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Als de casa. 

Si totes haguessin de desaparèixer o de morir 

hauria d'aprendre a mirar cap a un cel buit 
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Mishima – Qui més estima 
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personal investigador novell (FI 2020)  

Disseny de la portada: Núria Itarte. 
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Glossari 

Assemblatge Alineament i fusió de reads per tal de construir 
contigs. 

Avaluació del risc Caracterització qualitativa o quantitativa i estimació 
dels possibles efectes adversos per a la salut 
associats amb l’exposició d’individus o poblacions a 
un perill. 

Bioaerosols 
suspensió a l’aire que contenen microorganismes. 

Comunicació del risc  Intercanvi interactiu d’informació sobre l’anàlisi de 
risc entre les parts interessades, considerant la 
percepció pública i la capacitat d’intercanvi 
d’informació científica. 

Contig Fragment d’ADN obtingut a partir de la superposició 
d’un conjunt de reads. 

Coverage Cobertura del genoma, percentatge del genoma 
complert recuperat com a resultat de la 
seqüenciació massiva. 

Exposoma víric La totalitat de les exposicions a virus que té un 
individu al llarg de la seva vida, i com aquestes 
exposicions es relacionen amb el benestar.  

Fòmit Objecte inert que pot esdevenir un focus de 
transmissió d'infeccions com a conseqüència dels 
microorganismes patògens que té adherits a la 
superfície. 

Gestió del risc Procés per controlar un risc determinat, valorant 
alternatives i seleccionant accions adequades, 
tenint en compte l’avaluació del risc, així com 
aspectes d’enginyeria i qüestions econòmiques, 
legals i polítiques. 

Llibreria (seqüenciació) Conjunt de fragments d’àcids nucleics que, després 
d’haver passat per una sèrie de passos (unió 
d’índexs, lligació d’adaptadors, etc.) estan llestos 
per ser seqüenciats. 
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Metagenòmica  Terme utilitzat per primera vegada per Jo 
Handelsman et al. per descriure “l’anàlisi funcional, i 
basat en seqüències, dels genomes microbians 
col·lectius que es troben en una mostra ambiental” 
(Handelsman et al., 1998; Riesenfeld et al., 2004).  

Microbioma Comunitat de microorganismes que existeixen en un 
entorn particular. 

One Health Enfocament integrador que té com a objectiu 
equilibrar i optimitzar de manera sostenible la salut 
dels animals, l’ambient i les persones. 

Read Seqüència obtinguda a partir d’un procés de 
seqüenciació. 

Reassortiment Procés de formació d’un virus reassortit, agrupant i 
ordenant segments gènics de virus diferents que 
han infectat alhora un mateix hoste. 

Run (seqüenciació)  Execució del procés de seqüenciació. 

Seqüenciació Deducció de l’ordre dels nucleòtids en una molècula 
de DNA o RNA per una sèrie de reaccions 
químiques. 

Viroma Component víric que forma part del microbioma. 

Virus emergent Virus identificat recentment, que està augmentant la 
seva incidència i/o àmbit geogràfic, o se n’ha descrit 
noves vies de transmissió. 

Virus reassortit Virus de genoma híbrid resultat de l’agrupament i 
l’ordenació de segments gènics d’altres virus de 
soques diferents que han infectat alhora un mateix 
hoste. 

Virus zoonòtic Virus que es transmet de forma natural d’un animal 
a un humà.  

Zoonosi Malaltia infecciosa que pot ser transmesa d’un 
animal a un humà. 
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Resum de la tesi / Abstract 

Existeix una gran diversitat de virus presents en l’ambient als quals els 

humans estem exposats, constituint l’exposoma víric. Les eines de 

vigilància ambiental, com ara l’epidemiologia basada en aigües residuals, 

han posat de manifest el seu potencial per monitoritzar la circulació vírica 

en una comunitat, sobretot amb la recent pandèmia de la COVID-19. Per 

aquest motiu, aquesta tesi s’ha centrat, primerament, en l’estudi de l’aigua 

residual com a font de contaminació i eina per a estudis epidemiològics. 

Concretament, s’han avaluat diferents mètodes de detecció i 

caracterització dels coronavirus presents en les aigües residuals en un 

context de pandèmia, principalment mitjançant tècniques de seqüenciació 

de nova generació (NGS).  

Els virus excretats a les aigües residuals poden ser resistents als 

tractaments de les estacions depuradores d’aigües residuals (EDARs) i 

acabar contaminant les fonts d’aigua que s’utilitzen per beure, per regar o 

per a ús recreatiu, suposant així potencials vies de transmissió d’aquests 

virus. En aquesta tesi, s’ha estudiat l’exposició a virus patògens presents 

en aigües i aliments mitjançant la detecció i caracterització vírica, 

especialment aplicant tècniques de NGS en aliments de producció 

orgànica i les seves fonts d’aigua de reg. A més, també s’ha avaluat la 

contaminació vírica i s’ha explorat la diversitat de virus presents en 

escorrenties i aigües subterrànies d’un entorn urbà, les quals, en l’actual 

context de sequera, són de gran interès per a diferents usos.   

Finalment, considerant que l’exposició ocupacional a patògens pot 

comportar riscos per a la salut dels treballadors, s’ha avaluat l’exposició 

vírica en entorns laborals. S’ha quantificat la contaminació vírica i s’han 

identificat virus presents en aerosols i superfícies d’una EDAR i una granja 

de porcs mitjançant tècniques de NGS. A més, s’han realitzat estimacions 
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del risc ocupacional associat a l’exposició a virus amb l’avaluació 

quantitativa del risc microbiològic (QMRA), seleccionant l’adenovirus 

humà (HAdV) per a l’EDAR i un virus hipotèticament zoonòtic amb 

característiques similars a l’adenovirus porcí (PAdV) per a la granja de 

porcs com a patògens de referència. Les vies d’exposició considerades 

en els models són la inhalació d’aerosols i la ingestió oral a través de 

superfícies contaminades i el contacte mà-boca. 

Aquesta tesi ha permès la identificació de virus presents en diverses 

matrius ambientals, incloent-hi aigües residuals, aigües d’escorrentia, 

aigües subterrànies, mostres d’origen animal, aliments de producció 

orgànica i aigües de reg, així com superfícies i aerosols d’entorns de 

treball. S’ha avaluat el nivell de contaminació vírica mitjançant la 

quantificació de virus indicadors de contaminació fecal i altres virus 

patògens. S’han identificat virus humans i animals d’interès aplicant 

tècniques de NGS, com la seqüenciació massiva d’amplicons i la 

seqüenciació amb enriquiment de dianes, utilitzant panells específics 

dirigits a la captura de seqüències de virus de vertebrats o també de 

coronavirus. Finalment, els resultats de QMRA han revelat un potencial 

risc ocupacional associat a l’exposició a HAdV per als treballadors 

d’EDARs, si no es prenen mesures. La simulació de QMRA a la granja de 

porcs també suggereix un potencial risc en cas d’exposició a un virus 

potencialment zoonòtic.  

Els resultats d’aquesta tesi ofereixen una visió rellevant sobre la presència 

de virus en diverses matrius ambientals i els potencials riscos associats 

amb l’exposició a aquests, contribuint al desenvolupament de mesures 

que ajudin a reduir aquests riscos i destacant la importància del 

monitoratge i la vigilància ambiental per a la detecció de virus emergents 

i zoonòtics, així com per a entendre les seves rutes de transmissió i 

identificar possibles fonts de contaminació.  
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Abstract 

There is a wide diversity of viruses present in the environment, constituting 

the viral exposome to which humans are exposed. Environmental 

surveillance tools, such as wastewater-based epidemiology, have 

demonstrated their potential in monitoring viral circulation in a community, 

particularly with the recent COVID-19 pandemic. For this reason, this 

thesis has primarily focused on studying wastewater as a source of 

contamination and as a tool for epidemiological studies. Specifically, 

different methods for detecting and characterizing coronaviruses in 

wastewater have been evaluated in the context of a pandemic, particularly 

through next-generation sequencing (NGS) techniques. 

Viruses excreted in wastewater can be resistant to treatments in 

wastewater treatment plants (WWTPs) and contaminate water sources 

used for drinking, irrigation, or recreational purposes, thereby becoming 

potential transmission routes for these viruses. This thesis has aimed to 

study exposure to pathogenic viruses present in water and food through 

viral detection and characterization, especially by applying NGS 

techniques in fresh produce and their irrigation water sources. Additionally, 

the viral diversity in urban groundwater and runoff has been explored, 

given its potential uses in the current context of water scarcity.  

Furthermore, considering that occupational exposure to pathogens can 

pose health risks, viral exposure in workplace scenarios has been 

assessed. Viral contamination has been evaluated, and NGS techniques 

have been performed to identify the viruses present in aerosols and 

surfaces to which workers in a WWTP and a swine farm might be exposed. 

Quantitative Microbial Risk Assessment (QMRA) has been conducted to 

estimate the occupational risk associated with viral exposure for WWTP 

workers, choosing human adenovirus (HAdV) as the reference pathogen. 

In the swine farm, QMRA has been performed as an extrapolation, 
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considering a hypothetical zoonotic virus with characteristics similar to 

porcine adenovirus (PAdV). The modelled exposure routes include aerosol 

inhalation and oral ingestion through contaminated surfaces and hand-to-

mouth contact.  

This thesis has allowed the identification of viruses in various 

environmental matrices, including wastewater, runoff, groundwater, 

animal origin samples, fresh produce, irrigation water, as well as surfaces 

and aerosols in workplace scenarios. Viral contamination has been 

evaluated through the quantification of indicators of fecal contamination 

and other pathogenic viruses. Human and animal viruses of interest have 

been identified using NGS techniques, such as amplicon deep sequencing 

and target enrichment sequencing, using specific panels designed to 

capture sequences of vertebrate viruses or coronaviruses. Finally, QMRA 

analyses have revealed noteworthy risks associated with exposure to 

HAdV for WWTP workers if measures are not implemented. QMRA 

simulation at the swine farm suggests a potential risk in the case of 

exposure to a hypothetical zoonotic virus. 

Overall, the results of this thesis provide relevant insights into the presence 

of viruses in environmental matrices and the potential risks associated with 

the exposure to them. This contributes to the development of measures to 

mitigate these risks and emphasizes the importance of environmental 

monitoring and surveillance for the detection of emerging and zoonotic 

viruses, as well as for understanding their transmission routes and 

identifying potential sources of contamination. 
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1. Virus a l’ambient

Els virus són les entitats més abundants del nostre planeta. S’estima que 

hi ha 1031 virus a la Terra, la gran majoria dels quals són bacteriòfags 

(Breitbart & Rohwer, 2005). La partícula vírica està constituïda per un 

genoma, ja sigui àcid ribonucleic (ARN) o àcid desoxiribonucleic (ADN), 

de simple o doble cadena, portador de la informació genètica, i una 

càpsida proteica que assegura la seva protecció a l’ambient. En alguns 

casos, la càpsida pot estar envoltada per una segona capa externa, 

l’embolcall, format generalment per lípids i glicoproteïnes (Bouseettine et 

al., 2020). A més de la seva abundància, els virus destaquen per la seva 

enorme diversitat en l’organització del seu material genètic, els 

mecanismes de replicació i les interaccions amb els seus hostes, ja siguin 

antagòniques, comensals o mutualistes (Roossinck, 2015).  

1.1. Vies de transmissió 

Els virus que s’excreten a l’ambient per un individu infectat poden infectar 

nous hostes (Figura 1). Per exemple, els virus respiratoris es transmeten 

mitjançant excrecions respiratòries, és a dir, a través de les gotes o 

partícules aerosolitzades que es generen quan una persona esternuda, 

tus, parla o respira (Louten, 2016). Una simple estossegada pot generar 

fins a 10,000 petites partícules d’aerosols potencialment infeccioses, i un 

esternut pot produir prop de 2 milions (Chappell & Dermody, 2015). La 

distribució d’aquestes partícules depèn de diversos factors, els quals es 

detallen més endavant (Figura 2) i, en alguns casos, aquests virus són 

capaços de viatjar llargues distàncies a través de l’aire (Labadie et al., 

2020). Alguns dels virus transmesos per l’aire més representatius són el 

virus de la grip, el SARS-CoV-2, el virus de la xarampió o el virus 

respiratori sincicial (Wang et al., 2021).  
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Figura 1. Principals vies de transmissió de virus excretats a l’ambient. 

En canvi, els virus que infecten les cèl·lules gastrointestinals s’excreten 

en femta i segueixen la ruta fecal-oral. Els aliments, l’aigua o les mans 

contaminades amb matèria fecal poden ser una via de transmissió 

d’aquests virus, generalment sense embolcall, la qual cosa els confereix 

una gran estabilitat a l’ambient i, quan arriben al tracte gastrointestinal, els 
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permet sobreviure a l’acidesa de l’estomac, iniciant així el seu cicle 

infecciós. Aquests virus suposen problemes importants per a la salut 

pública, ja que són responsables de malalties com ara gastroenteritis, 

hepatitis i meningitis (Bouseettine et al., 2020).  

Com que els virus de transmissió fecal-oral són excretats en grans 

quantitats a través de la femta, fins a 1011 partícules víriques per gram de 

femta, aquests es troben en gran abundància a les aigües residuals. El 

grau de contaminació vírica de les aigües residuals depèn de l’estació de 

l’any, la prevalença de les infeccions víriques i les característiques dels 

virus circulants. Els sistemes de tractament d’aigües residuals, fins i tot 

quan funcionen adequadament, només eliminen aproximadament entre el 

20 i el 80% dels virus de transmissió fecal-oral, degut a que aquests són 

molt resistents als tractaments de desinfecció i poden persistir a l’ambient 

durant molt temps sense ser desactivats (Biziagos et al., 1988). Aquest fet 

implica una potencial font de contaminació cap a l’ambient, incloent-hi rius, 

aigües subterrànies i mars (La Rosa et al., 2012), i aquesta disseminació 

es pot veure incrementada en períodes de pluja que causin 

desbordaments de clavegueram i escorrenties (Rusiñol, 2023; Rusiñol et 

al., 2015). A més, alguns processos que es duen a terme durant el 

tractament de les aigües residuals poden causar l’aerosolització de les 

partícules víriques (Corpuz et al., 2020; Kataki et al., 2022).  

Així doncs, els virus excretats en femta, però també en orina, saliva i 

descamacions epitelials, poden acabar contaminant les fonts d’aigua que 

s’utilitzen per beure, per regar o per a ús recreatiu, constituint d’aquesta 

manera vies de transmissió d’aquests virus. Els principals virus d’interès 

associats a malalties transmeses per l’aigua són els norovirus (NoV), els 

adenovirus humans (HAdV), els astrovirus (AstV), els enterovirus (EV), els 

rotavirus (RoV), el virus de l’hepatitis A (HAV) i el virus de l’hepatitis E 

(HEV) (Gibson, 2014).   
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Els virus de transmissió fecal-oral, a més del consum d’aigua 

contaminada, també es poden transmetre a través dels aliments. Una gran 

quantitat de malalties d’origen alimentari s’identifiquen sovint amb 

etiologia vírica, sent els NoV, HAV, HEV, RoV, AstV i HAdV els virus 

patògens alimentaris més importants (Koopmans & Duizer, 2004; Newell 

et al., 2010; Pachepsky et al., 2011; Shaheen et al., 2019). Els aliments 

poden contaminar-se mitjançant l’aigua de reg, si es tracta de fruites o 

verdures, o també per la manipulació durant el seu processament (cultiu, 

collita, emmagatzematge, transport, venda, preparació, etc.) (Koopmans 

& Duizer, 2004).  

D’entre els aliments amb probabilitat de ser contaminats per virus també 

hi ha els mol·luscs bivalves, com ara els musclos i les ostres. Tot i que 

aquesta contaminació també pot estar associada a la manipulació, la font 

principal de contaminació seria, en aquests cas, la contaminació del mar 

amb aigua residual, ja sigui per fuita de clavegueres i escorrenties durant 

períodes de pluja o també per aigües residuals tractades de manera 

deficient (Koopmans & Duizer, 2004; Landrigan et al., 2020). Els mol·luscs 

bivalves es nodreixen filtrant aigua, acumulant patògens continguts a 

l’aigua, com són els virus de transmissió fecal-oral. Degut a que sovint es 

consumeixen crus o poc cuits, esdevenen vehicles eficients per a la 

transmissió d’aquests virus (Lees, 2000).  

A més de la transmissió de virus a través de l’aire, l’aigua i els aliments, 

també pot produir-se a través de superfícies o fòmits, objectes inerts que 

poden esdevenir una via de transmissió tant de virus respiratoris com de 

virus de transmissió fecal-oral. Aquests fòmits es poden contaminar per la 

deposició de partícules d’aerosols que contenen els virus, així com pel 

contacte directe amb mans o altres objectes contaminats. D’aquesta 

manera, un individu que toca aquests fòmits contaminats i posteriorment 

es toca la cara i/o alguna membrana mucosa pot ser susceptible a ser 

infectat (Zambrana & Boehm, 2023).   
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1.2. Persistència a l’ambient 

Els virus es caracteritzen per ser paràsits intracel·lulars obligats que 

probablement infecten totes les formes de vida (Simmonds et al., 2017) i, 

com hem vist, l’ambient té un paper important com a intermediari o 

reservori en la seva transmissió. El seu estudi i importants descobriments, 

com ara la persistència del virus de la grip a l’aire en funció de la mida de 

les gotes que s’expulsen en tossir o esternudar, o el paper de l’aigua en 

la transmissió del poliovirus, han contribuït de forma significativa a la 

millora de la salut pública (Labadie et al., 2020). De la mateixa manera, la 

recent pandèmia de la COVID-19 també ha demostrat la necessitat 

d’estudiar la persistència dels virus en el nostre entorn.  

L’eficàcia de la transmissió vírica a través de l’ambient depèn de la 

capacitat de supervivència dels virus en aquest ambient. Diversos factors, 

sovint interconnectats, determinen la seva persistència, que pot durar des 

d’uns segons fins a diversos anys. La temperatura, la humitat, el pH, la 

salinitat de l’aigua o la presència de llum ultraviolada (UV) són factors 

ambientals que influeixen en la supervivència dels virus (Figura 2). A més, 

factors vírics com la presència de mutacions en les proteïnes estructurals 

o la composició dels lípids dels virus embolcallats també hi juguen un

paper determinant (Louten, 2016). La virologia ambiental i l’estudi

d’aquests factors que afecten la persistència dels virus han contribuït de

manera significativa a la millora de la salut de la població, mitjançant el

desenvolupament de mètodes de desinfecció, els tractaments d’aigua

residual, pràctiques generals d’higiene i la vigilància ambiental (Labadie

et al., 2020).
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Figura 2. La persistència dels virus a l’ambient depèn de múltiples factors que sovint 
estan interconnectats. Adaptada de Labadie et al., 2020. 

1.3. Exposoma víric, viroma i salut humana 

El terme exposoma va ser utilitzat per primera vegada l’any 2005 dins del 

camp de l’epidemiologia, i es pot definir com “la totalitat de les exposicions 

que té un individu al llarg de la seva vida, i com aquestes exposicions es 

relacionen amb el benestar” (Grafanaki et al., 2023; Wild, 2005). Dins 

d’aquest terme s’inclou l’exposició ambiental a virus, coneguda com a 

exposoma víric (Gordon-Lipkin et al., 2022). 

Al mateix temps, el cos humà comprèn un microecosistema format per 

una àmplia comunitat de microorganismes, com ara virus, bacteris, 

arquees i fongs. El component víric que forma part d’aquest microbioma 

és el viroma humà (Lecuit & Eloit, 2013). Tot i que la majoria dels virus 

humans millor caracteritzats causen infeccions agudes i estan associats a 

malalties, un individu sa és hoste d’una varietat molt més gran de virus. 
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La major part d’aquests infecten bacteris que habiten a l’intestí humà, però 

alguns virus poden reproduir-se en cèl·lules humanes sense causar 

malalties, almenys a curt termini i en individus sans. El viroma pot 

contribuir significativament a l’estat de salut del seu hoste, tot i que sovint 

és difícil assegurar que cap d’aquests virus no pugui causar, a la llarga, 

una determinada malaltia sota cap condició. Un exemple clar són els 

herpesvirus, els quals són pràcticament ubics en la població humana, 

mantenint-se com a simbionts en la majoria de les persones la major part 

del temps, però també poden causar malalties que, en alguns casos, 

poden ser devastadores en persones immunodeprimides (Koonin et al., 

2021).  

Existeix una interacció complexa entre l’ambient i aquest viroma humà 

endogen, la qual està mediada pel sistema immunològic i pot tenir un 

profund impacte en la salut humana (Figura 3). Entendre aquesta relació 

és important per conèixer de quina manera influeix en la salut d’un individu 

i, així, poder desenvolupar noves eines terapèutiques (Sharma & Gilbert, 

2018). 

Figura 3. Exposoma víric, viroma humà i salut humana. 
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1.4. Virus emergents i One Health 

Els virus emergents són definits com “aquells virus que s’han identificat 

recentment en una població o que ja existien però que estan augmentant 

ràpidament la seva incidència i/o àmbit geogràfic, o aquells per als quals 

s’han descrit noves vies de transmissió” (EPA, 2023; La Rosa et al., 2012). 

Les relacions complexes entre el virus patogen, l’hoste, i l’ambient 

determinen l’aparició de virus patògens emergents. En un món globalitzat, 

els agents infecciosos tenen la capacitat de propagar-se ràpidament per 

qualsevol part del món. D’entre ells, els virus són els més aptes per 

esdevenir patògens emergents, ja que poden adaptar-se no només per 

mutacions, sinó també a través de la recombinació i el reassortiment, 

adquirint així la capacitat d’infectar nous hostes i adaptar-se a nous 

entorns (La Rosa et al., 2012). 

L’inici del segle XXI s’ha vist marcat per un augment en el nombre de 

malalties infeccioses emergents detectades arreu del món, la majoria 

causades per virus zoonòtics, d’origen animal, amb una llarga història 

d’adaptació als seus hostes naturals i amb capacitat de travessar barreres 

entre espècies, i amb un immens potencial de disseminació (A. Ahmed et 

al., 2022; Ermonval & Morand, 2023), El virus de la immunodeficiència 

humana (VIH), el virus de l’Ebola, el SARS-CoV-2 i el virus de la verola 

del mico (MPXV) són exemples de virus zoonòtics que s’han associat amb 

una transmissió inicial d’animals a humans (Bardhan et al., 2023; Louten, 

2016).   

El SARS-CoV-2 ha estat el causant de la recent pandèmia de la COVID-

19, representant una amenaça per a la salut global a causa de les seves 

altes taxes de transmissió i la pèrdua d’un elevat nombre de vides. A més, 

també s’ha posat de manifest el potencial del virus per alterar ràpidament 

l’economia global (Han et al., 2023). Tot i que al maig de 2023 es va donar 
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la crisi sanitària per finalitzada, el virus segueix circulant i moltes persones 

continuen infectant-se actualment a Catalunya (Gencat, 2024).  

