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l’anglès “Desoxirribonucleic Acid”) 

ADS Seqüenciació massiva 
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AdV Adenovirus 
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CoV Coronavirus 
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vida ajustats a la discapacitat (de 
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DEUF Ultrafiltració sense sortida 
(de l’anglès “Dead-end 
Ultrafiltration”) 
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estable (de l’anglès 
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dsDNA ADN bicatenari (de l’anglès 
“single strand DNA”) 

dsRNA ARN mono-catenari (de 
l’anglès “single strand RNA”) 

E. coli Escherichia coli 
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avançats (de l’anglès 
“Electrochemical Advanced 
oxidation processes”) 

EDARs Estacions depuradores 
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EO Electrooxidació 

EPA Agència de Protecció 
Ambiental (de l’anglès 
“Environmental Protection 
Agency”)  

et al. I col·laboradors 

EUA Estats Units d’Amèrica 

EV Enterovirus 

FIB Indicador de contaminació 
fecal bacteriana (de l’anglès 
“Feacal Indicator Bacteria”) 
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RESUM DE LA TESI 
Arrel de la necessitat de garantir la disponibilitat d’aigua en un context 
d’escassetat i assegurar-ne un bon ús que no suposi un risc microbiològic per 
la població, aquesta Tesi Doctoral ha estat centrada en l’optimització, el 
desenvolupament i la validació de noves tècniques pel control de virus 
contaminants d’aigua.  

Per una banda, s’han optimitzat i desenvolupat mètodes ràpids, sensibles, 
metodològicament senzills i adaptables per a la concentració i detecció in situ 
de virus en diferents contextos; i per una altra, s’ha avaluat l’aplicabilitat i 
eficiència de desinfecció dels sistemes electroquímics d’oxidació avançada 
com a tractaments sostenibles per a la reutilització d’aigües. 

Pel que respecta a mètodes de concentració d’aigua per a la detecció de virus, 
en primer lloc s’ha adaptat el mètode de floculació orgànica amb llet 
descremada perquè sigui aplicable a contextos de baixa renda donat el seu 
baix cost econòmic, o a situacions d’emergència humanitària en què no es 
disposi d’un laboratori equipat, a més l’equipament s’ha adaptat  perquè no 
es requereixi  de corrent elèctrica. Aquest mètode, ha estat validat en dos 
contextos reals, un camp de refugiats ubicat a Banghi (República 
Centreafricana) i a la zona de Pedernales (Equador) afectada per un 
terratrèmol. El mètode i protocol desenvolupats, van demostrar ser 
metodològicament senzills per tal de ser duts a terme per usuaris no experts, 
demostrant ser un mètode eficient detectant contaminació viral en les 
mostres d’aigua testades, podent ser una eina útil en la prevenció de brots 
vírics en els països amb menys recursos, els quals són els més afectats per les 
malalties de transmissió hídrica donades les limitacions existents de 
sanejament de l’aigua.  

La resta de mètodes de concentració avaluats, estan basats en l’ús 
d’ultrafiltres per a la detecció de virus en aigua. Per una banda, s’ha 
caracteritzat un mètode ràpid per a l’anàlisi de grans volums d’aigua en aigües 
superficials i aigua de mar, aplicant la nova tecnologia d’elució d’escuma 
humida amb la que es redueix el temps de processat de la mostra així com la 
simplificació metodològica del mètode. A més,  s’ha adaptat perquè sigui 
realitzable en el mateix punt de presa de la mostra, sent validat en dos 
contextos diferents, un on es va realitzar la concentració completa de mostres 
in situ, i l’altre on es va realitzar la filtració i posterior enviament del filtre al 
laboratori per a la seva anàlisi, demostrant la versatilitat del mètode. 
Finalment, el mètode es va optimitzar amb un segon pas de concentració 
utilitzant un dispositiu d'ultrafiltració centrífuga (Centricon® Plus-70) per tal 
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d’augmentar-ne la sensibilitat. El mètode ha estat testat mitjançant diverses 
tècniques, permetent la detecció de virus mitjançant mètodes tan 
d’infectivitat com moleculars, incloent la detecció per qPCR i tècniques de 
seqüenciació massiva, com són l’enriquiment per dianes i posterior 
seqüenciació massiva d’amplicons.   

Amb l’arribada de la pandèmia de la COVID-19, i arrel de l’escassetat de 
subministraments de material necessaris per a l’anàlisi del SARS-CoV-2 en 
aigües residuals, es van caracteritzar dos mètodes ràpids de concentració 
d’aigües residuals per la detecció de virus embolcallats. Així doncs, es va 
validar un dispositiu d'ultrafiltració centrífuga (Centricon® Plus-70) i la pipeta 
concentradora automatitzada CP-Select™, com a mètodes ràpids, i el cas de la 
pipeta concentradora, factible per a treballar en vitrines de bioseguretat. 
Validant així, mètodes d’anàlisi d’aigües residuals perquè puguin ser 
implementats en laboratoris d’anàlisi rutinaris sense requerir de personal 
altament especialitzat.  

En la segona part de la tesi, s’ha avaluat l’aplicabilitat i eficiència de desinfecció 
dels sistemes electroquímics d’oxidació avançada com a tractaments 
sostenibles per a la reutilització d’aigües, testant dos tipus de materials, un 
ànode de Ruteni i un ànode de BDD en matrius naturals. Els assajos realitzats, 
han estat centrats en la inactivació de microorganismes patògens amb un 
focus especial en els virus,  així com en l’avaluació de la idoneïtat dels 
microorganismes índex utilitzats clàssicament en els tractaments de 
desinfecció, la determinació dels subproductes tòxics i els requeriments 
energètics del sistema. Amb tot, s’ha demostrat que els sistemes 
electroquímics poden ser aplicats com a pas final de desinfecció d’aigües 
naturals, encara que els microorganismes índex han de ser revisats, donada la 
major sensibilitat de bacteris i bacteriòfags, en relació a altres 
microorganismes, però demostrant ser efectius per tal d’assolir un logaritme 
de reducció de virus humans amb baixos requeriments energètics, tenint 
potencial per ser sistemes descentralitzats de depuració d’aigües, tot i que han 
de ser adaptats per evitar la formació de subproductes tòxics.  
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SUMMARY OF THE THESIS 
 

Given the need to guarantee the availability of water in a context of scarcity 
and ensure a good use that does not pose a microbiological risk to the 
population, this Thesis has been focused on developing and validating new 
techniques for the control of viruses contaminants of water. 

Firstly, fast, sensitive, methodologically simple, and adaptable methods have 
been developed for their application in situ for the detection of viruses in 
different contexts; and secondly, the applicability and disinfection efficiency 
of advanced oxidation electrochemical systems have been evaluated as 
sustainable treatments for water reuse. 

Regarding the development of water concentration methods for the detection 
of viruses, in the first place the skimmed milk organic flocculation method has 
been adapted so that it is applicable to low-income situations given its low 
economic cost, or to situations of a humanitarian emergency in which there is 
no equipped laboratory, in addition, the equipment has been adapted so that 
no electricity is required. This method has been validated in two real contexts, 
a refugee camp located in Banghi (Central African Republic) and in Pedernales 
(Ecuador) affected by an earthquake. The method and protocol developed 
proved to be methodologically simple to be carried out by non-expert users, 
proving to be an efficient method for detecting viral contamination in the 
tested matrices, being a useful tool in the prevention of viral outbreaks in 
countries with fewer resources, which are the most affected by water-borne 
diseases given the lesser sanitation of the water sources. 

The rest of the concentration methods evaluated are based on the use of 
ultrafilters for the detection of viruses in water. Firstly, a fast method has been 
characterized for the analysis of large volume water samples in surface water 
and seawater, applying the new wet foam elution technology with which the 
processing time of the sample is reduced as well as the methodological 
simplification of the method. In addition, it has been adapted so that it can be 
carried out at the same sampling point, being validated in two different 
contexts, one where the complete concentration of samples was carried out 
in situ, and the other where the filtration was carried out and later sending 
the filter to the laboratory for analysis, demonstrating the versatility of the 
method. Finally, the method was optimized with a second concentration step 
using a centrifugal ultrafiltration device (Centricon® Plus-70) to increase 
sensitivity. The method has been tested using various techniques, allowing the 
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detection of viruses using infectivity and molecular techniques, including 
detection by qPCR and new generation sequencing techniques, such as target 
enrichment and amplicon deep sequencing. 

With the advent of the COVID-19 pandemic, and due to the shortage of 
material supplies necessary for the analysis of SARS-CoV-2 in wastewater, two 
rapid methods of wastewater concentration were characterized for the 
detection of enveloped viruses. Thus, a centrifugal ultrafiltration device 
(Centricon® Plus-70) and the CP-Select™ automated concentrator pipette 
were validated as fast methods, methodologically simple and in the case of 
the concentrator pipette, allowing to work under biosafety conditions. Thus, 
wastewater analysis methods have been validated, so they can be 
implemented in routine analysis laboratories without requiring highly 
specialized personnel. 

In the second part of the thesis, the applicability and disinfection efficiency of 
advanced oxidation electrochemical systems have been evaluated as 
sustaining treatments for water reuse, testing two types of materials, a 
Ruthenium anode, and an anode of BDD in natural matrices. The disinfection 
trials carried out have been focused on the inactivation of bacteria, viruses, 
bacterial spores and protozoa, as well as on the evaluation of the suitability of 
the index microorganisms classically used in disinfection treatments, the 
determination of toxic by-products and energy requirements of the system. 
The main results of these studies have shown that electrochemical systems 
can be applied as a final step in the disinfection of natural waters, although 
the index microorganisms must be reviewed, given the greater sensitivity of 
bacteria and bacteriophages, but proving to be effective to achieve a one 
logarithm reduction of virus with low energy requirements, having the 
potential to be implemented as decentralized water purification systems, 
although they must be adapted to avoid the formation of toxic by-products.
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1. INTRODUCCIÓ

1. Aigua i Salut
L’any 2010, l’Assemblea de les Nacions Unides (UN) va reconèixer 
explícitament el dret humà a l’abastament i sanejament de l’aigua. Això es 
tradueix en què l’aigua ha d’estar disponible de forma continuada, salubre, 
físicament accessible, assequible i de qualitat acceptable, per a l’ús personal i 
domèstic ja que, la millora en el proveïment i en la gestió dels recursos hídrics 
millora la salut de la població, impulsa el creixement econòmic dels països i 
contribueix a la reducció de la pobresa (UN 2010).  

Segons dades de l’Organització Mundial de la Salut (OMS), l’any 2020 el 74% 
de la població mundial (5.800 milions de persones) tenia accés a un 
subministrament segur d’aigua. Tanmateix, 2.300 milions pateixen escassetat 
d’aigua, abastint-se de fonts contaminades fecalment, la qual cosa implica la 
presència de contaminació microbiana. L’ús de fonts d’aigua contaminada 
microbiològicament implica un risc per a la salut i la transmissió de malalties 
(Figura 1). Així doncs, s’estima que 829.000 morts anuals són degudes a 
diarrea causada per la insalubritat de l’aigua, dels quals, 178.000 corresponen 
a menors de 5 anys (WHO 2022). 

Figura 1. Proporció de la població que no utilitza serveis de sanejament gestionats de 
manera segura (IHME, Global Burden of Disease, 2019). 
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Les perspectives de futur indiquen que la situació actual empitjorarà arrel del 
canvi climàtic i de l’augment de la població (Rossati, 2017). Així, l’Organització 
Meteorològica Mundial estima que l’any 2025 dues de cada tres persones 
sofriran restriccions en l’abastiment de l’aigua, mentre que les Nacions Unides 
consideren que l’any 2050, una de cada quatre persones viurà en un país amb 
problemes crònics d’escassetat d’aigua. Com a conseqüència, algunes 
alternatives a l’abastament d’aigua estant guanyant protagonisme, com la 
reutilització de les aigües residuals destinades per al reg, fent possible la 
recuperació de recursos com són l’aigua, nutrients i energia. No obstant, la 
reutilització d’aigües implica un risc associat per a la salut, per la qual cosa és 
necessària una gestió adequada per assegurar-ne la seva qualitat i quantitat.  
L’OMS recomana un seguit d’accions clau per a millorar l’accés a l’aigua a nivell 
global (WHO, 2017). Entre elles destaquen la necessitat de dur-ne a terme una 
gestió segura, mitjançant la implementació de regulacions que considerin els 
riscos locals de cada regió, el desenvolupament de mètodes de monitoreig i 
seguiment dels riscos, la minimització de la contaminació de l’aigua mitjançant 
l’aplicació de sistemes de tractament multi-barrera i la prevenció de la re-
contaminació durant la distribució,  emmagatzematge i manipulació (WHO 
2022). Seguint aquestes mesures, es podrien assolir en certa manera els 
Objectius de Desenvolupament Sostenible (ODS) proposats per les Nacions 
Unides per l’any 2030, més concretament l’objectiu 6: Garantir la 
disponibilitat d’aigua i la seva gestió sostenible per a tothom.  

