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La monitorizacion y la gestion de la calidad microbioldgica del agua es critica
para los planes de seguridad y saneamiento

= Parametros actuales: Indicadores bacterianos

= Nuevos parametros: Indicadores viricos (colifagos)

Comparison: Bacteria vs. Virus size

50 x mas
pequeios que las
bacterias

Mas abundantes y
resistentes en el

?-Po.r que Virus medio ambiente
indicadores e Los indicadores bacterianos estan limitados y
viricos? ' no pueden detectar la presencia de patégenos

Bacteéria . i
Mas resistentes a viricos

los tratamientos

...los colifagos si que pueden

Mayor velocidad de
replicacidon que las bacterias




Why viral outbreaks occur in /’/ B \\\
bacteriologically safe water? Q o¥ 9% o 9 \
.// 9 \\_
* Higher environmental persistence \ 0
* Higher resistance to water treatments : |
*  Very low infectious doses
\ /
\. o ” /
N /
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Some waterborne virus outbreaks in
bacteriologically safe water: Last outbreak = June 2023 - Spain = Norovirus :

* More than 33 outbreaks . ) . .
Las analiticas confirman que un virus en el agua provoco el brote

«  More than 30.000 cases de gastroenteritis de Betanzos

Sanidade detecta la presencia de "norovirus” y clasifica el agua como no apta para el consumo | El Concello pide
explicaciones a la empresa concesionaria sobre los motivos por los que no se detectd hasta ahora el virus

* Virus involved: HuNoV, rotavirus,
enterovirus, astrovirus...
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* Los bacteriofagos son virus que infectan bacteria y se definen o clasifican en
funcion de la cepa huésped bacteriana que infectan.

* Son los organismos vivos mas abundantes del planeta
* Roles de los bacteriofagos en la biosfera:
* Regulan la poblacion bacteriana

* Proporcionan variabilidad en la poblacion bacteriana
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Los bacteriéfagos se comportan como virus humanos/animales con respecto a:

* Circulacion a través de los filtros (membranas, ultrafiltracion...)
* Adsorcion superficial (particulas, membranas...)
* Resistencia fisica y quimica a la desinfeccion

* Incremento de su resistencia a la desinfeccidn cuando se adsorben a superficies solidas

Resistencia a los tratamientos y persistencia medioambiental similar a los virus humanos/animales

Existe un amplio consenso en la comunidad cientifica sobre ambos aspectos
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Ventajas adicionales de los bacteriofagos

® En muestras con contaminacion fecal, los bacteriofagos son mas abundantes que los virus humanos
(excepto en humanos enfermos).

* Concentraciones altas y muy constantes en aguas residuales.
* Estabilidad a 4 °C durante 48h y durante meses a -20 °C o -80 °C con el 10% v/v de glicerol.

* Se eliminan los errores causados por los indicadores bacterianos debido a: fendmenos de estrés,
reactivacion, formas metabodlicas danadas...

* Deteccion rapida, facil y de bajo coste.
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Grupos de bacteriofagos propuestos como indicadores Somatic coliphages

" Podoviridae

Clasificacion en funcion de la cepa huésped bacteriana que infectan

4 Colifagos somaticos

* Infectan E. coli a través de la pared celular Myov” dro Siiiovfide iorourde.
8 * Cepa huésped (acuerdo verbal) CN I3, WGS5 derivada de la E. coli C
g (ATCC | 3706) F-specific phages
g < DNA RNA
§ Colifagos F-especificos |

* Infectan E. coli y otras enterobacterias a través del pili sexual codificado por un
plasmido
\_ * Cepa huésped Salmonella typhimurium WG49 y E. coli HS

Inoviridae Leviviridae

Bacteriofagos Bacteroides fragilis
Infectan Bacteroides fragilis a través de la pared celular (HSP40, RYC2056)
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Coliphage Density (log10 PFUIL)

Colifagos en aguas residuales por

iDonde se encuentran?