No obstant, la COVID-19 no ha estat l’única malaltia emergent que ha 

representat una amenaça per a la salut pública en els últims anys. Des del 

maig de 2022, s’han produït múltiples brots de MPXV a tot el món. La 

verola del mico va ser declarada una emergència de salut pública per 

l’Organització Mundial de la Salut (OMS), ja que es feia cada vegada més 

transmissible entre humans (Han et al., 2023), fins que l’emergència es va 

donar per acabada al maig de 2023. A Catalunya, en data de 20 de 

novembre de 2023, s’havien notificat un total de 3,256 casos de verola del 

mico des dels primers brots (Gencat, 2023).   

La recent pandèmia de la COVID-19 i els últims brots de MPXV han posat 

de manifest la vulnerabilitat de la població davant dels virus zoonòtics. La 

propagació d’aquests virus està associada a factors ambientals, el canvi 

climàtic, la salut animal, així com altres activitats humanes, incloent-hi la 

globalització, la urbanització i els viatges (Shaheen, 2022). És evident que 

vivim en un món amb un equilibri delicat entre animals, el medi ambient i 

els éssers humans (Figura 4), la qual cosa reflecteix la necessitat d’una 

aproximació One Health (Una Sola Salut) per al control i la prevenció de 

malalties zoonòtiques (Sheek-Hussein et al., 2023). Aquest concepte 

integrador té com a objectiu equilibrar i optimitzar de manera sostenible la 

salut animal, ambiental i humana, involucrant diverses disciplines i tota la 

societat per respondre a amenaces per a la salut i el medi ambient 

(Shaheen, 2022).   
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Figura 4. One Health integra la salut animal, ambiental i humana. 
Adaptada de Ulrich et al., 2023. 

1.5. Vigilància ambiental i epidemiologia basada en aigües 

residuals 

Un dels reptes més grans durant la pandèmia de la COVID-19 ha estat el 

desenvolupament d’eines de vigilància ambiental del SARS-CoV-2, com 

ara l’epidemiologia basada en aigües residuals (Abdeldayem et al., 2022; 

Han et al., 2023; Mackul’ak et al., 2021). Aquesta eina ha demostrat el seu 

potencial com a mètode complementari per avaluar l’evolució de la 

pandèmia en casos en què la capacitat d’efectuar proves clíniques 

individuals a la població és limitada, sobretot en aquelles àrees on els 

recursos són escassos (Hu et al., 2021; Robotto et al., 2022).  
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El monitoratge de la pandèmia a través de les aigües residuals ha estat 

possible degut a que el virus s’excreta en femta i el seu ARN és detectable 

en aquestes, tot i que no s’ha confirmat la presència de partícules víriques 

infeccioses (Abdeldayem et al., 2022). Molts estudis han demostrat una 

relació entre les concentracions d’ARN del SARS-CoV-2 detectades a les 

aigües residuals i el nombre de casos de COVID-19 notificats a la 

comunitat, tot indicant que la vigilància de les aigües residuals és una font 

útil d’informació que permet monitoritzar la circulació del virus en la 

població (Ahmed et al., 2020a; Medema et al., 2020; Rusiñol et al., 2021; 

Shah et al., 2022). A Catalunya, aquesta eina ha permès la vigilància del 

SARS-CoV-2 i les seves variants en les aigües residuals, contribuint així 

a conèixer l’estat i l’evolució de la pandèmia, proporcionant informació per 

a la detecció anticipada de nous rebrots o l’entrada i circulació de noves 

variants al territori (ASPCAT, 2022). 

Abans de la pandèmia de la COVID-19, l’epidemiologia basada en aigües 

residuals s’havia utilitzat per monitoritzar la presència de residus 

farmacèutics o industrials, el consum de drogues en una comunitat i la 

prevalença d’altres virus (Robotto et al., 2022; Singer et al., 2023). La seva 

implementació va ser important per al monitoratge del poliovirus com a 

estratègia mundial per a l’erradicació de la poliomielitis, i encara ara 

segueix en actiu de forma rutinària en països amb risc d’emergència o re-

emergència (Kitakawa et al., 2023; Shah et al., 2022). Alguns exemples 

d’altres virus patògens que també s’han detectat mitjançant estudis 

d’epidemiologia d’aigües residuals són el virus de la grip (Wolfe et al., 

2022), HAV i NoV (Hellmér et al., 2014), HEV (Iaconelli et al., 2020) i 

MPXV (de Jonge et al., 2022; Tiwari et al., 2023). A més dels estudis de 

detecció de patògens que circulen a la població en moments 

determinants, l’anàlisi de virus presents en les aigües residuals 

proporciona informació rellevant sobre els virus que infecten la població 
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de manera persistent i que poden actuar d’indicadors de contaminació 

fecal (Bofill-Mas et al., 2000; Pina et al., 1998).  

Tot i que l’epidemiologia basada en aigües residuals s’ha utilitzat 

àmpliament per a l’estudi de virus, altres compartiments ambientals 

involucrats amb la transmissió vírica han rebut menys atenció. És 

important comprendre les vies de transmissió dels virus per identificar 

dianes de vigilància ambiental, com ara l’aigua, l’aire, el sòl o les 

superfícies (Anand et al., 2021; Cela-Dablanca et al., 2021; Núñez-

Delgado, 2020). El monitoratge de virus en altres matrius ambientals 

diferents a les aigües residuals requereix de tecnologies avançades i més 

estudis per a la seva extensió i aplicabilitat (Abdeldayem et al., 2022).  
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2. Mètodes per a l’estudi de virus en matrius ambientals

L’estudi dels virus en mostres ambientals és important per identificar les 

vies de transmissió, detectar brots, caracteritzar la contaminació en una 

gran varietat d’entorns i estudiar el risc que suposa l’exposició a aquesta. 

Per aconseguir aquests objectius, s’han utilitzat una àmplia varietat de 

tecnologies i estratègies que han anat canviant amb el temps, reflectint el 

desenvolupament dels mètodes disponibles per a l’estudi de virus (Hood 

et al., 2021). Cada una d’aquestes estratègies, individualment, pot aportar 

informació útil, i sovint són necessàries combinacions d’aquestes per 

proporcionar avaluacions de risc més completes (Santarpia et al., 2023).  

2.1. Mètodes de mostreig i processament de mostres 

ambientals 

A l’ambient, les potencials fonts de virus humans i, per tant, d’infecció, 

inclouen l’aigua, les aigües residuals i els fangs de depuradora, els fems, 

l’aire, les superfícies i els fòmits, les fruites i verdures i alguns animals, 

com els mol·luscs bivalves (Rodríguez-Lázaro et al., 2012). Per tal de 

desenvolupar un pla de mostreig per estudiar la presència de virus en 

aquestes matrius ambientals cal definir l’objectiu, els perills potencials i les 

accions a seguir que permetin seleccionar les estratègies i les tecnologies 

més adequades i que garanteixin l’obtenció de les dades desitjades 

(Figura 5). Conèixer la transmissió del virus o dels virus que es volen 

estudiar aporta informació rellevant per al disseny del mostreig i la 

selecció del tipus de mostra més apropiada (cercle interior de la Figura 5). 
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Figura 5. Marc per al desenvolupament d’un pla de mostreig. Les tres preguntes clau i 
les seves respostes generals es situen a l’interior dels cercles, mentre que les icones 

fan referència a algunes de les tecnologies emprades per al mostreig d’aerosols, 
aliments, fòmits i aigua. Adaptada de Santarpia et al., 2023 

Els mètodes de mostreig i de processament de mostres ambientals 

difereixen en funció de les característiques de la matriu i dels agents vírics 

a estudiar, així com de les posteriors anàlisis que es vulguin realitzar 

(Figura 6). De forma general, després del mostreig específic per cada 

tipus de mostra ambiental, les partícules víriques han de ser separades 

de la matriu i, si és necessari, concentrades a un volum adequat per poder 

ser detectades posteriorment. Si la detecció té com a diana els àcids 

nucleics, caldrà realitzar un pas d’extracció d’aquests previ a la seva 

detecció.  
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Figura 6. Flux general per a la detecció de virus en mostres ambientals, amb els 
principals mètodes de mostreig en funció de la matriu analitzada i passos a tenir en 

compte durant el seu processament per tal de poder dur a terme la detecció posterior.

Mostreig 

Els mostreigs d’aigües normalment es basen en l’obtenció de mostres 

puntuals o bé mostres compostes mitjançant l’ús de mostrejadors 

automàtics. Aquests últims sobretot s’utilitzen en estudis d’epidemiologia 

basada en aigües residuals, ja que recullen mostres compostes 

proporcionals al flux diari i/o a un interval de temps determinat, obtenint 

així mostres més representatives (W. Ahmed et al., 2022). L’ús de 

mostrejadors passius s’ha emprat com una alternativa econòmica i 

pràctica, basant-se en la instal·lació d’un dispositiu, amb una membrana 

o material que permeti la retenció de virus, durant un període de temps
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determinat. Un exemple és la unitat de mostreig amb aparença de torpede 

i impresa en 3D, dissenyada per Schang i col·laboradors (Schang et al., 

2021). Aquesta unitat s’ha utilitzat amb diferents tipus de materials per 

retenir virus presents en l’aigua residual, essent les membranes 

electronegatives les que s’han reportat com el material més adequat per 

a ser col·locat dins dels torpedes (Mejías-Molina et al., 2023). 

El mostreig de bioaerosols és una àrea d’investigació activa, ja que 

aquests suposen un repte per la seva gran diversitat en termes de mida, 

propietats biològiques i requisits per a la seva detecció i quantificació. Per 

al mostreig de virus en aire, existeixen diferents tipus de mostrejadors de 

bioaerosols disponibles comercialment, entre els quals es troben els 

ciclònics, els impingers i els basats en impactació o filtració (Mainelis, 

2020). L’elecció del mostrejador més adequat es basa en molts factors, 

incloent-hi la disponibilitat, el cost, el volum d’aire que es vulgui mostrejar, 

la mobilitat, l’eficiència i les condicions ambientals en les quals es durà a 

terme l’obtenció de mostres (Pepper & Gerba, 2015). 

L’eina més utilitzada per al mostreig de virus en superfícies és l’hisop 

(swab), que pot ser de diferents materials. No obstant això, també s’han 

utilitzat altres tècniques, com ara draps i gases i, més recentment, s’ha 

descrit l’ús d’adhesius de paper, coneguts popularment com a “gomets”, i 

que suposa una nova estratègia per mostrejar virus en superfícies a llarg 

termini (Bobal et al., 2019; Sommer et al., 2021).  

Pel que fa als aliments, existeixen metodologies estandarditzades 

disponibles associades a la detecció i quantificació de HAV i NoV, per a 

un nombre limitat de matrius, incloent-hi fruites petites sense llavors 

(maduixes, gerds o groselles), verdures de fulla, tija i bulb, mol·luscs 

bivalves i superfícies d’aliments (ISO, 2017). En aquestes, s’especifica 

que les fruites i verdures a analitzar han de ser fresques o congelades, els 

mol·luscs bivalves han d’estar vius o, si estan congelats, intactes i sense 
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haver passat cap tractament tèrmic. Si el mostreig es fa de la superfície 

dels aliments, s’indica que s’ha d’utilitzar un hisop de cotó estèril 

prèviament humitejat amb tampó fosfat salí (PBS). 

Processament 

Un cop obtingudes les mostres, el processament d’aquestes pot ser molt 

variat en funció del tipus de matriu i l’objectiu final de l’estudi. Un pas que 

sovint és necessari en mostres ambientals és la concentració de 

partícules víriques, ja que els virus habitualment es troben en baixa 

quantitat i, sense aquest pas, no es podrien detectar (Stoufer et al., 2024). 

En el cas de la concentració de virus en aigües, encara que s’utilitzen 

alguns mètodes de concentració d’un sol pas, la majoria dels mètodes 

consisteixen en dos passos, permetent així la concentració de partícules 

víriques presents en el volum de mostra inicial, que pot ser de pocs fins a 

centenars de litres, a uns pocs mil·lilitres. D’entre tots els mètodes de 

concentració vírica disponibles, el tipus i el volum d’aigua a processar són 

factors essencials en la selecció del mètode més adequat, ja que no hi ha 

un mètode únic per a tots els tipus de mostres (Bofill-Mas & Rusiñol, 

2020). En aigües residuals, els virus es troben en concentracions més 

elevades i, per tant, són detectables fàcilment amb volums de mostreig 

relativament petits (<100 ml). En canvi, la detecció de virus en aigües 

superficials o subterrànies requereix volums més grans de mostreig (10 – 

100 L), ja que es troben en menor concentració, excepte si hi ha hagut 

episodis puntuals de contaminació com ara fuites de clavegueram o 

situacions de pluja torrencial (Rusiñol et al., 2015). Actualment, una àmplia 

varietat de mètodes es basa en diversos processos fisicoquímics, que 

impliquen l’adsorció de partícules víriques en diferents matrius o la seva 

retenció segons la seva mida (Bofill-Mas & Rusiñol, 2020).  
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Altres possibles passos a realitzar durant el processament de mostres 

ambientals poden ser l’elució, que consisteix en el rentat amb buffers 

apropiats que permeten alliberar les partícules víriques de la matriu, així 

com els tractaments amb DNAsa o RNAsa o l’extracció d’àcids nucleics, 

si posteriorment es vol realitzar un mètode de detecció que tingui aquesta 

diana.  

Tal i com hem vist, les metodologies estandarditzades disponibles són per 

a un nombre limitat de tipus de matrius (superfícies d’aliments, tipus 

concrets de fruita, verdures, mol·luscs bivalves i aigua embotellada) 

associades a la detecció de HAV i NoV (ISO, 2017). Tot i que són recursos 

útils, no s’apliquen a tota la diversitat de matrius ambientals existent ni 

estan validats per a altres virus, i sovint cal fer servir el millor criteri i els 

recursos disponibles per determinar quin mètode és l’adequat per a 

l’anàlisi dels virus en les mostres que es volen estudiar (Stoufer et al., 

2024). Per aquest motiu, l’establiment de mètodes estàndard que informin 

sobre les taxes de recuperació víriques esperades per cada tipus de 

matriu ambiental encara segueix sent una necessitat important (Wang et 

al., 2023).  

2.2. Eines tradicionals de detecció de virus en mostres 

ambientals  

Històricament, els mètodes de cultiu cel·lular eren els més utilitzats per a 

la detecció de virus infecciosos (Haramoto et al., 2018). Aquests es basen 

en l’observació de l’efecte citopàtic, és a dir, els canvis que genera la 

infecció vírica en la cèl·lula hoste. No obstant, els principals 

desavantatges del cultiu cel·lular són l’existència de virus que no 

produeixen aquest efecte de manera evident o el fet que no es disposin 

de línies cel·lulars hoste per a molts virus d’interès (Wang et al., 2023). 

Des de mitjans de la dècada dels anys 80, el desenvolupament de les 
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tècniques basades en biologia molecular va suposar un gran avanç de la 

virologia ambiental gràcies al fet que la reacció en cadena de la 

polimerasa (PCR) va esdevenir una tècnica de referència. Aquesta tècnica 

és més ràpida, sensible, especifica i econòmica que els mètodes de 

detecció mitjançant cultiu cel·lular i, a més, permet la detecció de virus 

que no són cultivables. La PCR, juntament amb altres estratègies també 

basades en l’amplificació d’àcids nucleics, com l’amplificació isotèrmica 

mediada per bucle (LAMP), han millorant considerablement la sensibilitat 

de detecció i han permès la detecció en matrius ambientals amb baixa 

concentració de virus (Yao et al., 2021). Aquestes tècniques permeten la 

detecció de virus mitjançant l’ús d’encebadors específics que amplifiquen 

regions d’interès del genoma víric. En cas que es vulgui detectar un virus 

amb genoma ARN, cal fer un pas de retrotranscripció (RT) previ a la 

reacció d’amplificació. Degut a que la concentració de virus en mostres 

ambientals sol ser baixa, sovint es requereix d’una segona PCR amb 

encebadors més interns anomenada PCR niuada (nPCR), augmentant 

així la sensibilitat del mètode.  

La PCR a temps real, també coneguda com a PCR quantitativa (qPCR) 

va representar el progrés més significatiu en la detecció de virus en 

entorns aquàtics (Hamza & Bibby, 2019). L’ús d’una sonda marcada amb 

un fluoròfor permet monitoritzar el procés d’amplificació dels àcids 

nucleics a temps real en instruments especialitzats capaços de recollir les 

dades de fluorescència després de cada cicle de PCR, permetent així la 

quantificació de la càrrega vírica present en una mostra. A més, aquesta 

tècnica es pot dissenyar per amplificar múltiples dianes a la vegada, de 

manera que possibilita detectar i quantificar diferents virus de forma 

simultània en un mateix assaig (Yao et al., 2021).  

La PCR digital (dPCR) ha guanyat l’atenció en els últims anys com a 

mètode per quantificar de manera precisa i absoluta, sense necessitat de 

dependre d’una corba estàndard com en els assaigs de qPCR. La dPCR 
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es basa en dividir aleatòriament la mostra en reaccions separades, com 

ara en milers de gotes, teòricament amb cap o una molècula d’àcid nucleic 

diana present en cada cambra de reacció. A continuació, cada cambra 

s’utilitza per realitzar una amplificació independent, i la quantificació 

absoluta s’estima amb estadístiques de Poisson. Aquest sistema permet 

que la dPCR proporcioni una quantificació absoluta altament sensible i 

precisa, reduint els falsos negatius i millorant la quantificació de virus 

presents en mostres ambientals complexes (Yao et al., 2021), ja que 

aquest mètode es veu menys afectat pels inhibidors de PCR. S’han 

desenvolupat diferents plataformes de dPCR, com per exemple la dPCR 

basada en gotes (ddPCR), que combina la tecnologia d’emulsió de gotes 

d’aigua-oli amb la microfluídica (Haramoto et al., 2018).  

Existeixen recomanacions per reportar resultats de qPCR o dPCR, com 

ara les MIQE (Bustin et al., 2009), que són directrius sobre la informació 

mínima per a la publicació d’experiments qPCR, o les EMMI (Borchardt et 

al., 2021), que són directrius sobre la informació mínima per reportar 

dades de qPCR i dPCR en estudis de microbiologia ambiental. Aquestes 

recomanacions aporten informació detallada sobre els tipus de controls i 

la informació que hauria d’acompanyar aquestes dades per garantir que 

els estudis tinguin resultats comparables i reproduïbles. 

Un desavantatge important dels mètodes moleculars és que no permeten 

diferenciar els virus infecciosos dels que no ho són. Per tal de superar 

aquest inconvenient, s’han desenvolupat estratègies com el cultiu cel·lular 

integrat a PCR (ICC-PCR), una combinació de cultiu cel·lular i molecular 

que incorpora els avantatges de tots dos mètodes per superar les 

mancances de cadascun. També s’han ideat altres estratègies 

independents de cultiu per distingir les partícules víriques potencialment 

infeccioses, com a pas previ a l’extracció d’àcids nucleics, com  l’ús de 

nucleases que eliminen l’ADN o ARN lliure, el tractament enzimàtic de les 
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partícules víriques, l’ús d’intercalants i la captura immunomagnètica de 

partícules víriques (Haramoto et al., 2018; Rodríguez et al., 2009).  

Altres mètodes tradicionals de detecció de virus són la identificació 

mitjançant microscòpia electrònica o també els immunoassaigs, els quals 

es basen  en la interacció altament específica entre els anticossos i els 

seus antígens, com per exemple l’assaig d’immunoadsorció lligat a enzims 

(ELISA). No obstant, la seva sensibilitat analítica és baixa per a una 

detecció eficaç en mostres ambientals (Rodríguez-Lázaro et al., 2012).  

La pròpia naturalesa dels mètodes tradicionals de detecció de virus 

implica que moltes vegades no es pugui reflectir la diversitat vírica real 

que hi ha en una mostra, ja que són mètodes específics o estan enfocats 

a un grup determinat de virus, requerint conèixer prèviament les propietats 

del virus d’estudi (Kumar et al., 2017). En canvi, els avanços amb les 

tecnologies de seqüenciació han implicat la transformació del camp del 

descobriment dels virus i l’anàlisi dels viromes. 

2.3. Noves metodologies: seqüenciació massiva per a la 

detecció de virus en mostres ambientals 

El desenvolupament de la metagenòmica amb les tècniques de 

seqüenciació de nova generació (NGS) ha canviat radicalment el món de 

la virologia, permetent la descripció de les comunitats víriques, el viroma, 

en diferents ecosistemes sense haver de tenir un coneixement 

preconcebut de la seva composició. A més, ha facilitat la detecció, 

identificació, i caracterització dels virus que constitueixen el viroma humà 

(Geng-Hao et al., 2022). També ha suposat afrontar nous reptes, com ara 

el fet d’obtenir una gran quantitat de seqüències víriques però sovint amb 

informació limitada sobre els seus hostes o altres propietats biològiques 

(Simmonds et al., 2017). De fet, molts estudis han utilitzat el terme 
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“matèria obscura” (“dark matter”) per referir-se a la gran quantitat de 

seqüències obtingudes mitjançant la seqüenciació massiva, la majoria de 

les quals probablement correspon a virus encara desconeguts.  

El procediment habitual que es segueix per a estudiar el viroma complet 

en mostres ambientals mitjançant NGS es detalla a la Figura 7. La limitació 

que suposa fer aquest tipus d’estudis és que els genomes vírics en 

mostres ambientals solen trobar-se en menor proporció respecte d’altres 

genomes, com ara bacterians, motiu pel qual es requereix dur a terme una 

sèrie de procediments previs a la seqüenciació per tal de reduir els àcids 

nucleics no vírics, incloent-hi mètodes de concentració i d’extracció que 

ho afavoreixin, així com l’ús de nucleases per eliminar l’ADN/ARN lliure.  

A més, sovint també és necessària una pre-amplificació dels àcids 

nucleics vírics presents en la mostra mitjançant una PCR amb encebadors 

aleatoris, com per exemple l’amplificació per desplaçament múltiple 

(MDA) o l’amplificació independent de seqüència basada en únic 

encebador (SISPA). L’estudi del viroma d’una mostra requereix d’aquests 

encebadors aleatoris perquè no existeix cap element genètic compartit per 

tots els virus, a diferència dels bacteris, la qual cosa dificulta l’estudi de la 

diversitat vírica. No obstant, sí que s’han descrit gens compartits entre els 

membres d’un mateix grup taxonòmic de virus que sí que permeten 

estudiar la diversitat dins d’aquest grup en concret (Breitbart & Rohwer, 

2005). Aquest tipus de seqüenciació dirigida a un grup víric concret es 

detalla a l’apartat 2.3.2.  
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Figura 7. Flux de treball general per estudiar el viroma present en mostres ambientals 
mitjançant NGS.
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Per tant, l’amplificació amb encebadors aleatoris permet l’estudi del 

viroma complet d’una mostra sense dirigir la seqüenciació a cap família o 

grup taxonòmic de virus concret. Aquest tipus de seqüenciació és el que 

es coneix com a seqüenciació no dirigida o d’alt rendiment (HTS), i té com 

a objectiu la seqüenciació de tots els genomes vírics presents en una 

mostra. Un cop feta aquesta pre-amplificació i haver incrementat la 

concentració d’ADN víric, es construeixen les llibreries de seqüenciació. 