1.1. Impacte del canvi climàtic sobre la qualitat de l’aigua 
Donat l'augment en nombre i intensitat d'esdeveniments climàtics extrems, hi 
ha una creixent preocupació sobre com el canvi climàtic podria afectar la salut 
pública. Els canvis climàtics accelerats ja estan afectant la salut humana, en 
part, alterant l'epidemiologia dels patògens sensibles al clima (Mirsaeidi et al., 
2016), i facilitant la disseminació d’alguns virus a noves regions geogràfiques 
(Wigginton et al., 2015). Per una banda, la dinàmica epidemiològica de les 
malalties oportunistes està profundament impulsada per la variabilitat 
ambiental (Anttila et al., 2015; Shamkhali Chenar and Deng, 2017). Per 
exemple, l’augment de la temperatura i el nivell del mar han donat lloc a 
l'augment de malalties infeccioses relacionades amb toxines transmeses per 
l'aigua com són el còlera i  les intoxicacions per marisc. L’augment de la 
temperatura en certes regions, esdevé en nous nínxols ecològics per a vectors 
de malalties com són els mosquits i paparres  (Rossati, 2017). Hi ha estudis que 
relacionen canvis climàtics ràpids en regions concretes amb brots de grip 
aviària (H5N1).  A nivell mundial, els augments exponencials dels brots de grip 
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aviària no són només una qüestió de mutacions casuals en els virus de la grip, 
sinó també el resultat de factors socials i ambientals (Canavan, 2019).  

D’altra banda, l’augment en la intensitat i freqüència del desastres naturals 
derivats dels canvi climàtic, com són les inundacions, tsunamis, terratrèmols, 
ciclons tropicals (per exemple, huracans i tifons) i tornados, també estan 
associats amb malalties infeccioses, incloent malalties diarreiques, infeccions 
respiratòries agudes, malària, leptospirosi, xarampió, dengue, hepatitis, febre, 
meningitis, així com tètanus i mucormicosi cutània, sent els països de baixa 
renda els més afectats (Kouadio et al., 2012).  

Episodis de pluges extremes i inundacions mobilitzen patògens dispersant-los 
per l’ambient en breus períodes de temps, generant una important 
escorrentia superficial o un increment de la infiltració que arrossega els 
microorganismes fins a punts de captació d’aigües. A més, l'abocament 
d'aigües residuals és comú sobretot en episodis de precipitacions intenses, 
quan els sistemes de clavegueram no poden assumir tot el volum d’aigua 
d’entrada i per tal de protegir els sistemes de depuració d’aigües, mitjançant 
sobreeixidors, aboquen l’aigua residual directament fora de la xarxa (Farkas et 
al., 2018; Hata et al., 2014).   

Com a conseqüència, s’estan utilitzant models matemàtics per  estimar la 
càrrega global d'algunes malalties infeccioses com a resultat del canvi climàtic. 
Segons els models, l'any 2030 s'esperen un 10% més de malalties diarreiques, 
que afecten principalment els nens petits, i si la temperatura global augmenta 
entre 2 i 3 °C, com s'espera, la població amb risc de patir malària podria 
augmentar entre un 3% i un 5% (Rossati, 2017).  

Per tant, l'estudi del paper que juguen els esdeveniments climàtics en la 
distribució de malalties transmeses per l'aigua, tenint en compte les 
diferències regionals, podria ser clau per desenvolupar noves mesures de 
prevenció (Gullón et al., 2017; Shamkhali Chenar and Deng, 2017).  

Els desastres naturals i les malalties infeccioses continuaran sent una amenaça 
global i tindran un gran impacte en el desenvolupament dels països. Per la qual 
cosa, s'han de reforçar els sistemes nacionals de vigilància i l'establiment de 
protocols de gestió de la informació sanitària. En situacions de desastre, 
l'educació sobre la higiene i el rentat de mans, el subministrament de 
quantitats adequades d'aigua segura, les instal·lacions de sanejament i un 
refugi adequat són molt importants per a la prevenció de les malalties 
infeccioses (Kouadio et al., 2012). 
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1.2. Contaminació fecal de l’aigua 
La contaminació fecal és la principal font de la contaminació microbiològica de 
l’aigua, ja sigui d’origen humà o animal. La femta i l’orina presenten 
microorganismes patògens que  suposen un risc per la població si aquests 
arriben a les diferents fonts d’aigua.  

Les fonts de contaminació poden classificar-se segons si el seu origen és 
puntual o d’origen difós. Tot i que els microorganismes patògens poden estar 
presents de manera natural en ambients aquàtics, s'introdueixen més 
freqüentment com a resultat d'activitats humanes, ja sigui de forma directa a 
causa de la defecació d'animals de ramaderia al sòl o a les aigües superficials 
o a través de vies com són les fuites de clavegueres i sistemes sèptics,
l'escorrentia urbana, l'escorrentia agrícola i l'escorrentia de fems d'animals
utilitzats a l'agricultura com a fertilitzants  (Farkas et al., 2020; Hata et al.,
2014; Jurado et al., 2019).

Així doncs, tenint en compte els diferents usos de l'aigua, com ara l’aigua de 
beguda, necessitats domèstiques, usos recreatius, i usos agrícoles, inclòs el 
regadiu, la producció d’aliments i els animals de granja, el seu ús o consum pot 
suposar un risc per als humans si les fonts d'aigua (per exemple, aigües 
subterrànies, aigua de mar, etc.) o aigües superficials estan contaminades amb 
aigües residuals (Fong et al., 2010; Lowther et al., 2012; Sinclair et al., 2009). 

Donat que les diferents vies de transmissió pels quals els patògens poden 
arribar a l’ambient són diverses i en la majoria dels casos l’aigua és el seu 
vehicle, quan el sanejament de l’aigua i la higiene són escasses, l’aigua de 
beguda, els aliments contaminats o les mans, són les vies més importants de 
transmissió dels patògens hídrics comunament transmesos per la via fecal-
oral.  A banda, les malalties transmeses per l’aigua poden ser causades per 
una gran varietat de microorganismes, pertanyents fonamentalment a 3 grans 
grups taxonòmics: Bacteris, virus, o protozous  . De simptomatologia variada, 
aquests poden transmetre’s  a la població a través de l’aigua contaminada 
mitjançant la ingestió (via gastrointestinal), inhalació (via respiratòria) o a 
través del contacte de la pell, mucoses, ferides i ulls. La Figura 2 agrupa les 
diferents vies de transmissió a la població dels principals patògens relacionats 
amb l’aigua.  
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Figura 2. Vies de transmissió d’agents patògens relacionats amb l’aigua.
Adaptada de Rusiñol, 2014 
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1.3. Principals virus humans contaminants d’aigua 
Tot i que una gran varietat de microorganismes poden causar malalties 
transmeses per l’aigua, el virus representen la primera causa de 
gastroenteritis no bacterianes al món (Shamkhali Chenar and Deng, 2017) i 
estant relacionats a més, amb moltes altres síndromes clíniques. La majoria 
dels virus contaminants d’aigua i aliments, es caracteritzen per l’absència 
d’embolcall lipídic que fa que siguin altament estables al medi ambient, fent-
los capaços de resistir a condicions adverses durant llargs períodes de temps 
(Rzezutka and Cook, 2004). A més, les estacions depuradores d’aigües 
residuals (EDARs)  sovint no són eficients en l’eliminació per complet de 
contaminants vírics, ja que els tractaments de desinfecció clàssicament 
utilitzats estan dirigits a l’eliminació de paràmetres químics i bacterians. Així 
doncs, s’ha descrit repetidament la presència de contaminació vírica en 
efluents d’EDARS arreu del món, fet que pot suposar un risc microbiològic, ja 
que tot i estar diluïts en l’ambient, els virus solen tenir una baixa dosi 
infecciosa (10-100 partícules víriques de Norovirus poden causar infecció) 
(Farkas et al., 2020; Thebault et al., 2013). 

La simptomatologia més comuna dels virus transmesos per aigua i aliments 
solen ser gastroenteritis auto-limitants, encara que depenent de l’agent 
etiològic també poden provocar hepatitis, infeccions respiratòries, i 
conjuntivitis, i en grups de risc com els nens, dones embarassades i persones 
immuno-suprimides poden produir complicacions més greus com meningitis, 
encefalitis, paràlisis, desordres neurològics, avortaments o fins i tot la mort. 
Tot i que, en tots els casos l’evolució de la infecció dependrà de varis factors 
com són la via de transmissió, la dosi infecciosa, l’edat, l’estat immunològic 
del pacient i de la disponibilitat d’accedir a assistència sanitària (Koopmans 
and Duizer, 2004).  

Els virus més importants contaminants d’aigua i aliments estan descrits a la 
Taula 1, inclouen famílies amb genoma ADN i famílies amb genoma d’ARN.  
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Taula 1. Característiques dels principals grups de virus contaminants d’aigua 

Família 
(genoma, 

mida) 
Gènere Nom comú Transmissió  Malaltia associada 

Picornaviridae 
ssRNA 

28-30 nm

Enterovirus 
Enterovirus 

 humans 
     (A-D)

Fecal-oral o 
respiratori 

Gastroenteritis, 
malaltia boca-mà-peu, 
encefalitis, meningitis, 

conjuntivitis, 
poliomielitis, paràlisis 

Kobuvirus Aichivirus Fecal-oral Gastroenteritis 

Parechovirus Parechovirus Fecal-oral o
respiratori 

Gastroenteritis, 
infeccions 

respiratòries, 
miocarditis, encefalitis, 

hepatitis 

Hepatovirus 
Virus de 

la hepatitis 
A 

Fecal-oral Hepatitis aguda 

Astroviridae 
ssRNA 

28-30 nm
Mamastrovirus Astrovirus Fecal-oral Gastroenteritis, 

principalment en nens 

Calciviridae 
ssRNA 

27-38 nm

Norovirus Norovirus Fecal-oral Gastroenteritis 

Saporovirus Saporovirus Fecal-oral Gastroenteritis 

Hepeviridae 
ssRNA 

25-34 nm
Hepeviurs Virus de 

la hepatitis E 
Fecal-oral 
Zoonosi 

Hepatitis aguda, 
greu en dones 
embarassades 

(G1 i G2) 
Problemes 

neurològics en 
gent gran i 

immunosuprimits 
 (G 3) 



Introducció 

18 

Reoviridae 
dsRNA 

70-75 nm
Rotavirus Rotavirus Fecal-oral 

Gastroenteritis 
freqüent en individus 

joves i vells 
Parvoviridae 

ssDNA 
26-28 nm

Bocaparvovirus Bocavirus Respiratori,
aerosols 

Gastroenteritis i 
malalties respiratòries 

Polyomaviridae 
dsDNA 

50-60 nm
Polyomavirus Poliomavirus Fecal-oral o

respiratori 

BKPyV: Nefropaties , 
infeccions 

respiratòries, cistitis  
JCPyV: 

Leucoencefalopatia 
multifocal progressiva 
MCPyV: Associats al 

carcinoma de cèl·lules 
Merkel 

Adenoviridae 
dsDNA 

90-100 nm
Mastadenovirus Adenovirus

(A-G) 
Fecal-oral o 
respiratori 

 Gastroenteritis, 
conjuntivitis, malalties 

respiratòries, cistitis 

1.3.1. Adenoviridae 
Els adenovirus humans (HAdV), pertanyen a la família Adenoviridae,  consistint 
en almenys 51 serotips, s'han definit i classificat en sis espècies diferents (A–
F) sota el gènere Mastadenovirus (Kuo et al., 2010). De doble cadena d’ADN
(dsADN), són virus no embolcallats d’una mida entre 70 i 100 nm, amb un
genoma de 36-37 kb.

Estan implicats en malalties de diversa severitat, incloent gastroenteritis 
moderades, infeccions respiratòries o oculars (Lynch and Kajon, 2016). Al 
voltant del 60% de les infeccions tenen lloc en nens menors de 4 anys, on 
aproximadament el 50% són asimptomàtiques. La seva transmissió depèn del 
serotip (Hunter 1997). Els serotips HAdV40 i HAdV41, transmesos per la via 
fecal-oral, són un dels principals agents causants de gastroenteritis en nens 
petits, amb una incubació de 3 a 10 dies, provoca una diarrea aquosa, sent 
excretats en concentracions molt elevades (Haramoto et al., 2007). 

Els adenovirus s'han proposat com a indicadors de la contaminació viral fecal 
per la seva prevalença, ja que poden ser excretats durant mesos o anys en 
femtes sense produir símptomes clínics, per la seva especificitat d’hoste i 
estabilitat a les aigües residuals humanes arreu del món (Bofill-Mas et al., 
2006, Pina et al., 1998) i per la seva resistència a certs estressors ambientals i 
desinfectants, degut a l'alta estabilitat del seu genoma d'ADN de doble cadena 
en comparació amb els virus d'ARN (Ogorzaly et al., 2010; Thurston-Enriquez 
et al., 2005).  
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1.3.2. Poliomaviridae 
Polyomaviridae és una família de virus petits, amb una mida d’entre 40 i 60 
nm, sense embolcall, amb genomes dsDNA d'aproximadament 5.000 parells 
de bases. Es tracta d’una família de virus que infecta principalment mamífers 
i ocells. La majoria d'aquests virus són molt comuns i normalment 
asimptomàtics en la majoria de les poblacions humanes estudiades. 
Tanmateix, alguns membres són coneguts patògens humans, que causen 
infeccions simptomàtiques o càncer en el seu hoste natural (Moens et al., 
2017).Pertanyent al gènere Alfapoliomavirus, el poliomavirus de cèl·lules de 
Merkel (MCPyV), està relacionat amb el carcinoma de cèl·lules de Merkel, un 
càncer de pell rar però agressiu. Mentre que els membres pertanyents al 
gènere Betapoliomavirus, com els poliomavirus humans BK i JC, produeixen 
infeccions ubiqües i persistents en individus sans, però en persones 
immunocompromeses poden provocar malalties clíniques. BKPyV pot causar 
nefropatia en pacients amb trasplantament renal, suggerint que té un paper 
en el càncer de pròstata. JCPyV s'associa amb la leucoencefalopatia multifocal 
progressiva, i pot estar implicat en càncer de còlon i cervell (Calvignac-Spencer 
et al., 2016). 

