). Les Tgo tampoc no mostren cap tendéncia en funcié de la temperatura ni
de l'oxigen dissolt a 'aigua quan s’analitza cada parametre mitjancant una regressio
lineal. En canvi, quan s’analitza les dades mitjangant una regressié lineal multiple que
té en compte ambdds parametres, s’obté l'equacié 5.1 que ajusta perfectament
ambdés variables a un model de prediccié de la Ty (Fig. 5.9). La temperatura mostra
un P-valor de 0,0859 i 'oxigen dissolt de 0,0895 per tant I'equacié s’ajusta al model

explicant un 86,78% amb un nivell de confianga del 90%.

1,, = 47,1576 —0,477789 X temperatura —1,64786 X OD Eqg. 5.1

Quan s’ha analitzat amb aquest model les dades de I'assaig 1.a, no s’ha obtingut
aquesta relacié. Probablement per que el factor depredacié afecta de manera forga

important la persisténcia.

Figura 5.9 Valors observats de Ty, obtinguts a partir del creixement en el medi BBE de 'assaig
2 (*) en front els valors predits a partir del model de regressio lineal multiple (Eq. 5.1).

T90

valor observat

21 23 25 27 29 31 33
valor predit
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Mitjangant el recompte amb BPRM/HC s’obté uns valors de Ty més heterogenis,
que oscil-len entre 28,57 h i 67,56 h, sense mostrar cap relacié en funcié de les
estacions. L’analisi de la variancia d’aquests valors tampoc mostra diferéncies

estadisticament significatives entre elles.

S’ha utilitzat una ANOVA simple per avaluar si existeixen diferéncies entre avaluar
la inactivacié de B. fragilis quan s’han eliminat o no els depredadors del medi (entre els
assaig 1.a i 2). L’analisi dels valors de Tg obtinguts del seguiment de la persisténcia
mitjancant el medi BBE presenten un P-valor de 0,0031 (per un nivell de confianca del
95%) i per tant mostren diferéncies estadisticament significatives entre la persisténcia

de la poblacié amb i sense depredadors.

La inactivaci6 valorada mitjangant la PCR-Q segueix la tendéncia que s’ha vist en
'assaig 1.a. Durant l'estiu, s’ha calculat una To9 mitja de 15,15 h; la degradacié de
I’ADN a la primavera, es comporta de manera semblant, amb una Ty, de 14,46 h. Al
hivern s’ha observat una Ty mitja de 66,6 h; que és més alta durant I'hivern 1 al que

correspon una menor temperatura de l'aigua.

S’han comparat les To, obtingudes amb la PCR-Q dels assaigs 1.a, 1.b i 2
mitjangant una ANOVA de dos factors, per tal d’avaluar el factor estacional i discernir
si hi ha diferéncies entre els tres assaigs. S’ha obtingut que hi ha diferéncies
significatives entre les estacions amb un P-valor de 0 discernint dos grups: hivern i
estiu més primavera. Existeixen, també diferéncies entre les dos soques tipus en aigua
de riu i B. fragilis en aigua esterilitzada (P-valor de 0,0579). Aquests resultats
confirmen que els depredadors intervenen en la inactivacié dels microorganismes en el

medi.

5.3.2.3  Assaig 3: Analisi de la persisténcia de Bacteroides spp. i altres

indicadors microbians “in situ” en aigua de riu

En aquest assaig s’ha estudiat com evolucionen les espécies de Bacteroides que
es troben a I'aigua residual juntament amb els indicadors tradicionals microbians quan
arriben al medi ambient. Per aixd, s’ha fet una dilucié 1:50 d’aigua d’entrada d’una
EDAR en aigua de riu, i s’ha incubat in situ en la cubeta d’aigua d’entrada del riu a la
planta potabilitzadora d’Abrera (Apartat 5.2.6).

A les taules 5.13 s’observa els valors logaritmics de les enumeracions de les
poblacions bacterianes analitzades. A les figures 5.10 es presenten les seves

grafiques d’inactivacio.
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Taules. 5.13 Recomptes en unitats logaritmiques de I'experiment d’inactivacié del bloc 3: coliformes fecals (a.) enterococs fecals (b.) Bacteroides spp.
presents en I'aigua residual en el medi BBE (c.) i en el medi BPRM amb hibridacié colonial (d.).

Coliformes fecals b. Enterococs fecals
0 5,99 6,11 6,38 6,34 5,57 5,47 6,16 0 4,71 4,70 4,48 5,60 4,47 4,29 5,02
24 5,59 5,92 7,08 6,64 6,00 5,26 - 24 4,51 3,70 4,41 4,92 4,05 4,04 -
48 5,57 5,27 6,06 6,53 5,77 5,49 6,24 48 2,78 3,13 3,20 3,48 3,77 4,18 4,17
72 5,26 5,08 5,70 5,69 5,54 4,93 5,76 72 2,49 2,41 2,78 2,60 3,04 3,88 4,42
96 5,30 4,57 5,87 5,97 5,03 4,76 4,96 96 <2 <1 <2 2,78 3,28 3,82 3,94
168 - - - 5,76 - 3,08 5,08 168 - - - <2 - 2,40 3,84
216 - - - - 4,23 - 3,60 216 - - - - 2,30 - 1,70
c. BBE d. BPRM/HC
0 5,04 4,08 4,54 4,77 5,34 5,54 5,82 0 - - 6,95 6,85 6,65 6,46 7,62
24 3,74 3,56 4,10 4,00 4,39 3,95 4,56 24 - - - 6,48 6,70 6,52 -
48 2,70 3,31 n.d. 3,18 3,70 3,30 3,54 48 - - 6,48 - - 6,04 7,45
72 <3 2,93 3,18 3,00 2,70 2,48 <3 72 - - - 6,46 - - -
96 <3 2,30 2,70 - <3 <3 <3 96 - - 6,40 - 6,08 5,78 -
168 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 168 - - - - - 5,48 6,85
216 - - - - - 5,15 -
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Fig 5.10 Models lineals de les cinetiques d’inactivacié de coliformes fecals (a.) enterococs fecals (b.) Bacteroides spp. presents a I'aigua residual en el medi
BBE (c.) i en el medi BPRM amb hibridacio colonial (d.).
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L’enumeracié inicial dels coliformes fecals basada en el creixement sobre mFC
agar ha estat lleugerament superior a I'estiu que al hivern situant-se al voltant de 6,2 i
de 5,7 unitats logaritmiques UFC/100ml respectivament (Taula 5.13.a). Durant els
primers dies de mostreig la poblacié es manté més o menys estable. A l'estiu, al final
del mostreig la poblacié ha disminuit menys d’1 unitat logaritmica UFC/100ml; al hivern
I'experiment es va realitzar durant un periode més prolongat de temps pel que es
tenen més valors i s’observa una major disminucié respecte la concentracié inicial. A la
figura 5.10.a s’observa una tendéncia moderadament superior a persistir durant més

temps a 'estiu que no pas al hivern quan s’enumera la poblacié en agar mFC.

L’enumeracié en medi mEA mostra que la poblacié d’enterococs fecals és, al
principi del mostreig, al voltant d’1 unitat logaritmica menor que els coliformes fecals.
Aquesta concentracié inicial fou similar pels assaigs fets a les diferents estacions,
entre 4,47 i 5,6 unitat logaritmiques UFC/100ml (Taula 5.13.b). A les 72 hores del inici
de l'experiment, la reducci6 de la poblaci6 ha estat del voltant de 2 unitats
logaritmiques a l'estiu, en canvi al hivern la reduccié ha estat al voltant de 0,5 unitat
logaritmiques UFC/100ml. Durant la primavera la reducci6 ha estat d’1,43 unitat
logaritmiques UFC/100ml. La cinética d’inactivaci6 es mostra a la figura 5.10.b i

dibuixa clarament tendéncies diferenciades en funcié de les estacions.

La poblacio de Bacteroides d’origen fecal enumerada en el medi BBE és d’entrada
més elevada a baixes temperatures que a altes, amb I'excepcié de l'estiu 1 (Taula
5.13.c). El creixement en aquest medi sembla tenir una correlacio bastant directa amb
la temperatura: a les 24 hores, es mostra una disminuci6 d’1,26 i 1,59 unitat
logaritmiques UFC/100ml durant I'hivern; en canvi, els estius 2, 3 i 4 la disminucié no
arriba a 1 unitat logaritmica UFC/100ml. L’estiu 1 es comporta durant tot I'assaig de
manera més semblant als assaigs duts a terme al hivern (Fig. 5.10.c) i per tant la
reduccié logaritmica és més similar (1,29 unitat logaritmiques UFC/100ml). En aquest
estiu es va detectar valors d’oxigen dissolt a I'aigua més semblants als registrats
durant I'hivern. Durant la primavera s’observa uns valors intermedis (0,95 unitat

logaritmiques UFC/100ml).

L’enumeracié amb el medi BPRM i posterior confirmacié amb hibridacié colonial
han mostrat una preséncia d’1 a 2 unitat logaritmiques UFC/100mI més de Bacteroides
spp. a les mostres analitzades (Taula 5.13.d i Fig. 4.10.d). No s’observa una

estacionalitat marcada, tot i que persisteix lleument menys a 'estiu que al hivern.

Les K obtingudes a partir dels models lineals d’inactivacié juntament amb la R? es

mostren a la Taula 5.14, i la Ty a la Taula 5.15.
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Taula 5.14. Valors de K, i R? obtingudes a partir dels models lineals de les corbes d’inactivacié
de les poblacions analitzades en 'assaig 3: coliformes i enterococs fecals i Bacteroides spp.

-0,008 -0,008 -0,009 -0,011 -0,011 -0,011
CF n.d.
R“=0,91 R°=0,93 R“=0,98 R“=0,98 R°=0,81 R“=0,95
-0,032 -0,033 -0,039 -0,041 -0,018 -0,009 -0,008
EF
R*=0,88 R?=0,98 R*=0,90 R%=0,98 R?=0,96 R*=0,84 R%=0,86
-0,050 -0,018 -0,019 -0,028 -0,036 -0,046 -0,048
BBE
R*=0,99 R°=0,98 R*=0,99 R%=0,93 R?=0,99 R*=0,94 R?=0,99
0,008 -0,006 -0,009 -0,008 -0,006
BPRM/HC n.d. n.d.

R°=0,96 R°=0,45 R*=0,95 R*=0,98 R®=0,86

Taula 5.15. Valors de les Tg obtingudes a partir dels models lineals de les corbes d’inactivacio
de les poblacions analitzades en 'assaig 3: coliformes i enterococs fecals i Bacteroides spp.

CF 120,48  nd. 125 111,11 92,59 88,49 87,7
EF 31,34 3058 257 2415 54,94 108,69 123,45
BBE 20,04 5714 5236 36,23 27,62 21,98 20,66
BPRM/HC  n.d. nd. 119,05 15873 123,56 133,33 181,82

Tant la K com la Ty, reflecteixen numéricament quina és persisténcia d’aquestes
poblacions. La majoria de models lineals obtinguts presenten un consisténcia forca

solida amb una R? entre 0,99 0,81.

L’analisi de les Too dels coliformes fecals mitjangant una regressio simple, mostra
que existeix correlacié entres les Tgy obtingudes i el factor temperatura. Aquest factor
explica un 83,8% del model. El test ANOVA simple, també mostra amb un P-valor de
0,0193 (nivell de confianga del 95%) que existeix diferéncies estadisticament
significatives entre les estacions. L’analisi mitjancant el contrast multiple de rang, crea

dos grups diferenciats: estiu i hivern més primavera.

En els enterococs fecals, el model de regressi6 simple també descriu una
correlacié entre les Ty i la temperatura, que explica un 79,5% de la inactivacio.
L’ANOVA simple ha detectat diferéncies significatives entre les tres estacions
estudiades: primavera, estiu i hivern (P-valor = 0,002 amb nivell de confianga del
95%).
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Les Tgo Obtingudes a partir de 'analisi amb el medi BBE dels Bacteroides spp.
presents a l'aigua residual mostren una correlaci6 amb la temperatura quan no es
considera 'assaig I'estiu 1. Només en aquest cas es detecta diferéncies significatives
entre les estacions amb un P-valor de 0,0655 en una ANOVA simple (nivell de
confianga del 90%). Els analisis estadistics han diferenciat entre dos grups: estiu i
hivern més primavera. Quan s’analitza la correlacié de les Ty amb la temperatura
mitjangcant un regressié simple, no s’observa diferéncies significatives P-valor de
0,1905). En canvi quan es correlaciona amb la concentracié d’oxigen dissolt a I'aigua,
s’observa un P-valor de 0,0598 el que indica que hi ha una relacié estadisticament

significativa entre ambdoés parametres per un nivell de confianga del 90%.