Colifagos en aguas naturales por
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Nappier et al. 2019. Occurrence of coliphage in raw wastewater and in ambient water: A meta-analysis. VWater Research 153:263-273
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Correlacion en la reduccion de la concentracion de colifagos, bacterias y virus después del

o tratamiento
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McMinn et al. 2017. Bacteriophages as indicators of faecal pollution and enteric virus
removal. Letters in applied microbiology 65: | 1-26.
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2. Soluciones para analisis rutinarios
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Normas mas utilizadas

% International Organization for Standardization (ISO) o ISO 10705-1: Deteccion y recuento de bacteriofagos F-ARN especificos

o 10705-1. 10705-2. 10705-3 and 10705-4 < o ISO 10705-2: Deteccion y recuento de colifagos somaticos

o ISO 10705-3: Concentracion de muestra

< United States Environmental Protection Agency (US EPA) \o ISO 10705-4: Enumeracion de bacteriofagos de Bacteroides fragilis

o 1642,1643

Caracten’sticas de |as normas: Preparacic')n del material blOIéglCO (I semana)

Calibracion del medio
Preparacion muestra
Analisis: Proceso con multiples pasos

Resultados en >24h o 48h confirmacion analisis
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Normas mas utilizadas -
o ISO 10705-1:Deteccion y recuento de bacteriofagos F-ARN especificos

< International Organization for Standardization (ISO) < o 1SO 10705-2: Deteccion y recuento de colifagos somaticos
o ISO 10705-3: Concentracion de muestra

o 10705-1,10705-2, 10705-3 and 10705-4

o ISO 10705-4: Enumeracion de bacteriofagos de Bacteroides fragilis

Preparacion del material bioldgico (I semana)

Calibracion del medio

Preparacion muestra

Analisis: Proceso con multiples pasos

Resultados en >24h o 48h confirmacion analisis
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* Muestras con baja concentracion de bacteriéfagos =  Se debe analizar un volumen de
muestra de 100mL

Procedimiento concentracion de

muestra (ISO 10705-3)

Muestra 100mL se concentra siguiendo la ISO 10705-3 hasta 5mL y se analiza
siguiendo la ISO 10705-2

* Muestras con alta concentracion de bacteriéfagos - ImL de deI?|St'Za O muestra
iluida
( Muestras con alta concentracion de bacteriofagos como aguas residuales,

regeneradas... contienen alta flora acompanante.

2

Se requiere descontaminacion de la muestra
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* Objetivo: eliminar las interferencias del microbiota acompanante

* Materiales:

* Pequeiias cantidades: |0/20mL jeringa 0.22um filtro membrana PES

* Volumen de muestra grande: Sistema de filtracion con 0.22um filtro membrana PES
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Método: filtracion por membrana ISO 10705-3 (Annexo A.2)

* Uso: muestras con baja turbidez (<2 NTU), normalmente agua potable

Volumen filtrado: |100mL (método permite hastall)

Volumen obtenido: 5mL

Volumen analizado utilizando I1SO 10705-2: 5mL

Materiales:

* Sistema de filtracion al vacio
* Filtros de membrana MCE con tamano de poro 0.22um y diametro 47mm

* Solucion de elucion: | % extracto de carne, 0.5 M NaCl y 3% Tween 80) *

* Solucién de cloruro de magnesio: 5M *Solucion elucion debe estar a pH 9
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(L1}

Procedimiento:

. ., . 100mL
* Anadir ImL de la solucion de cloruro de magnesio en la muestra (100mL) '
* Filtrar la muestra utilizando el filtro MCE (0.22um) — aproximadamente |IL en 30 min ¥
* Cortar el filtro en 8 fragmentos e introducirlos en los 5SmL de solucion de elucion Filtracion
* Sonicar durante 4min l
* Analizar los bacteriofagos eluidos: Andlisis de 5mL

a) Utilizando placas de 90mm MSA: 2.5mL por cada placa: 2 placas Q

b) Utilizando placas de 140mm MSA:5mL — | placa
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Normas mas utilizadas -
o ISO 10705-1:Deteccion y recuento de bacteriofagos F-ARN especificos