A l’igual que els HAdV, són detectats al llarg de l’any en aigua amb 
contaminació fecal amb una elevada prevalença a totes les àrees geogràfiques 
estudiades. Per exemple, aquests virus es detecten en el 98% de les mostres 
d’aigua residual, per la qual cosa han estat proposats com a indicadors de la 
contaminació fecal d’origen humà (Bofill-Mas et al., 2000). 

1.1.1. Calciviridae 
Els calicivirus són un grup divers de virus d'ARN de sentit positiu de mida petita 
27-30 nm, amb simetria icosaèdrica, monocatenaris i que infecten humans i
animals. Els gèneres de la família són Vesivirus, Lagovirus, Norovirus, Sapovirus 
i Nebovirus. Entre ells, el gènere Noroviurs són causants de la major part de
gastroenteritis no bacterianes associades a aigua i aliments, sobretot en fruits
vermells i mol·luscs, i amb una marcada estacionalitat hivernal (Fields et al.,
2013; Shamkhali Chenar and Deng, 2017).

Responsables de gastroenteritis autolimitants de 28-60 h (Glass et al., 2009), 
aproximadament un de cada cinc casos de gastroenteritis aguda és causada 
per norovirus, provocant al voltant de 685 milions de casos a l’any i més de 
200.000 morts, dels quals 50.000 són nens en països de baixa renda (CDC, 
2021). Donada la seva ubiqüitat, que tenen una dosi infecciosa molt baixa 
(entre 10 – 1000 partícules virals) (Teunis et al., 2008), i que són molt estables 
a l’ambient (poden romandre infecciosos durant llargs períodes de temps 
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inclús a pHs molts baixos (Duizer et al., 2004), els norovirus representen un 
dels patògens vírics més importants a nivell mundial. 

Degut a mutacions i recombinació entre diferents fragments homòlegs d’ARN, 
el gènere presenta una elevada variabilitat genètica, subdividit en 5 genogrups 
i diversos serotips. Els genogrups GI, GII i GIV infecten específicament humans, 
encara que la majoria d’infeccions són causades pels genogrups GI i GII. Més 
concretament, el genotip GII.4 és el més freqüentment detectat en els brots 
causats a Europa i EUA, amb el 81,4% de brots associats a GII i 44,2% al GII.4 
(CDC, 2021; Zheng et al., 2010). 

La detecció de norovirus es realitza a través de mètodes moleculars ja que 
actualment no existeixen tècniques de cultiu cel·lular eficients per replicar-los 
a nivell de laboratori. Mentre que l’estudi de la seva estabilitat front a 
tractaments de desinfecció s’ha de realitzar mitjançant altres virus de 
característiques semblants (Cromeans et al., 2010). Entre els models més 
utilitzats trobem els bacteriòfags MS2 i ΦX174 i sobretot els norovirus murins 
(MNV) i Tulane virus (TV) degut a les seves similituds estructurals i genètiques 
(Farkas, 2015; Wobus et al., 2006). 

1.1.2. Picornaviridae 
Els Picornaviridae comprèn una de les famílies de virus més grans i importants, 
responsables d’una gran varietat de malalties en humans i animals amb grans 
repercussions econòmiques. La família Picornaviridae consisteix en virus 
d'ARN monocatenari de sentit positiu (+ssARN), sense embolcall, amb una 
mida de 30 nm. D’entre els picornavirus que afecten humans, molts 
enterovirus, es troben principalment a l'intestí a les vies respiratòries 
superiors mentre que  els hepatovirus  (virus de l'hepatitis A) es troben a 
l'intestí i fetge (Fields et al., 2013).   

Pertanyent al gènere Enterovirus, els Coxsackievirus B5 (CVB5) provoquen 
malalties de simptomatologia variada. Incloent mal de cap, febre, mal de coll, 
malestar gastrointestinal, fatiga extrema, dolor de pit i miàlgia així com la 
malaltia de mans peus i boca (Kimmis et al., 2018). La gravetat de la infecció 
varia en funció de l'edat de l'hoste i de l'estat immunològic, així com de la 
síndrome de malaltia que es presenta i del sistema d'òrgans atacat. El període 
d'incubació també varia dins de les símptomes, i la transmissió màxima es 
produeix durant les dues primeres setmanes de la infecció. Les infeccions són  
freqüents entre nadons i nens, encara que no hi ha cap vacuna específica ni 
teràpia antiviral (Tariq and Kyriakopoulos. 2012).  
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Donat que és un dels genotips més prevalents en aigües residuals (Torii et al., 
2022) i que té una elevada resistència front als processos de desinfecció i que 
és fàcilment cultivable i quantificable mitjançant tècniques d’infectivitat, és un 
virus àmpliament utilitzat en assajos de desinfecció com a virus model de virus 
entèrics. 

1.4. Virus emergents  
Els virus emergents o re-emergents són aquells que han aparegut recentment 
i/o que han incrementat la seva prevalença, patogenicitat o distribució 
geogràfica i/o que poden augmentar en un futur pròxim. Exemples de virus re-
emergents són el cas del xarampió (Fraser-Bell, 2019) o la poliomielitis 
(Mbaeyi et al., 2021). 

En el camp de la virologia ambiental, els virus sense embolcall, són els més 
abundants i comunament estudiats, ja que els virus embolcallats, generalment 
es consideren inestables en el medi.  Tanmateix, alguns virus embolcallats, 
però, poden sobreviure durant llargs períodes de temps a les aigües residuals 
i les aigües superficials. Els virus de la grip aviària i alguns coronavirus, per 
exemple, són relativament estables a l'aigua i també ocasionalment es 
transmeten als humans per via respiratòria per provocar brots de malalties 
greus (Ye et al., 2016). Així doncs, s’han descrit brots rellevants a nivell global 
provocats per virus embolcallats transmesos principalment per via 
respiratòria o per contacte directe com els brots d’Influenza, els causats per 
coronavirus o l’ebola entre d’altres (Wigginton et al., 2015). 

Anàlisis retrospectius assenyalen que durant els últims 70 anys, més del 80 per 
cent dels brots relacionats amb malalties infeccioses emergents són causades 
per patògens zoonòtics o transmesos per vectors, dels quals la majoria són 
virus. Per la qual cosa, la recerca està sent dirigida a l’estudi del viroma dels 
reservoris més comuns causants de malalties zoonòtiques. On els ratpenats i 
els rosegadors són els dos reservoris més importants, sent hostes de molts 
virus zoonòtics que poden travessar les barreres d'espècies per infectar 
humans, inclosos Lissavirus, Ebolavirus i Coronavirus. En particular, s'ha 
suggerit que els ratpenats són reservoris potencials del SARS-CoV-2, l'agent 
causant de la COVID-19 (Zhou et al., 2022). 

1.4.1. Coronaviridae 
Relacionat tradicionalment amb refredats comuns, els coronavirus són virus 
embolcallats de 60 a 220 nm de diàmetre amb un genoma  d’entre 25 i 32 kb 
i ARN de cadena senzilla (ssARN). A dia d’avui els coronavirus són responsables 
de 3 grans episodis rellevants. El SARS-CoV-1 va sorgir a Hong Kong l'any 2003 
causant de malalties respiratòries amb altes taxes de mortalitat. L’any 2012 el 
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MERS-CoV va ser responsable de 456 morts a l’Aràbia Saudita (Wigginton et 
al., 2015).  I a finals de 2019 el SARS-CoV-2 va ser identificat en Wuhan, Xina 
com a responsable d’una nova malaltia respiratòria aguda coneguda com 
COVID-19, convertint-se en el primer coronavirus pandèmic (Gorbalenya et 
al., 2020). El brot va ser declarat una emergència de salut pública d'interès 
internacional el 30 de gener del 2020 i l'OMS l'11 de febrer de 2020 va 
anunciar un nom per a la nova malaltia del coronavirus: la COVID-19. L'11 de 
març, l'OMS va actualitzar l'estat del brot de COVID-19 d'epidèmia a 
pandèmia. A data de novembre del 2022, s’han registrat en el món al voltant 
de 633 milions de casos i 6,6 milions de morts (WHO, 2022). 

El SARS-CoV-2 és un coronavirus relacionat amb el síndrome agut respiratori 
sever (SARS), membre emergent del gènere Betacoronavirus. La principal via 
de transmissió són les gotes i aerosols generats per la respiració, esternuts, 
tos, i contacte estret amb de les persones infectades. La majoria de les 
persones que s’infecten amb la COVID-19, o són asimptomàtics o 
experimenten des de símptomes respiratoris lleus a moderats i es recuperen 
sense tractament especial encara que en alguns casos pot arribar a provocar 
la mort (Sharma et al., 2021). Donat que en molts casos els portadors són 
asimptomàtics, fet que afavoreix el contagi, ha fet que sorgeixin noves variants 
ràpidament. Aquestes variants, s'han associat a les fluctuacions observades 
amb les ones pandèmiques, ja que posseeixen mutacions que afecten la 
infectivitat i l'antigenicitat virals (Itarte et al., 2021), demostrant així 
característiques d'evasió immune i un augment de les capacitats infeccioses, 
conduint a una reducció en l’eficàcia de les vacunes (Forchette et al., 2021). 

1.5. Epidemiologia basada en aigües residuals 
Des que l’any 1939 que el virus de la pòlio va ser detectat a aigües residuals 
(Nelson, 2022), l’epidemiologia basada en aigües residuals (Wastewater Based 
Epidemiology, WBE) s’ha utilitzat per la detecció de virus emergents, 
detectant-se per exemple la circulació del virus de l’hepatitis E en països 
industrialitzats (Clemente-Casares et al., 2003), o reflectint l’efecte de la 
vacunació en la circulació de soques de virus com els de l’hepatitis A o els 
rotavirus (Matthijnssens and Van Ranst, 2012; Pintó et al., 2007).  

Pel que fa els virus amb embolcall, donat que la seva via de transmissió no sol 
ser la via fecal oral i que són considerats inestables en el medi ambient, no 
solen ser focus d’estudi, per la qual cosa la informació disponible de virus 
embolcallats en aigües és escassa (Wigginton et al., 2015). Alguns virus 
embolcallats, com són el virus respiratoris sincitial, el rinovirus , els 
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coronavirus i la grip estacional poden ser excretats en femta,  per la qual cosa 
han estat detectats en aigües residuals (Arena et al., 2012; Ye et al., 2016). 

Arran de la pandèmia de la COVID-19, l’estudi de virus embolcallats en aigües 
ha guanyat protagonisme, i en concret el seguiment del SARS-CoV-2. Donat 
que és un virus que també s’excreta en femta, fins al 55 % de les persones 
infectades el pot excretar en concentracions de l’ordre de 102 – 107 CG/gr de 
femta (Medema et al., 2020; Zhang et al., 2020), la vigilància microbiològica 
de les aigües residuals funciona com a indicador epidemiològic de l’estat de 
salut d’una comunitat. Així doncs, les concentracions de virus a les aigües 
residuals són indicadores del nombre de persones infectades a la comunitat, 
proporcionant una correlació significativa entre la concentració de SARS-CoV-
2 a les aigües residuals i la prevalença de COVID-19 a la població (Medema et 
al., 2020). El monitoreig del SARS-CoV-2 en aigües residuals, tot i no ser una 
font d’infeccions, ha esdevingut clau per a conèixer l’estat de la pandèmia, 
actuant com a potencial eina per al seguiment de l’evolució de la malaltia i 
com a suport per a la implementació d’accions de control (Randazzo et al., 
2020).  

Conseqüentment, un gran nombre d’administracions a nivell global han 
desenvolupat xarxes de vigilància epidemiològica basades en l’anàlisi de les 
aigües residuals. En la plataforma web COVIDPopps19 es poden consultar els 
més de 3600 punts de vigilància del SARS-CoV-2 que hi ha arreu del món en 
els 70 països participants  (https://www.covid19wbec.org/covidpoops19). A 
Catalunya per exemple, s’analitza setmanalment l’evolució de la concentració 
del virus (https://sarsaigua.icra.cat) des de l’any 2020, realitzant el seguiment 
de 56 plantes de tractament d’aigües residuals les quals representen el 80% 
de la població (Coromines et al., 2020; Guerrero-Latorre et al., 2022). 

Aquestes xarxes de vigilància a nivell global han esdevingut una eina molt 
potent per al control no només del SARS-CoV-2, sinó també d’altres virus 
emergents com és el cas de la verola del mico, un virus d'ADN de doble cadena 
(dsADN) embolcallat que pertany al gènere Orthopoxvirus de la família 
Poxviridae. El maig de 2022, es van identificar múltiples casos de verola del 
mico en diversos països no endèmics. Actualment, amb quasi 60000 casos 
confirmats i 19 morts, s'estan realitzant estudis per entendre millor 
l'epidemiologia, les fonts d'infecció i els patrons de transmissió, on les xarxes 
de vigilància d’aigües residuals tenen un paper fonamental (ECDC 2022). 
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2. Control de la qualitat de l’aigua i de la contaminació viral
2.1. Regulacions i normatives

2.2.1. Regulacions i normatives a nivell global 
Per a garantir la qualitat de l'aigua, els països han adoptat diferents normes. 
A més, en tractar-se moltes vegades d'un recurs compartit per diferents 
països, el consens és necessari per establir polítiques de gestió comunes.  