S’han obtingut uns valors de Tgo molt alts (entre 119,05 i 181,82 h) a partir de
'analisi de Bacteroides spp. mitjancant el creixement en BPRM i la confirmacié amb
hibridacié colonial. L’elevat nombre de coldonies amb hibridacié positiva en tot moment,
a partir d’'un medi ric, suggereix que hi pugui haver un problema d’especificitat de la
sonda Bac303.

Paral-lelament s’ha fet un seguiment de la persisténcia del génere Bacteroides
amb técniques moleculars per tal de conéixer el seu comportament com a possible

marcador molecular de I'origen de la contaminacio fecal.

L’amplificaci6 amb la PCR convencional utilitzant els iniciadors Bac32/Bac708
(Bernhard, A.E. et al, 2000b) ha donat negatiu per totes les mostres i tots els assajos

realitzats de I'assaig 3.

Els resultats de la quantificacié de Bacteroides mitjangant la PCR-Q (Layton, A. et
al, 2006) es mostren a la taula 5.16. Els valors obtinguts estan prop del limit de
deteccié de la PCR-Q utilitzada i no s’observa una disminucié de la poblacié durant
I'estiu. La situacié és similar a la primavera, tot i que s’obtenen uns valors intermedis, i
tampoc no s’observa una disminucié. Durant 'hivern els valors inicials sén més
elevats, i per tant s’ha pogut observar una lleugera disminucié. No obstant, a les 24 h

es troben valors proxims al limit de deteccio.
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Taula 5.16 Unitats logaritmiques/100 ml obtingudes mitjangant I'analisi amb PCR-Q especifica
del génere Bacteroides de les mostres de 'assaig 3. A partir dels models lineals obtinguts al
valorar la reducci6 de la poblaci6 s’ha obtingut la K;, la R%ila Too.

m Hivern1 Hivern 2

0 403 444 458 419 4,53 5,10 5,52
24 429 436 542 548 4,48 - 4,86
48 443 545 544 495 4,67 4,74 4,70
72 472 538 - - 4,45 4,78 4,42
96 4,56 - - - - 4,30 3,94
168 - - - - - 4,28 -
K, -0,0093  -0,0165
R? 0,8816  0,9414
Too (h) 107,5 60,6
5.3.3 Inactivacio natural de B. fragilis i B. thetaiotaomicron en

microcosmos al laboratori

Atenent a que la temperatura t¢ un paper destacable en la persistéencia de
Bacteroides spp. en el medi ambient, es va realitzar un estudi experimental en

microcosmos per a valorar el seu efecte en B. fragilis i B. thetaiotaomicron.

5.3.3.1 Microcosmos de Bacteroides fragilis

Els recomptes dels diferents microcosmos de la soca de B. fragilis (DSM 21517)
mostren que hi ha una diferent disminucié en funcié de la temperatura (Fig. 5.11).
Quan els microcosmos es mantenen a baixa temperatura: 4 i 10°C, practicament no
s’observa una disminucié de la seva poblaciéo durant el periode de temps estudiat
(Taules 5.17). A Tl'analitzar la persisténcia en el medi selectiu BBE a aquestes
temperatures, tant en el microcosmos realitzat amb aigua de riu com amb aigua de riu
esteril, s’observa una disminuci6 de 0’5 unitats logaritmiques en 192 h (Taules 5.17.a i
c). Quan es fa el recompte en el medi ric BPRM no es registra una disminuci6 de la
poblacié (Taules 5.17.b i d).

A mesura que incrementa la temperatura disminueix la capacitat de persisténcia
de la poblacié (Fig. 5.11). En el microcosmos en aigua de riu (1.A) incubat a 22°C, la
poblacié s’ha mantingut constant més de 96 h, a partir de llavors s’ha iniciat el
decreixement fins que a les 192 h s’ha registrat una disminucié de 2,76 unitats
logaritmiques (Taula 5.17.a). Aquesta davallada només s’ha fet palesa quan s’ha
analitzat en el medi selectiu, el recompte en el medi BPRM, no mostra una disminucio

de la poblacié de B. fragilis (Taula 5.17.b i d). En el microcosmos en aigua de riu estéril
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(1.B), només es registra una disminucié de la poblaci6 en el medi BBE. Aquesta
davallada s’inicia a les 96 h i és molt més gradual de manera que a les 192 h es

registra una disminucioé d’'1,49 unitats logaritmiques (Taula 5.17.c).

Quan el microcosmos s’ha incubat a 30°C s’ha obtingut un major decreixement de
la poblacié que s’ha manifestat fins hi tot en el medi BPRM (Fig. 5.11). Els recomptes
de B. fragilis en el medi BBE del microcosmos 1.A, s’han mantingut constants fins a les
48 hores i a les 144 h ja ha disminuit 4,49 unitat logaritmiques. La poblacié del
microcosmos 1.B, en aquest medi, comencga a decréixer abans, a les 24 h, perd ho fa
de manera més gradual, aixi que a les 144 h la poblacié ha disminuit 3,48 unitats
logaritmiques. Ambdds microcosmos analitzats en el medi BPRM, mostren la mateixa
tendéncia que amb el medi BBE: 1.A es manté constant fins a les 48 h i 1.B fins a les
24 h (Taules 5.17.ai ¢). La posterior disminucié de la poblacié és molt més gradual, de
manera que a les 144 h ha disminuit 1,21 unitats logaritmiques el microcosmos 1.A i
0,96 unitats logaritmiques el microcosmos 1.B (Taules 5.17.b i c¢).

Taula 5.17. Recomptes de la poblacié de B. fragilis en aigua de riu utilitzant el medi BBE (a.),

BPRM (b.) i en aigua de riu estéril amb el medi BBE (c.) i el medi BPRM (d.) expressats en
unitats logaritmiques/ml. Control de la microbiota autdctona de I'aigua de riu en BPRM (e).

a. Microcosmos de B. fragilis en BBE b. Microcosmos de B. fragilis en BPRM
a°C a°C
Oh 7,81 7,81 7,81 7,81 Oh 8,12 8,12 8,12 8,12
24h 7,89 - 8,13 7,84 24h 8,34 - 8,29 8,31
48h 7,19 7,96 7,95 7,93 48h 8,07 8,22 - 8,27
72h 6,33 7,44 8,10 6,22 72h 8,18 7,79 8,30 7,85
96h 7,20 7,81 8,06 5,22 96h 8,14 8,21 8,40 7,43
144h - - - 3,32 144h - - - 6,91
192h 7,25 7,31 5,05 1,94 192h 8,13 8,18 8,10 6,94
c. Microcosmos de B. fragilis en aigua d. Microcosmos de B. fragilis en aigua
esteril en BBE estéril en BPRM
Oh 7,81 7,81 7,81 7,81 Oh 8,12 8,12 8,12 8,12
24h - - 7,95 7,56 24h 8,23 - 8,20 9,21
48h 7,15 7,95 7,98 6,08 48h 8,05 - 8,21 7,08
72h 7,45 7,91 7,69 - 72h 8,35 8,31 8,29 7,84
96h 7,54 8,01 7,40 6,37 96h 8,37 - 7,37 7,69
144h - - - 4,31 144h - - - 7,15
192h 7,25 6,78 6,32 - 192h 8,06 8,13 8,13 7,26
e. Aigua de riu sense inocular
Oh 3,00 3,00 3,00
24 h 3,00 2,70 2,00
48 h 3,13 2,70 -
72h 2,82 2,53 2,28
96 h 3,08 2,54 -
144 h - - 1,90
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Figura 4.10 Grafiques d’inactivacioé del microcosmos 1.A (B. fragilis en aigua de riu) en el medi BBE (a.) i BPRM (b.) i del microcosmos 1.B (B. fragilis en

aigua de riu estéril) en el medi BBE (c.) i BPRM (d.)
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A la taula 5.17.e es mostra els recomptes en BPRM de l'aigua de riu sense
inocular. Per tal d’evitar possibles interferencies amb la microbiota autdoctona del riu,
s’ha realitzat a la vegada el seguiment de les poblacions naturals de l'aigua de riu
mantingudes també a diferents temperatures. Els recomptes realitzats en el medi BBE
van ser negatius per a tots els mostreigs i totes les temperatures (es va obtenir
colonies, perd cap d’elles presentava la coloracié negra tipica de la majoria d’espécies
de Bacteroides). Els recomptes en medi BPRM no van superar les 3,13 unitats
logaritmiques/ml. Aixd mostra que no hi ha hagut interferéncies entre la microbiota

autoctona del riu que hagin pogut sobreestimar la persisténcia de B. fragilis.

5.3.32 Microcosmos de Bacteroides thetaiotaomicron

L’estudi de la soca de B. thetaiotaomicron (DSM 2079") mitjancant microcosmos,

revela la mateixa tendéncia que B. fragilis perd es mostra més vulnerable.

A baixes temperatures (4 i 10°C), la disminucié de la poblacié comenga al inici de
I'experiment, perd és molt gradual en el temps (Fig. 5.12). D’aquesta manera, els
recomptes en el medi BBE a les 192 h reflecteixen una disminucié aproximada d’una
unitat logaritmica en aquestes temperatures en el microcosmos en aigua de riu (2.A).
En el microcosmos en aigua de riu estéril (2.B), la disminucié és menor, registrant-se,
a les 192 h un decreixement al voltant de 0,75 unitats logaritmiques. Quan es fa
'analisi amb el medi ric BPRM, practicament no s’observa una disminucié de la

poblacié (Taules 5.18).

El microcosmos 2.A mantingut a 22°C de temperatura mostra una davallada de la
poblacié a partir de les 72 h; a les 192 h s’ha produit una disminucié de 4,22 unitats
logaritmiques (Taula 5.18.a). La disminuci6 de la poblaci6 és més suau en el
microcosmos 2.B, de manera que amb el mateix temps (192 h) en el medi BBE es
detecta un decreixement d’1,34 unitats logaritmiques. Quan es fa el seguiment amb el
medi BPRM, la poblacié disminueix de manera molt lenta, a les 192 h la poblacié del

microcosmos 2.A i 2.B han disminuit 1,43 i 0,42 unitats logaritmiques respectivament.

Quan es fa el seguiment amb el medi BBE de la poblacié dels microcosmos
incubats a 30°C, s’observa que la poblacié del 2.A es manté durant les primeres 24 h a
partir de les quals comencga a davallar. D’aquesta manera, a les 168 h, s’han reduit
5,56 unitats logaritmiques (Taula 5.18.a). Quan s’analitza mitjan¢ant el medi BPRM, la
disminucié ha estat de 1,78 unitats logaritmiques (Taula 5.18.b). EI microcosmos en
aigua esteril la disminucié és més gradual i a les 168 h, ha minvat 1,52 unitats

logaritmiques en el medi BBE i 1,24 unitats logaritmiques en BPRM (Taula 5.18.c).
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Figura 5.11 Grafiques d’inactivacioé del microcosmos 2.A (B. thetaiotaomicron en aigua de riu) en el medi BBE (a.) i BPRM (b.) i del microcosmos 2.B (B.

thetaiotaomicron en aigua de riu estéril) en el medi BBE (c.) i BPRM (d.)
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Taula 5.18. Recomptes de la poblacié de B. thetaiotaomicron en aigua de riu utilitzant el medi
BBE (a.), BPRM (b.) i en aigua de riu estéril amb el medi BBE (c.) i el medi BPRM (d.)
expressats en unitats logaritmiques/ml. Control de la microbiota autoctona de I'aigua de riu en

BPRM (e).

Oh
24h
72h
96h

168h
192h
216h

C.

Oh
24h
72h
96h

168h
192h
216h

Microcosmos de B. thetaiotaomicron

4°C
6,56
6,57
6,37
6,26
6,10
5,64
5,76

6,86
6,13
6,50
6,37
6,34
6,12

(2.A) en BBE
6,56 6,56
6,14 7,04
5,61 6,50
6,30 5,04
599 2,34
5,52 1,70
485 2,11

6,86
6,16
5,25
6,48
6,23
6,09
5,73

6,86
6,43
6,57
6,60
5,78
5,62
5,87

Oh
24 h
48 h
72 h
96 h

Microcosmos de B. thetaiotaomicron

en aigua estéril (2.B) en BBE
Cac

Microcosmos de B. thetaiotaomicron
(2.A) en BPRM

7,52
7,55
7,39

6,28
6,09

7,52
7,84
6,45
5,89
5,74
5,30
5,13

Microcosmos de B. thetaiotaomicron

en aigua estéril (2.B) en BPRM
Ers

b.
4°C
6,56 Oh 7,52 7,52
6,45 24h 7,51 7,43
4,00 72h 7,76 7,86
3,00 96h 7,53 7,61
1,00 168h 7,17 7,65
- 192h 7,35 7,75
- 216h 7,32 7,04
d.
6,86 Oh 7,42 7,42
6,52 24h 7,44 7,54
5,84 72h 7,65 7,67
5,94 96h 7,75 7,79
5,24 168h 7,20 7,24
5,20 192h - 7,33
4,20 216h - -
Aigua de riu sense inocular
2,91 2,91 2,91 2,91
2,93 2,84 2,98 2,78
2,85 - 2,85 2,36
- 2,65 2,11 2,23
2,64 2,95 2,81 -

7,42
7,56

7,38
6,95
7,00

7,42
7,61
7,13
6,91
6,18
6,41
5,94

En els estudis en microcosmos la cinética de les poblacions es manté durant un

temps determinat fins que s’inicia el decreixement. Per tant, un model lineal pot no ser

el més adient per a ser aplicat en aquestes grafiques d’inactivaci6. Tot i aixi, aquest

model permet comparar les dues soques, els dos medis i les diferents temperatures

assajades, aixi com poder relacionar-los amb els models in situ. Els models lineals han

permés obtenir un valor numéric (la Tgo) i quantificar la persisténcia de les poblacions.