Existeix una gran diversitat de protocols per a la preparació de llibreries 

de seqüenciació, que varien en funció de la plataforma de seqüenciació 

utilitzada o de la seva automatització (Head et al., 2014). Generalment, 

aquests protocols comencen amb una fragmentació de l’ADN, que pot ser 

física o enzimàtica. No obstant, aquest pas no és necessari en 

plataformes que permetin la seqüenciació de fragments llargs, com és el 

cas de les plataformes de seqüenciació desenvolupades per Oxford 

Nanopore Technologies. Posteriorment, es duu a terme una reparació 

dels extrems de les seqüències obtingudes i una lligació dels adaptadors 

de seqüenciació, que són necessaris per al reconeixement i la unió al 

suport de la plataforma de seqüenciació. A més, si es volen seqüenciar 

diverses mostres alhora, es pot efectuar també la lligació d’índexs, que 

són uns marcadors específics que permeten etiquetar les seqüències i, 

d’aquesta manera, poder identificar les mostres. Una vegada s’han lligat 

els índexs i els adaptadors, es pot fer un pas de selecció de fragments per 

mida i, finalment, segons el protocol utilitzat, les llibreries poden ser 

amplificades per PCR i purificades abans de ser carregades a la 

plataforma de seqüenciació (Martínez-Puchol, 2020b).   

Finalment, les dades obtingudes amb la seqüenciació són processades i 

analitzades bioinformàticament. Breument, aquest processament 

consisteix en un filtrat per eliminar els reads de baixa qualitat, i els restants 

són assemblats per formar seqüències de major longitud, anomenades 

contigs. Després, es realitza l’assignació taxonòmica de les seqüències 
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processades mitjançant l’alineament amb una base de dades, com ara 

GenBank (NCBI, 2013) o UniProt (Bateman, 2019). Donada la complexitat 

d’aquest procediment d’anàlisi bioinformàtica, han sorgit eines 

específicament dissenyades per a l’anàlisi de seqüències víriques i que 

permeten un tractament de les dades de manera fàcil, ràpida i accessible 

per a usuaris que no siguin especialistes en bioinformàtica. Alguns 

exemples d’eines web que permeten el processament de les dades 

generades per les plataformes de NGS de forma gratuïta són Genome 

Detective (https://www.genomedetective.com) (Vilsker et al., 2019) i CZ ID 

(https://czid.org/) (Kalantar et al., 2020). 

Considerant que les eines de NGS poden proporcionar informació 

fonamental sobre les seqüències d’àcids nucleics víriques, com per 

exemple l’origen, l’evolució i les mutacions, aquestes han demostrat ser 

una eina valuosa per a la detecció i el descobriment de virus, així com per 

als estudis de diversitat vírica (Yao et al., 2021). L’aplicació d’aquestes 

eines ha fet possible l’estudi de virus en un ampli ventall de matrius 

ambientals, com ara aigües residuals (Cantalupo et al., 2011; Fernandez-

Cassi et al., 2018; Martínez-Puchol et al., 2020a), oceans (Brum et al., 

2015; Hurwitz et al., 2013), llacs (Djikeng et al., 2009), aigües subterrànies 

(Kallies et al., 2019; Zaouri et al., 2020), aigües de reg (Fernandez-Cassi 

et al., 2017; Rusiñol et al., 2020), aliments (Aw et al., 2016; Fernandez-

Cassi et al., 2017; Zhang et al., 2014), aerosols (Hall et al., 2013; Han et 

al., 2019), superfícies de transport públic (Hsu et al., 2016) i, fins i tot, 

telèfons mòbils, fòmits, de treballadors de l’àmbit sanitari (Boucherabine 

et al., 2022). En aquests estudis sobre els virus presents en mostres 

ambientals s’ha utilitzat majoritàriament la seqüenciació HTS, la qual 

permet l’estudi del viroma general sense dirigir la seqüenciació cap a 

famílies víriques o grups de virus concrets. No obstant, en mostres 

complexes on les seqüències víriques poden representar només un 1% 

de les dades generades, aquesta aproximació pot suposar la pèrdua de 
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seqüències víriques d’interès que es trobin en menor proporció (Martínez-

Puchol, 2020b). És per això que s’han desenvolupat tècniques de 

seqüenciació massiva amb enriquiment de dianes o també mitjançant la 

generació d’amplicons, que permeten la detecció de famílies o grups vírics 

d’interès (Figura 8).  

Figura 8. Diferents tècniques de seqüenciació massiva o NGS. 

2.3.1. Seqüenciació massiva amb enriquiment de dianes 

Una estratègia per tal de millorar la seqüenciació de determinades famílies 

o grups vírics és la seqüenciació massiva amb enriquiment de dianes

(TES). L’objectiu d’aquest enriquiment és dirigir la seqüenciació cap als

virus d’interès i no perdre rendiment amb seqüències que no estiguin dins

de l’àmbit d’estudi, augmentant així la sensibilitat i eficiència de detecció.

El panell de captura VirCapSeq-VERT (Roche), el qual consisteix en 

aproximadament 2 milions de sondes que cobreixen els genomes de 207 

virus coneguts que infecten vertebrats, ha demostrat ser útil per a la 

detecció de seqüències víriques en mostres complexes (Briese et al., 
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2015). No obstant, és limitat el nombre d’estudis que l’han utilitzat en 

matrius ambientals, incloent-hi aigües residuals (Hjelmsø et al., 2019; 

Martínez-Puchol et al., 2020a; Mejías-Molina et al., 2023) i ostres 

(Strubbia et al., 2020).  

La Figura 9 representa de forma gràfica la seqüenciació massiva amb 

enriquiment de dianes mitjançant la hibridació amb sondes. Durant la 

preparació de la llibreria de seqüenciació, s’introdueix el pas d’enriquiment 

en què es produeix la hibridació d’aquestes sondes, conjugades amb 

biotina, amb les seqüències víriques d’interès. Posteriorment a aquesta 

hibridació, s’utilitzen unes boles magnètiques recobertes amb 

estreptavidina que permeten la captura dels híbrids i l’eliminació de les 

seqüencies que no siguin diana. Finalment, la llibreria capturada és 

amplificada, obtenint una major profunditat de seqüenciació i 

proporcionant una comprensió més completa de la diversitat vírica que es 

vol estudiar, a més de permetre el descobriment de potencials virus 

emergents (Pogka et al., 2022). 

Existeixen altres panells de captura de diferents cases comercials, com 

per exemple Illumina o Twist Bioscience, dirigits a l’enriquiment de 

seqüències de grups de virus concrets, com ara panells de captura de 

virus respiratoris, de diferents gèneres de coronavirus o dedicats 

exclusivament a SARS-CoV-2 (Ceballos-Garzon et al., 2024). Actualment, 

inclús s’ofereix la possibilitat de dissenyar aquests panells de forma 

personalitzada, de manera que l’usuari pot decidir quines sondes incloure 

al panell i dirigir així la seqüenciació cap a aquells virus concrets que es 

vulguin estudiar.  
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Figura 9. Seqüenciació massiva amb enriquiment de dianes mitjançant la hibridació amb 
sondes. Adaptada de Martínez-Puchol, 2020b.
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La seqüenciació massiva amb enriquiment de dianes està en constant 

desenvolupament. La principal limitació que pot suposar l’enriquiment de 

seqüències amb aquests panells és que es produeixi un biaix cap a 

seqüències de virus coneguts. No obstant, fer menys restrictiva la 

hibridació pot possibilitar el descobriment de virus nous. L’altra limitació 

que pot suposar la hibridació de sondes és la falta de cobertura del 

genoma víric, la qual cosa podria dificultar l’estudi de variants si les 

regions clau per tipificar no hibriden amb les sondes. En aquests casos, 

la seqüenciació massiva d’amplicons pot ser una bona alternativa com a 

metodologia per a la caracterització de virus dins d’un mateix grup o 

família vírica (Martínez-Puchol, 2020b). 

2.3.2. Seqüenciació massiva d’amplicons 

La seqüenciació d’amplicons obtinguts per PCR s’ha realitzat 

tradicionalment mitjançant el mètode Sanger (Sanger et al., 1977), però 

amb aquest mètode només s’obté la seqüència predominant i no mostra 

la diversitat de seqüències present en una mostra. En canvi, amb la 

seqüenciació massiva dels amplicons (ADS) sí que s’obté el perfil de la 

diversitat de seqüències amplificades amb la PCR (Figura 10), permetent 

així l’estudi detallat de famílies específiques.  

És una aproximació relativament senzilla i sensible, però existeixen certes 

limitacions com ara la longitud marcada per la reacció de PCR, així com 

la localització de regions on puguin unir-se els encebadors alhora que la 

regió amplificada sigui prou específica per poder diferenciar membres dins 

d’un mateix grup víric (Kuchinski et al., 2022). 
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Figura 10. Seqüenciació massiva d’amplicons. Adaptada de Martínez-Puchol, 2020b. 

No obstant, aquesta aproximació ha demostrat ser una eina útil per als 

estudis de diversitat vírica dins d’una mateixa família i permet detectar 

variants minoritàries (Martínez-Puchol et al., 2020b; Radford et al., 2012). 

Aquesta estratègia s’ha utilitzat per a l’estudi de determinats grups de 

virus en mostres ambientals, com ara HAdV en aigües residuals i rius 

(Fernandez-Cassi et al., 2018; Martínez-Puchol et al., 2020a; Ogorzaly et 

al., 2015), papil·lomavirus humans (HPV) en aigües residuals (Hamza & 

Hamza, 2018; Martínez-Puchol et al., 2020a), rius (Iaconelli et al., 2015) i 

aigües de piscina (La Rosa et al., 2015), i NoV en aigües residuals 
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(Martínez-Puchol et al., 2020a; Prevost et al., 2015) i mol·luscs bivalves 

(Desdouits et al., 2020; Imamura et al., 2017; Oshiki et al., 2018). A més, 

s’ha demostrat el seu potencial com a estratègia per a la vigilància de virus 

patògens específics, incloent-hi la identificació i caracterització de les 

variants de SARS-CoV-2 en aigües residuals (Bar-Or et al., 2021; Barbé 

et al., 2022; Segelhurst et al., 2023). El protocol ARTIC 

(https://artic.network), d’accés obert, ha estat àmpliament utilitzat amb 

aquesta finalitat, i s’ha dissenyat per amplificar el genoma complet del 

virus ja que consisteix amb una PCR múltiplex de 98 parells d’encebadors 

(ARTIC Network, 2020).  
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3. Avaluació del risc microbiològic associat a l’exposició

a virus

El ràpid desenvolupament de mètodes de detecció de microorganismes 

patògens en el nostre entorn en les últimes dècades ha generat un 

augment en l’interès per desenvolupar eines d’avaluació dels riscos per a 

la salut associats a aquests (Nwachuku & Gerba, 2004). Tot i que les 

malalties infeccioses han existit des dels inicis de la humanitat, no va ser 

fins l’arribada dels mètodes de detecció que els patògens van ser 

identificats com a perill i que l’ambient va ser reconegut com a via 

d’exposició (Haas et al., 2014).  

Concretament, l’avaluació del risc consisteix en la caracterització 

qualitativa o quantitativa i l’estimació dels possibles efectes adversos per 

a la salut associats amb l’exposició d’individus o poblacions a un 

determinat perill (Haas et al., 2014), en aquest cas microbiològic. És una 

avaluació precisa per estimar els riscos, ja que organitza i analitza 

sistemàticament tota la informació científica i tècnica disponible, alhora 

que considera les variabilitats i les incerteses (Van der Fels-Klerx et al., 

2018). No obstant, l’avaluació del risc no s’utilitza de manera aïllada, sinó 

que forma part del que es coneix, en un context més ampli, com a anàlisi 

del risc.  

L’anàlisi del risc és un procés utilitzat en diversos camps, incloent-hi 

negocis, assegurances i desastres naturals, però també en l’àmbit de la 

contaminació ambiental i la salut. De forma general, l’anàlisi de risc consta 

de tres components interconnectats: l’avaluació, la gestió i la comunicació 

del risc (Figura 11). En primer lloc, és important identificar i caracteritzar 

el perill potencial per a un individu o una població, així com avaluar-ne 

l’exposició i els seus efectes sobre la salut. L’objectiu principal és la 

seguretat i, per tant, la gestió i la comunicació del risc són part integral 

d’aquest procés d’anàlisi.  
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Figura 11. Estructura i components de l’anàlisi de risc. Adaptada de Fazil, 2005. 

L’avaluació qualitativa del risc permet determinar si un perill concret 

necessita una anàlisi addicional i, a diferència de la quantitativa, permet 

categoritzar els riscos tot i tenir grans buits de dades. La probabilitat del 

resultat o la magnitud de les conseqüències s’expressa en termes com 

“alt”, “mitjà” o “baix” (Macdiarmid & Pharo, 2003). En canvi, amb 

l’avaluació quantitativa es pretén determinar numèricament les 

probabilitats i, per tant, requereix una major exigència de dades i una 

comprensió més exhaustiva del risc.  
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3.1. Avaluació quantitativa del risc microbiològic 

L’avaluació quantitativa del risc microbiològic (QMRA) és una eina teòrica 

que permet estimar la probabilitat d’una infecció o d’una malaltia a causa 

de l’exposició d’un individu a un agent microbiològic infecciós. Aquesta 

eina s’ha utilitzat durant més de 35 anys (Haas, 1983a, 1983b) i ha resultat 

ser útil en diversos estudis sobre exposició a virus patògens en diferents 

matrius ambientals, com ara bioaerosols (Brooks et al., 2005; Brooks et 

al., 2012; Carducci et al., 2018; Dada & Gyawali, 2021; Medema et al., 

2004; Paccha et al., 2016; Tanner et al., 2008), superfícies o fòmits 

(Brooks et al., 2012; Lanzarini et al., 2022; Paccha et al., 2016), aigua de 

beguda i aliments (Brooks et al., 2012; Deere & Ryan, 2022; Gonzales-

Gustavson et al., 2019; Petterson, 2016; Sales-Ortells et al., 2015b; 

Schijven et al., 2019), aigües regenerades i de reg (Antwi-Agyei et al., 

2016; Schoen et al., 2018), aigües recreatives (Girardi et al., 2019; Gularte 

et al., 2019; Sales-Ortells et al., 2015a; Sales-Ortells & Medema, 2014) i 

aigües residuals (Zaneti et al., 2021). 

Per la seva pròpia naturalesa, la QMRA és interdisciplinària i, per tant, 

requereix la participació de diverses disciplines establertes, incloent-hi 

l’economia, l’enginyeria, les matemàtiques, les ciències polítiques i 

socials, així com les ciències naturals (Haas et al., 2014). Aquesta eina ha 

permès establir criteris per al tractament de l’aigua en diferents contextos 

(producció d’aigua potable i reutilització d’aigües), desinfecció de 

superfícies, processament d’aliments i purificació de l’aire (Blatchley & 

Cui, 2023; Dada & Gyawali, 2021; Haas, 2020).  

L’aplicació de QMRA per a l’exposició ambiental a un virus patogen 

consisteix en quatre passos clau (Figura 12):  
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Figura 12. Marc de treball de la QMRA. Adaptada de WHO, 2016. 

1. Formulació del problema. Consisteix en identificar l’agent víric

que pot estar present en una matriu ambiental concreta i que

potencialment pot causar efectes adversos per a la salut. En

aquest pas, també s’identifiquen les vies d’exposició i s’estableix

la mètrica per expressar l’impacte que el virus té en la salut, com

ara la probabilitat d’infecció i la probabilitat de malaltia, o bé un

indicador que representi la càrrega de la malaltia agrupant tots els

impactes.
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2. Avaluació de l’exposició. L’objectiu és estimar la magnitud i la 

freqüència de l’exposició al virus patogen a través de les vies 

d’exposició identificades durant la formulació del problema.   

 

3. Avaluació dels efectes en la salut. Consisteix en recopilar les 

dades sobre l’impacte del virus en la salut i la població d’estudi 

específica. L’avaluació és possible amb les relacions dosi-

resposta identificades per cada virus patogen, que relacionen la 

dosi d’exposició amb la probabilitat d’infecció o malaltia, i la 

probabilitat de morbiditat i mortalitat. Altres factors rellevants per a 

aquesta avaluació són la transmissió secundària i la immunitat.  

 

4. Caracterització del risc. Es tracta de la integració del 

coneixement sobre l’agent víric i la seva exposició, amb 

combinació de l’avaluació dels efectes en la salut, per generar una 

mesura quantitativa del risc. D’aquesta manera, es pot predir la 

probabilitat d’un resultat advers en un individu o una població 

determinada,  juntament amb les incerteses associades.    

Aquestes fases permeten recopilar el coneixement científic sobre el 

patogen, el seu destí i el seu trànsit en l’ambient, així com les seves vies 

d’exposició i les malalties que causen com a conseqüència (Owens et al., 

2020; WHO, 2016).  

L’escala de temps en què s’expressa el risc pot variar, des 

d’esdeveniments d’exposició únics fins a totes les exposicions que es 

produeixen en un període determinat, com ara un any. A més, l’estimació 

del risc pot quantificar-se utilitzant diferents mètriques, incloent-hi la 

probabilitat d’infecció, la probabilitat de malaltia, el nombre esperat de 

casos de malaltia i mesures que representen la càrrega de la malaltia, 

com per exemple els anys de vida ajustats per discapacitat (DALYs). 

Aquesta última es calcula com la suma dels anys de vida perduts a causa 
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de la mort prematura en la població i els anys perduts per discapacitat per 

als casos incidents de la condició de salut (Deere & Ryan, 2022). Els 

DALYs van ser proposats per l’OMS com a mètrica per avaluar la càrrega 

de malaltia associada a exposicions ambientals, especialment a 

microorganismes, i s’ha utilitzat àmpliament per valorar les prioritats de 

salut pública (WHO, 2011). A més, en les directrius per a la qualitat de 

l’aigua de beguda, l’OMS va definir un límit de 10-6 DALY per persona i 

per any de càrrega de malaltia tolerable. Un altre límit de referència 

àmpliament utilitzat és el nivell acceptable de risc d’infecció anual 

proposat per l’Agència de Protecció Ambiental (EPA) dels Estats Units, el 

qual s’estableix a 10-4 per persona i per any (U.S. EPA, 2005). Ambdós 

límits de referència es van establir al voltant del objectius de salut, 

fonamentats amb mètriques ben definides, i dels nivells de càrrega de 

malaltia tolerables (Fuhrimann et al., 2016). Determinar aquests límits per 

a un nivell de risc acceptable o tolerable és rellevant, ja que el risc zero és 

generalment reconegut com un objectiu inassolible.  

L’aplicació de QMRA per a l’estimació de riscos vírics s’ha trobat amb 

diverses complicacions, com ara la baixa concentració de virus en 

l’ambient que dificulta la seva quantificació i tipificació. A més, no 

existeixen mètodes estandarditzats per a la quantificació de virus en 

diferents matrius ambientals i, en molts casos, no es disposen de models 

de dosi-resposta per als principals virus que es troben a l’ambient. Per 

obtenir quantificacions fiables, cal considerar diversos factors, com per 

exemple l’eficiència de detecció de l’assaig utilitzat, i s’han d’utilitzar 

paràmetres adequats per determinar amb precisió la concentració del 

virus a l’ambient (Rodríguez-Lázaro et al., 2012). Finalment, malgrat que 

s’aspira que l’anàlisi sigui la més objectiva possible, sovint manquen 

dades essencials i s’ha de recórrer a determinades assumpcions 

(Macdiarmid & Pharo, 2003). En aquest punt, és important que aquestes 
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assumpcions es declarin explícitament i es justifiquin adequadament per 

tal de preservar el rigor científic i transparència. 

L’estudi dels virus presents en l’ambient i l’obtenció de dades adequades, 

són essencials, doncs, per a l’estimació dels riscos potencials que aquests 

poden representar per a la salut pública, i així poder implementar mesures 

de control adequades en funció de l’escenari de risc avaluat.  

 

3.2. Risc ocupacional associat a l’exposició vírica 

L’entorn laboral pot ser una font de disseminació vírica i, per tant, els 

treballadors poden estar exposats a determinats virus patògens que 

poden suposar un risc per a la seva salut. Les instal·lacions sanitàries són 

els entorns ocupacionals més estudiats, però en els últims anys també 

s’ha prestat atenció als treballadors relacionats amb el tractament 

d’aigües residuals, els quals poden estar exposats a virus de transmissió 

fecal-oral, així com personal veterinari que estigui en contacte amb 

animals i, per tant, pugui estar exposat a virus zoonòtics per manipulació 

de fems o per inhalació dels aerosols generats (Rodríguez-Lázaro et al., 

2012).  

L’exposició ocupacional als aerosols, en concret als bioaerosols, s’ha 

associat amb una àmplia diversitat d’efectes en la salut, incloent-hi 

malalties infeccioses, efectes tòxics aguts, al·lèrgies i càncer (Douwes et 

al., 2003). Els bioaerosols estan formats per petites partícules en 

suspensió que contenen microorganismes com ara virus, bacteris i fongs, 

i també compostos orgànics derivats d’aquests microorganismes (Mandal 

& Brandl, 2011). Els bioaerosols es poden generar a partir d’un gran 

nombre de processos i activitats dins l’entorn laboral, com són els 

tractaments d’aigües residuals, l’agricultura i la ramaderia (Mirskaya & 

Agranovski, 2018). Considerant que les aigües residuals contenen una 

gran diversitat de microorganismes patògens, entre els quals s’inclouen 
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virus com HAdV, RoV, HAV, NoV i Ast, la generació de bioaerosols durant 

el seu tractament pot afavorir l’alliberament d’aquests virus cap a 

l’atmosfera (Corpuz et al., 2020; Kataki et al., 2022). La gran majoria de 

les condicions de salut adverses reportades per treballadors d’estacions 

depuradores d’aigües residuals (EDARs) s’han atribuït als bioaerosols 

(Amoah et al., 2022; Carducci et al., 2016; Corrao et al., 2012).  

Els bioaerosols generats i, per tant, els micoorganismes que els formen, 

poden acabar dipositant-se sobre les superfícies (Han et al., 2013). Per 

tant, els treballadors d’una EDAR no només poden estar exposats a virus 

mitjançant la inhalació de bioaerosols, sinó també a través de la ingestió 

oral després del contacte directe amb superfícies o fòmits contaminats, 

com ara les eines de treball. De fet, s’ha constatat que aquests 

treballadors tenen un major risc de desenvolupar símptomes en 

comparació amb la població general, incloent-hi símptomes respiratoris o 

gastrointestinals, relacionats amb l’entorn de treball (Masclaux et al., 

2014).  

No obstant, l’avaluació del risc ocupacional per a un treballador d’una 

EDAR és particularment difícil a causa de la gran diversitat de patògens 

presents en les aigües residuals, els diferents escenaris d’exposició, la 

naturalesa estocàstica de la infecció i els diferents nivells de susceptibilitat 

que poden tenir els treballadors, juntament amb la manca de dades 

d’estudis epidemiològics (Amoah et al., 2022). A més, la probabilitat 

d’infecció en aquests entorns depèn principalment de la capacitat 

d’infecció del patogen, la seva concentració i el temps d’exposició 

(Carducci et al., 2016).  