Així doncs, a nivell mundial depenent del desenvolupament econòmic de les 
regions, podem trobar diferents models de gestió de les aigües. A nivell 
europeu, sota les regulacions de la Unió Europea, es va aprovar l'any 2000 la 
Directiva 2000/60/CE per la qual s'estableix un marc comunitari d'actuació a 
l'àmbit de la política d'aigües, més coneguda com la Directiva Marc de l'Aigua 
(DMA), on tots els països membres han de seguir per tal d’assegurar el bon 
estat de les masses d’aigua. La resta de països, tenen regulacions específiques, 
unes més restrictives que altres, com la National Water Quality Management 
Strategy a Austràlia, The Canada Water Act a Canadà i, sent un referent a nivell 
legislatiu, L'Agència de Protecció Ambiental (Environmental Protection 
Agency, EPA) dels Estats Units. 

D’altra banda, altres regions amb profundes desigualtats socioeconòmiques, 
tot i tenir les seves regulacions específiques, disposen d’organitzacions, ja sigui 
a nivell continental o regional, que intenten establir regulacions o 
recomanacions comunes en els diferents usos de l’aigua. A l’Àfrica, Les 
Directrius de polítiques de sanejament africanes (African Sanitation Policy 
Guidelines) són una iniciativa liderada pel Consell de ministres africans sobre 
l'aigua (The African Ministers' Council on Water), amb l’objectiu de promoure 
la cooperació, la seguretat, el desenvolupament social i econòmic i 
l’erradicació de la pobresa entre els estats membres mitjançant la gestió eficaç 
dels recursos hídrics del continent. Al continent asiàtic, L'Asian Water 
Development Outlook avalua la seguretat nacional de l'aigua a l'Àsia i el Pacífic, 
centrant-se en cinc dimensions clau: desastre rural, econòmic, urbà, 
ambiental i relacionat amb l'aigua. Proporcionant una instantània país per país 
de l'estat de la seguretat de l'aigua de la regió, permetent als responsables 
polítics, les institucions financeres i els planificadors fer una gestió més 
eficient de l’aigua. Finalment, a l’Amèrica Llatina, tot i no existir un marc comú 
de regulacions, la Divisió de Recursos Naturals  de la Comissió Econòmica per 
a Amèrica Llatina i el Carib (CEPAL), realitza informes dels diferents avenços 
en les polítiques reguladores del sector de l’aigua potable i sanejament, on cal 
destacar la menció especial als conflictes socials derivats de l’aigua. Al 
considerar-se un recurs estratègic, la seva manca deriva en conflictes 
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categoritzats com conflictes per l´ús, pels usuaris, per actors no usuaris, 
intergeneracionals, interjurisdiccionals i institucionals.   

Totes les regulacions i informes desenvolupats a nivell global en matèria 
d’aigua han d’estar alineades amb l'Agenda 2030 per al Desenvolupament 
Sostenible, aprovada per la 70a Assemblea General de les Nacions Unides 
durant la Cimera de Desenvolupament Sostenible 2015, on l’objectiu 6, 
estableix que s’ha de garantir la disponibilitat i la gestió sostenible de l'aigua.  

Pel que respecta al control microbiològic dels virus en aquestes regulacions, 
l’any 2011 les guies de l'OMS per a la qualitat de l'aigua potable classifiquen 
els adenovirus, astrovirus, calicivirus, enterovirus, el virus de l'hepatitis A i E, i 
els rotavirus com a patògens importants amb certa evidència d'alt risc per a la 
salut (WHO, 2011a, 2011b). L’any 2017, l’EPA incloïa paràmetres específics 
relacionats amb els virus entèrics, destacant els adenovirus, calicivirus 
(incloent Norovirus), enterovirus i el virus de la hepatitis A en la llista de 
candidats a contaminants, a més de determinar els valors de reducció 
necessaris en el tractament d’aigües regenerades així com l’ús de bacteriòfags 
com a indicadors.  

Finalment, l’any 2020, es publica el Reglament (UE) 2020/741 del Parlament 
Europeu del 25 de maig on especifica els requisits mínims per la reutilització 
de l’aigua i en el mateix any, s’actualitza la normativa relativa a la qualitat 
d’aigua destinada al consum humà i es publica la Directiva (UE) 2020/2184 del 
Parlament Europeu el 16 de desembre del 2020. En aquesta actualització 
s’especifica que durant els programes de control operatiu del 
subministrament, si hi ha presència  de colifags somàtics en aigua sense tractar 
a concentracions > 50 PFU/100 ml, s'han d'analitzar després de les etapes de 
tractament per tal de determinar i avaluar el risc microbiològic associat a la 
presència de virus patògens. 

2.2.2. Regulacions i normatives espanyoles 
La Directiva 2000/60/CE, coneguda com la Directiva Marc de l'Aigua (DMA), va 
ser traslladada a l’ordenament jurídic espanyol mitjançant la Llei 62/2003. En 
general, els valors límits dels diferents paràmetres físico-químics i 
microbiològics recollits a la legislació són variables depenent de l'ús final al 
qual està destinat l'aigua, sempre sent els més restrictius en el cas de l'aigua 
potable. Donada la importància del control sanitari de l’aigua, l'any 2018, 
l'ordenament jurídic espanyol va establir mitjançant Reial decret 902/2018 
l’obligatorietat de la creació i l'aplicació de Plans de Seguretat de l’Aigua (PSA), 
promoguts des del 2004 per l’OMS en les Directrius sobre la qualitat de l’aigua 
potable en zones que subministren aigua a més de 50.000 habitants. Avaluant 
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així, el risc en totes les etapes del subministrament de l’aigua potable des de 
la seva captació fins al consumidor.  

D’altra banda, derivat de la necessitat de reutilitzar l’aigua de forma 
sostenible, l’any 2007, es va publicar el Reial Decret 1620/2007 del 7 de 
desembre, que estableix el règim jurídic de reutilització d’aigües depurades. 
Conseqüentment, i derivat del risc associat per que pot suposar la conversió 
d’un residu com és l’aigua residual a un recurs, el RD diferencia els diferents 
usos que se’n pot donar depenent de la qualitat de l’aigua, establint qualitats 
diferents límits en funció del risc que suposi l'activitat per a la salut humana. 
Així doncs, es  distingeixen 6 tipus de qualitat (A, B, C, D, E i F), resumits en la 
Taula 2, tenint en compte fonamentalment els límits indicats respecte a E. coli, 
nematodes intestinals i Legionella spp.   

Taula 2. Tipus de qualitat segons els límits bacteriològics del RD de reutilització 

USOS TIPUS DE 
QUALITAT 

E. coli  
UFC/100ml Nematodes

Legionella 
spp.  

UFC/100 ml 
Torres de refrigeració 

A 

Absència Absència Absència 
residencials Absència < 1 ou /10L < 100 

Recàrrega d’aqüífers injecció 
directa Absència < 1 ou /10L No es fixa 

límit 
Serveis urbans 

B < 100 - 200 < 1 ou /10L < 100 Reg agrícola sense restriccions 
Reg de camps de golf 

Reg de productes agrícoles que no 
es consumeixen frescos 

C 
< 1000 < 1 ou /10L No es fixa 

límit 
Reg pastura animals productors 

Recàrrega d’aqüífers per percolació  < 10000 No es fixa 
límit 

No es fixa 
límit 

Reg de cultius llenyós, vivers i 
cultius industrials D < 10000 < 1 ou /10L < 100 

Masses d'aigua sense accés públic 
Reg de boscos i zones verdes no 

accessibles al públic E No es fixa 
límit 

No es fixa 
límit 

No es fixa 
límit 

Ambientals: manteniment 
aiguamolls, cabals mínims F La qualitat s'estudia cas per cas 

Els paràmetres que cal controlar sempre són: Nematodes intestinals, E. coli, 
sòlids en suspensió i terbolesa. Els dos primers com a indicadors 
microbiològics i els altres dos com a fisicoquímics. Així mateix, i depenent del 
tipus d'aplicació o destí de l'aigua regenerada, el RD de reutilització exigeix 
controlar un altre tipus de paràmetres, com ara la Legionella spp. en cas que 
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es produeixi aerosolització, o el nitrogen i el fòsfor total en el cas de recàrrega 
d'aqüífers o replenament d'estanys amb risc d'eutrofització.  

No obstant això, amb la publicació del Reglament (UE) 2020/741 del 
Parlament Europeu relatiu als requisits mínims per la reutilització de l’aigua 
que serà aplicable a tots els estats membres a partir del 26 de juny del 2023. 
S’especifica que només per avaluar les instal·lacions de regeneració d’aigua, i 
no com a control rutinari de la seva qualitat, per tal d’avaluar el compliment 
dels objectius de rendiment (reducció de log10), com a controls de validació 
de les aigües regenerades per al reg implica el seguiment dels 
microorganismes indicadors associats a cada grup de patògens (E. coli, colifags 
i espores de Clostridium perfringens/ bacteris formadors d’espores reductores 
de sulfat). Sent els colifags F- específics, colifags somàtics o colifags, utilitzats 
com a indicadors índex de virus patògens. Tanmateix, la normativa deixa lliure 
als usuaris d’analitzar Campylobacter, rotavirus o Cryptosporidium, enlloc dels 
microorganismes proposats necessitant ≥5, ≥6 i ≥4 logaritmes de reducció 
respectivament.  

2.2.3. Microorganismes indicadors per al control de la 
contaminació fecal 

Per al control de la qualitat microbiològica de l’aigua, s’utilitzen indicadors de 
contaminació fecal. Degut a què l'anàlisi de tots els possibles patògens 
presents en una mostra és inviable i a la falta de mètodes apropiats per a la 
seva detecció, l’ús de microorganismes indicadors representen una solució 
front a aquesta situació. Un indicador és un microorganisme que per les seves 
característiques presenta un comportament similar als dels patògens. 

Els criteris definits per l'OMS que identifiquen un microorganisme indicador 
de contaminació fecal són els següents (WHO 2017): 

• Ser detectable mitjançant mètodes senzills, ràpids i econòmics.
• Estar present universalment en excrements humans i animals en

nombres elevats.
• No ser un microorganisme patogen.
• Estar present en nombres més elevats que els patògens fecals.
• No multiplicar-se a l'aigua sota condicions naturals.
• Persistir o inactivar-se a l'aigua de manera similar als patògens fecals.
• Respondre tractaments de desinfecció de manera similar als patògens 

fecals.
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Actualment, no s’ha identificat cap indicador que compleixi tots els requisits 
establerts per l’OMS. A més, és important entendre exactament per a què s'ha 
d'utilitzar un indicador específic, abans d'establir quina informació pot o no 
pot proporcionar (Momba et al., 2019). En la Taula 3 es resumeixen els 
diferents tipus d’indicadors. 

Taula 3. Definició dels diferents tipus d’indicadors 

Grup Definició Exemple d’ús 

Indicador de 
procés 

Grup d'organismes que demostra 
l'eficàcia d'un procés 

Coliforms per a la desinfecció 
amb clor 

Indicador fecal 
Grup d'organismes que indica la 
presència de contaminació fecal 

E. coli. indicatiu de què hi
poden haver patògens

Organisme índex 
Un grup o espècie microbiana 
indicativa de la presència de 

patògens 

E. coli com a índex de 
Salmonella 

Microorganisme 
model (surrogate) 

Un grup o espècie microbiana 
indicativa del comportament dels 

patògens 

Bacteriòfags d'ARN F com a 
models per a la reducció de 

virus entèrics humans en 
sistemes de tractament i 

desinfecció 

Hi ha diferents tipus d'indicadors, resumits en la Figura 3, però en les anàlisis 
de qualitat d'aigües es fan servir habitualment els indicadors bacterians de 
contaminació fecal (Feacal Indicator Bacteria, FIB). Aquests s’utilitzen per a 
detectar la presència (o absència) de contaminació fecal i controlar l'eficàcia 
dels processos de desinfecció o depuració. Assumint que els mateixos 
organismes es poden fer servir tant com a indicadors de contaminació fecal 
com d'eficàcia d'un procés o tractament.  
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Figura 3. Microorganismes indicadors de la contaminació fecal a l’aigua. 
 Adaptada de Rusiñol, 2014 

Escherichia coli (E. coli), l’indicador de contaminació fecal més utilitzat, és un 
bacteri Gram negatiu en forma de bacil que es troba habitualment a l'intestí 
inferior dels organismes de sang calenta (endoterms) sent el membre 
predominant de la porció anaeròbica facultativa de la flora normal del còlon 
humà. L'únic hàbitat natural del bacteri és l'intestí gros dels animals de sang 
calenta i, amb algunes excepcions, generalment no sobreviu bé fora del tracte 
intestinal, per tant la seva presència en mostres ambientals, aliments o aigua 
sol indicar una contaminació fecal recent o pràctiques de sanejament 
deficients a les instal·lacions de processament d'aliments (Odonkor and 
Ampofo, 2013). 

Tanmateix, els FIB no tenen un origen exclusivament fecal, no són específics 
d’hoste, poden créixer a l’ambient i són més sensibles als tractaments de 
desinfecció. A més no correlacionen ni amb la presència ni amb la 
concentració de virus i protozous (Cabral, 2010; Sano et al., 2016).  