< International Organization for Standardization (ISO) < o 1SO 10705-2: Deteccion y recuento de colifagos somaticos
o ISO 10705-3: Concentracion de muestra

o 10705-1,10705-2, 10705-3 and 10705-4

o ISO 10705-4: Enumeracion de bacteriofagos de Bacteroides fragilis

Preparacion del material bioldgico (I semana)

Calibracion del medio

Preparacion muestra

Resultados en >24h o 48h confirmacion analisis
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Bluephage ha desarrollado dos familias de productos

p ‘ , Easy kits o Rapid kits
- A Tecnologia base agar | I !l Libre de agar
T — Tecnologia patentada

. . . | pfu/ Iml — 1 pfu/100mL Sensibilidad | pfu/ 100mL i .
¢ Para una rapida y J ! *+ El método mas rapido
facil . ) ye s
.ac .. |2 pasos # pasos del protocolo 6 pasos par'a el analisis de
lmplementaCIon de L ) L J cohfagos basado en
| 3 | ] ( . ] i
os métodos ISO y 1.2 horas Tiempo de técnico 20 min una tecnologia
US-EPA L : ~ 1 patentada
<24 horas Tiempo 6 horas
ISO / US-EPA Equivalencia ISO
o Presencia / Ausencia +
Cuantificable | Resultados Cuantificable
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Kit Product . Equivalence Type of No. Analysis -
YoM SAMPY | (Method) | _coliphage | per Kic IR/,
s B kbt

Raw, treated, Wastewater, Surface water, = “
Easy Kits BP1601 Recreational, shellfish extracts, sediments ImL — 10mL = In(:;(:):c-j)(DAL Somatic 70
and sludge
2wl Vo
BP1604 Clean Water e.g. Drinking Water 100mL faed e O Somatic 10 & ,“ 3

(SAL method)

i roduc No. : - -

. . . BP1603 Bacterial Host strain (WGS5) + Virus bacteriophage (®x174) 10+ 10 6y © % ®
Biological Materials " -
BP1626 Virus bacteriophage (®x174) 20 pr—r
BP1628 Bacterial Host strain (WG5) 20
Powder media BP1637 Modified Scholten’s Broth (MSB) — 500g

BP1638 Modified Scholten’s Agar (MSA) — 500g (for 550 plates approximately) —

Plates with MSA layer b m —
MSAI 90mm plates with MSA media o
MSASSIN Semi solid Modified Scholten's Agar prepared 10

Reagents & materials for
ISO 10705-2 + 10705-3 MSB501 Modified Scholten's Broth prepared (MSB) 10

ELUI 3mL Phage eluting solution 20
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The quickest, most accurate and easy-to-use
jral incicator ab test available for water qualitytesting

Lnwbisephagecom

¢ U

10x 10x 10x 5x 10x
Calcium E.coli strain Modified Scholtens’ Bacteriophage 2X Solid Modified
chloride 1.0M WG5 known as Broth (MSB) $x174 Scholtens' Agar (MSA)
strain CN with nalidixic acid

Analisis de colifagos somaticos

Basado ISO 10705-2

Muestras limpias: potable, regenerada...
Volumen muestra 100mL

Material para °0 analisis excepto placas de Petri
Resultados pfu/100mL
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Normas mas utilizadas -
o ISO 10705-1:Deteccion y recuento de bacteriofagos F-ARN especificos

< International Organization for Standardization (ISO) < o 1SO 10705-2: Deteccion y recuento de colifagos somaticos
o ISO 10705-3: Concentracion de muestra

o 10705-1,10705-2, 10705-3 and 10705-4

o ISO 10705-4: Enumeracion de bacteriofagos de Bacteroides fragilis

Preparacion del material bioldgico (I semana)

Calibracion del medio

Preparacion muestra
Analisis: Proceso con multiples pasos

Resultados en >24h o 48h confirmacion analisis
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Calvas

Burbuja
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Calva movida
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Calva