L’emissió d’aerosols també s’ha convertit en una preocupació creixent en 

el sector de la producció porcina, especialment amb l’expansió ràpida de 

la seva activitat intensiva i sota la visió One Health. Els aerosols produïts 

a les granges de porcs principalment provenen de fonts com els fems, el 
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pinso, els pèls i la pell dels porcs, així com de la neteja i el tractament de 

residus (Liu et al., 2023). S’han detectat virus patògens a l’aire de granges 

de porc, com ara el virus de la grip A (IAV), el virus de la síndrome 

reproductiva i respiratòria porcina (PRRSV), el virus de la diarrea 

epidèmica porcina (PEDV), el virus de la pesta porcina clàssica (CSFV) i 

el virus de la pesta porcina africana (ASFV)  (Alonso et al., 2015). A més, 

també s’ha demostrat el transport aeri de llarga distància de patògens com 

PRRSV i IAV (Corzo et al., 2013; Dee et al., 2009). Aquest últim, s’ha 

detectat també en superfícies d’instal·lacions d’explotació porcina (Neira 

et al., 2016). Tota aquesta informació suggereix certs riscos potencials per 

als treballadors d’aquestes instal·lacions, la qual cosa coincideix amb 

dades que indiquen que els treballadors del sector porcí tenen un major 

risc d’infectar-se amb un virus de la grip zoonòtic (Gray et al., 2007). És 

important, doncs, tenir en compte aquests treballadors per a la vigilància 

de pandèmies i per a les estratègies d’immunització (Myers et al., 2006). 

Diversos estudis han aplicat QMRA per avaluar el risc d’infeccions 

víriques en diferents entorns laborals, concretament en EDARs (Carducci 

et al., 2016, 2018; Dada & Gyawali, 2021; Gholipour et al., 2021; Medema 

et al., 2004; Zaneti et al., 2021), zones agrícoles que utilitzen aigües 

residuals regenerades per a la irrigació (Antwi-Agyei et al., 2016) o 

aplicacions de fertilitzants (Brooks et al., 2005; Brooks et al., 2012; Tanner 

et al., 2008), instal·lacions d’explotació porcina (Paccha et al., 2016) i 

escenaris en què es manipulen lixiviats de residus sòlids municipals 

(Lanzarini et al., 2022).  

L’aplicació de QMRA en estudis de risc ocupacional proporciona una base 

quantitativa per al procés de presa de decisions en la gestió d’aquest risc. 

Els models desenvolupats podrien ser útils per identificar les variables que 

es poden controlar des d’una perspectiva de gestió del risc, com ara el 

temps d’exposició i la concentració d’agents vírics, i establir intervencions 

i mesures de protecció, com la ventilació, tractaments de desinfecció o l’ús 
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d’equips de protecció individual (EPI) adequats, amb l’objectiu de reduir 

els riscos per sota dels límits establerts. No obstant això, ara per ara no 

s’han definit límits d’exposició ocupacional per a agents biològics. Per 

aquest motiu, l’ús de models de QMRA pot ser útil per a determinar 

aquests límits basant-se en un nivell acceptable de risc, permetent així 

l’elaboració de directrius per a la gestió del risc i conduint a una millor 

comprensió dels riscos per a la salut derivats de l’exposició a virus en 

entorns laborals (Carducci et al., 2016, 2018).  
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L’objectiu global d’aquesta tesi és identificar els principals virus presents 

en l’ambient als quals els humans estem exposats i que constitueixen 

l’exposoma víric, així com avaluar el risc associat a l’exposició a virus en 

determinats entorns ocupacionals. 

Els objectius específics han estat: 

1. Optimitzar tècniques de NGS per a la detecció i caracterització de 

coronavirus en aigües residuals en un context de pandèmia. 
 

2. Avaluar diferents mètodes per a la detecció i caracterització de 

variants de SARS-CoV-2 en aigües residuals. 
 

3. Avaluar l’ús de la seqüenciació massiva amb enriquiment de dianes i 

la seqüenciació massiva d’amplicons per a la detecció i 

caracterització de patògens vírics en aliments de producció orgànica 

i en les seves fonts d’aigua de reg.  
 

4. Identificar el viroma de les aigües subterrànies urbanes i de les seves 

potencials fonts de contaminació mitjançant la seqüenciació massiva 

amb enriquiment de dianes.  

 
5. Avaluar l’ús d’adhesius de paper, “gomets”, per a l’estudi de virus en 

superfícies per a l’obtenció de dades quantitatives sobre 

concentracions víriques necessàries per a anàlisis de QMRA.  
 

6. Aplicar la seqüenciació massiva amb enriquiment de dianes per a 

l’estudi de virus presents en aire i superfícies.  
 

7. Identificar virus humans i animals en entorns ocupacionals de risc i 

avaluar el risc microbiològic associat a l’exposició a aquests. 
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El primer capítol d’aquesta tesi està enfocat a l’estudi de l’aigua residual 

com a font de contaminació i, a la vegada, com a eina per a la realització 

d’estudis epidemiològics. En els tres articles inclosos en aquest capítol 

s’avaluen diferents mètodes de detecció i caracterització dels coronavirus 

presents en les aigües residuals en un context de pandèmia, especialment 

mitjançant tècniques de NGS. 

En el primer article s’avaluen diferents mètodes per a la detecció i 

caracterització de variants del SARS-CoV-2 en les aigües residuals, 

mentre que els altres dos articles es centren en l’aplicació de panells de 

captura per millorar la detecció i caracterització de coronavirus humans i 

animals en aigües residuals mitjançant NGS.  
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Article 1. Buscant una agulla en un paller. Caracterització de 

variants de SARS-CoV-2 a les aigües residuals 

Les variants del SARS-CoV-2 han anat emergint arreu del món, i el seu 

monitoratge és clau per proporcionar alertes primerenques. Aquest treball 

va consistir en una revisió de les diferents estratègies analítiques 

utilitzades en mostres d’aigua residual per estudiar la disseminació de les 

variants del SARS-CoV-2, discutint els avantatges i inconvenients de 

cadascuna. A més, també es van aportar resultats preliminars de dues 

aproximacions sensibles i cost-eficaces: assaigs de RT-nPCR específics 

de variants i una estratègia de seqüenciació massiva d’amplicons de tres 

regions clau del gen de la proteïna de l’espícula vírica, aquesta última 

sense ser específica de cap variant concreta.  

La revisió i els resultats preliminars presentats van proporcionar 

informació sobre els avantatges i inconvenients de les diferents 

estratègies utilitzades per estudiar la disseminació de les variants del 

SARS-CoV-2 a través de les aigües residuals, incloent-hi aproximacions 

de RT-qPCR, RT-nPCR i NGS. Les aproximacions basades en PCR i 

dirigides a mutacions específiques necessiten una actualització constant, 

però són una opció sensible i cost-eficaç si es vol monitoritzar una variant 

concreta. En canvi, les tècniques de NGS permeten la detecció simultània 

de mutacions característiques de diferents variants preocupants (VOC) i 

“Looking for a needle in a haystack.  

SARS-CoV-2 variant characterization in sewage” 

Itarte, M., Bofill-Mas, S.,Martínez-Puchol, S., Torrell, H., Ceretó, A., Carrasco, M., 

Forés, E., Canela, N., Girones, R. i Rusiñol, M. 

Current Opinion in Environmental Science & Health. Volume 24, December 2021, 

100308; https://doi.org/10.1016/j.coesh.2021.100308 
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d’interès (VOI) en un sol assaig i són la millor opció per explorar la imatge 

completa de les variants que circulen en una regió determinada en un 

moment concret. Les diferents eines utilitzades per identificar i estudiar les 

variants de SARS-CoV-2 en aigües residuals ofereixen diferents tipus 

d’informació, la qual cosa és important considerar per seleccionar el 

mètode més apropiat per a un objectiu establert.  
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Article 2. Explorant la diversitat de coronavirus en les aigües 

residuals durant la pandèmia de la COVID-19: que els arbres 

no ens impedeixin veure el bosc 
 

 

Amb l’arribada de la pandèmia de la COVID-19, les tècniques de NGS han 

demostrat ser una eina important per a la caracterització genètica del 

SARS-CoV-2 a partir de mostres clíniques. L’ús de diferents tècniques de 

NGS disponibles aplicades a mostres d’aigua residual podria ser la clau 

per estudiar amb profunditat el viroma excretat, no només centrant-se en 

la circulació i la tipificació del SARS-CoV-2, sinó també per a la detecció 

d’altres virus potencialment pandèmics dins de la mateixa família 

Coronaviridae.  

En aquest estudi, es van seqüenciar mostres compostes de 24 hores 

d’aigua residual, obtingudes durant els mesos de març i juliol de 2020, 

mitjançant dues tècniques de NGS, amb i sense enriquiment de dianes. 

La seqüenciació massiva amb enriquiment de dianes es va realitzar 

mitjançant la captura de seqüències de virus de vertebrats amb el panell 

VirCapSeq-VERT.  

 

“Exploring the diversity of coronavirus in sewage during COVID-19 

pandemic: Don't miss the forest for the trees” 

Martínez-Puchol, S., Itarte, M., Rusiñol, M., Forés, E., Mejías-Molina, C., Andrés, C., 

Antón, A., Quer, J., Abril, J. F., Girones, R. i Bofill-Mas, S. 

Science of The Total Environment. Volume 800, 15 December 2021, 149562; 

https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2021.149562 
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La seqüenciació massiva amb el panell de captura VirCapSeq-VERT va 

permetre obtenir el viroma de les mostres d’aigua residual analitzades i 

detectar virus humans de la família Coronaviridae, incloent-hi SARS-CoV-

2 i HCoV-OC43. A més, es van detectar altres coronavirus animals amb 

aquesta tècnica, concretament coronavirus que infecten animals 

domèstics i rosegadors. 

Els resultats obtinguts reforcen la idea que el SARS-CoV-2 és un membre 

més del viroma de l’aigua residual i, a més, demostren que existeix una 

cocirculació de coronavirus humans i animals. La metodologia basada en 

l’ús d’un panell de captura dirigit a una àmplia varietat de famílies víriques 

sembla una bona opció per avaluar la cocirculació de coronavirus humans 

i animals, tant coneguts com desconeguts, la qual cosa podria ser 

rellevant pel que fa a zoonosis potencials i el descobriment de virus nous. 

Per altra banda, els resultats obtinguts suggereixen que panells de 

captura més específics, dirigits a la captura de SARS-CoV-2 o altres 

coronavirus, serien més apropiats per a estudiar la diversitat genètica de 

les variants del SARS-CoV-2 i d’altres coronavirus circulants.  
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Article 3. Metaviròmica amb enriquiment de dianes per a la 

vigilància de coronavirus en aigües residuals i mostres d’origen 

animal 
 

 

La pandèmia de la COVID-19 ha posat de manifest la importància 

d’entendre el paper dels animals en la transmissió dels coronavirus i el 

seu impacte en la salut humana. Per a un control efectiu d’aquests virus, 

és essencial tenir un enfocament One Health que integri la salut humana, 

animal i ambiental. Les tècniques de seqüenciació de NGS han demostrat 

ser útils en la identificació i el monitoratge de l’evolució de coronavirus 

emergents, com ara el SARS-CoV-2. No obstant això, estudiar 

l’ocurrència i la diversitat vírica en mostres ambientals i animals suposa 

un repte, degut a la complexitat de les comunitats víriques i la baixa 

concentració de virus en aquest tipus de mostres.  

Com s’ha vist en l’article anterior, la seqüenciació amb enriquiment de 

dianes ha demostrat ser una estratègia eficaç per investigar virus presents 

en mostres complexes. Aquesta tècnica permet millorar l’eficiència de la 

detecció i la caracterització de virus mitjançant la captura i l’enriquiment 

de genomes vírics amb sondes específiques de seqüències de virus de 

vertebrats disponibles comercialment.  

“Target enrichment metaviromics enables comprehensive 

surveillance of coronaviruses in environmental and animal samples” 

Martínez-Puchol, S., Tarradas-Alemany, M., Mejías-Molina, C., Itarte, M., Rusiñol, M., 

Baliellas, J., Abasolo, N., Canela, N., Monastiri, A., López-Roig, M., Serra-Cobo, J., 

Abril, J. F. i Bofill-Mas, S.  

Article en procés de revisió a la revista Heliyon.  
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En aquest estudi, aquest enriquiment es va dur un pas més enllà, i es va 

desenvolupar i validar un panell de captura per a la seqüenciació massiva 

amb enriquiment de dianes dirigit a estudiar la diversitat de coronavirus 

presents en diferents mostres complexes d’origen ambiental i animal. Els 

resultats van demostrar l’eficàcia del panell per capturar i seqüenciar 

coronavirus en mostres d’aigua residual urbana, mostres de guano de 

ratpenat i lixiviats de cadàvers d’animals de granja. Amb aquest panell, es 

va millorar la seqüenciació de coronavirus en mostres d’aigua residual 

respecte el panell utilitzat en l’article anterior, VirCapSeq-VERT, obtenint 

així una gran diversitat de coronavirus, sobretot coronavirus que infecten 

humans i animals domèstics. En les mostres de guano de ratpenat es van 

identificar quatre espècies diferents de coronavirus que infecten ratpenat, 

i també es van detectar reads associats al coronavirus de civeta HKU8, el 

qual s’ha especulat que podria estar associat a un possible esdeveniment 

de transmissió entre espècies a partir d’un coronavirus de ratpenat. D’altra 

banda, de les mostres de lixiviats d’animals es va obtenir una diversitat 

vírica menor en comparació a la resta de mostres, identificant coronavirus 

que infecten aus, porcs, conills, bestiar boví i gossos, depenent el tipus de 

lixiviat analitzat.  

La informació obtinguda a partir d’aquesta investigació pot contribuir 

significativament a la detecció primerenca, la vigilància i les mesures de 

control dels coronavirus, incloent-hi el descobriment de virus nous i la 

identificació de zoonosis potencials. A més, aquest panell de captura 

mostra la possibilitat d’estudiar altres famílies víriques d’interès i 

monitoritzar la diversitat vírica en diferents poblacions animals.  
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Abstract 25 

The COVID-19 pandemic has underscored the importance of understanding the role of animals in the 26 

transmission of coronaviruses (CoVs) and their impact on human health. A One Health approach, 27 

integrating human, animal, and environmental health, is essential for effective CoVs control. Next-28 

played a pivotal role in identifying and monitoring the evolution of novel 29 

CoVs strains, like SARS-CoV-2. However, viral occurrence and diversity studies in environmental 30 

and animal samples are challenging because of the complexity of viral communities and low 31 

abundance of viruses in these samples. 32 



 

 

Target enrichment  (TES) has emerged as valuable tool for investigating viral families in 33 

challenging samples. This approach involves the specific capture and enrichment of viral genomes 34 

-specific probes, thereby enhancing the efficiency of detection and characterization. 35 

In this study, we aimed to develop and validate a TES panel to study CoVs in various complex 36 

environmental and animal derived samples. The results demonstrated the panel’s effectiveness in 37 

 a wide diversity of CoVs providing valuable insights into their abundance 38 

and host diversity in urban wastewater, farm animal corpses lixiviates and bat guano samples. In 39 

sewage samples, CoVs were detected solely when TES was employed while in guano samples, 40 

s species was achieved in 2 out of 4 samples showing an almost three-logarithmic 41 

increase in the number of reads obtained in comparison with the untargeted approach. For animal 42 

lixiviates, only the TES application s reads.  The information obtained 43 

can significantly contribute to early detection, surveillance, and control measures for CoVs, including 44 

viral discovery and potential spillover events. Additionally, th  panel shows potential for 45 

studying other significant viral families and monitoring viral diversity in different animal populations. 46 

1. Introduction 47 

The COVID-19 pandemic highlighted the necessity of understanding the role of animals in the 48 

transmission of coronaviruses (CoVs) and their potential impact on human health (Pekar et al., 2022). 49 

CoVs can cause a range of illnesses in infected humans and animals. Their transmission occurs 50 

through respiratory droplets, but other bodily fluids could be involved and for this, studying their 51 

presence in human and animal excreta can provide valuable information about CoVs circulation 52 

(Maryam et al., 2023). CoVs are zoonotic pathogens capable of cross-species transmission, resulting 53 

he implementation of effective strategies 54 

for controlling CoVs  a One Health approach that integrates human, animal, and 55 

environmental health (Ruiz-Aravena et al., 2022; Sharun et al., 2021). Therefore, it becomes 56 

imperative to investigate the interactions between humans, animals, and their shared environments to 57 

identify potential reservoirs and intermediate CoVs hosts. This knowledge plays a crucial role in 58 

proactively preventing future spillover events and emerging infectious diseases, helping early 59 

detection of potential outbreaks and prompt response measures (Islam et al., 2022). 60 



 

 

To identify potential sources of human infections or the emergence of new zoonotic species or strains, 61 

it is essential to study the genetic diversity and evolutionary dynamics of CoVs in both domesticated 62 

and wild animals, as well as in the environment (Carlson et al., 2022; Jo et al., 2021). Next-generation 63 

crucial role in identifying novel CoVs strains, including those 64 

responsible for recent outbreaks like SARS-CoV-2, and has enabled the monitoring of their evolution 65 

(Charre et al., 2020; Liu et al., 2022). This technology facilitates the detection of genetic mutations, 66 

and the tracking of the emergence and spread of new variants within populations. 67 

Virome studies on environmental and animal samples present significant challenges due to the 68 

complex and diverse nature of viral communities within these samples. One of the primary obstacles 69 

in these studies lies in the extensive viral diversity observed in environmental samples (Cantalupo et 70 

al., 2011), which often remains unexplored or insufficiently characterized. Traditional virological 71 

methods often have limitations in capturing and identifying the full extent of viral genomes within a 72 

sample. Moreover, viruses may exhibit low abundance compared to other microorganisms, further 73 

complicating their detection and analysis (Fernandez-Cassi et al., 2018a).  74 

To overcome these challenges, target enrichment  (TES) has emerged as valuable tool, 75 

proving highly beneficial in the investigation of various viral families, including CoVs, in clinical 76 

and environmental samples. However, previous attempts using a commercial probe-panel directed to 77 

vertebrate viruses only yielded a few reads from SARS-CoV-2 and other human and animal CoVs in 78 

sewage (Martínez-Puchol et al., 2020; 2021). This enables the specific capture and 79 

enrichment of viral genomes -specific probes, thereby enhancing the sensitivity and 80 

efficiency of detection and characterization (Briese et al., 2015; Paskey et al., 2019). The use of 81 

targeted panels designed to capture specific viral families of interest within challenging samples can 82 

83 

comprehensive understanding of viral diversity. This becomes particularly crucial when studying 84 

reservoir animals such as bats (Zhou et al., 2020) or potential intermediate hosts like farm animals 85 

(Khamassi Khbou et al., 2021). 86 

aim of this study was to develop and validate the efficacy of a TES panel 87 

specifically designed to capture members of the Coronaviridae family to study the diversity of CoVs 88 

in sewage,bat guano and farm-derived animal samples. 89 



 

 

 90 

2. Materials and Methods  91 

Sample collection, viral concentration, and nucleic acid extraction 92 

Urban 24-hours composite sewage samples were collected on November 16th (Sewage02), and 93 

December 14th (Sewage03), 2021 and on January 3rd, 2022 (Sewage01) from a wastewater treatment 94 

plant (WWTP) located in the city of Barcelona. This plant serves up to 2.8 million population 95 

both domestic and industrial waste from the sewer system. Upon collection, 96 

the samples were placed in a sterile container and kept at 4ºC until viral particles were concentrated 97 

from 100ml of sewage. In brief, the samples underwent initial debris removal through centrifugation 98 

at 4750×g for 30 min and resulting supernatant (80mL) was ultrafiltered using the automatic 99 

Concentration Pipette (CP-Select™) with 150kDa tips (Innovaprep, Missouri, USA) (Forés et al., 100 

2021). After the process, viral concentrates were recovered into a . Nucleic acids 101 

were extracted using using QIAmp RNAViral Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany). 102 

Pools of guano were collected from bat roosts in four different locations in Catalonia (33) and Balearic 103 

Islands (1). Refuge 1 (June 2019, guano 01) shelters various bat species, notably including significant 104 

colonies of Miniopterus schreibersii and Myotis myotis of hundred individuals. Refuge 2 (March 105 

2016, Guano 02) hosts a hibernating colony of over 2,000 Miniopterus schreibersii. Refuge 3 (August 106 

2017, Guano 03) hosts various bat species, including significant breeding colonies of Miniopterus 107 

schreibersii and Myotis myotis of hundred individuals. Refuge 4 (December 2015, Guano 04) hosts 108 

a very important colony of 15,000-17,000 Miniopterus schreibersii. All guano samples were obtained 109 

either before or after the hibernating or breeding periods and were preserved using RNAlater 110 

(Invitrogen, Massachusetts, USA) and stored at -80ºC. 111 

From each guano pool, viral particles were concentrated from 1gr of feces using glycine (0.25N, 9.5 112 

pH) and ultracentrifugation protocol described by Pina et al. (Pina et al., 1998). To eliminate free-113 

DNA from sewage and guano viral concentrates, Turbo DNAse (Invitrogen, Massachusetts, USA) 114 

was used, followed by nucleic acid extraction using QIAamp Viral RNA mini kit (Qiagen, Hilden, 115 

Germany) with an  and an elution volume of 80 . 116 

Animal lixiviate samples from chicken, porcine and rabbit from animal corpse trucks were collected 117 

using sterile containers directly from the leachate generated during discharge at a rendering plant 118 



 

 

located in Catalonia and stored at 4 ºC during transport to the laboratory where they were analyzed. 119 

Viruses were released from 2 gr of lixiviate by vortexing and then gentle shaking with 20ml of glycine 120 

buffer (0.25N, 9.5pH) for 20 min at room temperature. The mixture was then centrifuged at 8000xg 121 

for 15min. Total nucleic acids were purified from the supernatant using the Maxwell® Enviro 122 

Wastewater TNA Kit (Promega, Wisconsin, USA), the VacMan® Vacuum Manifold and the 123 

 124 

From all the samples tested, SARS-CoV-2 N1 gene -  125 

(probe, primers and cycling conditions described in the CDC-006-00019 CDC/DDID/NCIRD/ 126 

Division of Viral Diseases protocol) 127 

 128 

Library preparation and probe-based target enrichment sequencing  129 

Prior to library preparation, nucleic acids and a negative control were reverse transcribed into cDNA, 130 

which was then tagged and complemented to obtain double-stranded DNA (dsDNA). This randomly 131 

25 cycles of PCR 132 

amplification to generate enough DNA for library preparation, following the methodology described 133 

by Fernandez-Cassi et al. (Fernandez-Cassi et al., 2018b). Libraries preparation was carried out in 134 

duplicate using the KAPA HyperPrep Kit, following the manufacturer's instructions (Roche-Kapa 135 