Els virus excretats a l’ambient, són específics d’hoste i per tant no poden 
replicar-se fora del mateix, tot i això representen un problema de salut pública 
degut a què la seva dosi infectiva és molt baixa (Kundu et al., 2013; Thebault 
et al., 2013). L’excreció de virus es perllonga normalment durant setmanes, 
alguns inclús són excretats de forma persistent, i molts virus entèrics són molt 
estables a l’ambient i als diversos tractaments de desinfecció (Carratalà et al., 
2013; Rzezutka and Cook, 2004).  
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Els adenovirus i els poliomavirus han estat proposats com a indicadors de 
contaminació fecal, ja que poden fer infeccions persistents, generalment 
asimptomàtiques, sent excretats en orina (JCPyV) o femta (HAdV) pels 
individus afectats. A més són molt resistents a l’ambient i a alguns tractaments 
de desinfecció, i s’han detectat en gran diversitat de mostres durant tot l’any 
en totes les àrees geogràfiques estudiades (Bofill-Mas et al., 2006; Hundesa et 
al., 2006; Pina et al., 1998). D’altra banda, el fet de què n’hi hagi d’específics 
d’humans i d’animals, fa que siguin bons indicadors com a eines per traçar la 
contaminació ambiental microbiana mitjançant MST (Microbial Source 
Tracking). 

Un altre indicador viral recentment proposat, és el bacteriòfag crAssphage (de 
l’anglès cross-assembly phage). Descobert el 2014 mitjançant l’anàlisi 
computacional de seqüències metagenòmiques fecals, és el grup de 
bacteriòfags més abundants del viroma fecal humà, infectant els Bacteroides 
intestinals (Dutilh et al., 2014). Donada la seva elevada especificitat d'origen 
humà, abundància (detectat en aproximadament el 90% del viroma intestinal 
humà) i ubiqüitat, fa que sigui utilitzat com a microorganisme indicador de 
contaminació fecal vírica (Dutilh et al., 2014; García-Aljaro et al., 2017). 
Tanmateix, poc se sap  encara sobre l'eliminació de crAssphage mitjançant 
processos de tractament d'aigües residuals, la seva correlació amb virus 
patògens i si existeix alguna variació estacional en la seva abundància a les 
aigües residuals no tractades (Ahmed et al., 2020b). 

La monitorització a llarg termini d'organismes indicadors proporciona una 
indicació fiable del grau potencial de contaminació patogènica d'una matriu 
ambiental i, per tant, permet establir riscos potencials i relatius de manera 
conseqüent. Per això, és necessari desenvolupar mètodes sensibles i escollir 
indicadors que realment permeten traçar i identificar la contaminació en 
aigües i els seus riscos associats (Wu et al., 2011). 

Això no obstant, no hi ha un indicador que significativament pugui predir la 
presència de tots els possibles patògens. Per tant, s'haurien de considerar 
diferents organismes per a diferents propòsits.   
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3. Mètodes per concentrar i detectar virus a l’aigua 
La detecció de la contaminació viral a l’ambient és de vital importància pel que 
respecta a la seguretat de l’aigua. Tanmateix, avui en dia no existeixen 
mètodes estandarditzats per a la seva detecció que siguin de fàcil 
implementació, econòmics i eficients. En les diferents matrius d’aigua, el virus 
es troben distribuïts de manera heterogènia, i degut a que es solen trobar en 
baixes concentracions, la seva detecció a l’ambient és complexa. 

Malauradament, no existeix un mètode ideal de concentració, el fet de què 
cada virus mostra una comportament diferent depenent de la matriu i del 
mètode aplicat, dificulta la seva estandardització (Bofill-Mas and Rusiñol, 
2020; Ikner et al., 2012). 

Tot i això, qualsevol mètode de concentració hauria de complir les següents 
generalitats: 1) Capaç de concentrar un gran volum de mostra a un volum final 
petit; 2) Concentrar la major diversitat de virus possible; 3) Demostrar una 
eficiència de recuperació acceptable; 4) Metodològicament senzill i ràpid; 5) 
Econòmicament assequible i; 6) Repetible i reproduïble.  

L’elecció del mètode de concentració, més que del patogen a detectar, 
dependrà de l’equipament i recursos disponibles als laboratoris, tenint en 
compte que la majoria de mètodes requereixen d’equipaments costós i de la 
necessitat de personal especialitzat. És necessari doncs desenvolupar 
mètodes senzills i econòmics, ja que donada la importància del monitoreig de 
virus en aigües, les tècniques haurien de ser assequibles en contextos 
d’escassetat de recursos o països de baixa renda, els quals, degut a que tenen 
menor sanejament de l’aigua, solen ser els més afectats per les malalties de 
transmissió hídrica (WHO 2022). A més a més, idealment els mètodes haurien 
de poder ser adaptats per la concentració al terreny, fet que facilitaria el 
mostreig i anàlisi de grans volums d’aigua. Ja que les quantitats de virus 
entèrics humans a l’ambient varien molt segons els tipus d'aigua en què es 
troben. En aigües residuals o llots, els virus es troben en concentracions molt 
elevades, per la qual cosa es poden detectar fàcilment a partir de volums 
relativament petits (<100 ml), mentre que per a la seva detecció en aigües 
superficials, recreatives i de consum, es requereixen volums més grans (10-
1000 L o més) degut a què es troben en concentracions virals més baixes, tot 
i que s’han reportat concentracions puntuals molt elevades degut a episodis 
puntuals de contaminació, com fuites en sistemes de clavegueram o episodis 
de pluja torrencials.  
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Figura 4. Rang de concentracions virals màximes en varis tipus d’aigües ambientals 
contaminades reportades en múltiples publicacions. 

Modificada de Haramoto et al., 2018 i Corpuz et al., 2020. 
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3.1. Mètodes de concentració 
Tot i que s'utilitzen alguns mètodes de concentració d'un sol pas, la majoria 
dels mètodes de concentració viral consisteixen en dos passos on diversos 
volums en funció de la mostra, des d’uns mil·lilitres d’aigua residual a 
centenars de litres d’aigua de beguda, són concentrats a pocs mil·lilitres 
mitjançant un mètode de concentració primari, i més tard, a uns quants 
microlitres mitjançant un secundari, necessaris per la detecció i quantificació. 
Per aquest motiu, la majoria dels estudis utilitzen un o més mètodes en sèrie 
per concentrar virus en mostres d'aigua. Actualment, existeix una gran 
diversitat de mètodes fonamentats en diversos processos fisicoquímics, 
basats en l’adsorció de les partícules víriques a diferents matrius, o bé en la 
retenció d’aquestes per la seua mida (Bofill-Mas and Rusiñol, 2020). 

Els virus i altres (bio-)col·loides posseeixen una càrrega superficial en medis 
polars com l'aigua que és depenent del pH. Aquesta càrrega electrostàtica 
determina la mobilitat de les partícules víriques  i el seu comportament 
col·loidal, jugant un paper clau en els processos d'adsorció dels virus. El valor 
de pH al qual la càrrega superficial neta canvia el seu signe s'anomena punt 
isoelèctric (pI) i és un paràmetre característic del virió, estant en equilibri amb 
la química ambiental de l'aigua (Michen and Graule, 2010). Tenint en compte 
que el pH dels diferents tipus d’aigües sol oscil·lar entre 6.5 i 8.5, i que la 
majoria de virus tenen un pI al voltant d’un pH de 4-5, els virus a l’ambient 
solen tenir una càrrega negativa neta.   

Conseqüentment, els mètodes basats en processos d’adsorció, com són els 
mètodes VIRADEL (VIRal Adsortion and ELution), ja sigui mitjançant l’ús de 
membranes o filtres carregats positiva o negativament i els mètodes basats en 
l’ús de floculants o coagulants, com són el clorur de ferro, la llet desnatada, el 
clorur de lantà, el sulfat d'alumini, el clorur d'alumini i el polietilenglicol, estan 
basats en què els virus es posen en contacte amb una matriu on seran 
adsorbits sota condicions específiques de pH. Un cop adsorbits, en els 
mètodes VIRADEL els virus es recuperen mitjançant processos d’elució si han 
sigut adsorbits a filtres o membranes, mentre que en els mètodes de floculació 
i coagulació, per recuperar els virus adsorbits als coagulants o floculants, es 
descarta la solució en la que estaven suspesos originàriament mitjançant 
centrifugació, recuperant el flòcul sedimentat en un volum final més petit 
(Ikner et al., 2012; Langenfeld et al., 2021).  

Aquest tipus de metodologies, a excepció dels filtres electropositius, 
requereixen d’un pre-acondicionament de la mostra, limitant el volum a 
processar. A banda de requerir l’addició de sals (per exemple, MgCl2), es 



Introducció 

34 
 

necessita un canvi de pH de la matriu per tal de què els virus s’hi puguin 
adsorbir, ja sigui a les membranes o filtres, o als floculants i coagulants, fet 
que limita l’aplicació d’aquests mètodes a grans volums d’aigua (> 10L). 
Normalment, i depenent del tipus d’aigua, la concentració que s’assoleix 
després d’una primera concentració de la mostra no és suficient per la 
detecció dels virus, per la qual cosa, és necessari aplicar un segon pas de 
concentració.  

Com a alternativa als mètodes VIRADEL i la floculació, trobem mètodes basats 
en la mida i densitat de les partícules víriques, com és la concentració 
mitjançant la ultracentrifugació i ultrafiltració.  

Pel que respecta a la ultracentrifugació (UC), tot i que és capaç de concentrar 
una gran diversitat de virus aplicant la força de la gravetat i temps (per 
exemple, 100.000 xg durant 1h), el volum que pot processar és molt limitat, 
per la qual cosa es sol utilitzar per concentrar volums petits o com a mètode 
secundari (Pina et al., 1998). A banda, s’ha de tenir en compte que una 
ultracentrífuga és un equipament d’alt cost, que difícilment es poden 
permetre laboratoris d’anàlisi rutinari o en països de baixa renda.  

Pel que fa a la ultrafiltració (UF), els virus són retinguts per la seva mida o pes 
molecular (Figura 5) i per l’adsorció a les membranes de l'ultrafiltre mitjançant 
forces de van der Waals i/o enllaços hidròfobs. 

 

Figura 5. Espectre de separació per a membranes de filtració.  
Adaptada de Fröhlich et al., 2012. 
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Actualment hi ha diverses metodologies d'ultrafiltració que difereixen 
principalment pel tipus de corrents de flux generats per facilitar la separació 
de les partícules pel seu pes molecular. Aquests inclouen el flux sense sortida 
(dead-end UF) i diversos tipus de flux creuat (per exemple flux tangencial o 
flux de vòrtex) (Ikner et al., 2012). L’avantatge dels mètodes d’ultrafiltració, a 
banda de que són mètodes no selectius i que poden concentrar una gran 
varietat de microorganismes,  (Haramoto et al., 2018), és que poden processar 
grans volums de mostra, encara que estan molt limitats per la terbolesa de la 
mateixa i que habitualment els filtres utilitzats i les bombes necessàries per 
dur a terme la ultrafiltració solen tenir un cost elevat.  

D’altra banda, també existeixen dispositius que combinen la ultrafiltració 
acoblada a l’ús de centrífugues de sobretaula, anomenats CeUF (centrifugal 
ultrafiltration), com són els dispositius Centricon® o Amicon®. La principal 
limitació d’aquests dispositius és el petit volum que són capaços de 
concentrar, a l’igual que la ultracentrifugació, per la qual cosa es solen utilitzar 
com a mètodes secundaris.  

En la Figura 6, es resumeixen els principals mètodes de concentració, 
especificant el tipus i volum d’aigua, i les solucions utilitzades com a 
adsorbents o eluents en la concentració primària i secundària.  
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Cada mètode té avantatges i inconvenients (Taula 4), però de forma general, 
quants més passos té un mètode de concentració més lent, costós, poc 
estandarditzable i en definitiva menys eficient serà. Per la qual cosa, quan es 
consideren mètodes de concentració, diversos factors, com la qualitat de 
l'aigua o el volum de la mostra, són importants perquè afecten fàcilment 
l'eficiència de la concentració de virus. A més també s’ha de tenir en compte 
el tipus estructural de virus, embolcallat o no, i la tècnica amb la qual es vols 
detectar, ja sigui per detectar o quantificar virus específics per tècniques 
moleculars, mitjançant infectivitat o per fer estudis de metagenòmica,  ja que 
depenent del mètode de concentració utilitzat ens limitarà les tècniques de 
detecció que puguem aplicar. Per exemple l’embolcall lipídic dels virus 
embolcallats fa que els virus siguin més sensibles als dissolvents orgànics, la 
temperatura i el pH per tant, molts mètodes d'extracció i purificació utilitzats 
per als virus sense embolcall no són òptims per als virus amb embolcall ja que 
l’ús de solucions de cloroform o clorur de cesi, per exemple, destrueixen la 
capa externa lipídica (Wigginton et al., 2015).   