A la taula 5.19 es mostren les diferents Tgy obtingudes a partir del seguiment de les

poblacions de B. fragilis i B. thetaiotaomicron en el medi BBE.

L’assaig utilitzant aigua de riu sense inocular es mostra a la taula 5.18.e. Talment

com s’ha vist als microcosmos de B. fragilis no s’ha obtingut creixement de colonies

negres quan s’ha realitzat I'analisi mitjangant el medi BBE. Els recomptes en el medi
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BPRM s’han mostrat més o menys estables en funcié del temps i els valors no han
superat les 2,98 unitats logaritmiques/ml que s’han considerat com a microbiota
autoctona del riu. Degut a que aquesta concentracié és menor a I'obtinguda quan
laigua és inoculada amb B. thetaiotaomicron no hi hagut interferéncies amb la

microbiota autdctona de I'aigua de riu.

Taula 5.19 Ty, obtingudes a partir dels recomptes en medi BBE i en medi BPRM i hibridacié
colonial dels microcosmos de B. fragilis i B. thetaiotaomicron. Assaig 1.A: Microcosmos de B.
fragilis en aigua de riu. Assaig 1.B: Microcosmos de B. fragilis en aigua de riu esteéril. Assaig
2.A: Microcosmos de B. thetaiotaomicron en aigua de riu. Assaig 2.B: Microcosmos de B.
thetaiotaomicron en aigua de riu esteéril.

B. fragilis B. thetaiotaomicron

Too (h)

1.A 1.B 2A 2B

4°C >216 >216 >216 >216
w >216 >216 156,3 2127
g 115 166 45,5 116,3
30°C 35 39 29,5 94,33
4°C >216 >216 >216 >216
E >216 >216 >216 >216
% >216 >216 142,85 >216
n 156,25 200 86,2 161,3

Ambdds soques presenten una evolucid de la persisténcia en funcié de la
temperatura; a mesura que incrementa la temperatura disminueix la Tgy. B. fragilis
presenta una Tgy de 35 hi 115 h a 30°C i 22°C respectivament quan s’utilitza el medi
BBE. Quan s’analitza la mateixa soca en aigua de riu estéril, sS’obtenen uns recomptes
lleugerament superiors de 39 h i 166 h. A temperatures menors, la poblacié no ha
arribat a disminuir una unitat logaritmica en el temps que ha durat I'experiment. El
medi BPRM ha mostrat una major recuperacié de B. fragilis de manera que ni a 4, ni a
10, ni a 22°C s’ha detectat una disminucié d’una unitat logaritmica i a 30°C s’han

registrat una Tgy de 156,25 h en el microcosmos 1.A i 200 h en el microcosmos 1.B.

B. thetaiotaomicron presenta en tots els casos una menor persisténcia que B.
fragilis. Les Tgy obtingudes, han estat de 29,5, 45,5 i 156,3 h a 30, 22 i 10°C en els
microcosmos 2.A en BBE i 94,33, 116,31 212,7 h a 30, 22 i 10°C en els microcosmos
2.B en BBE. Per tant, existeix una disminucié de la persisténcia quan incrementa la
temperatura i quan hi ha depredadors a l'aigua. Les Ty obtingudes analitzant els
recomptes en el medi BPRM sén més altes que les obtingudes analitzant el medi BBE

i segueixen la mateixa tendéncia.
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5.4 Discussio

Bacteroides és un dels géneres que actualment esta sent més estudiat com a
possible indicador de l'origen de la contaminacié fecal a laigua. Les técniques
moleculars han fet que anés guanyant importancia fins al punt que s’han descrit varies
técniques per a poder ser utilitzat amb aquesta finalitat (Bernhard, A.E. et al, 2000b;
Carson, C.A. et al, 2005; Kildare, B.J. et al, 2007; Reischer, G.H. et al, 2007; Seurinck,
S. et al, 2005a). Un cop descrites les técniques especifiques per a la seva deteccié i/o
enumeraci6 resten aspectes a analitzar, com poden ser la distribucié geografica i la
persisténcia en el medi ambient. Un dels aspectes que cal tenir en compte, alhora de
proposar el génere com a indicador, és conéixer el seu comportament quan sén
abocats al medi juntament amb les femtes. El principal objectiu d’aquest capitol, ha
estat fer un estudi de la supervivencia del génere Bacteroides en les condicions
ambientals que es troba quan arriba al medi ambient, per tal de conéixer la seva
persisténcia com a indicador de la contaminacié fecal. Per aquest proposit s’han
utilitzat tant técniques moleculars com de cultiu. Els métodes de cultiu permeten fer un
seguiment de les cél-lules cultivables i poder determinar quins factors afecten la seva
viabilitat. Tot i aixi, la majoria de métodes de deteccidé de Bacteroides com a indicador
de MST sé6n técniques moleculars i per tant, a la vegada s’ha estudiat el temps durant

el qual es pot detectar la preséncia d’acids nucleics a l'aigua.

5.4.1 Valoracio de la recuperacié en BBE i BPRM/HC

Per al seguiment de les cél-lules cultivables, s’ha utilitzat dos medis de cultiu: el
BBE, selectiu i diferencial pel génere, i el medi ric BPRM, confirmant els possibles
Bacteroides mitjangant hibridaci®6 amb la sonda Bac303. El medi BBE conté
substancies inhibidores del creixement com soén la bilis i la gentamicina, aixd pot fer
que no totes les espécies Bacteroides puguin ser aillades. B. vulgatus i B. uniformis
son dos de les principals espécies de I'aparell digestiu huma (Kuritza, A.P. et al, 1986),
la primera espécie no degrada I'esculina (Jeffrey Smith, C. et al, 2006) i per tant pot
créixer en el medi perd no mostra la coloracié negrosa tipica del génere Bacteroides i
la segona creix molt lentament de manera que a les 48 h en que es realitza la lectura
pot no ser detectada. Les substancies inhibidores que incorporen aquest medi, poden
dificultar el creixement de les cél-lules danyades sobretot quan aquestes arriben al

medi ambient i estan sotmeses a diferents factors ambientals estressants. A la vegada,
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tot i ser un medi selectiu i dificultar el creixement d’algunes espécies, hi poden créixer
altres bacils gram negatius com Fusobacterium mortiferum i Bilophila spp. (Jeffrey
Smith, C. et al, 2006). La recuperacio en un medi ric que permet el bon creixement de
Bacteroides, com és el BPRM, i la confirmacié amb una sonda especifica permeten

pal-liar aquestes limitacions técniques, tot i que podrien resultar menys selectius.

Quan s’analitza una mostra ambiental utilitzant ambdés meétodes, s’observa
diferéncies entre els recomptes efectuats; es recupera una unitat logaritmica més de
presumptes Bacteroides amb BPRM/HC que no pas amb el medi selectiu BBE. | quan
s’analitza un cultiu envellit de B. fragilis s’observa una recuperacié d’'un 74% més de
cél-lules amb el medi ric (en aquest cas no s’ha aplicat la HC sobre BPRM perque es
tracta d’un cultiu pur i no ha calgut confirmar les coldnies crescudes com a presumptes

Bacteroides).

Per tant, la utilitzaci® del medi ric BBE amb substancies inhibidores del
creixement, fa que es recuperin un nimero menor de Bacteroides que en un medi

sense inhibidors.

5.4.2 Persisténcia de les diferents poblacions microbianes en aigua
de riu “in situ”

S’ha realitzat analisis per a avaluar la persisténcia in situ per tal de tenir en
compte els diversos factors ambientals que intervenen en la inactivaci6 de les
poblacions bacterianes en ambients aquatics. S’han utilitzat bosses de dialisi que
permeten el intercanvi amb I'exterior de soluts perd no de les cél-lules. Els assaigs
realitzats amb tubs de dialisi mantinguts en un ramal d’aigua que entra la planta
potabilitzadora del riu Llobregat ha permés valorar conjuntament els diferents factors
ambientals i fisicoquimics a que estan sotmeses les poblacions bacterianes estudiades

en l'aigua del riu.

El model experimental aplicat no ha estat planejat per a valorar les variacions
diaries i per tant, les dades obtingudes no tenen en compte les oscil-lacions diaries ha
que han estat sotmeses, com la diferéncia de temperatura dia/nit. Tot i aixi, els
resultats permeten l'estudi de la cinética d’eliminacié dins del periode d’estudi, i
comparar-los entre les diferents estacions (estiu — hivern) que s’han realitzat. Es poden

distingir quatre temporades diferents de mostreig segons aquestes condicions:

— Estiu 1 i 2 amb una temperatura ambiental molt elevada de 30°C i

unes condicions d’oxigen dissolt a I'aigua molt variables, entre 5 i 9,4

ppm.
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— Estiu 3 i 4 amb una temperatura més moderada, al voltant de 22°C i

una baixa concentracié d’oxigen dissolt a I'aigua entre 3,1 i 4 ppm.

— Primavera amb una temperatura al voltant de 14°C i una

concentracié d’oxigen dissolt a I'aigua entre 7i 7,8 ppm.

— Hivern 1 i 2 amb temperatures baixes entre 5 i 9°C i amb una

elevada concentracié d’oxigen dissolt a I'aigua entre 8,4 i 8,9 ppm.

5.4.2.1 Persisténcia de cel-lules cultivables de Bacteroides fragilis

La Ty és un valor numéric que s’ha calculat a partir d’'un model lineal, pero cal
tenir en compte que diferents poblacions, diferents assaigs i diferents métodes de
deteccié poden mostrar diferents cinétiques d’inactivaci6 més properes a models
exponencials o sigmoidals que no pas a lineals. S’ha escollit aquest model per tal

d’obtenir una eina de comparacio entre tots els estudis realitzats.

En els assaigs realitzats en els quals no s’ha eliminat els depredadors de l'aigua
mostren que la temperatura és un factor que condiciona la supervivéncia de B. fragilis
(DSM 21517). La inactivacié6 de la soca de B. fragilis és diferent en funcié de la
temporada en que s’ha realitzat I'experiment (Taula 5.6). S’observa un increment de la
Tgo @ mesura que disminueix la temperatura (d’'una mitjana de 13,5 h durant els estius
11 2 a 249 h al hivern). Els analisis estadistics utilitzats revelen diferéncies
significatives entre les diferents estacions quan es realitzen els recomptes amb el medi
BBE.

Els recomptes amb BPRM/HC mostren, també, aquesta tendéncia, amb excepcid
de la Ty observada durant I'hivern 2 que es desvia totalment de la resta (Taula 5.10).
Tot i aixi, els elevats valors obtinguts durant I'hivern 1 i la primavera (169,49 h i 129,87
h) fan pensar en possibles problemes de inespecificitat de la sonda. La hibridacio
colonial utilitzada per a confirmar com a Bacteroides spp. les colonies que creixen en

BPRM podria ser una técnica no suficientment robusta.

Els valors de Ty obtinguts quan s'utilitza aigua de riu esterilitzada sén majors que
quan no s’han eliminat els depredadors al medi (Taula 5.10). Per tant, a l'aigua de riu
hi ha la preséncia de microorganismes depredadors de B. fragilis que intervenen en la
disminucié de la seva persisténcia. Els analisis estadistics pertinents mostren que
existeixen diferéncies significatives entre la persisténcia de la soca de B. fragilis

incubada en aigua de riu o en aigua de riu que ha estat préviament esterilitzada.
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La importancia del paper dels microorganismes depredadors en la disminucié de
la supervivéncia de B. fragilis al medi s’ha confirmat en un altre estudi en el qual, es va
analitzar la persisténcia de B. fragilis en microcosmos a 10°C. En aquest estudi, es va
detectar €cél-lules cultivables durant 264 h quan s’analitzava aigua de riu no filtrada; i
durant les 384 h que va durar I'experiment quan s’utilitzava aigua de riu esterilitzada
per filtracié (Okabe, S. et al, 2007b).