Biosystems, Basel, Switzerland). In brief, the dsDNA was enzymatically fragmented, indexed with 136 

137 

using a Qubit 3.0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA).  138 

One of the libraries replicates was then subjected to hybridization with probes specifically designed 139 

to capture target species from the Coronaviridae family utilizing the KAPA HyperCap Enrichment 140 

Kit (Roche, Basel, Switzerland)., Basel, Switzerland)., Basel, Switzerland). Capture probes were 141 

designed 18 species from Coronaviride family with the purpose 142 

to maximize the hybridization of the probes with , and to minimize 143 

the capture of any other genomic material that might be present in the environment. Species used for 144 

the design were: Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 isolate Wuhan-Hu-1, Severe acute 145 

respiratory syndrome coronavirus 2 isolate SARS-CoV-2/human/IND/CD211295/2021, SARS 146 

coronavirus Tor2, Middle East respiratory syndrome-related coronavirus isolate HCoV-EMC/2012, 147 



 

 

Human coronavirus OC43 strain ATCC VR-759, Human coronavirus 229E, Human Coronavirus 148 

NL63, Human coronavirus HKU1, Porcine coronavirus HKU15 strain HKU15-155, Bovine 149 

coronavirus isolate BCoV-ENT, Murine hepatitis virus strain A59, Transmissible gastroenteritis 150 

virus, Feline infectious peritonitis virus, Avian infectious bronchitis virus, Alphacoronavirus Bat-151 

CoV/P.kuhlii/Italy/3398-19/2015, Bat coronavirus 1A, Rousettus bat coronavirus HKU10, Bat 152 

coronavirus HKU8 and Bat coronavirus HKU2 (see Supplementary Information 1). 153 

-captured 154 

libraries, a155 

 (Illumina, California USA), generating an output of 400 156 

million reads. 157 

 158 

Bioinformatic analysis 159 

with and without capture—for each set of Sewage (Sewage01, 160 

Sewage02 and Sewage03) and Bat Guano (Guano01, Guano02, Guano03 and Guano04) samples, 161 

were cleaned, filtered, and assembled using CAPTVRED pipeline ,an automated protocol designed 162 

to assess the virome present in complex samples, specially focused on those obtained by capture-163 

based metagenomics approach.The 164 

present in the environment and provides comprehensive, reproducible and accessible results centered 165 

on viral outcomes (Tarradas-Alemany et al, submitted manuscript). It was run locally in a Debian 166 

server with 32 threads. Main steps of the pipeline and relevant parameters are briefly described 167 

hereafter. For the pipeline cleaning step, the paired FASTQ files were processed with BBDuk 168 

(BBMap version 38.96;  was assessed using FastQC (version 169 

0.11.9; Andrews, S., 2010) and MultiQC (version 1.9; Ewels, P. et al, 2016). A second filtering step 170 

was performed using Kaiju (version 1.9.0; Menzel P, et al., 2016) to discard reads corresponding to 171 

non-viral species (172 

that, paired and unpaired reads were assembled into contigs by Megahit (version 1.0; Li, D. et al., 173 

-assembled reads (singletons) over 100bp were selected. 174 

All programs were run using the pipeline default parameters as described in the pipeline 175 

documentation. Then, NCBI-BLASTn (version 2.11.0+; Altschul, S. F. et al., 1990) was run using C-176 



 

 

RVDB (Goodacre N. et al, 2018) database as reference (identity > 50% and E-value < 10e-10). 177 

178 

processed using CAPTVRED complete pipeline which already implemented the BLAST step. The 179 

default parameters were used for this analysis.  180 

 181 

3. Results and discussion 182 

The use of new targeted methodologies could favor the discovery of potential sources of human 183 

infections or the emergence of new zoonotic species or strains. In this study we aimed to validate the 184 

efficacy of a TES panel specifically designed for studying members of the Coronaviridae family to 185 

study the diversity of coronaviruses in sewage and animal samples. 186 

For the samples used, SARS-CoV-2 concentrations ranged from 5,74E+01 GC/ml to 4,10E+03 187 

GC/ml in sewage samples. Guano and animal lixiviate samples tested negative.  188 

 189 

Panel performance on Coronaviridae family 190 

The abundance of CoV in the studied samples in comparison to the analysis of the same samples by 191 

UVM (Untargeted Viral Metagenomics) is graphically represented in Figure 1. In sewage samples, 192 

CoV were detected solely when TES was employed. A total of 390,553 reads assigned to diverse CoV 193 

species were observed across the three analyzed sewage samples. 194 

Concerning CoV species was achieved in 2 out of 4 samples. In one of 195 

the positive samples, Guano 01, CoV reads were obtained even without using the enrichment panel, 196 

resulting in 99,678 reads. However, the implementation of the panel significantly increased the 197 

number of reads obtained to 37,537,788, representing an almost three-logarithmic increase. 198 

In the case of animal lixiviate samples, only the enrichment strategy CoV 199 

reads. Specifically, 58,767 reads were obtained for rabbit lixiviates, while pig and chicken lixiviate 200 

yielded 665 and 300 reads, respectively. 201 



202 

Figure 1. Representation of the Log10 of number of CoV reads showing increase when applying the 203 

designed TES approach. 204 

205 

CoV diversity using TES 206 

A wide range of species was detected throughout the samples analyzed when using the enrichment 207 

panel, as shown in Figure 2, which presents their abundance and host diversity. 208 

Interestingly, sewage samples exhibited the highest diversity of CoVs. This observation is not 209 

surprising, as these complex samples are known to harbor an extensive range of viral diversity 210 

(Fernandez-Cassi, et al., 2018b, Martínez-Puchol et al., 2020)211 

species, such as CoVs, within these samples can be challenging and the use of TES methodologies 212 

represents the most effective approach to address this limitation. 213 

In this study, the application of a CoV probe panel represented a considerable improvement in 214 

reference to other targeted efforts. Previous attempts using a commercial probe-panel directed to 215 

vertebrate viruses, including 346 Coronaviridae species, only yielded a few reads from SARS-CoV-216 

2, canine CoV, feline CoV, human CoV OC43 and Lucheng Rn rat CoV in urban sewage (Martínez-217 

Puchol et al., 2021). 218 

219 

220 



221
Figure 2. Heatmap representing the CoV species abundance (Log10 number of reads) detected in the 222

analyzed samples.223

224

As shown in Figure 2, SARS-CoV-2 and Canine CoV exhibited the highest number of reads followed 225

by HCoV-229E and Feline CoV. The presence of these species can be attributed to their well-226

established epidemiological status. SARS-CoV-2 was associated with the ongoing pandemic during 227

the study period (November 2021-January 2022), while HCoV-229E and HCoV OC43 are commonly 228

linked to the occurrence of the common cold (Van der Hoek, 2015). The presence of Canine CoV in 229

the samples can be explained by canine waste disposal through toilets or through streets cleaning230

which would be applicable to another pet associated CoVs. 231

The remaining detected species display infectivity across a wide range of animal hosts, providing 232

valuable insights into the contribution of different animal types (domesticated, farm, and wild 233

animals) to the sewage in the studied area. The utilization of these targeted panels not only enhances 234

the understanding of circulating strains but also serves as a potential tool for early detection and 235

response. This highlights the usefulness of this approach in monitoring CoV and other significant 236



viral families, including certain enteroviruses and poxviruses, as suggested in previous studies 237 

(Fernandez-Cassi, et al., 2018a; Hata et al., 2018; Martínez-Puchol et al., 2020). 238 

In the bat guano samples, despite the higher read count compared to other samples, the observed 239 

diversity is relatively limited, primarily consisting of four distinct species of CoVs known to infect 240 

bats. The more abundant of these species is Miniopterus bat coronavirus 1, also known as Bat-CoV 241 

MOP1, which belongs to the Alphacoronavirus genus and was the first CoV identified in bats (Poon 242 

et al., 2005). Bat-CoV MOP1 is closely related to the other CoV found in the analyzed samples, such 243 

as HKU8 and Bat-CoV 1, all of which have a documented impact on Miniopterus spp., commonly 244 

known as bent-winged bats (Chu et al., 2008). These bats are considered reservoirs of 245 

Alphacoronavirus species (Kimprasit et al., 2021).  246 

In addition to this species, a substantial number of reads associated with Civet CoV HKU8 were also 247 

detected in two different guano samples when the enrichment panel was utilized but also without 248 

enrichment. Notably, Civet CoV HKU8 was detected in civets, and it was speculated about a potential 249 

cross-species transmission event involving a bat-associated CoV (He et al., 2022). 250 

The successful use of the enrichment panel for CoV characterization in bats has been documented in 251 

previous studies (Li et al., 2020; Lim et al., 2019). Therefore, the feasibility of conducting targeted, 252 

cost-effective, large-scale genome-level surveillance of bat CoVs has been firmly established. The 253 

information gained from such surveillance efforts could prove invaluable in the prevention and 254 

control of potential spillover events from bats to adjacent mammalian species. Migratory species may 255 

contribute to pathogen persistence in species encountered along the migratory path. Given the 256 

potential for long-range seasonal movements of Miniopterus schreibersii (Serra-Cobo et al. 2009; 257 

2017, Colombi et al. 2019), this specie may represent a central vector for spatial dispersion of viruses 258 

in southern Europe, where this bat species is abundant. Determining which bat colonies exhibit a 259 

higher prevalence of viruses with zoonotic potential enables the implementation of preventive 260 

measures to mitigate the transmission to the human population, livestock, and pets. 261 

In the analysis of animal lixiviate samples, a lower viral diversity was detected in comparison to the 262 

results obtained from wastewater and guano samples. This observation suggests that these highly 263 

complex samples may have a lower contribution of viral excretion, a higher degree of viral nucleic 264 

 viral isolation. 265 



 

 

Infectious bronchitis virus (IBV) reads were detected in chicken lixiviates. IBV is a particularly 266 

relevant virus that infects various avian body compartments, including the respiratory tract, kidney, 267 

gut, and reproductive systems, and is a significant contributor to economic losses within the poultry 268 

industry (Cavanagh, 2007). Since live attenuated vaccine is available against IBV, the possibility that 269 

some of  270 

The continuous emergence of novel viral strains through mutations and recombination events in the 271 

viral genome exacerbates the challenges associated with the identification and control of IBV 272 

(Jackwood, 2012). Given its status as a major respiratory pathogen affecting the European poultry 273 

industry, advancements in IBV detection, particularly in conjunction with other relevant CoVs, 274 

utilizing enrichment panels, could hold the key to overcoming the apparent difficulties in its control. 275 

Porcine hemagglutinating encephalomyelitis virus 276 

samples. PHEV is responsible for causing vomiting and/or encephalomyelitis in pigs, being the sole 277 

identified neurotropic CoV known to affect pigs. PHEV exhibits a high prevalence and commonly 278 

circulates sub clinically within most swine herds globally, not having significant clinical implications 279 

in many swine-producing countries (Mora-Díaz et al., 2019). While PHEV is not currently recognized 280 

as a zoonotic virus, it is crucial to acknowledge the emerging understanding of cross-species 281 

transmission and zoonotic potential demonstrated by other porcine CoVs such as Porcine delta CoV 282 

and Swine acute diarrhea syndrome CoV (Guo et al., 2023). This knowledge underscores the 283 

importance of implementing effective control measures for CoVs present in pigs. 284 

CoV, Bovine CoV, and Canine 285 

CoV was observed. Rabbit CoV is recognized as the causative agent of common enteric infections in 286 

rabbit colonies (Descôteaux et al., 1985). However, the extent of its involvement in cross-species 287 

transmission events, as well as the implications of Bovine CoV, remain largely unknown. Canine 288 

CoV, which was also detected in sewage samples, has been associated with febrile or lower 289 

respiratory symptoms in humans (Lednicky et al., 2022; Vlasova et al., 2022), suggesting possibilities 290 

for cross-species transmission. Therefore, controlling its spread is significant to prevent potential 291 

recombinant transmissions among various mammalian species. 292 

In addition to identifying the obtained species from each sample, further characterization of these 293 

viral assignments was conducted based on genomic coverage and identity, as outlined in Table 1.  294 
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295 

where substantial genome coverage was achieved for viral assignments when employing the 296 

enrichment panel. Conversely, in the unenriched sample (UVM) where reads were obtained without 297 

the enrichment, a lower level of genomic coverage was observed, consistent with previous 298 

comparisons of these NGS techni (Martínez-Puchol et al., 2021). 299 

The coverage observed in the animal lixiviate samples was relatively low, potentially attributed to the 300 

 that could have been caused, as explained before, 301 

for the lower contribution of viral excretion in these samples or for the viral nucleic acid degradation. 302 

 303 

4. Conclusions 304 

The probe- Coronaviridae family 305 

306 

species within the family. A higher number of different CoV species were detected in comparison 307 

with untargeted metagenomics or with vertebrate viruses directed panels applied in other studies by 308 

this research group. 309 

species. It also showed potential for viral discovery which could enable in the future comprehensive 310 

studies on both known and potential animal species susceptible to spillover events. This approach 311 

holds promise for enhancing our understanding of viral dynamics and their potential implications for 312 

zoonotic transmission. 313 
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Els virus excretats per humans i animals que arriben a les aigües residuals 

poden ser resistents als tractaments de les estacions depuradores 

d’aigües residuals i acabar contaminant les fonts d’aigua que s’utilitzen 

per beure, per regar o per a ús recreatiu, constituint així potencials vies de 

transmissió d’aquests virus. En aquest capítol s’estudia l’exposició a virus 

patògens presents en aigües i aliments mitjançant la detecció i 

caracterització vírica, especialment aplicant tècniques de NGS en 

aliments de producció orgànica i les seves fonts d’aigua de reg. A més, 

també s’avalua la contaminació vírica i s’explora la diversitat de virus 

presents en escorrenties i aigües subterrànies d’un entorn urbà, les quals, 

en l’actual context de sequera, són de gran interès per a diferents usos.  
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Article 4: Les tècniques de NGS revelen una gran diversitat de 

virus RNA i papil·lomavirus en aliments de producció orgànica 

i en aigües de reg 
 

 

Les fruites i verdures són susceptibles a la contaminació microbiològica 

en cada etapa de la cadena de producció alimentària i, com a font 

potencial de patògens, la qualitat de l’aigua de reg esdevé un factor crític. 

En els últims anys, les tècniques de seqüenciació massiva han anat 

prosperant i s’han estès a una àmplia varietat de camps. No obstant això, 

la seva aplicació en la seguretat alimentària encara està poc explorada, i 

es necessiten millores en la seva sensibilitat.  

En aquest estudi es va detectar, mitjançant assaigs de qPCR, una 

contaminació baixa però freqüent de patògens vírics que circulen 

comunament en el 46.9% de les mostres d’aliments de producció orgànica 

analitzades: 6/12 mostres d’enciam, 4/12 mostres de maduixes i 5/8 

mostres de julivert. A més, l’aplicació de dues tècniques de NGS, la 

seqüenciació massiva amb enriquiment de dianes mitjançant el panell de 

captura VirCapSeq-VERT, per a la detecció de virus que infecten 

vertebrats, i la seqüenciació massiva d’amplicons, va revelar una alta 

diversitat de patògens vírics, especialment NoV i HPV, en fruita, verdura i 

aigua de reg. Tots els tipus de NoV i HPV identificats en les mostres de 

fruita i verdura també es van detectar en diverses aigües de reg, indicant 

“NGS Techniques Reveal a High Diversity of RNA Viral Pathogens 

and Papillomaviruses in Fresh Produce and Irrigation Water” 
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que aquests virus patògens circulen i són excretats per la població, i que 

l’aigua de reg és la font més probable dels patògens vírics identificats en 

aquestes mostres d’aliments de producció orgànica. 

Les tres metodologies utilitzades per a l’anàlisi de la contaminació vírica 

en mostres d’aliments i mostres d’aigua de reg van demostrar ser útils i 

van proporcionar diferents tipus d’informació a l’estudi: (a) la qPCR és una 

tècnica quantitativa, sensible i específica, (b) la seqüenciació massiva 

amb captura utilitzant el panell VirCapSeq-VERT permet la detecció de 

patògens vírics, relativament abundants, presents en l’aigua de reg, 

incloent-hi patògens vírics inesperats i soques potencialment zoonòtiques, 

i (c) la seqüenciació massiva d’amplicons proporciona una sensibilitat més 

alta per a la identificació de tipus o variants víriques que contaminen 

aigües i aliments dins d’un grup determinat de virus.  
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Article 5: Explorant la contaminació vírica en aigües 

subterrànies i d’escorrentia en un entorn urbà  

La dependència dels aqüífers urbans per part de la població mundial està 

augmentant de manera constant, i la monitorització de la qualitat de les 

aigües subterrànies és insuficient. Els aqüífers urbans són susceptibles a 

la contaminació de patògens a través de diverses fonts de contaminació, 

com ara les fuites de clavegueres o les escorrenties urbanes.  

En aquest estudi, es va analitzar la presència d’indicadors fecals i 

patògens vírics en aigües residuals, aigües subterrànies i escorrenties 

urbanes mitjançant assaigs de qPCR. A més, es va aplicar la seqüenciació 

massiva amb enriquiment de dianes mitjançant el panell de captura 

VirCapSeq-VERT per explorar la diversitat de virus de vertebrats present 

en les mostres d’aigües subterrànies i d’escorrentia, oferint informació 

sobre la contaminació vírica i les possibles rutes de transmissió de virus 

en àrees urbanes. 

Es va identificar HAdV en totes les mostres d’aigües residuals, en el 67% 

de les mostres d’aigua subterrània i en una mostra d’escorrentia 

mitjançant qPCR, indicant contaminació fecal humana. NoV del genogrup 

I (NoV GI) es va detectar en aigües residuals i en dues mostres d’aigua 

subterrània d’hivern de zones altament i mitjanament urbanitzades. NoV 

del genogrup II (NoV GII), EV i SARS-CoV-2 es van detectar 

“Exploring Viral Contamination in Urban Groundwater and Runoff” 
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exclusivament en aigües residuals. La seqüenciació massiva utilitzant el 

panell VirCapSeq-VERT va permetre la detecció de virus humans i 

animals en aigües subterrànies i d’escorrentia. En aigües subterrànies, es 

va identificar HPV, així com circovirus i picornavirus animals que infecten 

ratpenats, coloms o gossos. D’altra banda, les mostres d’escorrentia van 

mostrar una major diversitat vírica, incloent-hi virus que infecten humans, 

coloms, animals domèstics o ratpenats, i que pertanyen a les famílies 

víriques Anelloviridae, Astroviridae, Caliciviridae, Circoviridae, 

Coronaviridae, Genomoviridae, Parvoviridae, Picobirnaviridae, 

Picornaviridae, Poxviridae i Retroviridae.  

Aquest estudi ofereix informació sobre el viroma present en aigües 

subterrànies i d’escorrentia urbanes. Les aigües subterrànies urbanes 

s’utilitzen sovint per al reg de parcs i jardins, la neteja de carrers, etc. No 

obstant, en els últims anys, s’ha plantejat l’objectiu d’ampliar les seves 

aplicacions, considerant la possibilitat d’utilitzar-les per al subministrament 

d’aigua de la població. Així doncs, amb la creixent demanda de recursos 

hídrics, la contaminació vírica d’aquestes aigües podria resultar en un 

augment de la incidència de malalties transmeses per l’aigua. La 

identificació de virus patògens presents en les aigües subterrànies 

mitjançant la seqüenciació massiva amb enriquiment de dianes és 

important per avaluar els riscos potencials associats amb les malalties 

transmeses per l’aigua, especialment en àrees urbanes cada vegada més 

poblades però també en àrees rurals que depenen de l’ús d’aigües 

subterrànies. D’entre les possibles fonts de contaminació, les aigües 

d’escorrentia urbanes poden representar un risc important si contenen 

virus patògens. Per tant, identificar les fonts de contaminació i monitoritzar 

els virus humans i animals amb potencial zoonòtic en aigües subterrànies 

i d’escorrentia, ajuda a avaluar els riscos per a la salut pública i permet 

desenvolupar mesures de mitigació efectives.  
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En aquest tercer i últim capítol de la tesi s’avalua l’exposició vírica en 

entorns laborals, ja que l’exposició ocupacional a patògens pot comportar 

riscos per a la salut dels treballadors. Aquest capítol consta d’un únic 

article, en el qual s’estudia l’exposició ambiental a virus en una EDAR i 

una granja de porcs mitjançant tècniques de NGS i estimacions de risc 

ocupacional mitjançant anàlisis de QMRA.  
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Article 6: Avaluació de l’exposició ambiental a virus en 

estacions depuradores d’aigua residual i granges de porcs 

mitjançant seqüenciació de nova generació i aproximacions de 

risc ocupacional 
 

 

L’exposició ocupacional a patògens pot comportar riscos per a la salut 

dels treballadors. Aquest estudi investiga l’exposició vírica dels 

treballadors d’una EDAR i dels d’una granja de porcs mitjançant l’anàlisi 

de mostres d’aerosols i superfícies d’aquests llocs de treball. Les mostres 

mentre que les superfícies es van mostrejar utilitzant adhesius de paper 

com a estratègia per mostrejar virus en superfícies a llarg termini. La 

contaminació vírica es va avaluar mitjançant assaigs de qPCR, i es va 

aplicar la tècnica de seqüenciació massiva amb enriquiment de dianes 

utilitzant VirCapSeq-VERT per identificar els virus de vertebrats als quals 

els treballadors podrien estar exposats. A més, es va realitzar una QMRA 

per estimar el risc ocupacional associat a l’exposició a virus per part dels 

treballadors de l’EDAR, seleccionant HAdV com a patogen de referència. 

A la granja de porcs, es va dur a terme una QMRA com a extrapolació, 

considerant un virus hipotèticament zoonòtic amb característiques 

similars a l’adenovirus porcí (PAdV). Les vies d’exposició dels models van 

“Assessing Environmental Exposure to Viruses in Wastewater 

Treatment Plant and Swine Farm Scenarios with Next-generation 

Sequencing and Occupational Risk Approaches” 

Itarte, M., Calvo, M., Martínez-Frago, L., Mejías-Molina, C., Martínez-Puchol, S., 

Girones, R., Medema, G., Bofill-Mas, S. i Rusiñol, M. 

Journal of Hygiene and Environmental Health. Volume 259, June 2024, 114360. 

https://doi.org/10.1016/j.ijheh.2024.114360 
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incloure la inhalació d’aerosols i la ingestió oral a través de superfícies 

contaminades i el contacte mà-boca.  

HAdV i PAdV van ser detectats de manera extensa a les mostres de 

l’EDAR i de la granja de porcs, respectivament, mitjançant els assaigs de 

qPCR. La seqüenciació massiva utilitzant el panell de captura VirCapSeq-

VERT va permetre va identificar virus humans i animals en mostres de 

l’EDAR, incloent-hi virus de les famílies Adenoviridae, Circoviridae, 

Orthoherpesviridae, Papillomaviridae i Parvoviridae. A la granja de porcs, 

la majoria dels virus de vertebrats identificats van ser virus de porc 

pertanyents a Adenoviridae, Astroviridae, Circoviridae, Herpesviridae, 

Papillomaviridae, Parvoviridae, Picornaviridae i Retroviridae.  