A més, al concentrar grans volums d’aigua en volums més petits, i que la 
detecció es realitza mitjançant tècniques moleculars, s’ha de tenir en compte 
que les matèries orgàniques presents en mostres ambientals (per exemple, 
àcids húmics) o els productes químics afegits durant la concentració/elució 
(per exemple, extracte de vedella o polifosfat de sodi (NaPP)) poden inhibir les 
extraccions d'ADN/ARN i els passos posteriors de detecció (Hata et al., 2011; 
Sidstedt et al., 2015).  
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Principi de 
concentració 

Mètode de 
concentració Avantatges Inconvenients 

Precipitació/ 
Floculació 

Tots 
Útil per a mostres tèrboles No es poden processar grans volums 

d'aigua 

Baix cost Pot requerir pre-
acondicionament/centrifugació 

    Requereix molt de temps 

PEG Permet analitzar grans volums de 
mostra Recuperacions variables 

SMF 
Adaptable al terreny La llet descremada pot afegir 

inhibidors a la qPCR 
Mètode d'un sol pas   

Centrifugació Tots 
Bones recuperacions Equipament car  

Útil per a mostres tèrboles No es poden processar grans volums 
d'aigua  

Ultrafiltració 

Tots 

Concentració simultània de 
diversos patògens 

Pot requerir pre-acondicionament 
del filtre 

 

Útil per a grans volums 
Pot ser automatitzat No és adequat per mostres tèrboles  

TFUF       

Material car 

 

DEUF 
Depenent del tipus d'aigua pot 

fer-se en un sol pas 
 

Adaptable al terreny  

CP SelectTM Ràpid i reproduïble 
Equipament car   

No es poden processar grans volums 
d'aigua 

 

Ultrafiltració 
Centrífuga 

(CeUF) 

Tots  
(Centricon®, 

Amicon®) 

Mètode d'un sol pas Equipament i material cars  

Ràpid i simple No es poden processar grans volums 
d'aigua 

 

Filtració 
Electronegativa Tots 

De baix cost No és adequat per mostres tèrboles  
L'extracció es pot realitzar 

directament des de la membrana Requereix de pre-acondicionament  

Bones recuperacions No es poden processar grans volums 
d'aigua 

 

  

Tots 

Útil per a grans volums 

No és adequat per mostres tèrboles 

 

Filtració 
Electropositiva 

Adaptable al terreny  
No requereix pre-
acondicionament 

 

NanoCeram®/ 
Virocap®  

Un cop concentrada la mostra es 
pot enviar per al seu anàlisi al 

laboratori de referència 
Equipament car  

Adaptables al terreny Filtració lenta  
Llana de vidre Pot ser automatitzat Recuperacions variables  

Taula 4. Avantatges i desavantatges dels principals mètodes de concentració de virus 
en aigua. PEG, polietilenglicol; SMF, floculació amb llet descremada;; TFUF, 

Ultrafiltració de flux tangencial; DEUF, Ultrafiltració sense sortida 
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Finalment cal mencionar l’ús de mostrejadors passius com a alternativa als 
mètodes descrits anteriorment. Normalment, la presa de mostres per aquest 
tipus d’anàlisi es realitza agafant mostres puntuals, o bé mitjançant l’ús de 
mostrejadors automàtics per tal d’obtenir mostres composades, sobretot en 
estudis d’epidemiologia d’aigües residuals, ja que donat que la composició de 
les aigües residuals varia substancialment segons l'hora del dia i les activitats 
humanes associades, una mostra composada és més representativa (Schang 
et al., 2021).  

El mostreig passiu és una alternativa econòmica i pràctica al mostreig actiu. 
Aquest mètode, utilitzat des de fa anys en al detecció de diversos 
contaminants químics (Mackay, 2016) requereix de la instal·lació d'un 
dispositiu en una captació d'aigües durant un període conegut, permetent que 
els virus de l'aigua interactuïn amb ell. A l’interior del dispositiu, el qual pot 
tenir diferents configuracions (per exemple, colador, vaixell, caixa de mistos, 
torpede) es deposita una membrana o material on els virus quedin retinguts, 
on en acabar el temps de mostreig, aquestes membranes són retirades i 
analitzades mitjançant mètodes moleculars. Tanmateix, tot i ser una molt bon 
aproximació, un dels principals inconvenients d’utilitzar aquest tipus de 
sistemes és que els resultats no són quantificables donada la impossibilitat de 
saber el cabal exacte que ha estat en contacte amb el mostrejador (Schang et 
al., 2021; Wilson et al., 2022). 

3.2. Ús de controls de procés per a la caracterització de mètodes 
A l’hora de desenvolupar i caracteritzar un mètode per concentrar virus en 
qualsevol tipus de matriu s’han de tenir en compte una sèrie de 
consideracions. Pel que fa al mostreig, cal recollir una mostra de suficient 
volum, representativa i homogènia de la matriu a analitzar. En quant al procés 
de concentració, independentment del mètode escollit, s’ha de tenir en 
compte el volum final en el qual es concentrarà la mostra, de tal manera que 
podrem conèixer el factor de concentració del mètode i la representativitat 
del mateix, és a dir quin volum de mostra inicial s’està analitzat realment en 
l’anàlisi molecular. A banda, s’ha de tenir en consideració que al concentrar 
l’aigua també es concentraran inhibidors, que hauran de ser eliminats en la 
major mesura possible en el pas d’extracció, el qual no tindrà una eficiència 
del 100%. Finalment, en la detecció molecular s’ha de tenir en compte 
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l’especificitat de la tècnica, la sensibilitat i l’eficiència de cada assaig, dels quals 
es podrà obtenir el límit de detecció i de quantificació de la mateixa.  

Per obtenir resultats precisos, tots els passos s'han de dur a terme amb nivells 
acceptables d'eficiència. Per avaluar l'eficiència dels processos, s'han 
d'utilitzar els anomenats controls de procés o controls interns.  

Els controls de procés es poden classificar en tres tipus d'acord amb els punts 
en què els s'incorporen a la mostra: (1) controls de procés complet (Whole 
Process Control, WPC), que s'afegeixen a la mostra abans del procés de 
concentració; (2) controls de processos moleculars (Molecular Process 
Control, MPC), que s'afegeixen abans de les extraccions d'àcids nucleics; i (3) 
controls durant el procés de detecció ((RT-)qPCR control) (Figura 7) (Haramoto 
et al., 2018). 

 

Figura 7. Control de procés utilitzats per avaluar l’eficiència de cadascun dels passos 
necessaris per la detecció molecular de virus. Adaptada de Haramoto et al., 2018 

Pel que respecta a l’ús de controls de procés complet (WPC) s’han de tenir en 
compte una sèrie d’aspectes fonamentals, els quals són l’ús de virus models 
(surrogates) adequats, la matriu a analitzar i el càlcul de les recuperacions 
virals del mètode.    
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Per determinar l'eficiència del procés pel qual es concentren les partícules 
víriques, s'afegeixen quantitats conegudes d’un virus model i es recuperen 
després del pas de concentració. Els controls fàcilment cultivables, com ara els 
colifags MS2 i ΦX174, el norovirus murí (MNV) o el mengovirus (MgV) 
s'utilitzen freqüentment com a WPC. No obstant això, la representativitat del 
control en molts casos és qüestionable. Per una banda, cada virus es comporta 
diferent depenent del mètode de concentració utilitzat, mostrant elevada 
variabilitat en les recuperacions virals de fins a sis ordres de magnitud 
(Petterson et al., 2015). Un altre problema és que s’assumeix en molts casos 
un comportament similar del virus control al del virus diana, per exemple, un 
estudi de Petterson i col·laboradors  va revelar que l'eficiència de recuperació 
del MgV utilitzats com a surrogates no correlacionava amb la dels AdVs i NoVs 
naturalment presents en les mostres (Petterson et al., 2015).  De la mateixa 
manera, Hennechart-Collette i col.laboradors van suggerir que un control que 
pot ser un bon surrogate en una matriu concreta pot no ser-ho en altres tipus 
de matrius, ja que per exemple, MNV és un bon model de NoV-GI en enciam 
però no en aigua embotellada o en tomàquet semi-sec (Hennechart-Collette 
et al., 2015).  

D’altra banda, la forma en què es quantifica el control de procés per tal de 
calcular la recuperació del mètode pot infraestimar la recuperació real. Sovint 
els estocs virals són quantificats directament enlloc de quantificar-los un cop 
afegits a la matriu a analitzar, sense tenir en compte l’efecte de la matriu, 
esbiaixant així els percentatges de recuperació o sense tenir en compte el 
fenomen d’agregació de les partícules virals, fent que s’obtinguin 
recuperacions majors al 100% (Rhodes et al., 2016).  

Finalment, durant els processos d’extracció d’àcids nucleics i detecció també 
s’hauran d’incloure controls tant positius com negatius. Durant l’extracció 
diverses partícules virals poden ser utilitzades com per exemple, el MgV, MHV 
o MS2 entre d’altres, i com a control negatiu a sovint s’utilitza el mateix tampó 
d’elució del kit d’extracció. Respecte als controls de detecció, com a controls 
positius es poden utilitzar cultius vírics, plàsmids o gBlocks® (fragment d’ADN 
sintètic) i com a control negatiu utilitzar aigua comercial lliure de material 
genètic enlloc de mostra. A banda, per minimitzar els efectes de la inhibició de 
la q(RT-)PCR es realitzen dilucions 1/10 per tal d’eliminar inhibidors presents i 
afavorir l’amplificació (Hamza et al., 2011). 
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Per la qual cosa, a l’hora de caracteritzar un mètode de concentració, és 
necessari utilitzar controls de procés adequats, des dels passos de 
concentració fins la detecció, sent el més semblant possible estructuralment 
als dels virus diana, s’han de quantificar correctament i s’ha de caracteritzar el  
mètode per a cada matriu en el que sigui aplicable, ja que depenent de les 
característiques de la matriu, un mètode de concentració concret podrà variar 
en quant a volum de mostra a processar, factor de concentració, en la 
representativitat i en definitiva en la recuperació viral.  

Amb tot, si s'utilitzen mètodes de detecció viral mal caracteritzats o no 
s’apliquen els controls de procés degudament,  pot donar lloc a falsos negatius 
(Haramoto et al., 2018).  
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4. Tractaments de reutilització d’aigües i desinfecció 
Actualment, les depuradores d'aigües residuals urbanes (EDAR) redueixen 
substancialment els contaminants de les aigües residuals, produint efluents 
que són descarregats a rius o a mars. No obstant això, l'escassetat d'aigua 
juntament amb l'augment de la població i la intensificació de les activitats 
agrícoles i industrials han desencadenat el desenvolupament de mètodes 
eficients per obtenir aigua depurada o regenerada segura per a regs de cultiu, 
recàrrega d'aqüífers i producció d'aigua potable (The European Parliament 
and the Council, 2020).  

Com a exemples més rellevants de reutilització d’aigües cal mencionar l’estat 
de Califòrnia, amb el projecte Pure Water Southern California, on es construirà 
l’estació d’aigua regenerada més gran del món, amb capacitat de produir fins 
a 600.000 m3/dia, suficients per a abastir a més de 500.000 habitatges, o el cas 
d’Israel, on aproximadament el 84% de les aigües residuals domèstiques són 
reutilitzades per al reg (www.health.gov.il). A nivell espanyol, Espanya és el 
líder europeu en reutilització d'aigua on entre el 7 i el 13% de l’aigua residual 
tractada és reutilitzada (Ministerio para la Transición Ecológica y el Reto 
Demográfico, 2020). 

Les pautes establertes per l’OMS per assegurar la depuració i desinfecció de 
les aigües residuals es basen en sistemes de barrera múltiple   (WHO 2006). 
Aquest tipus de sistemes estan basats en tractaments seqüencials de 
depuració i eliminació de contaminants a través de diferents tractaments 
(barreres) fins a assegurar una aigua d'excel·lent qualitat.  

De forma general, els tractaments de regeneració d’aigües estan basats en un 
primer pas d’eliminació de sòlids en suspensió, seguit de l’eliminació de 
químics dissolts, desinfecció i eliminació de compostos orgànics traça, 
estabilització de l’aigua i un últim pas per assegurar una qualitat organolèptica 
acceptable. La taula 5 resumeix els objectius generals de cada tractament i els 
processos unitaris corresponents.  
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Taula 5. Tractaments i processos per la regeneració d’aigües. 

Tractament Processos 

1 
Eliminació de sòlids en 

suspensió 

Coagulació/ Floculació /Sedimentació 
Filtració amb medis granulars 

Microfiltració (MF) 
Ultrafiltració (UF) 

2 
Eliminació de químics 

dissolts 

Osmosis inversa (OI) 
Electrodiàlisi (ED)/Electrodiàlisi inversa (EDI) 

Nanofiltració (NF) 
Carbó activat granulat (CAG) 

Intercanvi iònic 
Filtració activa biològica (FAB) 

3 
Desinfecció i eliminació 
de compostos orgànics 

traça 

Desinfecció amb llum ultraviolada (UV) 

Clor / cloramines / Diòxid de clor 
Àcid peracètic (PAA) 

Pasteurització 
Ozó 

Processos d'oxidació avançada  
(UV/H202, O3/H2O2, UV/Cl2) (POA) 

4 
Estabilització  
(ajust de pH i 

remineralització) 

Hidròxid de sodi / Clorur Càlcic 

Addició de calç/ descarbonatació 

5 
Gust, olor i control de 

color 

O3/Carbó biològicament activat 

MF/OI 

 

4.1. Mètodes clàssics de desinfecció 
Atès que els virus entèrics humans no poden créixer fora de les seves cèl·lules 
hoste, l'eliminació eficient i/o la inactivació d'aquests virus a les plantes de 
tractament d'aigües residuals contribueix en gran mesura a reduir la quantitat 
de virus abocats al medi. No obstant això, és molt difícil aconseguir l'eliminació 
completa dels virus amb els processos convencionals de tractament d'aigües 
residuals (Haramoto et al., 2018).  

Les directrius nacionals i internacionals per a la reutilització d'aigües residuals 
estipulen que els riscos d'infecció per virus s'han de regular mitjançant 
sistemes de barreres múltiples, on els tractaments estan dissenyats en funció 
de l'eficiència d'eliminació de cada tractament a fi d’obtenir una reducció total 
suficient de microorganismes patògens (Rachmadi et al., 2020a). 
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Per tal d’assolir els estàndards basats en la pèrdua tolerable d'anys de vida 
ajustats a la discapacitat (DALY) per persona i any, es requereix una reducció 
de virus de 2 a 3 i de 6 a 7 logaritmes per a aigua regenerada destinada a usos 
restringits i no restringits respectivament. D'altra banda, altres estudis 
recomanen una reducció addicional de 2 i 3 logaritmes per garantir la 
salubritat de l'aigua destinada per reg de cultius (Gerba et al., 2018; Gonzales-
Gustavso et al., 2019).  