La relacié obtinguda entre un increment de temperatura i una menor persisténcia
de B. fragilis no s’observa a tots els assaigs realitzats. Quan es realitza I'experiment in
situ utilitzant aigua de riu estéril (tant utilitzant el medi BBE com BPRM/HC), la Tgg
obtinguda als estius 3 i 4 incrementa fins a assolir les Ty, obtingudes a més baixes
temperatures (Taula 5.10). Els analisis estadistics no detecten diferéncies
significatives en cap de les dos metodologies utilitzades entre les diferents estacions.
Aquest fet, pot suggerir, com han indicat altres autors (Kreader, C.A., 1998; Okabe, S.
et al, 2007b), que les variacions estacionals de temperatura afectin I'activitat dels

depredadors, que seran menys actius com més baixa sigui aquesta.

La Ty obtinguda en I'assaig 2 en medi BBE durant I'estiu 1 (Taula 5.10) i la
tendéncia que s’ha registrat a l'estiu 2 (Taula 5.11.a) mostren una més baixa
persisténcia en aquests assajos que a l'estiu 3 i 4. Aquesta més baixa persisténcia,
casualment, coincideix amb uns valors alts de temperatura i oxigen dissolt a 'aigua. Ni
la temperatura ni 'oxigen dissolt han semblat influir en els valors de la Ty quan
s’analitzen per separat mitjangant una regressié lineal. En canvi I'analisi d’ambdoés
factors conjuntament mitjangant una regressio lineal multiple, mostra com s’ajusten a
un model (Eq 5.1). L'equacié obtinguda indica com, tant un increment de la
temperatura com de I'oxigen dissolt intervenen negativament en la persisténcia de B.
fragilis, sent aquest ultim factor el que més hi influeix (el seu valor es veu multiplicat

per 1,64786, en canvi la temperatura per 0,477789).

L'efecte d’aquests dos parametres no s’observa en 'estudi de la persisténcia en
l'assaig 1.a, ja que l'efecte dels depredadors é€s molt important i en aquest cas

emmascara els efectes dels factors fisicoquimics.

Els valors de Tg obtinguts mitjancant el cultiu en el medi ric BPRM/HC son
significativament més grans que amb el medi BBE; per tant, el medi ric afavoreix la
recuperacié d’un niumero més elevat de cél-lules que el medi selectiu. No obstant, la
hibridacié colonial pot no ser un métode prou robust per a la confirmacié dels
presumptes Bacteroides spp. La inespecificitat de la sonda es fa palesa quan

s’observa que les enumeracions obtingudes a I'analitzar aigua sense esterilitzar sén
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meés grans que quan s’han eliminat els depredadors del medi. Per tant, podria haver-hi
interferéncies amb la microbiota autoctona del medi que fan sobreestimar la quantitat

de Bacteroides spp.

5422 Persistencia de cel-lules cultivables de  Bacteroides

thetaiotaomicron

B. thetaiotaomicron en els experiments in situ també presenta una diferent
supervivencia en funcio de l'estacié en que s’ha realitzat els assaigs, perd al contrari
del que passava amb B. fragilis la recuperacié en el medi BBE, és menor com més
baixa és la temperatura. Al hivern s’ha obtingut una Ty, de 7,6 h molt més baixa que
durant I'estiu (17,3 i 18,1 h). Aquestes diferéncies son estadisticament significatives

quan s’analitzen mitjancant una ANOVA simple.

Quan es fa el seguiment amb el medi BPRM/HC dels assaigs in situ, també s’obté
una correlacio entre la temperatura i la persisténcia, tot i que les Tgg obtingudes durant
I’hivern sén forca més variables (18, 25 al hivern 1 i 8,98 al hivern 2). En aquest cas,
s’esperava que l'estiu influis negativament en la seva supervivéncia, tal i com s’ha vist
en els assajos per a B. fragilis; perd diferents espéecies d’'un mateix génere es poden
comportar de manera diferent. Cal tenir en compte que al hivern incrementa la
concentracié d’oxigen dissolt a l'aigua i que per tant, aquest factor pot afectar la
persistencia de B. thetaiotaomicron que és una especie anaerdbia. B. fragilis també
presenta una fisiologia anaerobia perd té dos enzims de proteccio en front de I'oxigen:
la superodxid dismutasa i la catalasa, en canvi B. thetaiotaomicron només presenta la
catalasa. Anteriorment ja s’havia descrit B. fragilis com una de les espécies anaerobies
més aerotolerants capa¢ de sobreviure 48-72 h en preséncia d’oxigen atmosféric
(Rocha, E.R. et al, 1996).

La major concentracié d’oxigen a l'aigua, és per tant un factor estressant pel que
també pot afectar la recuperacié en el medi selectiu BBE. Els inhibidors de creixement
que incorpora aquest medi poden afectar més B. thetaiotaomicron en situacié d’estrés
que no pas a B. fragilis. Per tant, aquest factor pot ser que afecti la cultivabilitat de les
cél-lules més que no pas a la viabilitat, i que per tant siguin més dificils de recuperar

amb el medi BBE durant I'hivern pero si que es pugui en un medi ric sense inhibidors.

No s’ha valorat en aquest cas el possible efecte de la preséncia de depredadors a

I'aigua sobre la persisténcia de B. thetaiotaomicron.
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5.4.2.3 Persistencia de Bacteroides spp., coliformes i enterococs fecals

d’aigua residual d’EDAR en aigua de riu “in situ”

Tal com s’ha vist en I'analisi de la persisténcia de B. fragilis i B. thetaiotaomicron,
no totes les espécies de Bacteroides presenten el mateix comportament quan arriben
al medi ambient. Aquesta diferent cinética pot ser més acusada quan es compara
especies ambientals amb soques tipus de laboratori. S’ha descrit que soques del
laboratori 0 soques cliniques s6n més resistents a la preséncia d’oxigen a l'aigua. Per
aixo en aquest estudi s’ha avaluat la persisténcia de soques ambientals provinents de
l'aigua residual i s’han comparat amb les soques tipus B. fragilis i B. thetaiotaomicron.
A la vegada, també s’ha fet el seguiment dels indicadors classics de la contaminacié

fecal: coliformes i enterococs fecals.

La recuperacié de Bacteroides spp. mitjangant el medi selectiu BBE mostra una
major capacitat de supervivencia a I'estiu que no pas al hivern (taula 5.15). Aquesta
mateixa tendéncia s’havia observat en B. thetaiotaomicron i el contrari en B. fragilis
(Taula 5.10). Durant I'estiu s’han obtingut uns valors de Ty, entre 57,14 i 36,23 h, amb
excepcié de l'estiu 1 que presenta un valor més proxim als obtinguts durant I'hivern
(Tgo de l'estiu 1 = 20,04 h; Tgo de I'hivern = 21,98 i 20,66 h). En l'assaig realitzat a
I'estiu 1, es va registrar unes concentracions d’oxigen dissolt entre 6,2 i 9,4 ppm (Taula
5.6). Aquest valors s6n més proxims als obtinguts durant I'hivern que no a
temperatures més calides com les dels estius 3 i 4. Per tant, la concentracié d’oxigen
dissolt a l'aigua podria ser un factor que pot condicionar de manera important la
inactivacié de Bacteroides spp. Aquesta afirmacié es veu confirmada mitjangant una
recta de regressio lineal que correlaciona negativament una major preséncia d’oxigen

a l'aigua amb una menor Ty, (P-valor 0, 0598).

Quan es compara les diferents espéices de Bacteroides estudiades s’observa

que:

— durant I'estiu les soques ambientals de Bacteroides spp. sén les que
presenten una major persisténcia (quan s’avalua en el medi BBE i amb
excepcid d’estiu 1), seguides de les soques tipus de B. fragilis en aigua

estéril, de B. thetaiotaomicron i de B. fragilis.

— en canvi durant I'hivern, les souges tipus de B. fragilis tant en aigua
autoclavada com sense autoclavar, perdura més que no pas les soques

ambientals, i aquestes que B. thetaiotaomicron.
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Aquests resultats difereixen d’'un dels pocs estudis que avaluen la persisténcia de
soques de Bacteroides spp. aillades de femtes paral-lelament amb B. fragilis. L’estudi
es va realitzar analitzant la seva persisténcia en I'aigua de beguda (ambient oligotrofic)
a diferents temperatures; i el métode utilitzat fou la tincié6 de cél-lules viables i no
viables amb el métode SYTOX® Green i detecci6 de Bacteroides amb la técnica FISH.
Per tant, el disseny de I'experiment i la metodologia han estat diferents a les utilitzades
en aquest estudi. Van obtenir que en ambdds casos les poblacions eren inactivades
meés rapidament com més alta era la temperatura, perd es podien detectar cél-lules
viables de B. fragilis durant més temps: 48 h. En canvi, es detectava Bacteroides spp.
d’origen ambiental només, durant les primeres 4 h (Savichtcheva, O. et al, 2005).
Anteriorment ja s’havia descrit una major capacitat de resisténcia a l'oxigen de les

soques cliniques en front de les soques d’origen fecal (Rolfe, R.D. et al, 1978).

Sembla doncs, que la persisténcia de Bacteroides spp. hauria de ser menor a
I'obtinguda amb la soca tipus de B. fragilis. Aquests resultats es comporten aixi durant
I’hivern, perd no a l'estiu ni a la primavera. Aquest fet es pot deure tan a I'actuacio
d’altres factors ambientals com a interferéncies de la microbiota de I'aigua residual que
pugui créixer en el medi BBE, o algunes espécies del génere Bacteroides que no

puguin fer-ho.

La major persisténcia durant l'estiu i la primavera de les soques ambientals,
també es podria explicar com una millor adaptacié d’aquestes soques a una
temperatura elevada i a la preséncia de depredadors al medi. Els depredadors sén
més actius a elevades temperatures i les soques tipus serien més vulnerables a ser
depredades. Ara bé, a partir d'una determinada temperatura, podria augmentar
substancialment I'activitat fotosintética, i aixi incrementar la concentracié d’oxigen

produint-se aleshores un ambient menys adient pel génere Bacteroides.

Quan s’analitza el creixement de Bacteroides amb la técnica BPRM/HC, s’obté
uns valors de les enumeracions i de les Tq, forga elevats (entre 119,05 i 181,82 h) que
s’allunyen dels valors obtinguts mitjancant el medi BBE (Taula 5.15) i la PCR-Q (Taula
5.16). Aquestes observacions confirmarien la hibridacié colonial com a técnica poc
robusta per a la deteccioé de Bacteroides spp. El BPRM sense I'addicié d’antibidtics és
un medi ric en el qual hi pot créixer una gran diversitat de microorganismes anaerobis i
aerobis facultatius presents a I'aigua residual i en I'aigua de riu on s’havia diluit. Per
tant, pot haver-hi interferéncies de la poblacié6 acompanyant que emmascarin els

resultats de Bacteroides.
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En aquest estudi els coliformes fecals, enumerats en el medi agar mFC,
persisteixen més a l'estiu que no pas al hivern. Durant l'estiu els recomptes es
mantenen més o menys constants durant les 168h que s’ha realitzat I'experiment, fins
hi tot, s’observa un increment dels valors en alguns casos (Taula 5.13.a), obtenint-se
una Tg mitjana de 118,9 h. Per contra, durant I'hivern la poblacié va disminuint de
forma lenta i gradual (Tgo mitjana de 88,1 h) i a la primavera s’obté un valor de Tg

intermedi entre les dos anteriors estacions (Tg de 92,6 h).

En un estudi anterior del grup dut a terme, també, a la planta potabilitzadora
d’Abrera en les mateixes condicions, es va registrar una Tog a I'estiu de 90,5-94,3 h i al
hivern de 112,5 h (Bonjoch, X., 2004a). Resultats semblants es van obtenir en un altre
estudi en que a una temperatura de 15-20°C es va calcular una Ty, de 82,3 hi a 8-
10°C de 115 h (Sinton, L.W. et al, 1994). En un estudi en mesocosmos realitzats en
clima subtropical (temperatura ambiental de 20-30°C) es va calcular una Ty, de 88,8 h
(Anderson, K.L. et al, 2005). Un altre estudi realitzat analitzant la persisténcia en
microcosmos al laboratori a 4, 10, 20 i 30°C, va mostrar una persisténcia més gran
dels coliformes fecals quan es mantenien a 10°C, mentre que a 4°C persistien menys
que a 20 i 30°C (Okabe, S. et al, 2007b).

Quan s’observa els resultats mostrats a la taula 5.13.a s’observa que a les 24 h
de l'estiu 3 i 4 el recompte és superior que al temps 0, el que podria fer suposar que
existis un possible recreixement. Aquest fet ja ha estat descrit en certs ambients
tropicals i subtropicals (Carrillo, M. et al, 1985; Desmarais, T.R. et al, 2002). Ara bé,
aquest increment dels valors cal associar-lo més a una baixa especificitat del medi
mFC quan la temperatura del medi és elevada. Varis estudis han descrit que aquest
medi en ambients tropicals i subtropicals presenten una elevada recuperacio d’altres
microorganismes sent un dels medis menys selectius per aquest fi (Chao, K.K. et al,
2003; Santiago-Mercado, J. et al, 1987; Schraft, H. et al, 2005).