Els resultats de la QMRA van revelar riscos considerables d’infeccions 

víriques per als treballadors de l’EDAR, si no es prenen mesures de 

seguretat. La probabilitat de malaltia per inhalació de HAdV va resultar ser 

més alta a l’estiu en comparació amb l’hivern, mentre que el major risc per 

ingestió oral es va observar als espais de treball durant l’hivern. La 

simulació de QMRA a la granja de porcs va suggerir un potencial risc 

considerable en cas d’exposició a un virus zoonòtic hipotètic.  

Aquest estudi proporciona una visió d’interès sobre l’exposició 

ocupacional dels treballadors d’EDARs i granges de porcs a virus humans 

i animals. Els anàlisis de NGS i QMRA realitzats en aquest estudi poden 

ajudar els gestors a prendre decisions basades en evidències, facilitant la 

implementació de mesures de protecció i pràctiques per a la reducció de 

riscos per als treballadors.  
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L’aigua residual: font de contaminació i eina per a estudis 

epidemiològics. Detecció i caracterització de coronavirus en un 

context de pandèmia.  

L’epidemiologia basada en aigües residuals ha demostrat ser una eina 

eficaç per al monitoratge de virus que circulen en una població. Amb la 

recent pandèmia de la COVID-19, aquesta eina de vigilància ha contribuït 

de forma significativa al seguiment de l’evolució epidemiològica. A més, 

les tècniques de NGS permeten estudiar el viroma de les aigües residuals 

i, aplicant l’assaig adequat, és possible obtenir la diversitat de variants, en 

aquest cas de SARS-CoV-2, que circulen a la població en un moment 

determinat.  

En el primer article presentat en aquesta tesi consisteix es van revisar i 

avaluar les diferents metodologies utilitzades en mostres d’aigua residual 

per estudiar la disseminació de les variants del SARS-CoV-2. L’aparició 

de les variants , , considerades VOC en el seu moment, va 

evidenciar la necessitat de desenvolupar estratègies per estudiar-ne la 

circulació. Aquestes variants, associades amb les fluctuacions 

observades amb les onades de la pandèmia, presentaven mutacions 

signatura característiques, la majoria localitzades al gen de l’espícula 

vírica, que influïen en la infectivitat vírica i l’antigenicitat (Harvey et al., 

2021). Per tant, les regions amb mutacions signatura de les VOC i VOI 

són generalment seleccionades com a diana per a les diferents 

estratègies analítiques.  

A més, en aquest article es van incloure dades preliminars de dues 

aproximacions desenvolupades: assaigs específics de RT-nPCR amb 

posterior seqüenciació Sanger dissenyats per identificar mutacions 

signatura de les principals VOC i VOI, descrites fins a la data de la 

publicació de l’article, i una estratègia de seqüenciació massiva 

d’amplicons de tres regions diferents del gen de l’espícula vírica. Les dues 
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aproximacions es van aplicar de forma paral·lela en mostres compostes 

d’aigua residual recollides d’EDARs catalanes de diferents dimensions 

durant els mesos de febrer i maig de 2021.  

Els assaigs específics nPCR i la posterior seqüenciació Sanger van 

permetre la identificació de mutacions signatura predominants en les 

mostres d’aigua residual, incloent-hi Del69/70, Del144, K417N i E484K. 

En canvi, mitjançant la seqüenciació massiva d’amplicons, es va obtenir 

la diversitat genètica de cada mostra, revelant diferents combinacions de 

mutacions signatura compatibles amb diferents variants, tal com s’espera 

de la diversitat vírica present en les aigües residuals. Curiosament, la 

seqüenciació massiva d’amplicons va permetre identificar el moment en 

què la variant  probablement es va convertir en la predominant a 

Catalunya, entre la primera i la segona setmana de febrer de l’any 2021. 

Aquests resultats van ser coherents amb els de la seqüenciació Sanger, 

ja que les mutacions signatura de la variant  només es van detectar quan 

les mostres presentaven un alt percentatge d’aquestes mutacions, és a 

dir, quan aquestes mutacions eren les predominants entre la barreja de 

seqüències corresponents a les diferents variants circulants. 

Amb aquests resultats preliminars i la revisió de les diferents metodologies 

utilitzades per caracteritzar les variants de SARS-CoV-2 en aigües 

residuals, es va poder realitzar una avaluació assenyalant els avantatges 

i inconvenients de cadascuna. Els assaigs de RT-qPCR i RT-ddPCR 

dissenyats per detectar mutacions signatura d’una variant concreta són 

els més ràpids i permeten monitoritzar una variant en una regió on s’ha 

propagat i s’ha establert. L’estratègia RT-nPCR amb posterior 

seqüenciació Sanger pot ser útil per elucidar la variant predominant que 

circula en una regió, ja que amb aquest tipus de seqüenciació només 

s’obté la seqüència amplificada més abundant. En canvi, considerant que 

les aigües residuals contenen una barreja de variants, les tècniques de 

NGS són les més adequades si es vol realitzar una caracterització de la 
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diversitat present, perquè permeten identificar la diversitat de variants de 

SARS-CoV-2 que circulen en una regió determinada en un moment 

concret. En conclusió, cadascuna de les metodologies descrites ofereix 

diferents tipus d’informació, amb els seus propis avantatges i 

inconvenients. És important considerar aquests aspectes a l’hora de 

seleccionar l’estratègia més adequada, la qual dependrà dels objectius 

específics de l’estudi.  

El segon estudi es va centrar en l’aplicació de tècniques de NGS per 

descriure l’ocurrència del SARS-CoV-2, juntament amb altres virus 

excretats que constitueixen el viroma de les aigües residuals. El SARS-

CoV-2 s’excreta en femta per la majoria de les persones infectades, 

tinguin símptomes o no, de manera que el seu material genètic pot 

detectat fins a dies i setmanes després (Ahmed et al., 2020b; Medema et 

al., 2020). En aquest context, per tant, el SARS-CoV-2 podria considerar-

se un membre més del viroma de les aigües residuals. No obstant, tenint 

en compte que l’aigua residual és una matriu complexa amb una gran 

diversitat vírica (Fernandez-Cassi et al., 2018; Martínez-Puchol et al., 

2020a), la detecció de SARS-CoV-2 en estudis de viroma pot suposar un 

repte. 

Es van estudiar dues mostres compostes de 24 hores d’aigua residual 

d’una EDAR de Barcelona. Una mostra va ser obtinguda al març de 2020, 

quan es va produir el pic de casos de la primera onada de la pandèmia a 

Catalunya, mentre que l’altra corresponia al moment abans de la segona 

onada, al juliol del 2020. La caracterització del viroma d’aquestes dues 

mostres es va fer tant amb com sense enriquiment de dianes, utilitzant el 

panell VirCapSeq-VERT per a la captura de seqüències de virus de 

vertebrats.  

Les seqüències víriques de la família Coronaviridae només es van 

detectar en la mostra de març mitjançant la seqüenciació amb enriquiment 
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de dianes. Es van identificar coronavirus humans, incloent-hi SARS-CoV-

2 i HCoV-OC43, associat amb el refredat comú (Van Der Hoek, 2007), així 

com coronavirus animals que infecten animals domèstics i rosegadors. 

Les seqüències de SARS-CoV-2 es van comparar amb les seqüències 

obtingudes de mostres clíniques que es van analitzar amb el mateix 

protocol de captura. A part de tres diferències nucleotídiques, els resultats 

obtinguts van demostrar una alta similitud entre les seqüències ambientals 

i clíniques. A causa del baix coverage obtingut del genoma, no es va poder 

determinar si aquestes diferències nucleotídiques estaven realment 

presents a l’ambient o si es tractaven d’errors de la pròpia seqüenciació. 

En aquest cas, es demostra que per a la caracterització de la diversitat de 

variants de SARS-CoV-2 circulant, pot ser més convenient la 

seqüenciació massiva d’amplicons, estratègia aplicada i avaluada a 

l’article anterior.  

No es van detectar seqüències de coronavirus a la mostra de juliol, la qual 

presentava quantificacions més baixes de SARS-CoV-2 mitjançant qPCR, 

en consonància amb la baixa incidència reportada de la població en aquell 

moment de la pandèmia. Algunes possibles explicacions per no haver 

detectat altres coronavirus humans o animals podrien ser l’estacionalitat 

d’aquests virus i/o l’ús massiu de mascaretes, que implicarien una menor 

circulació vírica entre la població.  

La seqüenciació massiva amb captura mitjançant el panell VirCapSeq-

VERT ha permès identificar coronavirus humans i animals presents en 

aigua residual. Considerant que els coronavirus són patògens zoonòtics 

amb capacitat de causar brots, tant en humans com en animals, 

mitjançant la transmissió entre espècies, es requereix adoptar una 

perspectiva One Health, integrant la salut humana, animal i ambiental, per 

a la implementació d’estratègies efectives de control (Sharun et al., 2021). 

No obstant, el baix nombre de seqüències obtingudes suggereix que 

encara es requereixen millores per poder detectar aquests virus en 
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mostres ambientals. Una opció de millora és l’ús de panells dissenyats 

específicament per capturar membres de la família Coronaviridae, 

resultant en una major profunditat de seqüenciació i proporcionant una 

visió més completa de la diversitat de virus d’interès.  

En el tercer i últim article d’aquest capítol es va desenvolupar i validar un 

panell de captura dirigit a millorar la seqüenciació de coronavirus en 

mostres ambientals i d’origen animal. El panell es va dissenyar amb 

sondes específiques per capturar diversos membres de la família 

Coronaviridae que infecten humans i animals, incloent-hi porcs, bestiar 

boví, rosegadors, gats, gossos, aus i ratpenats.  

La seqüenciació massiva amb la captura i enriquiment de coronavirus 

utilitzant el panell dissenyat es va aplicar a tres mostres compostes de 24 

hores d’aigua residual d’una EDAR de Barcelona, a quatre pools de 

mostres de guano de ratpenat recollides en ubicacions diferents de 

Catalunya i les Illes Balears i, finalment, a mostres de lixiviats de 

pollastres, porcs i conills procedents de camions de cadàvers animals.  

En les mostres analitzades, gràcies al panell de captura dissenyat, es va 

poder seqüenciar una gran diversitat de coronavirus. Amb la seqüenciació 

HTS, sense enriquiment de dianes, només es van obtenir reads 

corresponents a coronavirus en un dels pools de mostres de guano, tot i 

que amb un ordre de magnitud molt inferior al nombre de reads obtinguts 

del mateix pool seqüenciat amb captura. Les mostres d’aigua residual van 

ser les que van mostrar la major diversitat de coronavirus, la qual cosa 

concorda amb el fet que aquest tipus mostres presenten una extensa 

diversitat vírica (Fernandez-Cassi et al., 2018; Martínez-Puchol et al., 

2020a). Els coronavirus humans detectats, SARS-CoV-2, HCoV-229E i 

HCoV-OC43, poden atribuir-se a l’estat epidemiològic del moment, ja que 

les mostres van ser recollides durant un període en què la pandèmia 

causada pel SARS-CoV-2 continuava activa (de novembre de 2021 a 
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gener de 2022), mentre que el HCoV-229E i el HCoV-OC43 estan 

associats a l’ocurrència del refredat comú (Van Der Hoek, 2007). Es va 

detectar una diversitat més gran de coronavirus animals, essent els 

coronavirus de gos i de gat els que van presentar un major nombre de 

reads i que es podria explicar per l’eliminació de residus d’aquests animals 

domèstics a través del vàter o per la neteja de carrers.  

Pel que fa a les mostres d’origen animal, la seqüenciació amb el panell de 

captura va permetre la identificació de coronavirus animals en les mostres 

analitzades. Es van detectar quatre espècies diferents de coronavirus que 

infecten ratpenats a les mostres de guano, així com el coronavirus de 

civeta HKU8, el qual s’ha especulat que podria estar associat a un 

possible esdeveniment de transmissió entre espècies a partir d’un 

coronavirus de ratpenat (He et al., 2022). Es van obtenir reads 

corresponents a coronavirus que infecten conills, aus, porcs, bestiar boví 

i gossos de les diferents mostres de lixiviats animals, tot i que amb una 

diversitat vírica i un coverage inferior que suggereix que aquestes matrius 

complexes tenen una ocurrència menor de coronavirus, un major grau de 

degradació dels àcids nucleics, o bé requereixen d’una metodologia 

optimitzada per poder-los detectar.  

Així doncs, amb aquest últim article, l’aplicació del panell de captura dirigit 

a la seqüenciació de coronavirus ha representat una millora considerable 

en comparació amb la seqüenciació de mostres d’aigua residual utilitzant 

el panell comercial utilitzat a l’article anterior, VirCapSeq-VERT, dirigit a la 

captura de seqüències de virus de vertebrats. A més, també s’ha 

demostrat el seu potencial ús en mostres d’origen animal, concretament, 

guano i lixiviats animals. S’ha validat la seva eficàcia no només en la 

captura i seqüenciació de les espècies víriques incloses al disseny del 

panell, sinó també d’altres espècies dins de la família. Aquest panell de 

captura permet obtenir una major profunditat de seqüenciació per a la 

detecció de coronavirus d’interès i podria facilitar la descoberta de virus 
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nous, representant una eina eficaç per a l’estudi de virus zoonòtics i la 

identificació de noves espècies susceptibles a la transmissió entre 

espècies. L’estudi de les interaccions entre humans, animals i l’ambient 

compartit és essencial per identificar els potencials reservoris i hostes 

intermediaris de coronavirus, la qual cosa contribueix a la prevenció 

d’esdeveniments zoonòtics i malalties infeccioses emergents mitjançant la 

detecció primerenca de brots potencials i el desenvolupament de mesures 

eficaces (Islam et al., 2022). La seqüenciació massiva amb el panell de 

captura desenvolupat ofereix una millor comprensió de la dinàmica de les 

poblacions víriques i les seves possibles implicacions en la transmissió 

zoonòtica.  

 

Exposició a virus contaminants d’aigües i aliments: detecció i 

caracterització vírica. 

Els virus excretats a les aigües residuals poden ser resistents als 

tractaments de les EDARs i acabar contaminant les fonts d’aigua que 

s’utilitzen per beure, per regar o per a ús recreatiu, suposant així 

potencials vies de transmissió d’aquests virus. Aquest capítol de la tesi es 

centra en estudiar l’exposició a virus patògens que contaminen aigües i 

aliments. 

Les fruites i verdures són susceptibles a la contaminació microbiològica 

en cada etapa de la producció alimentària. Amb l’increment del consum 

d’aquest tipus d’aliments en els últims anys, sovint consumits crus o 

mínimament processats, s’ha associat un augment en brots d’infeccions i 

malalties d’origen alimentari, la majoria dels quals s’han vinculat a virus 

(Balali et al., 2020; Callejón et al., 2015; Fernandez-Cassi et al., 2017). 

L’aigua utilitzada per regar aquests aliments és un factor crític, ja que 

constitueix una font potencial de virus patògens transmesos pels aliments 

(Garcia et al., 2015; Shaheen et al., 2019). Per aquest motiu, en el quart 
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article es van estudiar mostres d’enciam, julivert i maduixes procedents de 

tres llocs diferents de producció d’agricultura ecològica situats a la 

província de Barcelona, juntament amb les seves corresponents aigües 

de reg, incloent-hi mostres d’aigua subterrània (llocs de producció 1 i 2) i 

d’aigua de riu (lloc de producció 3), així com d’altres fonts alternatives com 

el riu Llobregat o l’aigua de tractament secundari i de terciari. Aquestes 

últimes es van incloure perquè l’aigua regenerada està esdevenint una 

font important d’aigua d’irrigació i s’està potenciant el seu ús en contextos 

d’escassetat d’aigua. Totes les mostres es van analitzar mitjançant 

assaigs qPCR específics de l’indicador de contaminació fecal HAdV i 

altres patògens rellevants, com ara NoV, per tal de detectar i quantificar 

el nivell de contaminació vírica. Les mostres amb una major contaminació 

vírica es van seleccionar per ser analitzades mitjançant dues tècniques de 

NGS: la seqüenciació massiva amb enriquiment de dianes, utilitzant 

VirCapSeq-VERT com a panell de captura, i la seqüenciació massiva 

d’amplicons dirigida a la detecció i caracterització de NoV, considerat una 

de les principals causes dels brots d’origen alimentari (Gobeil et al., 2020; 

Gonzales-Gustavson et al., 2019; Koo et al., 2010), i de HPV, el qual s’ha 

descrit la seva ocurrència en aigües residuals i fluvials (La Rosa et al., 

2013; Martínez-Puchol et al., 2020a, 2021; Rusiñol et al., 2020), però la 

seva transmissió a través de l’aigua contaminada encara és incerta.  

Els assaigs de qPCR van revelar una contaminació baixa però freqüent 

de patògens vírics HAdV i/o NoV en el 46.9% de les mostres d’aliments 

(6/12 mostres d’enciam, 4/12 mostres de maduixa i 5/8 mostres de julivert) 

i en el 50% de les mostres d’aigües de reg analitzades.  

La seqüenciació massiva amb captura utilitzant el panell VirCapSeq-

VERT va permetre la detecció de virus humans i animals en totes les 

mostres d’aigua de reg analitzades. La majoria de reads obtinguts van 

correspondre a virus humans en totes aquestes mostres, suposant inclús 

la totalitat, o gairebé la totalitat, en les mostres d’aigua de tractament 



                                  DISCUSSIÓ 

193 
 

secundari i de terciari, respectivament. En la resta de fonts d’aigües de 

reg, es va detectar una proporció major de reads corresponents a virus 

d’animals de diferents famílies víriques, incloent-hi Astroviridae, 

Caliciviridae, Genomoviridae i Parvoviridae, d’entre altres, amb una gran 

diversitat d’hostes als que infecten, com ara porcs, animals domèstics, 

cavalls, bestiar boví, aus i ratpenats. L’origen d’aquests virus podria estar 

relacionat amb la filtració d’aigües residuals o la contaminació provinent 

de zones de producció de bestiar properes als llocs d’estudi (Wei et al., 

2011). En les mostres d’aliments, es va obtenir un nombre de reads molt 

baix de virus de vertebrats només en una mostra de julivert, els quals es 

van identificar com a NoV GII.17, un genotip que va emergir com a causa 

principal de brots de gastroenteritis a la Xina i al Japó durant l’hivern del 

2014/2015 (de Graaf et al., 2015). No es van detectar virus humans en 

altres mostres d’aliments mitjançant la seqüenciació amb VirCapSeq-

VERT, tot i haver detectat contaminació vírica mitjançant qPCR. Aquest 

fet podria explicar-se per la complexitat d’aquestes mostres que dificulta 

la detecció de virus, tal i com s’ha descrit anteriorment en el cas de fruits 

de tipus baia, per presència d’inhibidors i un baix pH (Le Guyader et al., 

2004), o també per limitacions associades amb el protocol SISPA 

(Duhaime et al., 2012; Fernandez-Cassi et al., 2017; Karlsson et al., 

2013). Per tal de millorar la detecció de virus en aquestes matrius 

alimentàries es podria optimitzar el processament de les mostres per 

eliminar possibles inhibidors, dissenyar panells de captura dirigits a la 

seqüenciació massiva de virus patògens transmesos per aigua i aliments 

o, alternativament, utilitzar l’estratègia de seqüenciació massiva 

d’amplicons que permetés la caracterització vírica dins d’una mateix grup 

de virus, detallada a continuació.  

La seqüenciació massiva d’amplicons va permetre l’estudi de la diversitat 

vírica de NoV i HPV en les mostres d’aliments i d’aigües de reg 

analitzades. Les mostres d’aigua residual tractada i les de riu són les que 
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van presentar una major diversitat d’aquests virus. En general, totes les 

mostres d’aliments van presentar una menor diversitat de NoV i HPV, però 

és necessari destacar que tots els tipus vírics identificats en aliments 

també es van trobar en les fonts d’aigua de reg. El genotip NoV GII.4, 

considerat actualment el genotip més abundant i el principal causant dels 

brots de norovirus a nivell global (CDC, 2023), es va identificar en totes 

les fonts d’aigua de reg, així com en mostres de maduixa i de julivert. La 

majoria dels HPV detectats pertanyen al gènere Betapapillomavirus, i cal 

destacar el HPV-8 seqüenciat en les mostres d’aigua tractada, el qual s’ha 

associat amb el carcinoma de cèl·lules escamoses (SCC) (Li et al., 2013).  

Els resultats d’aquest estudi indiquen que els aliments de producció 

orgànica i les aigües d’irrigació presenten una àmplia diversitat de virus 

patògens que podrien representar un risc per als humans. A més, els 

resultats assenyalen que l’aigua de reg és la font més probable dels virus 

patògens detectats en els aliments analitzats, especialment de NoV i HPV. 

La detecció freqüent de HPV tant en aliments com en les aigües de reg 

suggereix que podria considerar-se un potencial patogen emergent, i 

s’hauria d’estudiar més exhaustivament la seva transmissió a través de 

les aigües de reg i els aliments. La seqüenciació massiva utilitzant el 

panell de captura VirCapSeq-VERT ha demostrat ser eficaç per a la 

detecció de virus humans i animals que integren el viroma de les aigües 

de reg, mentre que la seqüenciació massiva d’amplicons ha permès 

caracteritzar els patògens vírics NoV i HPV que contaminen tant les 

aigües de reg com els aliments de producció orgànica. Ambdues 

tècniques de NGS han permès detectar virus patògens humans fins i tot 

en mostres amb baixos nivells de contaminació vírica detectats mitjançant 

qPCR, indicant que aquestes tècniques podrien ser útils per a identificar i 

caracteritzar patògens vírics en el context de la salut alimentària. 

D’aquesta manera, són eines potencials per monitoritzar virus patògens 
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que poden contaminar els aliments i les aigües de reg, amb l’objectiu de 

prevenir i reduir els brots d’infeccions i de malalties d’origen alimentari.  

Seguint amb l’exposició a virus que contaminen les fonts d’aigua, el cinquè 

article va avaluar la contaminació vírica i va explorar la diversitat de virus 

presents en aigües subterrànies i d’escorrentia d’un entorn urbà. L’ús dels 

aqüífers urbans com a fonts d’aigua potable està augmentant anualment, 

especialment durant els períodes de sequera, però la monitorització de la 

qualitat de les aigües subterrànies és insuficient, en molts casos, en quant 

a controls d’elements biològics (Idescat, 2022). Aquests aqüífers urbans 

són susceptibles a la contaminació per patògens a través de diverses 

fonts de contaminació, com ara les fuites de clavegueram o les 

escorrenties urbanes (Rusiñol, 2023).  

En aquest estudi, es va analitzar la presència de virus indicadors de 

contaminació fecal d’origen humà i patògens vírics en aigües residuals i 

aigües subterrànies urbanes de quatre localitzacions de Barcelona amb 

diferent grau d’urbanització, així com en aigües d’escorrenties mitjançant 

assaigs de qPCR. A més, es va aplicar la seqüenciació massiva amb 

enriquiment de dianes mitjançant el panell de captura VirCapSeq-VERT 

per explorar la diversitat de virus de vertebrats present en les mostres 

d’aigua subterrània i d’escorrentia, oferint informació sobre l’origen de la 

contaminació vírica i les possibles rutes de transmissió de virus en àrees 

urbanes. 