Les tècniques d'eliminació de sòlids com la filtració, la floculació, la coagulació 
i la sedimentació, i les tècniques de desinfecció com, l’addició de compostos 
clorats,  la irradiació UV i l'ozonització es consideren efectives per reduir els 
virus a les aigües residuals i produir aigua regenerada virològicament segura.  

Tot i això, els mecanismes d'inactivació viral proposats pels desinfectants són 
molt diversos (Wigginton and Kohn, 2012), resumits en danys en proteïnes 
virals o danys en el genoma (Figura 8). Perquè un virus sigui infecciós, ha de 
tenir intactes les seves funcions bàsiques. Unió al seu hoste, injecció del 
genoma, replicació i traducció. Si una d'aquestes funcions es veu 
compromesa, condueix a la inactivació viral. No obstant això, a causa de la 
diferent composició i estructura tridimensional de les proteïnes i els àcids 
nucleics, el mecanisme virucida dels desinfectants resulta ser diferent per a 
diferents tipus de virus (Ge et al., 2021). A més, l'eficàcia del desinfectant varia 
en gran mesura segons el tipus i la soca dels virus i el seu estat físic. Així doncs, 
virus altament relacionats poden presentar diferents cinètiques de desinfecció 
quan es tracten amb el mateix biocida (Battigelli et al., 1991; Ge et al., 2021; 
Gerba et al., 2018).  

L’efecte biocida d’un desinfectant s’expressa com un valor de CT , que és un 
producte de la concentració de desinfectant (C) i el temps d’exposició (T) sota 
unes condicions determinades de pH i temperatura. Els valors de CT permeten 
realitzar comparacions de l’efectivitat d’inactivació entre microorganismes 
front a una mateixa dosi de desinfectant (US EPA Office of Water, 2010).  
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Figura 8. Mecanismes d’inactivació viral dels diferents desinfectants.  
Extreta de Wigginton et al., 2012. 

 

4.1.1. Clor, Cloramines i Diòxid de clor 
La desinfecció amb clor és la forma de desinfecció més utilitzada en els 
tractaments d'aigües. El clor es pot aplicar com a gas clor, hipoclorit de sodi 
(NaClO) en forma líquida o hipoclorit de calci (Ca(ClO)2)en forma sòlida. 

 El clor es dismuta amb l'aigua per formar ions clorur, àcid hipoclorós (HOCl), 
considerat el principal desinfectant, hipoclorit (OCl-) i hidrogen (H+) depenent 
del pH en aigua, sent més estable en condicions de pH àcides (Deborde and 
von Gunten, 2008). Pel que fa al mecanisme d'acció del clor, el seu potencial 
oxidant no selectiu afecta diversos components cel·lulars, danyant les 
càpsides virals i destruint els àcids nucleics exposats (Wigginton et al., 2012), 
a més degut al seu baix pes molecular fa que pugui difondre entre les 
membranes cel·lulars (Albrich and Hurst, 1982).  

Un altra forma clorada amb un alt potencial d'oxidació és el diòxid de clor 
(ClO₂). És un virucida més eficaç que el clor però molt inestable i es descompon 
fàcilment per la qual cosa s’ha de generar in situ.  

Quan es cloren efluents secundaris que contenen nitrogen el clor reacciona 
per formar cloramines on les formes dominants són la monocloramina (NH2Cl) 
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i la dicloramina (NHCl2), i la forma menys comuna és la tricloramina (NCl3). 
Aquests tipus de cloramines també serveixen com a desinfectants, però, són 
significativament menys efectives per inactivar patògens, especialment virus, 
a més que reaccionen més lentament en comparació amb el clor lliure 
(Cheremisinoff, 2002).  

Un dels principals problemes d’utilitzar clor com a desinfectant és que pot 
combinar-se amb la matèria orgànica per formar subproductes de desinfecció 
tòxics i mutagènics, com són trihalometans, àcids haloacètics i clorat (EPA, 
1999), el quals s'han de controlar post-tractament per no superar els nivells 
acceptables pel consum (Krasner et al., 2006), establerts en 100 ppb (µg/L) per 
l’OMS i 80 ppb per l’EPA. La formació i distribució de subproductes de 
desinfecció (DBP) depèn de la dosi de cloració, dels nivells de precursors 
orgànics, temps de contacte, pH i la concentració de bromur. 

Finalment, després de les reaccions del clor amb altres molècules, l'àcid 
hipoclorós i l'hipoclorit restants seran l'anomenat clor lliure disponible 
romanent a l'aigua com a desinfectant residual que pot ser útil en cas de 
contaminacions posteriors. Conseqüentment, la inactivació dels diferents 
patògens, per tant, dependrà de la quantitat de clor lliure disponible, del pH i 
temperatura i de la matèria orgànica i inorgànica present en l'aigua. 

Entre els agents desinfectants disponibles, el clor lliure (en forma d'hipoclorit 
de sodi) i la mono cloramina segueixen sent els desinfectants més utilitzats a 
causa del seu baix cost i eficàcia per a la inactivació de patògens (Collivignarelli 
et al., 2018). No obstant això, pel que fa a la inactivació viral els valors 
d’eficiència d'eliminació de virus depenen molt del desinfectant, del virus i de 
les condicions d'operació, de manera que les eficiències poden variar molt fins 
i tot dins del mateix reactor per a un tractament determinat (Sano et al., 2016). 
En la Figura 9 extreta de Rachmadi et al., 2020 es poden observar les diferents 
susceptibilitats dels virus front a un mateix desinfectant. 
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Figura 9. Valors de CT necessaris per reduir 4 logaritmes mitjançant clor lliure (dalt) i 
cloramines (baix) a condicions específiques de pH i temperatura.  

Extreta de Rachmadi et al., 2020 

 

4.1.2. Àcid peracètic (PAA) 
El PAA es pot utilitzar com a desinfectant d'aigües residuals, tot i que 
actualment només hi ha poques EDAR que utilitzen PAA, però té una llarga 
història d'ús a les indústries alimentàries, mèdiques i farmacèutiques, ja que 
un dels principals avantatges és que no  forma subproductes de desinfecció 
nocius conegut. El PAA es lliura com una barreja en equilibri d'àcid acètic, 
peròxid d'hidrogen, PAA i aigua. El rendiment del PAA com a desinfectant 
depèn de la qualitat de l'aigua i les condicions de funcionament (Smith, 2014).  
L'àcid peracètic inactiva bacteris, fongs i llevats gram-positius i gram-negatius 
en <5 minuts a <100 ppm (mg/mL). En presència de matèria orgànica, es 
requereixen 200-500 ppm. Per als virus, el rang de dosificació és més ampli 
(12-2250 ppm), per exemple per inactivar poliovirus en extracte de llevat es 
necessita una dosi de 1500 a 2250 ppm durant 15 minuts (US EPA, 2018).  
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4.1.3.  Ozó 
L'ozó (O3) és un potent oxidant, capaç de 
descompondre els compostos orgànics, 
inclosos els compostos responsables del 
mal gust i olor i  components traces de 
components químics. Al reaccionar amb 
l'aigua genera diversos tipus de radicals 
lliures i ions com són HO⋅, HO2⋅, O, O2. 
Aquests radicals lliures oxiden les 
estructures virals fins la pèrdua de la 
capacitat infecciosa de manera diferencial 
depenent del virus (Figura 10). 

L’ozó bé pot oxidar l’embolcall viral si n’hi 
ha, les proteïnes de la càpsida, els residus 
d’aminoàcids exposats donant lloc a una 
capacitat de plegament anormal i a canvis 
d'estructures o també s’ha descrit oxidació 
preferent en certes bases atacant els 
dobles enllaços carboni-nitrogen (Murray 
et al., 2008). 

Tot i que és un fort oxidant, els principals 
inconvenients de l´ozó és que a banda de 
que la seva utilització és més cara que el 
clor, al ser un gas tant volàtil no té poder 
residual i ha de ser generat in situ.  

 

 

4.1.4. UV 
La llum UV es considera un mètode de 
desinfecció biofísica principalment per la seva capacitat per evitar que els 
microorganismes es repliquin. Classificada en tres grups segons la seva 
longitud d’ona, UVA (315-290 nm), UVB (280-315 nm) i UVC (100-280 nm). La 
UVC, molt a prop del 260 nm la longitud d’ona que més absorbeixen els àcids 
nucleics, produeix danys al genoma dels microorganismes principalment per 
la  dimerització de timines o uracils, a més els  radicals hidroxil produïts durant 

Figura 10. Valors de CT necessaris per 
reduir 4 logaritmes de diferents virus 

mitjançant ozonització.  
Figura extreta de Kong et al., 2021 
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la fotocatàlisi danyen la càpsida proteica contribuint així a la inactivació 
(Smith, 2014; US EPA, 2018).  

La resistència dels virus a la irradiació UV és generalment més elevada que la 
dels bacteris. La inactivació de 4 logs de bacteris es pot obtenir fàcilment amb 
una dosi UV de 10 mJ/cm2. Mentre que les dosis per assolir la mateixa taxa 
d'eliminació de virus varien molt entre 10 i 140 mJ/cm2 (Figura 11) (Kong et 
al., 2021).  

 

Figura 5. Dosi UV a 254 nm necessària per a reduir 4 logaritmes de diferents virus. 
Figura extreta de Kong et al., 2021. 

El manual d'orientació de la USEPA per al compliment dels requisits de filtració 
i desinfecció per als sistemes públics d'aigua que utilitzen fonts d'aigua 
superficial, estableix que calen valors de Ct de 3, 4 i 6 mg × min/L per obtenir 
un 2, 3 i 4 logaritmes de reducció de en aigua a 10 °C i pH 6-9 de clor lliure. 
Mentre que les pautes d'aigua potable de l'OMS estableixen que un valor de 
CT oscil·la entre 2 i 30 mg × min/L per obtenir una reducció de 2 log10 a 0-10 
°C i pH 7-9.8.  
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Aquest manuals i pautes a seguir estableixen valors de forma generalitzada, 
sense establir  valors de CT de referència per a cada virus entèric enumerat 
com a contaminant de l'aigua per la USEPA i l'OMS i sense tenir en compte les 
diferents susceptibilitats i resistències dels virus, ni el tipus d’aigua, fet que 
pot suposar un risc microbiològic.  

4.2. Tractaments de desinfecció d’aigua a nivell domiciliar  
En moltes regions del món no tenen accés ni a una xarxa de distribució ni al 
sanejament de l’aigua. Així doncs, els tractaments d’aigua a nivell domiciliar, 
(Household Water Treatments and Safe Storage) o tractaments d’aigua al punt 
d´us (Point-of-Use water treatments), han esdevingut una alternativa per 
millorar la qualitat de l’aigua i reduir les malalties diarreiques (Mohamed et 
al., 2016; WHO and UNICEF, 2019).  

Els mètodes de desinfecció utilitzats àmpliament per al tractament de l’aigua 
domèstica són: Filtres d’aigua ceràmics, filtres de sorra, cloració en recipients 
tancats i amb aixeta, desinfecció amb llum solar, desinfecció tèrmica i la 
combinació de sistemes de floculació i cloració.  

Existeixen un seguit de productes comercials per tractar l’aigua a nivell 
domiciliar com són per exemple els sobres de floculació-cloració, 
(Flocculation-Chlorination Sachets) o els filtres portàtils FAIRCAP que es poden 
acoblar a  botelles de plàstic. Tanmateix, per poder comercialitzar un producte 
com a tractament d’aigua domiciliar l’OMS estableix guies i requeriments 
mínims de qualitat, per exemple per poder validar un sistema de filtració ha 
d’estar avaluat microbiològicament seguint el protocol International Scheme 
to Evaluate Houdehold water Treatment Technologies. Filtration Batch System 
Technology. 

Seleccionar el mètode de tractament més adequat per a les circumstàncies 
específiques d'una llar o comunitat sovint és una decisió complexa. L'opció 
més adequada per a una llar o comunitat depèn de les condicions existents 
d'aigua i sanejament, la qualitat de l'aigua, l'acceptabilitat cultural, la viabilitat 
d'implementació, les cadenes de subministrament, la disponibilitat de 
tecnologia i altres condicions locals (Centers for Disease Control and 
Prevention, 2019). 
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4.3. Processos d’electro-oxidació avançada per la desinfecció 
d’aigües 

Els processos electroquímics avançats (EAOP) han sorgit com una alternativa 
sostenible i eficaç per a la remediació d'aigües que contenen contaminants 
orgànics persistents i, en menor mesura, per a la desinfecció de l'aigua (Gassie 
and Englehardt, 2017; Moreira et al., 2017; Rajasekhar et al., 2020).  

Aquests mètodes estan basats en una sèrie de reaccions químiques, que tenen 
lloc dins de la cel·la electroquímica on hi ha un procés d’oxidació a l’ànode, i 
un de reducció al càtode amb despesa d’energia elèctrica, on els elèctrodes es 
troben situats en paral·lel amb les cares enfrontades amb una separació 
mínima (Figura 12). 

 

Figura 6. Reaccions químiques d’oxidació (ànode) i de reducció (càtode) que es donen 
en una cel·la electroquímica. 