Els enterococs fecals presenten una major persisténcia al hivern (Tgy 108,7-123,3
h) que a l'estiu (Tgy 24,1-31,3 h) i a la primavera s’observa una Tgy, intermédia (54,94
h). Aquests resultats estan més d’acord amb els obtinguts anteriorment pel grup quan
es va observar una Tg entre 125-151,5h al hivern i al voltant de les 37 h a l'estiu
(Bonjoch, X., 2004a). També s’havia observat que durant I'hivern la reduccié dels
coliformes fecals i enterococs és més o menys similar. Alguns autors han indicat que
durant l'estiu els enterococs s’inactiven molt més rapidament (Anderson, K.L. et al,
2005; Sinton, L.W. et al, 2002). La situacio canvia quan es parla de la persisténcia en
aigua de mar, llavors els enterococs persisteixen més que no ho fan els coliformes

fecals, ja que presenten una major tolerancia a la concentracié de sals (Noble, R.T. et
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al, 2004; Sinton, L.W. et al, 2002) i probablement espécies que puguin interferir en

I'agar mFC estiguin inhibides per I'elevada concentracio salina.

5.4.2.4 Persistencia al medi de B. fragilis i B. thetaiotaomicron com a

marcadors moleculars de la contaminacio fecal a I'aigua

Diferents especies de Bacteroides poden presentar un comportament fisiologic
diferent ja que poden presentar diferent vulnerabilitat als factors ambientals. La
degradacié del material genétic, perd, presenta un comportament més similar. S’ha
detectat el material genétic de les soques tipus de B. fragilis i B. thetaiotaomicron de
les diferents mostres obtingudes dels experiments in situ (assaig 1.a, 1.b i 2)
mitjangcant una PCR amb els iniciadors Bac32/708 (Bernhard, A.E. et al, 2000a). A la

taula 4.20 es mostra les hores durant les quals s’ha detectat aquestes espécies.

Taula 5.20 Periode de temps (h) durant el qual s’ha detectat les poblacions dels assaigs 1 i 2

mitjangant una PCR amb els iniciadors Bac32/Bac708

B. thetaiotaomicron 12-48 h 24 h 48 h >216 h
B. fragilis 48 h 72 h 72h >216 h
B. fragilis en aigua estéril 48 h 72-48 h >216 h >192 h

A més elevada temperatura, 'ADN es degrada més facilment. Aixi durant I'estiu 1
i 2 (excepte B. thetaiotaomicron a 'estiu 1), amb una temperatura al voltant dels 30°C,
es pot detectar durant menys temps que a l'estiu 3 i 4, en que s’ha registrat una
temperatura al voltant de 22°C. A la primavera es comporta de manera més semblant
a l'estiu que no pas al hivern. El fet que els assaigs es realitzin en aigua esteril no
afecta la degradacié de 'ADN amb I'excepcié de la primavera que en aquest cas es

pot detectar el material genétic durant tota la durada de I'experiment, igual que I'hivern.

La deteccié de P. distasonis provinents de femtes va mostrar un temps de
deteccié semblant a I'obtingut en aquest estudi per B. fragilis i B. thetaiotaomicron
(Kreader, C.A., 1998). En aquest cas es va realitzar I'experiment in situ en cameres de
difusi6 amb porus de 45 um i la técnica de deteccié va ser una PCR amb iniciadors
especifics i confirmacié de I'amplificat amb una sonda també especifica. Es va detectar
el material amplificat durant 24-48 h quan la temperatura era de 26-28°C, durant 48 h

quan era de 22-24°C i 96-120 h quan era 14°C. Si la persisténcia s’avaluava en
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microcosmos al laboratori es podia detectar la preséncia de 'ADN durant més temps
(24 h a 30°C, 24-48 h a 24°C, 144 h a 14°C i 336 h a 4°C) (Kreader, C.A., 1998).

La deteccié mitjangant una PCR-Q a temps real permet detectar i a la vegada
quantificar, la persisténcia de 'ADN. D’aquesta manera es pot conéixer la concentracio
inicial d’ADN i la seva dinamica de degradaci6. La PCR-Q detecta aproximadament el
mateix numero inicial d’'UFC/100ml que mitjangant els recomptes en els medis BBE i
BPRM (Taules 5.7 i 5.8).

El limit de quantificaci6 de la PCR-Q és de 4,75 unitats logaritmiques
d’UFC/100ml, tot i que una unitat logaritmica menys pot ser detectada perd la seva
quantificacié queda compromesa per estar fora dels limits de quantificacié. Els valors
obtinguts a I'estiu a partir de les 48 h estan per sota del limit de detecci6 aixi que la

quantificacié obtinguda a partir de llavors no es pot considerar com a correcta.

Durant I'estiu s’obté una Ty mitjana de B. fragilis obtinguda mitjangant PCR-Q de
11,2 h i de 12 h per B. thetaiotaomicron. Quan es realitza I'analisi de B. fragilis en
aigua estéril s’obté una Tgy mitjana lleugerament superior a 15,2 h. Durant I'hivern
s’obté una Ty de 42 h en B. fragilis, de 66,6 h quan s’utilitza aigua esteril i 47,3 h en B.
thetaiotaomicron. La temperatura registrada al hivern 2 és lleugerament més alta que
al hivern 1 i s’obtenen unes Tgo una mica més baixes (taula 5.10). Per tant, la
degradacié de I'ADN esta relacionat amb la temperatura del medi i no depén de la
fisiologia de I'espécie. La preséncia de depredadors juga un paper discret en aquest
cas, ja que en l'assaig 2 (aigua esteril) s’obté una Ty mitjana lleugerament més alta

que en l'assaig 1.a (aigua de riu).

També s’han realitzat estudis per altres autors avaluant la persisténcia de
Bacteroides spp. mitjancant la PCR-Q a temps real. Tot i que el disseny dels
experiments és molt diferent del realitzat en aquest estudi, també, observen un
increment del temps de deteccid6 de marcadors moleculars per Bacteroides spp. a
mesura que disminueix la temperatura. S’ha analitzat el grup Bacteroides-Prevotella
utilitzant una PCR-Q amb el fluorofor SYBR-Green. El indcul inicial ha consistit en
femtes resuspeses en aigua de riu i I'experiment es va realitzar en microcosmos al
laboratori a diferents temperatures, per tant, avaluant solament el factor temperatura.
Les Tyo obtingudes foren de 33,8 h a 30°C, de 40,6 h a 20°C, 99,8 h a 10°C i 398 h a
4°C el que mostra una relacié inversament proporcional amb la temperatura. Un segon
estudi, va avaluar el marcador HF183, indicadors de contaminacié¢ fecal humana

(Bernhard, A.E. et al, 2000b), avaluant una dilucié d’aigua residual en aigua de riu,
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també en microcosmos a diferents temperatures (Seurinck, S. et al, 2005a). Es va

detectar el marcadors durant un temps molt elevat: 192 ha 28°C i 576 ha 12 i 4°C.

En aquest estudi, 'analisi de soques ambientals de Bacteroides avaluades en
l'assaig 3 (diluci6 de laigua residual) va donar negatiu per totes les mostres
analitzades mitjangant la PCR convencional. Per tant, o la técnica no és suficientment
sensible per a detectar la concentraci6 d’ADN de Bacteroides o bé la preséncia
d’'inhibidors de la PCR ha inhibit la reaccié. La quantificaci6 de 'ADN del génere
Bacteroides mitjangant la PCR-Q en les mostres de l'assaig 3 ha permés detectar
inicialment una concentracié que correspon a 4-4,6 unitats logaritmiques de UFC/100
ml durant I'estiu i 5,1-5,5 unitats logaritmiques de UFC/100 ml al hivern. Per tant la
quantitat d’ADN dels Bacteroides spp. de l'aigua residual esta entre els limits de la
técnica. Durant I'hivern la PCR-Q detecta una disminucié gradual de 'ADN de les
mostres de I'assaig 3 (Taula 5.16). En canvi durant I'estiu la quantitat d’ADN detectada
incrementa de manera suau fins a assolir al final de I'experiment un increment de 2
unitats logaritmiques més. Aixo fa pensar en una possible inespecificitat de la PCR-Q i
que durant I'estiu pugui haver-hi microbiota autoctona o al-ldctona del riu que pugui
interferir. Tot i que un estudi s’ha descrit creixement de Bacteroides spp. a l'aigua
durant les primeres 24 h d’arribar al medi aquatic (Walters, S.P. et al, 2006), caldria
confirmar aquestes observacions ja que les condicions ambientals no faciliten el

recreixement de Bacteroides spp.

5.4.3 Persisténcia de B. fragilis i B. thetaiotaomicron en

microcosmos al laboratori

Els métodes d’estudi de la persisténcia in situ permeten la reproduccié de les
condicions a que esta sotmés un microorganisme quan arriba al medi. Al medi
ambient, pero, hi intervenen factors complexos que s’interelacionen entre ells i per tant
és dificil poder valorar quin és el seu efecte en la persisténcia de les poblacions. La
temperatura s’ha descrit com un dels factors més influents en la inactivacié dels
microorganismes. Els assaig in situ han confirmat la importancia de la temperatura i de
'oxigen dissolt a I'aigua en la persisténcia de Bacteroides spp., per tant, s’ha volgut
valorar I'efecte de la temperatura prescindint de la resta de factors. Per aixd s’ha
avaluat la supervivencia de B. fragilis i B. thetaiotaomicron en microcosmos en

condicions controlades al laboratori.

Els assaigs realitzats en microcosmos permeten analitzar les diferéncies de
persisténcia entre temperatures. Aquests assaigs mostren en el cas de B. fragilis una

menor persisténcia a 30°C que a 22°C, les temperatures més baixes presenten una Tgg
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molt elevada que supera el temps que ha durat I'experiment (216 h). Els microcosmos
mantinguts al laboratori permeten a les poblacions sobreviure més que no pas els
experiments in situ ja que no hi existeix ni el flux hidraulic del riu, ni la radiacié ni els
canvis d'oxigen dissolt a l'aigua i altres factors ambientals que poden afectar la

supervivéncia (McFeters, G.A. et al, 1982).

S’ha realitzat microcosmos utilitzant aigua de riu i aigua de riu esterilitzada per tal
de poder avaluar també, I'efecte dels depredadors. La maijor persisténcia de B. fragilis
observada en els assaigs in situ quan s'utilitza aigua a la que s’han eliminat els
depredadors també s’observa als microcosmos experimentals. Per tant la depredacio,

com la temperatura afecta la persisténcia de B. fragilis quan arriba al medi ambient.

Els experiments realitzats per a estudiar la persisténcia de B. thetaiotaomicron en
microcosmos mostren un comportament diferent a I'observat en els assaigs realitzats
in situ. El factor temperatura afecta per si sol la persisténcia de B. thetaiotaomicron de
la mateixa manera que afecta a B. fragilis (a major temperatura hi ha una menor
persisténcia de les poblacions), tot i que perduren menys temps respecte B. fragilis.
Quan els microorganismes arriben al medi ambient hi intervenen molts altres factors
que poden emmascarar els possibles efectes de la temperatura com per exemple la
concentracié d’oxigen dissolt. Per tant, tot i que en condicions controlades al laboratori
diferents espécies poden presentar comportaments similars, quan arriben al medi es

poden comportar de forma diferent.

En el cas de B. thetaiotaomicron, no es va avaluar la preséncia/abséncia de
depredadors en els assaigs in situ perd si que s’ha tingut en compte en els
microcosmos. En els assajos en condicions controlades al laboratori, existeix un efecte
important de la depredacio, ja que quan es realitzen utilitzant aigua estéril, la poblacié
triga aproximadament 3 dies més a disminuir el 90% del seu numero inicial de

cél-lules.

Els microcosmos experimentals mantinguts a diferents temperatures al laboratori
confirmen la importancia del factor temperatura en la persisténcia de les poblacions del
génere Bacteroides que s’ha observat en els experiments in situ. La supervivéncia de

les poblacions disminueix a mesura que incrementa la temperatura del medi.

Els experiments realitzats in situ mostren com la influéncia daltres factors,
principalment la concentracié d’oxigen dissolt a I'aigua poden modular i fins hi tot

alterar la persisténcia al medi. El comportament de B. thetaiotaomicron en els analisis
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in situ difereixen de l'observat mitjancant els microcosmos. En aquest cas la
supervivencia és menor al hivern que a l'estiu. L’hivern coincideix amb una major
concentracié d’oxigen dissolt a I'aigua a la que B. thetaiotaomicron és més vulnerable

que B. fragilis.

La importancia de l'oxigen dissolt a l'aigua és fa palesa a l'assaig 2 on s’ha
eliminat els depredadors del medi i per tant només modularan la supervivéncia els
factors fisicoquimics. Una regressié lineal mdultiple mostra com els dos factors
conjuntament (oxigen dissolt i temperatura) influeixen significativament en la
inactivacié. Un increment dels dos factors (principalment I'oxigen dissolt) augmenten el

decreixement de les poblacions.