Es va identificar HAdV en totes les mostres d’aigua residual, en el 67% de 

les mostres d’aigua subterrània i en una mostra d’escorrentia mitjançant 

qPCR, indicant contaminació fecal humana. El patogen víric NoV GI es va 

detectar en aigües residuals i en dues mostres d’aigua subterrània 

d’hivern de zones altament i mitjanament urbanitzades.  

La seqüenciació massiva utilitzant el panell VirCapSeq-VERT va permetre 

la detecció de virus humans i animals en aigües subterrànies i 
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d’escorrentia. En les aigües subterrànies, es va identificar el HPV-38, 

relacionat amb càncer de pell (Kocjan et al., 2009), així com circovirus i 

picornavirus animals que infecten ratpenats, coloms o gossos. D’altra 

banda, les mostres d’escorrentia van mostrar una major diversitat vírica, 

incloent-hi virus que infecten humans, coloms, animals domèstics o 

ratpenats, i que pertanyen a les famílies víriques Anelloviridae, 

Astroviridae, Caliciviridae, Circoviridae, Coronaviridae, Genomoviridae, 

Parvoviridae, Picobirnaviridae, Picornaviridae, Poxviridae i Retroviridae. 

Altres estudis havien descrit anteriorment la presència de virus en aquest 

tipus de matriu ambiental mitjançant assaigs de PCR o qPCR (Sauer et 

al., 2011; Sidhu et al., 2012, 2013). Aquests estudis van revelar un perfil 

de virus de transmissió fecal-oral compatible amb la contaminació 

provinent de les aigües residuals durant episodis de pluja i, per tant, 

suggerint una exposició potencial a una àmplia varietat de virus excretats.  

Els resultats d’aquest estudi aporten informació sobre el viroma present 

en aigües subterrànies urbanes i algunes de les seves fonts de 

contaminació, com són les aigües residuals i les escorrenties urbanes. 

Amb la creixent demanda dels recursos hídrics i l’ampliació dels usos de 

les aigües subterrànies urbanes, és important identificar els virus 

patògens que poden contaminar-les, considerat un camp encara 

emergent i amb estudis limitats (Rusiñol, 2023). La seqüenciació massiva 

amb enriquiment de dianes ha permès detectar virus humans i animals en 

aigües subterrànies i d’escorrentia urbanes, contribuint a avaluar els 

riscos potencials associats amb les malalties transmeses per l’aigua, 

especialment en àrees urbanes cada vegada més poblades, però també 

en àrees rurals que depenen de l’ús d’aigües subterrànies per a beure o 

per al reg. Monitoritzar els virus humans i animals amb potencial zoonòtic 

en aquest tipus d’aigües és essencial per identificar les fonts de 

contaminació i, així, poder desenvolupar mesures de mitigació efectives.  
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Identificació de virus presents en entorns de treball amb risc 

d’exposició. Avaluació del risc ocupacional. 

Considerant que l’exposició ocupacional a patògens pot comportar riscos 

per a la salut dels treballadors, en el sisè article es va avaluar l’exposició 

vírica en dos entorns de treball amb risc d’exposició. 

La majoria de les condicions de salut adverses reportades pels 

treballadors d’EDARs s’han relacionat amb l’exposició a bioaerosols 

(Amoah et al., 2022; Carducci et al., 2016; Corrao et al., 2012). Aquests 

bioaerosols es poden generar a través de diferents processos durant el 

tractament de les aigües residuals, de manera que microorganismes 

patògens de les aigües residuals poden ser alliberats fàcilment a 

l’atmosfera (Kataki et al., 2022) i, posteriorment, dipositar-se sobre les 

superfícies (Han et al., 2013).  

Amb la ràpida expansió de la producció porcina intensiva i a gran escala, 

l’emissió d’aerosols en les granges de porcs també s’ha convertit en una 

preocupació creixent (Liu et al., 2023). S’han detectat virus patògens a 

l’aire d’aquestes granges, incloent-hi PRRSV, PEDV, CSFV, ASFV i IAV 

(Alonso et al., 2015), aquest últim també identificat en superfícies (Neira 

et al., 2016).  

Així doncs, tant els treballadors d’EDARs com els de granges de porcs 

poden estar exposats a virus, ja sigui per la inhalació de bioaerosols o per 

la ingestió oral després del contacte directe amb superfícies, roba o eines 

contaminades. Per aquest motiu, es van analitzar mostres d’aire i de 

superfícies d’aquests entorns ocupacionals a Catalunya per tal 

d’identificar els virus als quals els treballadors estan exposats. Les 

mostres d’aerosols es van obtenir amb el mostrejador d’aire ciclònic 

e que les superfícies es van mostrejar seguint l’estratègia 

descrita per Sommer i col·laboradors per estudiar virus en superfícies a 

llarg termini (Sommer et al., 2021), utilitzant adhesius de paper en 
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superfícies tocades freqüentment pels treballadors. Les campanyes de 

mostreigs van incloure hivern i estiu. En el cas de l’EDAR, les mostres 

d’aire es van recollir tant en zones interiors com en exteriors, mentre que 

per al mostreig de superfícies es van distingir dos escenaris diferents: per 

una banda, els espais de treball, i per l’altra, la sala que els treballadors 

utilitzen com a cuina durant el seu temps de descans. Totes les mostres 

es van analitzar mitjançant assaigs de qPCR per tal d’avaluar la 

contaminació vírica, aspecte que es va tenir en compte per fer el pools de 

mostres per a la seqüenciació massiva de virus de vertebrats amb el 

panell de captura VirCapSeq-VERT.  

Els HAdV i PAdV es van detectar en un gran percentatge de mostres 

d’aerosols i de superfícies de l’EDAR i de la granja de porcs, 

respectivament, mitjançant qPCR. Són virus persistents que s’excreten i 

es troben freqüentment a l’ambient (Hijnen et al., 2006), els HAdV es 

consideren indicadors de contaminació fecal humana (Bofill-Mas et al., 

2013), mentre que els PAdV s’han utilitzat per identificar fonts de 

contaminació fecal porcina (Rusiñol et al., 2014). Totes les mostres d’aire 

i de superfícies van resultar negatives per a l’assaig de SARS-CoV-2, 

excepte dues mostres de superfícies de la granja de porcs. La detecció 

de SARS-CoV-2 en aquestes mostres es va relacionar amb un brot 

existent entre els treballadors durant el període de mostreig.  

La seqüenciació massiva amb el panell de captura VirCapSeq-VERT va 

permetre la detecció de virus humans i animals en les mostres de l’EDAR. 

El perfil de virus detectats en les mostres d’aerosols correspon a les 

famílies víriques descrites habitualment en les aigües residuals, suggerint 

que la font d’aquests virus és l’aerosolització de les aigües residuals. 

Alguns exemples d’aquestes famílies són Adenoviridae, Astroviridae, 

Caliciviridae, Circoviridae i Parvoviridae, les quals es van detectar tant en 

mostres d’aerosols d’interior com d’exterior. De fet, es va identificar el 

HAdV-41 com el principal serotip d’HAdV detectat en totes les mostres 
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d’aerosols i de superfícies, coincidint amb el serotip obtingut per 

seqüenciació Sanger de mostres d’aigua residual de l’EDAR durant el 

mateix període de mostreig i, per tant, reforçant la idea que l’aerosolització 

de l’aigua residual és la font dels virus patògens detectats. L’HAdV-41 està 

associat etiològicament a gastroenteritis, i la seva alta prevalença a 

l’ambient s’ha identificat anteriorment (Bofill-Mas et al., 2013). La resta de 

virus humans detectats es relacionen amb infeccions asimptomàtiques o 

amb un ampli rang de símptomes, com ara gastroenteritis, hepatitis i 

meningitis (Rusiñol & Girones, 2017). En aerosols d’exterior es van 

identificar seqüències corresponents a HPV, considerats epiteliotròpics 

històricament, però la seva ocurrència en aigües residuals (Iaconelli et al., 

2015; La Rosa et al., 2013; Martínez-Puchol et al., 2020a; Rusiñol et al., 

2020) i la seva excreció en femta (Di Bonito et al., 2015; Iaconelli et al., 

2015; La Rosa et al., 2013), juntament amb la diversitat vírica detectada 

en aliments i aigües de reg en el quart article d’aquesta tesi, suggereixen 

una nova via de transmissió fecal-oral que cal investigar amb més 

profunditat. Per últim, la diversitat de virus que infecten aus identificada 

tant en mostres d’aerosols com en mostres de superfícies concorda amb 

resultats previs que van descriure virus aviars en mostres d’aigua residual 

de la mateixa EDAR i confirma l’impacte dels efluents de la indústria 

avícola (Carratalà et al., 2012).  

En canvi, en les mostres de superfícies, a més de detectar alguns virus 

associats a l’aigua, es va identificar un perfil de virus que podria ser 

compatible amb el contacte de les mans contaminades dels treballadors. 

Aquest fet s’evidencia amb la gran diversitat de HPV identificada en 

aquestes mostres, o amb la detecció del virus d’Epstein-Barr (EBV) i el 

poliomavirus de les cèl·lules de Merkel (MCPyV). EBV i MCPyV són virus 

altament prevalents a la població que causen infeccions asimptomàtiques, 

però en alguns casos poden causar lesions cutànies i càncer en humans 
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(Huang et al., 2023; Liu et al., 2016; Sangueza-Acosta & Sandoval-

Romero, 2018).  

La seqüenciació massiva amb el panell de captura també va possibilitar 

la detecció de virus de vertebrats en les mostres d’aerosols i superfícies 

de la granja de porcs, la majoria essent virus comuns que infecten porcs i 

que pertanyen a famílies com Adenoviridae, Astroviridae, Circoviridae, 

Herpesviridae, Parvoviridae i Picornaviridae. Per tant, aquests resultats 

evidencien que els treballadors de granges de porcs estan exposats a una 

gran diversitat de virus animals. De fet, s’ha descrit que els treballadors 

d’aquests entorns tenen un major risc d’infeccions per virus de la grip 

zoonòtics (Gray et al., 2007) i, recentment, s’ha declarat un cas de grip 

porcina en humans a Catalunya (gener 2024), corresponent a una 

persona que treballava en una granja porcina (ASPCAT, 2024).  

Les dades de les quantificacions de HAdV i PAdV en mostres d’aerosols i 

superfícies de l’EDAR i la granja de porcs, respectivament, obtingudes 

amb assaigs qPCR, es van utilitzar per estimar el risc d’aquests 

treballadors associat a l’exposició vírica mitjançant QMRA, considerant 

dues vies de transmissió: la inhalació d’aerosols i la ingestió oral a través 

de superfícies contaminades i el contacte mà-boca. En el cas de l’EDAR, 

es va seleccionar HAdV com a virus de referència per estimar el risc 

ocupacional associat a les infeccions per virus patògens presents a l’aigua 

residual. En canvi, en el cas de la granja, es va estimar el risc, amb una 

aproximació de QMRA, que tindrien els treballadors de granja d’infectar-

se amb un virus hipotètic amb un potencial zoonòtic assumit i 

característiques similars a les del PAdV, sota un context One Health.  

L’anàlisi de QMRA va revelar que l’exposició ocupacional a l’EDAR 

comporta un notable risc d’infeccions víriques si no es prenen mesures de 

seguretat. La probabilitat mitjana diària de malaltia per la inhalació d’HAdV 

va resultar ser més alta durant l’estiu (5.4%), mentre que el major risc 
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d’ingestió oral d’HAdV a través de superfícies contaminades es va 

observar als espais de treball durant l’hivern (13%).  

A la granja de porcs, la simulació de QMRA va suggerir un possible risc 

en cas d’exposició a un virus zoonòtic. La probabilitat mitjana de malaltia 

diària més alta es donaria per la ingestió oral, mitjançant el contacte amb 

superfícies contaminades, durant l’estiu (63.6%), mentre que la inhalació 

seria similar entre l’hivern i l’estiu (20.8% i 21.8%).  

Tots aquests resultats indiquen considerables riscos potencials per als 

treballadors d’EDARs i de granges de porcs, coincidint amb estudis 

epidemiològics que informen sobre símptomes relacionats amb aquests 

entorns ocupacionals i els efectes sobre la salut entre aquests treballadors 

(Al-Batanony & El-Shafie, 2011; Andersen et al., 2004; Donham et al., 

1995; Douwes et al., 2001; Samadi et al., 2013; Thorn & Kerekes, 2001). 

De fet, les probabilitats mitjanes estacionals de malaltia en tots els 

escenaris estarien excedint el límit de referència proposat per l’EPA, 10-4 

per persona i per any (U.S. EPA, 2005).  

Les anàlisis de QMRA i NGS realitzades en aquest estudi han permès 

identificar l’exposició a virus patògens presents en entorns ocupacionals 

de risc i avaluar el risc associat a aquesta exposició. Aquesta informació 

és essencial per al desenvolupament i la implementació d’estratègies i 

mesures de seguretat per protegir els treballadors d’EDARs i de granges 

de porcs, com ara procediments de neteja efectius o l’ús d’EPI. La 

seqüenciació massiva amb enriquiment de dianes aplicada a mostres 

d’aerosols i superfícies d’aquests entorns ocupacionals pot ser una eina 

útil per detectar i caracteritzar els virus que circulen, així com identificar 

potencials virus emergents i zoonòtics. En aquest últim cas, especialment 

en mostres de granges de porcs, dissenyar un panell de captura dirigit a 

la seqüenciació de virus amb potencial zoonòtic i/o pandèmic podria 

millorar-ne la detecció. 
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Els resultats d’aquesta tesi demostren que existeix una gran diversitat de 

virus presents en l’ambient als quals els humans estem exposats, 

constituint l’exposoma víric. És important estudiar l’ocurrència dels virus a 

l’ambient, les seves vies de transmissió, la seva epidemiologia i ecologia, 

així com preveure quins impactes pot tenir el canvi climàtic en tots aquests 

aspectes. S’ha demostrat que el canvi climàtic afecta els ecosistemes de 

tot el món, i constitueix un dels factors que impulsen l’aparició de virus 

emergents i zoonòtics. Un altre impacte directe són els episodis de 

sequera i d’escassetat d’aigua, en els quals s’ha de recórrer a la utilització 

de fonts alternatives d’aigua, com ara les aigües regenerades o les aigües 

subterrànies, les quals poden suposar una via de transmissió de virus 

patògens si no es monitoritzen per assegurar la seva qualitat. 

En aquesta tesi no s’ha avaluat la capacitat infecciosa dels virus detectats, 

però els mètodes moleculars utilitzats han permès detectar el material 

genètic, l’empremta vírica a l’ambient i, per tant, el testimoni de la 

presència i existència d’aquests virus. Aquesta empremta molecular ens 

aporta informació important per identificar els virus circulants i les 

possibles fonts de contaminació, i així poder avaluar els potencials riscos 

associats. Tal i com s’ha discutit al llarg d’aquesta tesi, el monitoratge i la 

vigilància ambiental són clau per a una gestió eficaç dels brots actuals i 

futurs. La seqüenciació de virus d’interès en mostres ambientals pot 

suposar un repte, ja que sovint són mostres complexes amb una gran 

diversitat vírica que pot dificultar la detecció dels virus que es vulguin 

detectar, i que potser es troben en menor proporció a la resta. En aquesta 

tesi es demostra que la seqüenciació massiva amb enriquiment de dianes 

o la seqüenciació massiva d’amplicons són les aproximacions més

efectives per abordar aquesta limitació. La seqüenciació amb enriquiment

de dianes permet adaptar la captura en funció del panell utilitzat, podent

escollir el grau d’especificitat, des d’utilitzar panells més generals, dirigits

a virus de vertebrats, fins a panells més específics dissenyats per a la
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captura de membres d’una família vírica concreta, com els coronavirus. 

D’altra banda, la seqüenciació massiva d’amplicons permet una 

caracterització vírica més sensible dins d’un grup determinat de virus.  

El monitoratge ambiental a través d’aigües residuals i altres fonts de 

contaminació, aigües subterrànies, aliments de producció orgànica i 

aigües de reg, aerosols, superfícies i mostres d’origen animal, permet 

identificar els virus que circulen en una població determinada, contribuint 

així a la prevenció de malalties i al desenvolupament d’accions eficients, 

útils i econòmiques contra properes pandèmies. La interacció entre virus, 

ambient, animals i humans és complexa i, tot i que els virus són les entitats 

més abundants del planeta, encara queda molt per aprendre.  
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 L’aplicació de diferents tècniques de NGS ha permès la identificació i 

caracterització de virus en una gran varietat de matrius ambientals, 

incloent-hi aigües residuals, aigües d’escorrentia, aigües subterrànies, 

mostres d’origen animal, aliments de producció orgànica i aigües de 

reg, així com superfícies i aerosols d’entorns de treball. Els virus 

identificats constitueixen l’exposoma víric al qual els humans estem 

exposats. 

 

 L’estudi del viroma de l’aigua residual en un context de pandèmia 

mitjançant la seqüenciació massiva amb VirCapSeq-VERT ha permès 

la detecció de coronavirus humans i animals, juntament amb altres 

virus que constitueixen aquest viroma. En canvi, l’ús d’un panell més 

específic dissenyat per capturar membres de la família Coronaviridae 

ha millorat la seqüenciació de coronavirus humans i animals en 

mostres d’aigua residual i ha demostrat el seu potencial ús en mostres 

d’origen animal.  

 

 Les diferents metodologies per estudiar la diversitat de variants del 

SARS-CoV-2 en aigües residuals ofereixen diferents tipus d’informació, 

i la seva selecció s’ha de basar en els objectius específics de l’estudi.  

 

 Els aliments de producció orgànica i les aigües d’irrigació mostren una 

àmplia diversitat de virus patògens que podrien representar un risc per 

als humans. A més, s’ha pogut determinar que l’aigua de reg és la font 

més probable dels virus patògens detectats en els aliments analitzats. 

La seqüenciació massiva amb VirCapSeq-VERT ha permès la detecció 

de virus humans i animals que integren el viroma de les aigües de reg, 

mentre que la seqüenciació massiva d’amplicons ha permès 

caracteritzar els patògens vírics NoV i HPV que contaminen tant les 

aigües de reg com els aliments de producció orgànica. 
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 L’aplicació de la seqüenciació massiva amb VirCapSeq-VERT ha 

permès estudiar el viroma de les aigües subterrànies i d’escorrentia 

urbanes, demostrant el seu potencial per identificar virus patògens i les 

seves possibles fonts de contaminació, així com per avaluar els riscos 

associats en un context d’escassetat d’aigua.  

 

 La seqüenciació massiva amb VirCapSeq-VERT ha permès la 

identificació dels virus presents en l’aire i superfícies d’entorns 

ocupacionals de risc, contribuint a una millor comprensió dels riscos 

vírics als quals estan exposats els treballadors. S’ha pogut determinar 

que els treballadors d’EDARS es troben exposats a virus humans i 

animals provinents de l’aerosolització de l’aigua residual, mentre que 

els treballadors de granja estan exposats a una gran diversitat de virus 

animals.  

 

 L’ús d’adhesius de paper, “gomets”, ha demostrat ser una estratègia 

de mostreig eficient per a l’estudi de virus en superfícies, compatible 

amb posteriors anàlisis de qPCR, NGS i QMRA.  

 

 L’avaluació quantitativa del risc microbiològic ha revelat que l’exposició 

ocupacional a l’EDAR comporta un notable risc d’infeccions víriques si 

no es prenen mesures de seguretat. La simulació de QMRA a la granja 

de porcs també suggereix un potencial risc en cas d’exposició a un 

virus zoonòtic hipotètic.  

 
 El monitoratge i la vigilància ambiental per a la identificació de virus 

patògens, emergents i zoonòtics contribueix a una gestió eficaç dels 

brots actuals i futurs.  
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Material suplementari de l’article 1 

 

M&M 

1. Wastewater samples and SARS-CoV-2 quantification 

Urban 24-hours composite sewage samples were collected from February 

to May 2021 from different wastewater treatment plants (WWTP) located 

in Catalonia, northeast Spain. The biggest wastewater treatment facility, 

WWTP1, located at the city of Barcelona, serves half of the city’s 

population and receives domestic and industrial waste from the sewer 

system. All WWTP are included in the Catalan Surveillance Network of 

SARS-CoV-2 in wastewater (www.sarsaigua.icra.cat), in which the 

authors of this study participate in measuring the SARS-CoV-2 RNA levels 

in wastewater samples collected weekly since July 2020. All samples were 

collected, transported at 4 °C to the laboratories (University of Barcelona, 

UB; Centre for Omic Sciences, COS) and processed the same day of 

arrival by ultrafiltration using CP-Select™ or Centricon® Plus-70 30 KDa, 

which have been previously described to be equivalent wastewater 

concentration methods for SARS-CoV-2 RNA detection (Forés et al., 

2021). Concentration of viral particles was performed by first removing 

debris by centrifuging at 4750 x g for 30 min and processing 80 ml of the 

supernatant for concentration by ultrafiltration to obtain a final concentrate 

of 300 μl. All samples were spiked with the bacteriophage MS2 as a control 

before any processing was carried out. Nucleic acid extraction was done 

using QIAamp Viral RNA Mini Kit, using the QIAcube automatic system 

(Qiagen), recovered into a final volume of 70 μl. The SARS-CoV-2 

concentration was calculated using specific RT-qPCR of the nucleocapsid 

protein (N1 and N2 assays) following the procedure described before 

(Rusiñol and Zammit et al., 2021). In particular, the 2019-nCoV RUO 

qPCR probe assay primer/probe mix (IDT) and the RNA Ultrasense™ 
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One-Step RT-qPCR System (Invitrogen) were used to prepare the RT-

qPCR mixture. Serial dilutions of Twist Synthetic SARS-CoV-2 RNA 

control 2, quantified using Qubit 3.0 dsDNA HS Assay Kit (Life 

Technologies), were used for standard curve construction. All RT-qPCR 

were performed in quadruplicate, with a 1/10 dilution of the nucleic acid 

extraction from each sample in order to characterize potential inhibitory 

effects, and included non-template controls. 

 

2. Study of variants 

Retrotranscription of nucleic acid extractions was performed using 

SuperScript IV enzyme (Life Technologies) and Random Hexamers (50 

acid extraction was denaturalized after 5 min at 65 °C and 5 min on ice. 

After the addition of the SuperScript IV and RNase-OUT™ (Invitrogen), 

retrotranscription was performed over 10 min at 23 °C, 50 min at 50 °C 

and 10 min at 80 °C. The cDNA obtained was used as an input material 

for both approaches developed for the study of variants. 