Grumo de agar




@bluephuge® Ejemplos de calvas

Viral indicators for Safety

Burbujas de aire
producidas por el
espesor/grosor de la
capa de agar
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Tecnologia:

US Patent Granted US

, ) , , , 9.932.645 B2 (April 37 2018)
La cepa huésped bacteriana patentada para colifagos cambia el color del medio a

azul-verde en presencia de virus infectivos EPO 3068894

(April 17t,2019)

——

X se detecta Color Azul-Verde
— (@)bluephage ‘

generando color azul (Agua no segura)

que con el amarillo de

base cambia a verde

|X-g|ucoronide

®_‘ X-glucoronide

X-glucoronide - .
m==) Sin Seiial r© = ) Color Amarillo
| (Agua segura)

Medio de cultivo basado en la ISO (con
x-glucuronido)
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50x 10x 50x
Ecoli strain Bacteriophage BP testing
CB10 ox174 bottle with BP
médium

Analisis de colifagos somaticos
Agua potable

Volumen muestra 00 mL
Resultados: Ausencia / Presencia

El cambio de color se observa en 6h
de incubacion

1. Preparing the sample

{3a=2'C

is very impariant that the
Fare starting the anabyss

3 Water sample

A0

Measure 100
just Bn oriantss

& Starting the test Resuspension of Bluephage Medium.

7 - Reading the results

NEGATIVE g

Fead the test

2. Preparing the host strain

Roam iempseature

ST

Cipam the Hices® St
hve bean resuspa

6 Running the test

E '-"..n ||_.“‘
z 6h §
%h-.-_ﬁ’f

ncubats the BF Te

1 h Then, transfar
the EF Testing Ba

durirg § h mons

Total incubation time is & h
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1. Preparing the sample

E1
ig6ea'C

Frewanm the watar sampls st {(38:27'C. 1 is very impartant that tha ssmpla
is tamperature before starting the analyss

3 Water sample

BR0O000000 4

000

)

bl 99

> {3G=2C
-l 4
50x 10x 50x 50x ———
0 miL of the water sampla. Ti
Ecolistrain  Bacteriophage BP testing Enumera % e
CB1 GR8 bottle with BP trays e e tha
medium

waler sam

5. Starting the test. Resuzpension of Bluephage Medium
and filling of ENUMERA® Testing Tray.

* Andlisis de colifagos somaticos

*  Volumen muestra 100 mL

* Resultados en pfu/100mL

* El cambio de color se observa en 6h
de incubacion

Flaca the EN
Start the Bl

Bluephage RAPID KIT - BPF-SE (Cuantitativo)

z. Preparing the host strain

Rnam
tempevaiure

Frass the top of the cap to
o braak the seal and to

wigairos
stand for 10 minutes upsids-dawn at oo

—

Open tha Host Strain ¥
have bean resuspanded. Pa

anbanks in the cap
Testing Bottle

Prawanm the ENUMERA® Saaler. Put the ENUMERA®
the blue mould and, carafully, saal i
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Bluephage Bluephage
Farameter IS0 EASY KIT RAPID KIT
L | PFU/ImL
Sensitivity | PFU/ImL | PEU/100mL |5 PFU/100mL
Ease to use * oo ok
Applicability Water, Food, Biosolids Water, Food, Biosolids Water, Food, Biosolids
Availability of strains Not included Included Included
Preparatlop of material (h) 40-60 0 0
(previous steps)
Preparation of inoculum culture 3-4 2 0,16
(h)
Results time (h) 18-20h 18-20 6
Hours Technician 4 I <0.5

*Not very easy **Easy ***Very easy

',@C Depending on the Kit (volume analysed)
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Enric Queralt Anicet Blanch Nduria Guilera Julia Martin Miriam Pascual Ariadna Jorba Mireia Azuara
CEO and co-founder Scientific Advisor & Commercial Director CDO CcQo Biotechnologist Press Officer
Co-founder

DISTRIBUIDORES ACTUALES
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Nuaria Guilera Grandes
"
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Sout Africa /
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\

. . Singapore
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www.bluephage.com
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