Els depredadors també juguen un paper forga important en la inactivaciéo de
Bacteroides spp. Tant els assaigs en microcosmos com in situ constaten aquest fet.
L’activitat dels depredadors té una major incidéncia a I'estiu que al hivern quan en

aquest ultim cas una disminuci6 de la temperatura disminueix la seva activitat.

Diferents soques (B. fragilis (DSM 21517, B. thetaiotaomicron (DSM 2079") i
soques de Bacteroides spp. ambientals) poden presentar diferent comportament un
cop arriben al medi ambient segons el grau d’adaptacié a la concentracié d’oxigen del

medi, a diferents temperatures o la preséncia de depredadors.

Tant les metodologies de cultiu com moleculars poden presentar algunes
limitacions alhora d’estudiar les poblacions. La selectivitat del medi BBE pot dificultar
en condicions d’estrés la recuperacié de determinades espécies el que pot portar a
subestimar el seu nimero. La recuperacié en un medi ric i la posterior confirmacié de
les colonies amb una sonda especifica pot portar sobreestimar el nimero de la
poblacié degut a interferéncies amb la microbiota acompanyant. Finalment la técnica
de la PCR-Q mostra uns bons resultats quan existeix un elevat numero de Bacteroides
spp. al medi. Tot i aixi en el bloc 3 on s’analitza una dilucié 1:50 de l'aigua residual el
numero de microorganismes es troba al voltant del limit de deteccié de la técnica, fet

que cal tenir en compte quan s’estudia mostres ambientals.
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L’aplicacio individual o combinada dels marcadors moleculars utilitzats que es
basen en la deteccié per PCR no permeten discriminar totalment I'origen de la

contaminacié fecal a I'aigua.

Els marcadors basats en la deteccié de Bif. adolescentis, d’ADN mitocondrial de
porcins, humans i bovins, i de Bif. dentium, en aquest ordre, son els que presenten
una major sensibilitat. Presenten, també, una bona especificitat exceptuant el
marcador d’ADN mitocondrial huma que pot presentar falsos positius per la

possibilitat de contaminacié de les mostres.

L’aplicaci6 de models numérics mostra un 79,5% de probabilitat d’encert per a
detectar 'origen de la contaminacié fecal entre diversos origens quan s'’utilitza el
meétode lineal LDA implicant 7 marcadors moleculars. La utilitzacié d’'un arbre de
decisi6 que considera els casos perduts disminueix I'encert a un 74,3%, pero

utilitza tan sols 3 marcadors.

Es possible la discriminacié entre contaminacié fecal humana i no humana amb un
encert del 90,1% quan s’utilitzen 5 marcadors moleculars (métode quadratic QDA)
0 a 85,3% utilitzant dos marcadors amb I'arbre de decisié que considera els casos

perduts.

S’ha diferenciat diferents comunitats de bifidobacteris que habiten a les aigles
residuals d’origen huma, bovi, porci i avicola, presentant diferents perfils de bandes

per la técnica de DGGE.

El perfii de DGGE que de manera majoritaria es troba en la comunitat de
bifidobacteris en aigles residuals urbanes, esta constituit principalment per les

especies Bif. adolescentis, Bif. longum i dues espécies no cultivades.

Només s’ha pogut detectar una sola banda de DGGE en les aiglies residuals
provinents d’escorxadors d’aus que presenta una elevada similitud amb Bif.

saeculare per comparacié de les seqiiéncies del gen del 16S ARNTr.

Existeix una heterogeneitat en els perfils de bandes de DGGE observats en les
comunitats de bifidobacteris d’origen porci, el que ens indica una elevada diversitat
d’espécies. Algunes de les espécies identificades més destacables son: Bif.
minimum, Bif. longum, Bif. thermophilum i Bif. thermacidophilum ssp. porcinum, Bif.

merycicum. A més a més, dues espécies addicionals no han presentat similitud
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amb cap de les espécies dipositades a les bases de dades de seqléncies d’acids

nucleics.

Les comunitats de bifidobacteris d’origen bovi també presenten una elevada
heterogeneitat de perfils de bandes de DGGE. Les espécies identificades
associades a les bandes majoritaries soén: Bif. ruminantium, Bif. adolescentis, BIf,
merycicum, Bif. pseudolongum, Bif. thermophilum i Bif. thermacidophilum ssp.

porcinum.

Algunes de les espécies detectades per la DGGE resulten ser de dificil deteccio per
aillament en medis de cultiu. Aquesta desviacié ens confirma les diferéncies que es
poden obtenir quan s’estudia la diversitat microbiana per técniques moleculars o

per técniques dependents de cultiu.

Es possible associar determinats patrons o bandes de DGGE a origens especifics

de contaminacio fecal.

S’ha establert que la PCR-Q descrita per Layton i col-laboradors (2006) es mostra
una boina eina per a la quantificacié del génere Bacteroides, presentant un limit de
quantificacio de 2,21 copies del 16S ARNr/ul o de 2,79-10" UFC/ml utilitzant
patrons experimentals. No obstant, el limit de deteccié per mostres ambientals esta
molt per sobre del limit de quantificacié (2,79-10* UFC/ml). Una millora de la

detecciod estaria associada a la millora de I'eficiéncia del kit d’extraccio utilitzat.

La presencia de depredadors a l'aigua és un dels factors que més intervé a la
disminuci6 de la persisténcia de les soques tipus de B. fragilis i B. thetaiotaomicron
en condicions in situ. La inactivacié per depredacioé és més alta quan incrementa la

temperatura.

La preséncia d'una elevada concentraci6 d'oxigen a laigua i una elevada
temperatura actuen conjuntament disminuint la persisténcia de soques de B. fragilis

cultivables a I'aigua.

La persisténcia de soques cultivables de B. thetaiotaomicron en condicions in situ,
es veu meés afectada per la preséncia d’'una elevada concentracio d’oxigen a l'aigua
(més elevada durant I'hivern) que no pas per la temperatura. Tot i aixi I'estudi de la
persisténcia d’aquesta soca en microcosmos a diferents temperatures mostra que

la temperatura també és un factor determinant.
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16.

17.

Les soques ambientals de Bacteroides presenten una major sensibilitat a una
elevada concentracié d’oxigen a l'aigua. Aixd permet recuperar-les per cultiu durant

un periode més prolongat de temps a I'estiu que al hivern.

La persisténcia de 'ADN de Bacteroides spp. a I'estiu és més curta (24-72 h) que al

hivern (192-216 h) independentment de la soca o de I'espécie analitzada.
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Medis i solucions utilitzades per al cultiu i determinacié d’espécies del génere
Bacteroides

Medi Bacteroides fragilis Bilis Esculina (BBE)

Medi descrit per I'aillament selectiu i diferencial de microorganismes del grup de B.
fragilis (Livingston et al. 1978).

Oxgall (B3883-500G, Sigma) 2049

Medi Trypticase soy agar (TSA)

(1068.00, Conda, Madrid) 409
Esculina (E8250, Sigma) 19
Citrat amonic férric (F-5879, Sigma) 0,59
Solucié estoc d’hemina 2ml
Gentamicina (40 mg/ml) (653364.2, Schering-Plogugh) 2,5 mil
Aigua destil-lada 1000 mi

Barrejar tots els components excepte la solucié estoc d’hemina i la gentamicina i esterilitzar a
l'autoclau a 121£3°C durant 15 min. Un cop s’ha refredat el medi a 55°C s’afegeix la solucio

d’hemina i la gentamicina. Finalment s’ajusta el medi a un pH de 7.0 en condicions d’esterilitat.

Medi Bacteroides phages Recovery Medium Agar (BPRM)

Medi descrit per a la recuperacié de fags de Bacteroides. Es un medi ric que permet el bon

creixement de Bacteroides spp. (Tartera, et al 1992).

BPRM brou Base (02-409, Scharlau) 29,42 g
Solucié estoc CaCl, 0,1 ml
Agar 159
Soluci6 estoc d’hemina 10 ml
Solucié estoc Na,CO3 25 ml
Aigua destil-lada 1000 ml

Barrejar tots els components excepte les solucions estoc d’hemina i de Na,COs. Un cop
dissoltes esterilitzar a I'autoclau a 121+3°C durant 15 min. Quan el medi s’ha refredat a 55°C
s’afegeix la solucié d’hemina i de Na,CO;. Finalment s’ajusta el medi a un pH de 6,8 + 0,5 amb

HCI en condicions d’esterilitat.

Brou Bacteroides phages Recovery Medium (BPRM) (100 ml)

BPRM Brou Base 2,94 g
Solucié estoc CaCl, 10 wl
Solucié estoc d’hemina 1ml
Solucié estoc Na,COs 2,5ml
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Aigua destil-lada 100 ml

Barrejar tots els components excepte les solucions estoc d’hemina i de Na,COs. Un cop
dissoltes esterilitzar a 'autoclau a 121£3°C durant 15 min. S’afegeix la solucié d’hemina i de
Na,CO; al moment de ser utilitzada. Finalment s’ajusta el medi a un pH de 6,8 £ 0,5 amb HCI

en condicions d’esterilitat. La soluci6 és estable a 5+3°C durant 30 dies.

Solucions complementaries:

- Solucié estoc d’hemina (5 mg/ml)
Hemina (H-5533, Sigma) 0,05¢g
NaOH 1M 10 mi

Enrasar 'ampolla fins a 100 ml amb aigua destil-lada i dissoldre els elements amb un agitador
magneétic durant 30-60 min. Esterilitzar per filtracio mitjangant un filtre amb un porus de 0,2 um.

Mantenir a temperatura ambient no més de 6 mesos.

- Soluci6 estoc de clorur calcic
CaCl,-2H,0 59
Aigua destil-lada 100 ml
Esterilitzar per filtracié mitjangant un filire amb un porus de 0,2 um. Mantenir a temperatura

ambient no més de 6 mesos. Mantenir en foscor a 4+1°C no més de 6 mesos.

- Solucié estoc de Na,CO,
Na,CO; 10,6 g
Aigua destil-lada 100 ml
Esterilitzar per filtracié mitjangant un filire amb un porus de 0,2 um. Mantenir a temperatura

ambient no més de 6 mesos.

Crioprotector per a la conservacio per congelacié de soques de Bacteroides

Albumina de sérum bovi 1049
Sacarosa (5476. Merck) 209
Aigua destil-lada 100 ml

Dissoldre els diferents components en aigua per agitacié durant 1 h. Esterilitzar per filtracié per

amb un filtre de 0,22 um. Utilitzar immediatament
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Medis i solucions utilitzades per al cultiu i determinacié d’espécies del génere

Bifidobacterium

Medi Columbia Blood Agar suplementat

Medi ric utilitzat per al creixement de microorganismes anaerobis

Medi Columbia Blood Agar (270240, Difco) 44 g
Glucosa 59
L-cisteina-HCI (1028390025, VWR) 059
Aigua destil-lada 1000 mi

Barrejar tots els components i esterilitzar a 'autoclau a 121+3°C durant 15 min.

Medi Beerens Agar

Medi descrit per I'aillament selectiu del genere Bifidobacterium (Beerens, 1990)

Medi Columbia Blood Agar 44 g
Glucosa 59
L-cisteina-HCI 0,59
Acid propionic (99%) (P-1386, Sigma) 5mil
Aigua desil-lada 1000 mi

Barrejar tots els components, excepte I'acid propionic, i esterilitzar a I'autoclau a 121+£3°C
durant 15 min. Un cop refredat a 55°C, afegir I'acid propionic i ajustar el pH del medi a 5,0 amb
NaOH.

Medi Human Bifidobacterium Sorbitol Agar (HBSA)

Medi selectiu per a la recuperacié de Bifidobacterium i diferencial per les soques fermentadores
del sorbitol (Mara i Oragui 1983).

Sorbitol (S-1876, Sigma) 1049
Polipetona (211910, BBL) 10¢g
Extracte de llevat 20g
Casaminoacids (223120, Difco) 8¢
Clorur de sodi 3,29
Bromocresol porpra (1.03025.0005, Merck) 0149
L-Cisteina-HCI 0,40¢g
Solucié estoc d’acid nalidixic 1 ml
Agar 15¢
Solucié estoc de sulfat de kanamicina 10 ml
Soluci6 estoc de Polimixina B 1ml

Barrejar el sorbitol, la polipetona, I'extracte de llevat els casaminoacids els clorur de sodic i el

bromocresol porpra en 1 | d’aigua destil-lada. Bullir la barreja durant 10 min. Afegir I'acid
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nalidixic i la cisteina. Ajustar el pH a 6,9 amb NaOH. Afegir I'agar i esterilitzar a I'autoclau a
121£3°C °C durant 15 min. Un cop esterilitzar i refredat a 55°C afegir la polimixina B i el sulfat

de kanamicina en condicions estérils.