 

2.1 Nested PCR targeting signature mutations of the main VOCs and 

VOIs followed by Sanger sequencing 

The cDNA obtained from the retrotranscription step was processed by 

specific nested PCR (nPCR) designed to capture signature mutations of 

different VOCs and VOIs. Most of the primers used were previously 

described as suitable for variant typing purposes (UG-HUG, 2020), but 

three new reverse nPCR primers were designed using Geneious software 

version 11.0 (https://www.geneious.com). These reverse nPCR primers 

were designed containing a signature mutation of a particular VOC within 

the primer sequence aimed to amplify a particular variant. Also, the primer 
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design considered comprising certain signature mutations located in the 

middle of the amplicon sequence. Using GISAID (https://www.gisaid.org/), 

primers were tested in silico against complete genomes belonging to the 

August 2021) by the European and the American Centre of Disease 

Control (ECDC, 2021 and CDC, 2021). A completed list with the primers 

used in this approach is showed in Table S1. The PCR products were 

cleaned and concentrated with Zymo DNA Clean & Concentrate kit (Zymo 

Research).  

Table S1. List of primers used in nPCR assays targeting signature mutations of the main 

reference genome, respectively) for assay A, whereas amplicon length expected for 
assay B is 559 bp. 

  
Primer  Position Sequence Ref. 

Assay A 

First 
PCR 

F44 21475-21498 TCTCTTCTTAGT
AAAGGTAGACTT (UG-HUG, 2020) 

R44 22044-22021 GAATAAACTCTG
AACTCACTTTCC 

nPCR 
F44 21475-21498 TCTCTTCTTAGT

AAAGGTAGACTT (UG-HUG, 2020) 

DelY144 22012-21990 TTTGTTGTTTTT
GTGGTAAA This study 

Assay B 

First 
PCR 

F46 22476-22498 CCTTCACTGTAG
AAAAAGGAATC 

(UG-HUG, 2020) 
R46 23055-23032 

TGGAAACCATAT
GATTGTAAAGG
A 

nPCR 
F46 22476-22498 CCTTCACTGTAG

AAAAAGGAATC (UG-HUG, 2020) 

E484K_R 23037-23015 GGAAAGTAACA
ATTAAAACCTTT This study 

 

All specific PCR and nPCR were performed using the DreamTaq™ DNA 

Polymerase (ThermoScientific). The amplification conditions for firsts 

rounds of PCR were as follows: 94 °C 5 min, followed by 35 cycles of 94 

°C 1.30 min, 55 °C 1.30 min, 72 °C 1.30 min, and a final extension at 72 

°C for 10 min. For nPCR reactions, the temperature of the annealing step 
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The PCR products were cleaned and concentrated with Zymo DNA Clean 

& Concentrate kit (Zymo Research) and quantified using Qubit 3.0 dsDNA 

HS Assay Kit (Life Technologies). The purified DNA was directly 

sequenced by Sanger sequencing. All sequences were compared to the 

reference SARS-CoV-2 sequence NC_045512 and signature mutations 

were identified. 

 

2.2 Amplicon Deep Sequencing of three different regions of S gene 

using Illumina MiSeq™ 

The cDNA obtained from the retrotranscription step was also processed 

by ADS using specific nPCR assays for three different regions of the spike 

gene (A1, A2 and A3), using primers previously described as suitable for 

variant typing purposes (UG-HUG, 2020). The nPCR primers were 

extended with the incorporation of Illumina® adapter at the 5’ of the 

primers. A completed list with the primers used in this approach is shown 

in Table S2. The amplification conditions for PCR and nPCR reactions 

were as follows: 94 °C 5 min, followed by 35 cycles of 94 °C 1.30 min, 55 

°C 1.30 min, 72 °C 1.30 min, and a final extension at 72 °C for 10 min. 
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Table S2. List of primers used in ADS assays targeting signature mutations of the main 
VOCs. Amplicons length expected are 570 bp for assay A1, 580 bp for assay A2 and 565 
bp for assay A3. Primers extended with the incorporation of Illumina® adapters is marked 

as "-I" in the primer name. 

Primer 
name 

Position Sequence Reference 

Assay 
A1 

First 
PCR 

F44 21475-
21498 

TCTCTTCTTAGTAAAGGTAG
ACTT (UG-HUG, 

2020) R45 22545-
22523 

CTAACAATAGATTCTGTTGG
TTG 

nPCR 

F44-I 21475-
21498 

TCGTCGGCAGCGTCAGATG
TGTATAAGAGACAGTCTCTT
CTTAGTAAAGGTAGACTT 

Modified 
from (UG-
HUG, 
2020)  

R44-I 22044-
22021 

GTCTCGTGGGCTCGGAGAT
GTGTATAAGAGACAGGAATA
AACTCTGAACTCACTTTCC 

Assay 
A2 

First 
PCR 

F46 22476-
22498 

CCTTCACTGTAGAAAAAGGA
ATC (UG-HUG, 

2020) R47 23543-
23520 

CATATGAGTTGTTGACATGT
TCAG 

nPCR 

F46-I 22476-
22498 

TCGTCGGCAGCGTCAGATG
TGTATAAGAGACAGCCTTCA
CTGTAGAAAAAGGAATC 

Modified 
from (UG-
HUG, 
2020) 

R46-I 23055-
23032 

GTCTCGTGGGCTCGGAGAT
GTGTATAAGAGACAGTGGAA
ACCATATGATTGTAAAGGA 

Assay 
A3 

First 
PCR 

F46 22476-
22498 

CCTTCACTGTAGAAAAAGGA
ATC (UG-HUG, 

2020) R47 23543-
23520 

CATATGAGTTGTTGACATGT
TCAG 

nPCR 

F47-I 22979-
22997 

TCGTCGGCAGCGTCAGATG
TGTATAAGAGACAGTATCAG
GCCGGTAGCACAC 

Modified 
from (UG-
HUG, 
2020) 

R47-I 23453-
23520 

GTCTCGTGGGCTCGGAGAT
GTGTATAAGAGACAGCATAT
GAGTTGTTGACATGTTCAG 

Amplicons obtained were purified from agarose gel using QIAquick Gel 

Extraction (Qiagen) and sequenced, in parallel, with Illumina® MiSeq™ 

2x300 bp platform.  

Data analysis was performed by trimming primers from the reads with cut 

adapt (Martin, 2011) and then denoised into a set of amplicon sequence 

variants (ASVs) with DADA2 tool (Callahan et al., 2016). DADA2 was 

executed through QIIME2's DADA2 plugin, with the "denoise-single" 

command, with the following parameters: “--p-trunc-len 0 --p-trim-left 0 --
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p-max-ee 2.0 --p-trunc-q 2 --p-pooling-method independent --p-chimera-

method consensus --p-min-fold-parent-over-abundance 1.0 --p-n-reads-

learn 1000000 --p-hashed-feature-ids True”. The sequences of these

ASVs were aligned against the SARS-CoV-2 Wuhan reference genome

NC_045512.2 using MAFFT (Katoh and Standley, 2013) with the following

parameters: “--op 1.53 --ep 0.0 --maxiterate 0 --auto --thread -1”.

With the ASV sequences aligned to the reference genome, the presence 

or absence of a specific set of signature mutations of the VOI and VOC for 

each sequence was checked, and that information was used to assess to 

which variants that sequence could belong to. 
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Callahan, B.J., McMurdie, P.J., Rosen, M.J., Han, A.W., Johnson, A.J.A., Holmes, 
S.P., 2016. DADA2: High-resolution sample inference from Illumina amplicon
data. Nat. Methods 13, 581–583. doi:10.1038/nmeth.3869

Forés, E., Bo, S., Itarte, M., Martínez-puchol, S., Hundesa, A., Calvo, M., Borrego, 
C.M., 2021. Science of the Total Environment Evaluation of two rapid ultra
filtration-based methods for SARS-CoV-2 concentration from wastewater 768.
doi:10.1016/j.scitotenv.2020.144786

Katoh, K., Standley, D.M., 2013. MAFFT Multiple Sequence Alignment Software 
Version 7: Improvements in Performance and Usability. Mol. Biol. Evol. 30, 772–
780. doi:10.1093/molbev/mst010

Martin, M., 2011. Cutadapt removes adapter sequences from high-throughput 
sequencing reads. EMBnet.journal 17, 10. doi:10.14806/ej.17.1.200 

Rusiñol, M., Zammit, I., Itarte, M., Forés, E., Martínez-puchol, S., Girones, R., 
Borrego, C., 2021. Science of the Total Environment Monitoring waves of the 
COVID-
doi:10.1016/j.scitotenv.2021.147463 

UG-HUG, 2020. Protocol for specific RT-PCRs for marker regions of the Spike 
region indicative of the UK SARS-CoV- 2 variant B.1.1.7 and the South African 
variant 501Y.V2. 
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ADS additional data 

Reads 
ASV 

Assay A1 Assay A2 Assay A3 

WWTP 1 
(1,497,767 inh.) 

2/2/2021 4019460 108 129 34 
9/2/2021 2347220 108 130 28 

13/4/2021 631012 134 117 NT 
20/4/2021 428122 128 104 NT 

4/5/2021 247832 130 104 NT 

WWTP 2   
(183,517 inh.) 

2/2/2021 2676466 111 125 30 
9/2/2021 2343200 107 122 20 

13/4/2021 336222 115 111 NT 
20/4/2021 93850 117 101 NT 

4/5/2021 301540 119 112 NT 

WWTP 3   
(68,860 inh.) 

2/2/2021 1732266 100 121 25 
9/2/2021 780216 96 120 13 

13/4/2021 492588 128 112 NT 
20/4/2021 217250 116 108 NT 

4/5/2021 333824 126 106 NT 

NT: not tested 
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Material suplementari de l’article 2 

 

- Supplementary File 1. Complete SARS-CoV-2 assembled scaffold from 

wastewater contigs (online).  

 

- Supplementary File 2. Complete list of all the identified viral species and 

families in the March wastewater sample by Target Enrichment NGS. 

 

Family Assignment # Contigs 

Adenoviridae Human mastadenovirus A 1 

Human mastadenovirus F 13 

Simian mastadenovirus F 5 

Alphaflexiviridae Pepino mosaic virus 1 

Anelloviridae Avian gyrovirus 2 2 

Chicken anemia virus 1 

Astroviridae Astrovirus MLB1 2 

Astrovirus MLB2 2 

Astrovirus VA3 3 

Canine astrovirus 1 

Canine astrovirus 2 

Canine astrovirus 1 

Feline astrovirus 2 1 

Feline astrovirus 2 1 

Feline astrovirus 2 1 

Feline astrovirus 2 1 

Feline astrovirus 2 1 

Feline astrovirus 2 1 

HMO Astrovirus A 3 

Mamastrovirus 1 1 

Mamastrovirus 2 1 

Mamastrovirus 9 2 

Porcine astrovirus 4 2 
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Family Assignment # Contigs 

Betaflexiviridae Garlic common latent virus 6 

Caliciviridae Norovirus GI 3 

Norovirus GII 2 

Norway rat hunnivirus 4 

Sapporo virus 5 

Sapporo virus 1 

Circoviridae Artemia melana sponge associated circular 
genome 

1 

Cyclovirus TN25 2 

Human associated cyclovirus 10 1 

Human circovirus VS6600022 2 

Human circovirus VS6600022 2 

Human fecal virus Jorvi2 2 

Porcine circovirus 2 1 

Porcine stool-associated circular virus 4 2 

Coronaviridae Betacoronavirus 1 (HCoV OC43) 1 

Feline coronavirus 1 

Lucheng Rn rat coronavirus 5 

SARS-CoV-2 8 

Canine coronavirus 1 

Dicistroviridae Aphid lethal paralysis virus 4 

Drosophila C virus 5 

Rhopalosiphum padi virus 1 

Genomoviridae Gopherus associated genomovirus 1 2 

Human associated gemykibivirus 2 1 

Rhinolophus associated gemykibivirus 1 1 

Sewage derived gemycircularvirus 2 3 

Sewage derived gemycircularvirus 3 2 

Sewage-associated gemycircularvirus-10a 1 

Hepeviridae Hepatitis E virus 4 

Hepatitis E virus rat/R63/DEU/2009 4 

Iflaviviridae Culex Iflavi-like virus 1 2 

Sacbrood virus 3 

Varroa destructor virus 1 4 

Yongsan iflavirus 1 1 
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Family Assignment # Contigs 

Inoviridae uncultured phage WW-nAnB 3 

Uncultured phage WW-nAnB strain 2 4 

Uncultured phage WW-nAnB strain 3 5 

Iridoviridae Invertebrate iridescent virus 31 2 

Leviviridae Acinetobacter phage AP205 1 

Marnaviridae Sanfarnavirus 2 4 

Microviridae Chimpanzee faeces associated microphage 1 1 

Escherichia virus G4 2 

Escherichia virus ID52 2 

Escherichia virus Talmos 1 

Gokushovirinae Bog1183_53 3 

Mimiviridae Acanthamoeba polyphaga mimivirus 1 

Myoviridae Acinetobacter phage Acj61 4 

Nodaviridae Le Blanc nodavirus (segment RA11) 1 

Orsay virus (segment RNA 1) 1 

Orsay virus (segment RNA 2) 1 

Santeuil nodavirus (segment RNA 2) 1 

Paramyxoviridae Human respirovirus 3 1 

Partitiviridae; Rosellinia necatrix partitivirus 8 (segment RNA 1) 1 

Partiviridae Fusarium poae partitivirus 2 (segment 2) 1 

Parvoviridae 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

...  

Adeno-associated virus - 1 2 

Adeno-associated virus - 2 1 

Adeno-associated virus - 5 1 

Aedes albopictus densovirus 1 

Avian adeno-associated virus strain DA-1 2 

Blattodean ambidensovirus 1 2 

Blattodean ambidensovirus 2 3 

Bovine adeno-associated virus 1 

Carnivore bocaparvovirus 1 4 

Carnivore bocaparvovirus 2 3 

Carnivore protoparvovirus 1 4 

Decapod penstyldensovirus 1 2 

Dipteran ambidensovirus 1 1 

Human bocavirus 3 2 

Mythimna loreyi densovirus 3 
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Family Assignment # Contigs 

... 
Parvoviridae 

Orthopteran ambidensovirus 1 3 

Parus major densovirus 2 

Porcine bocavirus 3 1 

Porcine parvovirus 2 

Primate bocaparvovirus 1 1 

Primate bocaparvovirus 2 2 

Primate protoparvovirus 1 3 

Rodent protoparvovirus 1 2 

Rodent protoparvovirus 2 4 

Ungulate bocaparvovirus 3 2 

Ungulate bocaparvovirus 4 3 

Picobirnaviridae Chicken picobirnavirus (segment RNA 2) 1 

Human picobirnavirus (segment 1) 1 

Human picobirnavirus (segment 2) 1 

Human picobirnavirus (segment 2) 2 

Otarine picobirnavirus (segment 2) 1 

Picobirnavirus dog/KNA/2015 2 

Picobirnavirus green monkey/KNA/2015 3 

Porcine picobirnavirus (segment S) 1 

Porcine picobirnavirus (segment S) 2 

Picornaviridae 

... 

Aichivirus A 2 

Aichivirus F 2 

Cardiovirus C 4 

Chicken megrivirus 1 

Chicken picornavirus 1 2 

Chicken picornavirus 5 2 

Cosavirus A 4 

Cosavirus D 1 

Enterovirus A 3 

Enterovirus B 5 

Enterovirus C 5 

Parechovirus A 2 

Rabovirus 4 

Rhinovirus A 2 

Rhinovirus B 2 



                                                                                                               ANNEXOS 

255 
 

    

Family Assignment # Contigs 

... 
Picornaviridae 

Salivirus A 3 

Sicinivirus A 4 

Theilovirus 1 

Theilovirus 3 

Polyomaviridae Human polyomavirus 1 2 

Human polyomavirus 2 1 

Reoviridae Mammalian orthoreovirus (segment L3) 2 

Satellites Sewage-associated circular DNA molecule-1 1 

Sewage-associated circular DNA molecule-3 1 

Secoviridae Broad bean wilt virus 2 (segment RNA 1) 1 

Broad bean wilt virus 2 (segment RNA 1) 2 

Broad bean wilt virus 2 (segment RNA 1) 1 

Broad bean wilt virus 2 (segment RNA 2) 1 

Carrot torradovirus 1 (segment RNA 2) 2 

Squash mosaic virus (segment RNA 1) 4 

Squash mosaic virus (segment RNA 2) 2 

Siphoviridae Streptococcus phage Str-PAP-1 1 

Smacoviridae Human associated porprismacovirus 2 1 

Solemoviridae Papaya lethal yellowing virus 2 

Tombusviridae Grapevine Algerian latent virus 2 

Moroccan pepper virus 1 

Pelargonium leaf curl virus 2 

Tymoviridae Poinsettia mosaic virus 1 

Turnip yellow mosaic virus 3 

Unclassified 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

...  

Gyrovirus 4 2 

Hubei picorna-like virus 15 1 

Hubei picorna-like virus 61 5 

Hubei picorna-like virus 62 4 

Hubei picorna-like virus 63 4 

Hudisavirus sp. 3 

Hudisavirus sp. 1 

Human feces pecovirus 1 

Odonata-associated circular virus-18 1 

Picalivirus A 3 
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Family Assignment # Contigs 

... 
Unclassified 

Picornavirales Tottori-HG1 4 

 Wenzhou picorna-like virus 47 3 

 Wuhan insect virus 23 (segment Seg 2) 1 

Virgaviridae Bell pepper mottle virus 4 

Cucumber green mottle mosaic virus 3 

Paprika mild mottle virus 1 

Pepper mild mottle virus 1 

Tobacco mild green mosaic virus 5 

Tobacco mosaic virus 2 

Tomato brown rugose fruit virus 1 

Tomato mosaic virus 1 

Turnip vein-clearing virus 1 
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- Supplementary File 3. Summary of sequencing results for the three 

samples considered on this work. 

 

 

 

- Supplementary File 4. Mafft whole alignment from the recovered reads 

with respect to the alignment with 1200 randomly chosen GISAID SARS-

CoV-2 sequences (online). 

 

 

 

 

 

 

Sample Wastewater Clinical_A Clinical_B 

Raw PE Reads (x2) 5,901,370 6,021,795 4,663,999 

Raw PE Total bp 1,850,065,979 3,015,620,573 2,353,498,179 

Clean PE Reads (x2) 5,006,516 375,769 316,398 

Clean PE Total bp 1,399,002,141 74,651,907 66,525,983 

Clean SG Reads 823,018 5,535,930 4,238,097 

Clean SG Total bp 139,990,580 441,056,111 337,855,561 
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Material suplementari de l’article 3 
 

- Supplementary information 1. Sequences used for the design of the 

probe panel applied in this study. 

(A continuació) 
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Material suplementari de l’article 4 
 

- Table S1. Quantification of viral pathogens in irrigation water and fresh 

produce samples. Values are expressed in GC/L for irrigation wàter 

samples and in GC/25 g for food samples. ND: Not Detected. 

(A continuació) 

 

- Table S2. Reads obtained from each viral assignment in irrigation water, 

strawberry, lettuce and parsley samples using target enrichment 

sequencing. Colors represent the specific host of vertebrate viruses, 

legend can be found under the table. 

(A continuació) 
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Material suplementari de l’article 5 
 

- Table S1. Viral assignments obtained in winter highly urbanized 

groundwater using target enrichment sequencing. 

(A continuació) 

 

- Table S2. Viral assignments obtained in winter industrial district 

groundwater using target enrichment sequencing. 

(A continuació) 

 

- Table S3. Viral assignments obtained in winter riverside groundwater 

using target enrichment sequencing. 

(A continuació) 

 

- Table S4. Viral assignments obtained in medium urbanized runoff 

sample RO1 using target enrichment sequencing. 

(A continuació) 

 

- Table S5. Viral assignments obtained in medium urbanized runoff 

sample RO2 using target enrichment sequencing. 

(A continuació) 
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Material suplementari de l’article 6 
 

- Table S1. Quantification of HAdV in WWTP samples during winter and summer 

using qPCR. Concentrations in aerosol samples are expressed as GC/m3, while 

the surface values are expressed as GC/cm2. Values have been remarked with 

colors for the samples used in sequencing pools. NA: Not analyzed, ND: Not 

Detected. NA and ND samples have not been included in sequencing pools. 

(A continuació) 

 

- Table S2. Quantification of PAdV in swine farm samples during winter and 

summer using qPCR. Concentrations in aerosol samples are expressed as 

GC/m3, while the surface values are expressed as GC/cm2. Values have been 

remarked with colors for the samples used in sequencing pools. NA: Not analyzed, 

ND: Not Detected. NA and ND samples have not been included in sequencing 

pools. 

(A continuació) 

 

- Table S3. Vertebrate viruses sequenced in winter aerosol samples pooled from 

the WWTP centrifuge zone (indoor) using target enrichment sequencing. 

(A continuació) 

 

- Table S4. Vertebrate viruses sequenced in summer aerosol samples pooled 

from the WWTP centrifuge zone (indoor) using target enrichment sequencing. 

(A continuació) 

 

- Table S5. Vertebrate viruses sequenced in the summer aerosol sample from the 

WWTP reactor zone (outdoor) using target enrichment sequencing. 

(A continuació) 

 

- Table S6. Vertebrate viruses sequenced in winter surface samples pooled from 

the WWTP workspaces using target enrichment sequencing. 

(A continuació) 

 



ANNEXOS                                                             

278 
 

- Table S7. Vertebrate viruses sequenced in winter surface samples pooled from 

the WWTP break room using target enrichment sequencing. 

(A continuació) 

 

- Table S8. Vertebrate viruses sequenced in summer surface samples pooled 

from the WWTP workspaces using target enrichment sequencing. 

(A continuació) 

 

- Table S9. Vertebrate viruses sequenced in summer surface samples pooled 

from the WWTP break room using target enrichment sequencing. 

(A continuació) 

 

- Table S10. Vertebrate viruses sequenced in winter aerosol samples pooled from 

the swine farm using target enrichment sequencing. 

(A continuació) 

 

- Table S11. Vertebrate viruses sequenced in summer aerosol samples pooled 

from the swine farm using target enrichment sequencing. 

(A continuació) 

 

- Table S12. Vertebrate viruses sequenced in winter surface samples pooled from 

the swine farm using target enrichment sequencing. 

(A continuació) 

 

- Table S13. Vertebrate viruses sequenced in summer surface samples pooled 

from the swine farm using target enrichment sequencing.  

(A continuació) 
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Altres publicacions  

A continuació es detallen, per ordre cronològic, altres publicacions no 

incloses en aquesta tesi però realitzades durant el doctorat:  

- Rusiñol, M., Martínez-Puchol, S., Forés, E., Itarte, M., Girones, R. & Bofill-

Mas, S. (2020). Concentration methods for the quantification of coronavirus 

and other potentially pandemic enveloped virus from wastewater. Current 

Opinion in Environmental Science & Health. 17, 21-28. 

https://doi.org/10.1016/j.coesh.2020.08.002 

Factor d’impacte: 8.1; Q1, D2 (Environmental Sciences).  

- Forés, E., Bofill-Mas, S., Itarte, M., Martínez-Puchol, S., Hundesa, A., Calvo, 

M., Borrego, C. M., Corominas, Ll., Girones, R. & Rusiñol, M. (2021). 

Evaluation of two rapid ultrafiltration-based methods for SARS-CoV-2 

concentration from wastewater. Science of The Total Environment. 768, 

144786.  

https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.144786 
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