Solucioé estoc d’acid nalidixic
Acid nalidixic (N-4382, Sigma) 30 mg

Aigua destil-lada estéril 10 ml

Dissoldre per agitacio. Esterilitzar per filtracié6 mitjangant un filtre de 0,22 um. Guardar a
-20+3°C.

Solucioé estoc de Polimixina B
Polimixina B 17,7 mg

Aigua destil-lada estéril 10 ml

Dissoldre per agitacio. Esterilitzar per filtraci6 mitjangant un filtre de 0,22 um. Guardar a
-20+3°C.

Solucié estoc de sulfat de kanamicina
Sulfat de Kanamicina (K4000, Sigma) 50 mg

Aigua destil-lada estéril 10 mi

Dissoldre per agitacio. Esterilitzar per filtracié mitjangcant un filtre de 0,22 um. Guardar a
-20+£3°C.

Brou Reinforced Clostridium Medium (RCM) (100 ml)

Medi utilitzar per al creixement en medi liquid de soques de Bifidobacterium spp.
RCM (CM0149, Oxoid) 349
Aigua destil-lada 100 ml
Dissoldre per agitacio i esterilitzar amb I'autoclau a 121+3°C durant 15 min. La solucié és

estable a 5+3°C durant 30 dies.

Altres medis i solucions

Brou LB (“Luria-Bertani”) (100 ml)

Clorur sodic 19
Extracte de llevat 0,59
Bacto-Triptona 19
Aigua destil-lada 100 ml

Ajustar el pH a 7,5 afegint NaOH. Esterilitzar a 121°C durant 20 min.
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TSB (Trypic Soy Broth) (100 ml)
TSB (1224.00, Conda) 059
Aigua destil-lada 100 ml

Esterilitzar a 121°C durant 20 min.

medi mFC (“modified Fecal Coliform”)

mFC Agar (Difco) (267720, Difco) 52¢g
Solucié d’acid rosolic 1% 10 ml
Aigua destil-lada 1000 mi

Dissoldre el medi mFC agitant i escalfant-lo fins a I'ebullicié. Un cop dissolt, afegir la solucio
d’acid rosolic. Mantenir en ebullicié i sense parar d’agitar durant 1 min. Si és necessari ajustar

el pH amb HCI. El medi és estable a 5+3°C durant 30 dies.

Solucié d’acid rosolic 1%
Acid rosolic (232281, Difco) 0,149
NaOH 0,2 M 10 ml

Afegir I'acid rosolic a la solucié de NaOH i dissoldre per agitaci6.

medi Enterococcus Agar (mEA)

mEA (0746-17, Difco) 42g
Aigua destil-lada 1000 ml

Dissoldre el medi mEA per agitacié i escalfant-lo fins a I'ebullicié. Mantenir I'ebullicié durant 1
min. Refredar rapidament fins a uns 50°C i dispensar immediatament en les plaques. Aquest

medi és estable a 5+3°C durant 30 dies.

Agar Bilis Esculina
Bile Esculin Agar (01-265-500, Scharlab) 64 g

Aigua destil-lada 1000 ml
Dissoldre per agitacio i esterilitzar-lo a 121£3°C durant 15 min. Aquest medi és estable a 5+3°C
durant 30 dies.

Ringer V4
Ringer (BR52, Oxoid) 2 pastilles
Aigua destil-lada 1000 ml

Dissoldre per agitacio i esterilitzar-lo a 121+£3°C durant 15 min. La solucio és estable a

temperatura ambient durant 6 mesos.
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Extraccié d’ADN de soques de Bifidobacterium

Centrifugar 1 ml de cultiu crescut en medi RCM a 4000 rpm durant 3 min.
—Un cop abocat el sobrenedant, rentat de les cél-lules amb aigua destil-lada esteéril i
centrifugar a 14000 rpm 3 min.

—Repetir el pas anterior.

—Resuspendre les cél-lules en 0,2 ml de solucié A i 0,2 ml de solucié B.

— Afegir proteinasa K (Merck, Darmstadt, Ale.) fins a una concentracio final de 120 pug/ml.
—Incubar 1 h a 55°C.

— Afegir 0,2 ml de Matriu d’InstaGene (Bio-Rad) i incubar durant15 min a 55°C.
—Inactivacioé de la proteinasa K mitjangant un xoc térmic a 100°C durant 8 min.

—Centrifugar la suspensié 3 min a 14000 rpm per a fer precipitar les particules de la

Matriu d’InstaGene.

Solucié A (pH 8,3):

KCI 100 mM
MgCl, 2,5mM
Tris-HCI 10 mM

Dissoldre per agitacio i ajustar el pH a 8,3 amb acid acétic glacial. Esterilitzar a 121+3°C durant
20 min.

Solucié B (pH 8,3):

MgCl, 2,5mM
Tris-HCI 10 mM
Tween-20 (82218405, VWR) 1%
Nonidet P40 (74385, Sigma) 40 %

Dissoldre per agitacio i ajustar el pH a 8,3 amb acid acétic glacial. Esterilitzar a 121+3°C durant
20 min.
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Extraccié d’ADN de soques tipus del génere Bacteroides

— A partir d’'un cultiu liquid en brou BPRM, centrifugar 1 ml del cultiu a 13000 rpm durant
5 min.

—Abocar sobrenedant i afegir 200 pl de tampd TE

— Centrifugar a 13000 rpm durant 3-4 min

—Abocar sobrenedant i resuspendre en 200 ul de tampéd TE.

—Bullir durant 10 min.

— Centrifugar de 3-5 min.

Tampé TE (Tris-EDTA)

Tris-HCI (pH=8) 10 mM
EDTA 1 mM

Ajustar el pH a 8,0. Esterilitzar 20 min a 121+£3°C. Conservar a temperatura ambient.

Analisi de 'ADN mitjancant electroforesi en gels d’agarosa

Per a la preparaci6 dels gels d’agarosa, dissoldre la quantitat necessaria d’agarosa en TBE 1x
(p:v) en una ampolla de vidre. Agitar i dissoldre 'agarosa mitjangant calor utilitzant un forn
microones fins que la soluci6 sigui transparent i sense grumolls. Deixar refredar 'agarosa fins

uns 50-55°C i dipositar-la a la cubeta d’electroforesis.

Gel agarosa (0,8%, 1,5%, 2% i 3%)

agarosa (GK-AME-250, Genotek) 0,8; 1,5; 2 0 3 g respectivament (en
funcié de la concentraci6 del

gel)
TBE 1x 100 ml

TBE (Tris Borat EDTA) 10x

Tris base (648310, VWR) 109 g
acid boric (A2940.1000, Applichem) 55,6 g
EDTA (1.08418.1000, Merck) 929
Aigua bidestil-lada 1000 ml

Dissoldre per agitacio. Ajustar el pH a 8,3 amb NaOH i enrasar el volum final amb aigua

destil-lada. Esterilitzar 20 min a 121+3°C. Conservar a temperatura ambient.
TBE 1x

Fer una diluci6é 1/10 (v:v) a partir de la solucié concentrada TBE 10x en aigua bidestil-lada

estéril. Barrejar per agitacio.
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Marcadors de pes molecular

Marcador PhiX174 Hae lll (de 72 a 1353 pb) (G1761, Promega).
Marcador Lambda EcoRI/Hindlll (de 831 21.200 pb) (G1731, Promega).

Solucioé de tincié de Bromur d’etidi

Solucié estoc de bromur d’etidi 125 ul
Aigua destil-lada 500 ml

Barrejar per agitacié. Mantenir a temperatura ambient guardat de la llum fins que disminueix
I'efectivitat de la tincié. Es un producte potencialment cancerigen pel que ha de manipular-se

sempre amb guants.

Solucioé estoc de Bromur d’etidi al 1%

Bromur d’etidi (A1151, AppliChem) 19
Aigua destil-lada 100 ml

Dissoldre per agitacié. Mantenir la soluci6 a 5t£3°C protegida de la llum. En aquestes

condicions, la soluci6 és estable durant llargs periodes de temps.

Analisi de 'ADN mitjangant electroforesi en gels de gradient desnaturalitzant

(DGGE)

Rentar els vidres, la pinta i els plastics espaiadors amb etanol.

Muntar els vidres dins els quals es formara el gel utilitzant el suport vertical de I'equip de
Dcode ™ Universal Mutation Detection System (Bio-Rad, Hercules, EUA).

Muntar la bomba peristaltica (Amersham Pharmacia Biotech), amb la cubeta formadora
de gradients lineals (CBS Scientific Company, EUA) i el tub que fa circular I'acrilamida.
Posar I'extrem del tub que conté una l'agulla, al mig dels dos vidres que sostindran el gel.
Connectar 'altre extrem del tub a les cubetes formadores del gradient sobre un agitador que
permet la barreja de les dues acrilamides amb diferent concentracié de substancies
desnaturalitzants.

Preparacié de les solucions d’acrilamida al 8% (solucié A i B). S’ha de mantenir les
solucions en gel per tal d’evitar que polimeritzin. Barrejar-ho per agitacié . L'APS s’afegeix
just abans de posar l'acrilamida a la cubeta de formacié del gradient per tal d’evitar la
polimeritzacié.

Afegir 100 pl de tampd de carrega (5x GLB) a I'acrilamida més concentrada, per tal de
verificar visualment la correcta formacié del gradient, ja mostrara un gradient de color al gel.

Afegir la solucié d’acrilamida més concentrada a la cambra que surt primer de la cubeta

formadora de gradients. Obrir la valvula que connecta ambdds cambres de la cubeta de
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manera que s’ompli el conducte d’unidé entre ambdds cambres i aixi evitar la formacié de
bombolles d’aire entre les dos cambres.

Abocar la solucié d’acrilamida menys concentrada a la segona cubeta.

Obrir les valvules que connecten les dos cambres i la de sortida de la cubeta. Engegar la
bomba peristaltica amb un flux de 4 ml/min. Un agitador a la cambra de l'acrilamida més
concentrada ha de permetre que es vagin barrejant I'acrilamida A i B.

Preparar I'acrilamida 0% per a fer una capa sobre el gel de gradient i permetre la
correcta formacié dels pouets ben fets. Un cop s’ha afegit I'acrilamida al 0% a la part
superior del gel, afegir la pinta per a formar els pouets.

Deixar polimeritzar el gel durant unes 2 hores. El gels es poden mantenir a 4°C durant
alguns dies.

Rentar bé amb aigua les cubetes formadores del gradient i la bomba per tal d’evitar que
hi quedi restes d’acrilamida polimeritzada.

Posar el gel dins la cubeta d’electroforesi amb tamp6 TAE 1x a 60°C.

Carregar les mostres d’ADN amb una proporci6 1:4 de loading Buffer 5xGLB.

Connectar la font i cérrer el gel durant 16 h a 85V i a una temperatura del tamp6 de 60°C.

Un cop acabada I'electroforesi, separar els vidres vigilant de no trencar el gel i tallar la
part superior del gel on hi ha els pouets.

Tenyir el gel amb 20 ml de tamp6 TNE 1x amb 4 ul de SYBRGold utilitzant una xeringa.
Mantenir el gel durant 45 minuts en foscor per tal de permetre la tincié de 'ADN.

Banyar el gel amb 500 ml de TNEXx1 per a rentar I'excés de SYBRGold. Procurar separar
el gel del vidre. Cal tocar sempre el gel amb guants mullats de tamp6.

Cobrir el gel amb un paper de filtre de la mateixa mida i fer que s’hi enganxi per tal de
traslladar-I'ho per ser analitzat mitjancant un escanner, fer una fotografia amb I'lmageMaster
o tallar les bandes en un transil-luminador. Per tal de desunir el paper del gel, cal mullar-lo

amb aigua destil-lada.

Solucions estoc d’acrilamida al 8%

- Solucié 1 (Acrilamida amb un 0% de substancies desnaturalitzants):

Acrilamida (30% acrilamida/Bis 37.5/1) (Bio-Rad) 20 ml
TAE 20x 5ml
Aigua destil-lada 75 ml

Dissoldre la solucié mitjangant agitacié i conservar a 5+3°C guardat de la llum.

- Solucio 2 (Acrilamida amb un 80% de substancies desnaturalitzants):

Acrilamida (30% acrilamida/Bis 37.5/1) (Bio-Rad) 20 ml
TAE 20x 5 ml

Urea 7M (5146, Sigma) 336 g
formamida deionitzada 40% (47671, Sigma) 32 ml
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Enrasar amb aigua fins a 100 ml. Dissoldre la solucié mitjangant agitacié i conservar a 5+3°C

guardat de la llum.

Tampé d’electroforesi TAE 20x

Tris Base 96’8 g
Acid acétic glacial 22’84 ml
EDTA 05 M 40 ml

Barrejar per agitacié. Ajustar el pH a 7’4 i enrasar a un volum de 1000 ml amb aigua destil-lada.

Esterilitzar 20 min a 121+3°C. Conservar a temperatura ambient.

TAE 1x
Fer una dilucié 1/20 (v:v) a partir de la solucié concentrada TAE 10x en aigua bidestil-lada

esteéril. Barrejar per agitacio.

TNE 10x

Tris Base 121 ¢
NaCl 584 g
EDTA 34
Barreja per agitacié. Ajustar el pH a 7’4 i enrasar a un volum de 1000 ml amb aigua destil-lada.

Esterilitzar 20 min a 121+3°C. Conservar a 5+3°C.

TNE 1x
Fer una dilucié 1/10 (v:v) a partir de la solucié concentrada TNE 10x en aigua bidestil-lada

estéril. Barrejar per agitacio.

APS (10%)
Persulfat amonic (161-0700, Bio-Rad) 100 mg
Aigua destil-lada 1 ml

Dissoldre per agitacié i mantenir a -20+3°C.

Tampo de carrega

Ficoll (pot ser substituit

per sacarosa, glucosa o glicerol) 25¢g
Tris 1M pH 8 0’5 ml
EDTA 5mM 02 ml
20x SDS 0’5 ml
Blau de bromofenol 8% (es pot

substituir per orange G) 025 ml
Xilen cianol 8% 0’25 ml
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Enrasar amb aigua fins a 20 ml. Dissoldre per agitacié. Mantenir a la nevera o congelat.

Hibridaci6 colonial mitjangant una sonda especifica pels géneres

Bifidobacterium i Bacteroides

Procés de lisis cel-lular en la hibridacié colonial pel génere Bifidobacterium

- Transferéncia de les coldnies crescudes en el medi corresponent sobre la membrana de
nilé. Es col-loca la membrana sobre paper Whatman 3 MM saturat amb solucié de lisi amb
lisozima (Merck, Darmstadt, Alemanya) en una concentracié 5 mg/ml. Incubacié durant 1h a
37°C.

- Transferéncia de la membrana sobre un nou paper Whatman 3 MM saturat amb solucié

desnaturalitzant. Incubacié durant 10 min a temperatura ambient.

- Transferencia de la membrana sobre un nou paper Whatman 3 MM saturat amb solucié

neutralitzant. S’ha incubat 2 h a temperatura ambient.

- S’ha rentat les restes cel-lulars amb soluci6 2x SSC amb 0,1% SDS incubant a

temperatura ambient durant 4 min.
- S’ha assecat la membrana en un forn a 80°C durant 10 min.

- Fixaci6 de I'ADN mitjangant una lampada de llum ultraviolada (UV) durant 4 min per la
cara de les cél-lules i 2 min per la cara reversa. Un cop fixat ’ADN es pot procedir amb el
procés d’hibridacié o guardar la membrana a 4°C embolcallada amb film transparent fins al

moment de fer-ho.

Procés de lisis cel-lular en la hibridacié colonial pel génere Bacteroides

S’han transferit les colonies sobre una membrana de nilé. S’ha col-locat la membrana
sobre paper Whatman 3 MM saturat amb solucié desnaturalitzant i s’ha incubat durant 4 min
a temperatura ambient. A continuacié s’ha incubat 4 min més amb la mateixa solucié a
80°C.

- S’ha transferit la membrana sobre un nou paper Whatman 3 MM saturat amb solucié

neutralitzant i s’ha incubat durant 4 min a temperatura ambient.

- S’ha transferit la membrana sobre un nou paper Whatman 3 MM saturat de solucié amb
Proteinasa K. La membrana s’ha incubat durant 30 min a 37°C sobre paper Whatman 3 MM

saturat amb la solucié.
- S’ha assecat la membrana en un forn a 80°C durant 10 min.

- Fixaci6 de I'ADN mitjangant una lampada de llum ultraviolada (UV) durant 4 min per la

cara de les cel-lules i 2 min per la cara revers. Un cop fixat TADN es pot procedir amb el
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procés d’hibridacié o guardar la membrana a 4°C embolcallada amb film transparent fins al

moment de fer-ho.

Reaccié d’hibridacioé

- Dos rentats a 68°C durant 45 min en una solucié 3x SSC amb un 0,1% de SDS. Fer
pressid sobre la membrana dipositada entre dos fulls de paper Whatman 3 MM per tal

d’eliminar les restes cel-lulars.

- Prehibridacié de la membrana amb solucié d’hibridacio. Incubar en un forn d’hibridacié

en agitacié durant 2-3 h a 60°C.

- Substituir la solucié per 10 ml de solucié d’hibridacié que conté 25 ng/ml de la sonda
marcada amb digoxigenina. Incubacié al forn d’hibridacié en agitacié durant tota la nit a una

temperatura adequada segons la temperatura d’hibridacié de la sonda.

Deteccio de la sonda marcada

- Dos rentats un primer de 15 min i un segon de 30 min amb solucié 5x SSC amb SDS
0,1% a la mateixa temperatura en que s’ha dut a terme la hibridaci6. A continuaci6 s’ha fet
dos nous rentats, un de 15 min i un segon de 30 min amb 2x SSC amb SDS 0,1% a

temperatura ambient en agitacio.

- S’ha realitzat un rentat de la membrana durant 5 min amb soluci® de rentat a

temperatura ambient i en agitacié.

- Incubacié de la membrana durant 30 min en tampd6 2, a temperatura ambient i en
agitacié.

- Incubacié durant 30 min en les mateixes condicions i amb tampé 2 al que s’ha afegit una

concentracié 1:10.000 d’anticds antidigoxigenina conjugat amb la fosfatasa alcalina (Roche

Diagnostics).
- Per a eliminar I'excés d’anticos s’ha realitzat dos rentats de 15 min en soluci6é de rentat a
temperatura ambient i agitaci6.

- S’ha equilibrat la membrana durant 5 min en tamp6 3 en agitacié a temperatura ambient.

- Finalment s’ha incubat la membrana en una dilucié 1:50 del substrat colorimétric de la
fosfatasa alcalina, NBT/BCIP (Roche Diagnostics) o amb una dilucié 1:100 del substrat

luminiscent CSPD (Roche Diagnostics) en tamp6 3.

- Quan s’ha utilitzat els substrat colorimétric, s’ha incubat a temperatura ambient i en
condicions d’obscuritat un minim de 30 min. S’ha aturat la reaccié afegint aigua sobre la

membrana.

- Quan s’ha utilitzat el substrat luminiscent, s’ha incubat la memebrana entre dos films a

temperatura ambient durant 5 min. S’ha col-locat la membrana en una bossa de plastic

301



Annex Il: Métodes generals, reactius i solucions

segellada i dins un cassette autoradiografic. El conjunt ja s’ha incubat 10 min a 37°C. Per
captar la senyal luminica del substrat s’ha exposat la membrana a un film de radiografia un
minim de 60 min. S’ha revelat del film radiografic amb solucions de revelat i fixacio

fotografiques.

Solucio de lisi utilitzada en la HC de Bifidobacterium spp.

Tris-HCI 10 mM

Sacarosa 250 mM
S’afegeix el Tris-HCI i la sacarosa i és dissolt mitjangant agitacié. Ajustar el pH a 7,5. Esterilitzar
a 12143°C durant 20 min. La solucié és estable a temperatura ambient. Just abans de ser

utilitzada afegir:

Lisozima (10581, Merck) 5 mg/ml

Solucié desnaturalitzant utilitzada en la HC de Bifidobacterium spp.
NaOH 0,1 M
Dissoldre per agitacio. Esterilitzar a 121+£3°C durant 20 min. La solucio6 és estable a

temperatura ambient.

Solucioé neutralitzant utilitzada en la HC de Bifidobacterium spp.
Acetat sodic 0,1M

Ajustar el pH a 6. Dissoldre per agitacié. Esterilitzar a 121+3°C durant 20 min. La soluci6 és

estable a temperatura ambient.

Solucié desnaturalitzant utilitzada en la HC de Bacteroides spp.

NaOH 0,5N
NaCl 1,5M
Dissoldre per agitaci6. Esterilitzar a 121+£3°C durant 20 min. La soluci6 és estable a

temperatura ambient.

Solucioé neutralitzant utilitzada en la HC de Bacteroides spp.

Tris-HCI (pH=7,4) 1™
NaCl 1,5M
Dissoldre per agitacio. Esterilitzar a 121+£3°C durant 20 min. La solucié és estable a

temperatura ambient.
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Solucié de la proteinasa K utilitzada en la HC de Bacteroides spp.

Tris-HCI (pH=8,5) 50 mM
EDTA 50 mM
NaCl 100 mM
Na-laurilsarcosina 1% (p/v)
Proteinasa K (3115879, Roche) 250 ug/mi

Es prepara just abans de ser utilitzada. Barrejar per agitacié

Na-laurilsarcosina 10% (p/v)

Na-laurilsarcosina 1049
Aigua bidestil-lada 100 ml

Dissoldre per agitacio. Esterilitzar per filtracié mitjangant un filtre de 0,22 um. Guardar a

temperatura ambient.

SSC 20x

NaCl 3M
Citrat sodic 0,3M
Dissoldre per agitacio. Ajustar el p a 7,0 i enrasar el volum. Esterilitzar a 121+3°C durant 20

min. La soluci6 és estable a temperatura ambient.

SSC 5x, SDS 0,1% (p/v)

20x SSC 125 ml
SDS 10% (p/v) 5ml
Aigua bidestil-lada estéril 370 ml

Preparar estéril i guardar a temperatura ambient.

SSC 3x, SDS 0,1% (p/v)

20x SSC 75 ml
SDS 10% (p/v) 5 ml
Aigua bidestil-lada esteéril 420 ml

Preparar esteéril i guardar a temperatura ambient.

SSC 2x, SDS 0,1% (p/v)

20x SSC 50 ml
SDS 10% (p/v) 5ml
Aigua bidestil-lada estéril 445 ml

Preparar estéril i guardar a temperatura ambient.
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SDS 10% (p/v)
Sodium dodecyl sulfat (822050, Merck) 100 g
Aigua bidestil-lada 1000 mi
Dissoldre per agitacio i esterilitzar a 121+3°C durant 20 min. La solucié és estable a

temperatura ambient.

Solucioé d’hibridacioé

SSC 20x 62,5 mi
Agent bloquejant 10% (p/v) (Roche) 50 ml
Na-laurilsarcosina 10% (p/v) 2,5ml

SDS 10% (p/v) 0,5 ml

Aigua bidestil-lada estéril 134,5 mi

Preparar amb material estéril. Mantenir a -20+3°C.

Agent bloquejant 10% (p/v)
Agent bloquejant 1049
Tampd 1 100 ml
Esterilitzar 121+£3°C durant 20 min. Mantenir a -20£3°C.

Tampo 1

Acid maleic 100 mM

NaCl 150 mM
Ajustar el pH a 7,5 amb patilles de NaOH i esterilitzar a 121£3°C durant 20 min. Guardar a
4+3°C.

Tampé de rentat
Tampo 1 1000 ml
Tween 20 349
Esterilitzar a 121£3°C durant 20 min. Guardar a 4+3°C.

Tampé 2
Tampo 1 450 mi
Agent bloquejant 50 ml
Preparar utilitzant material estéril. Es estable durant 2 setmanes a 4+3°C. Es pot mantenir a

-20+3°C.
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Tampo 3
Tris-HCI 1 M pH 9,5 50 ml
NaCl 5M 10 ml
Aigua bidestil-lada esteéril 440 mi

Preparar utilitzant material estéril. Guardar a 4+3°C.

Tris-HCI 1 M (pH 9,6)
Tris base 60,57 g
Aigua bidestil-lada I 500 ml
Ajustar el pH a 9,6 utilitzant HCI. Dissoldre per agitacio i esterilitzar a 121+£3°C durant 15 min.

Guardar a temperatura ambient.

Preparacié de les membranes de dialisi per avaluar la persisténcia de

Bacteroides in situ

— Les membranes s’han bullit durant 10 min en una solucié de rentat de bicarbonat
sodic al 2% i EDTA 1 mM pH 8.

- Posteriorment s’han rentat amb aigua bidestil-lada.

- Finalment s’han bullit durant 10 min en una soluci6 dEDTA 1 mM i pH 8. S’han
mantingut en aquesta dilucié a 4°C fins al moment de ser utilitzades (un temps maxim

de 6 mesos).

Solucié de rentat de bicarbonat sodic al 2% i EDTA 1 mM pH 8

Bicarbonat sodic 20¢g
EDTA 0,37 g

Ajustar el pH a 8 i enrasar a 1000 ml. Esterilitzar a 121£3°C durant 20 min. Mantenir a

temperatura ambient.

Soluciéo ’EDTA1 mMipH 8
EDTA 0,379

Ajustar el pH a 8 i enrasar a 1000 ml. Esterilitzar a 121+3°C durant 20 min. Mantenir a

temperatura ambient.
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