Els tractaments d'electrooxidació (EO), són els EAOP més senzills per les 
mínimes restriccions experimentals i l'alta versatilitat per tractar efluents amb 
característiques molt diferents (Martínez-Huitle et al., 2015). Els ànodes amb 
un gran sobrepotencial d'evolució d'oxigen s'utilitzen per a la generació in situ 
d'espècies reactives d'oxigen (ROS). El radical hidroxil (•OH) predomina com a 
ROS principal, però va acompanyat de peròxids, radical superòxid i oxigen 
singlet (O2), tots ells amb un alt poder oxidatiu.  

Així doncs, els mecanismes de degradació de contaminants o inactivació de 
microorganismes es du a terme mitjançant l'oxidació anòdica directa i 
mitjançant diferents tipus de reaccions d'oxidació mediades, com les que 
impliquen el clorur com a precursor d'oxidants. Quan la solució aquosa conté 
ions clorur, es generen espècies reactives de clor (RCS) o clor actiu (és a dir, 
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Cl2, HClO i ClO-) mitjançant la combinació amb els ROS generats a la superfície 
de l'ànode (Sirés et al., 2014). 

Els paràmetres més importants que afecten el procés electroquímic són la 
composició de la dissolució tractada, la hidrodinàmica del sistema, el tipus de 
material dels elèctrodes i la densitat de corrent o potencial aplicats, ja que 
determinen la distribució d'oxidants i subproductes.  

A més dels ions presents en el medi, el material de l'ànode també és un factor 
a tenir en compte en l'electrooxidació perquè està relacionat amb la quantitat 
i l'activitat de les espècies oxidants generades. Els elèctrodes es classifiquen 
en elèctrodes actius o no actius, segons el comportament dels radicals hidroxil 
(OH) produïts per la descomposició oxidativa de l'aigua sobre la superfície de 
l'elèctrode. Per als ànodes actius, com els ànodes dimensionalment estables 
(DSA) com IrO2 i RuO2, la mineralització dels orgànics és baixa perquè la 
majoria de l'OH fisisorbit sobre la superfície de l'ànode es converteix en 
"superòxid" quimiosorbit amb un baix poder d'oxidació (Dbira et al., 2019; 
Moreira et al., 2017; Rajasekhar et al., 2020; Sirés et al., 2014). Per contra, en 
els ànodes no actius com els ànodes de diamant dopats amb bor (BDD), els OH 
generats són més actius perquè s'adsorbeixen menys als ànodes i són més 
lliures en el medi, presentant una gran capacitat per degradar la càrrega 
orgànica (Dbira et al., 2019). Per tant, s'espera que el clor activat es produeixi 
més en ànodes dimensionalment estables (DSA) que en ànodes de diamant 
dopats amb bor (BDD), a causa de la seva major capacitat electrocatalítica amb 
espècies de clor. En canvi, l'ànode BDD genera més OH perquè són menys 
adsorbits i més lliures en el medi (Bruguera-Casamada et al., 2016). 

Pel que respecta a la densitat de corrent o potencial aplicats, a major intensitat 
i  llargs períodes de temps, es generen subproductes de desinfecció (DBP) 
tòxics i mutagènics, com els trihalometans, àcids haloacètics i clorat 
(Ghernaout and Elboughdiri, 2020; Jasper et al., 2017) i, per tant, el seu control 
és essencial. Com ja s’ha comentat en l’apartat 4.1., quan s’utilitzen formes 
clorades com a desinfectant, la presència de precursor orgànics esdevé en 
l’aparició de DBP. Així doncs, durant l'oxidació mediada pel clor també es 
formes DBP els quals depenen fortament de la dosi de cloració, la composició 
de l'aigua (nivells de precursors orgànics), el temps de contacte, el pH, la 
concentració de bromur i de la densitat de corrent aplicada, que quant major 
sigui, major producció d’oxidants es formaran amb la formació conseqüent de 
subproductes.  
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Pel que fa a la viabilitat tècnica dels EAOP per degradar diverses classes de 
compostos orgànics persistents i alguns patògens en diferents matrius, s'han 
reportat altes taxes d’eliminació de contaminants (Kokkinos et al., 2021a; Li et 
al., 2021; Mousset et al., 2021; Sanchis et al., 2021; Sirés et al., 2014). No 
obstant això, els assajos de desinfecció microbiana s'han centrat 
principalment en la inactivació bacteriana i, en general, en l'ús de solucions 
sintètiques. Aquest fet, sumat a l'ampli ventall d'EAOP i als nombrosos 
paràmetres a mantenir sota control, condueix a dades i conclusions 
contradictòries de complexa interpretació, limitant l'aplicabilitat real 
d'aquests sistemes avançats (Anfruns-Estrada et al., 2017; Huang et al., 2016a; 
Rajasekhar et al., 2020; Valero et al., 2017). 

Tot i això, un punt fort d’aquests mètodes és el baix consum d'energia 
requerit, que obre la porta al tractament sostenible de l'aigua amb dispositius 
alimentats amb energies renovables (Ganiyu et al., 2020). En aquest context, 
es poden desenvolupar unitats descentralitzades de tractament d'aigües per 
tractar aigües residuals de petites comunitats o per aplicar un tractament final 
de desinfecció a l’aigua d’irrigació (Huang et al., 2016b; Mousset et al., 2021; 
Sirés et al., 2014). 

D’altra banda, existeixen altres tècniques d’EAOP com són l’electro-fenton, 
fotoelectro-fenton o la separació de fases que s'apliquen al tractament 
d'aigües residuals i industrials. En l’electro-fenton es produeixen radicals 
altament reactius d’hidroxil (OH·) en condicions àcides, pressió i temperatura 
ambient, usant peròxid d'hidrogen (H2O2) catalitzat generalment amb ferro. 
Existeixen diferents configuracions i modificacions com el Fotoelectro-Fenton 
en què s'aplica una fase amb radiació ultraviolada de 180-400 nm per 
augmentar la capacitat oxidativa, ja que augmenta la velocitat de regeneració 
del Fe2+ al fotoreduir-se l’espècie Fe(OH)2+ present a la dissolució i d’altra 
banda, els complexes formats pel Fe3+ i els àcids carboxílics generats són 
fotodescarboxilats, permetent una major mineralització dels contaminants. 
Finalment, els sistemes de separació de fases, es basen en la producció 
electroquímica d’un agent coagulant. Normalment s’empra un ànode de ferro 
o alumini que genera contínuament al medi ions Fe2+ o Al3+. Dins de la 
separació de fases trobem l’electroflotació, l’electrofloculació i 
l’electrocoagulació (Sirés et al., 2014). 

L'ús de reactors amb elèctrodes en configuració en forma de placa estan 
limitats a causa de la seva baixa àrea de contacte, requerint més superfície 
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d’elèctrode, més quantitat d’elèctrodes o temps de contacte més llargs per 
aconseguir una desinfecció eficient. Per la qual cosa, estan sorgint alternatives 
com són els nous materials tridimensionals (3D) a base de carboni, els quals 
s'utilitzen àmpliament com a elèctrodes d'ànode i/o càtode a causa de la seva 
gran superfície específica, conductivitat excepcional i estabilitat química (Ni et 
al., 2020). A més a més, són alternatives més econòmiques que no els 
elèctrodes esmentats anteriorment. Un exemple són els reactors 
tridimensionals on l’ànode/càtode el construeixen a partir d’òxid de grafè 
líquid al qual li afegeixen urea o altres compostos com bor per afavorir la 
producció d’espècies oxidants, donant així diferents característiques al 
material (Norra et al., 2022). El grafè líquid s’afegeix sobre llana de vidre 
perquè tingui un suport i formar així el que s’anomena esponja de grafè. En 
aquest cas, tant l’ànode com el càtode del reactor són dos esponges iguals de 
grafè, on en la superfície de cada esponja es col·loca una malla d’acer 
inoxidable pel que passa el corrent. Existeixen poc estudis que avaluen la 
capacitat de desinfecció d’aquest sistemes, ja que estan més centrats en 
eliminar contaminants orgànics persistents. Tanmateix, dels estudis realitzats 
de desinfecció descriuen eliminacions de fins a 5 logaritmes per a E. coli a 
temps baixos de contacte i amb pocs requeriments energètics (5.70 kWh/m3). 
On el principal mecanisme d'inactivació bacteriana es basa en l'electrosorció 
dels bacteris a la superfície de l'ànode i la lisi cel·lular a causa de la ruptura de 
les parets cel·lulars per electroporació (Ni et al., 2020; Norra et al., 2022). 

 

Figura 7. Representació conceptual d’inactivació bacteriana mitjançant reactors de 
grafé (extreta de Norra et al., 2022). 
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La autora de la tesi amb l’equip del laboratori han realitzat assajos preliminars 
amb  aquest tipus de sistema amb virus humans obtenint reduccions de CVB5 
del 80% amb temps de contacte molt breus. 

Tot i que els sistemes electroquímics semblen ser una opció prometedora, avui 
en dia estan molt limitats en quant al tipus d’aigua que poden tractar, i 
sobretot per l’escalat dels prototips per al tractament de grans volums d’aigua. 

  



  Introducció 

57 
 

5. Virus model seleccionats 
Per l’elaboració d’aquesta tesi doctoral s’han utilitzat diversos virus model 
(Taula 6) per validar i caracteritzar mètodes de concentració i desinfecció 
d’aigües.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Virus model 
(Família) Genoma

Mida 
(nm)

Hoste Característica Aplicació en aquesta tesi

HAdV
Adenoviridae

ADN 
36-37 kb

70-100

JCPyV
Polyomaviridae 

ADN 
5,3 kb

50-60

CVB5
Picornaviridae

ARN 
7,4 kb

30
Patogen humà

Replicació senzilla mitjançant cultiu cel·lular

Bacteriòfag MS2
Leviviridae

ARN 
3,7 kb

26
Genoma similar a les famílies Picornaviridae, 

Calciviridae  i Astroviridae 
Fàcilment cultivables 

Bacteriòfag ΦX174
Microviridae

ADN 
5,4 kb

30
Semblança a viurs entèrics d'ADN

Fàcilment cultivables 

MHV
Coronaviridae

ARN 
31  kb

85 Ratolins 
Estructuralment semblant al SARS-CoV-2 

Replicació senzilla mitjançant cultiu cel·lular  
Caracterització de mètodes de 

concentració 

TuV
Calciviridae

ARN
7,3-8,3 kb

27-40
Macaco Rhesus

 (Macaca mulatta )
Estructuralment semblant al HuNoV

Replicació senzilla mitjançant cultiu cel·lular  
Assajos de desinfecció com a 

virus model de HuNoV

Patogen humà 
 Indicador de contaminació fecal humana 

Humans

Enterobacteris 

Caracterització de mètodes de 
concentració

Caracterització de mètodes de 
concentració 

Validació de mètodes de 
desinfecció

Taula 6. Principals característiques dels virus model utilitzats per la validació i caracterització de mètodes. 
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2. OBJECTIUS 
 

L‘objectiu global de la tesi és avançar en el control de la contaminació viral a 
l’aigua, optimitzant, desenvolupant i caracteritzant mètodes per a la detecció, 
quantificació i desinfecció de patògens, considerant el marc de transició 
energètica i ecològica i la necessitat de reutilització d’aigua mitjançant 
l’aplicació de tecnologies sostenibles. 

Els objectius plantejats s’organitzen en dos blocs temàtics: El primer, centrat 
en l’optimització, desenvolupament i validació de nous mètodes de 
concentració d’aigües, per a la detecció de virus a l’ambient aplicables a 
diferents contextos. I el segon, centrat en l’avaluació de l’eficiència de 
desinfecció de sistemes electroquímics d’oxidació avançada, com a tecnologia 
sostenible per a la reutilització d’aigües.  

Els objectius específics han estat:  

1. Desenvolupar tecnologies i equipament per a la detecció de virus en 
mostres d’aigua en àrees de baixa renda i situacions de crisi 
humanitària.  

2. Avaluar, caracteritzar i optimitzar, un mètode ràpid, i portàtil, de 
concentració de grans volums d’aigua per a la detecció de virus.   

3. Avaluar i caracteritzar mètodes ràpids de detecció per a virus 
embolcallats en aigües residuals amb focus en la detecció de SARS-
CoV-2. 

4. Avaluar l’aplicabilitat i eficiència de desinfecció de dos sistemes 
electroquímics d’oxidació avançada com a tractaments sostenibles 
per a la reutilització d’aigües. 

5. Determinar les cinètiques d’inactivació de diversos microorganismes 
front a la desinfecció electroquímica d’aigües naturals i avaluar la 
idoneïtat dels indicadors microbians actuals. 
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Mas, S., 2022. Evaluation of a virus concentration method based on 
ultrafiltration and wet foam elution for studying viruses from large-
volume water samples. A: Sci Total Environ. 829, 154431. 
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• Forés, E., Mejías-Molina, C., Ramos, A., Itarte, M., Hundesa, A., 
Rusiñol, M., Martínez-Puchol, S., Esteve-Bricullé, P., Espejo-Valverde, 
A., Sirés, I., Calvo, M., Araujo, R.M., Girones, R.  Evaluation of pathogen 
disinfection efficiency of electrochemical advanced oxidation to 
become a sustainable technology for water reuse. Manuscrit en 
procés de revisió a la revista Chemosphere.
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• Aguado, D., Forés, E., Guerrero-Latorre, L., Rusiñol, M., Martínez-Puchol,
S., Codony, F., Girones, R., Bofill-Mas, S., 2019. VirWaTest, A Point-of-Use
Method for the Detection of Viruses in Water Samples. Journal of
Visualized Experiments (147), e59463, doi:10.3791/59463.

L’estudi forma part del projecte VirWaTest, finançat per Humantarian
Innovation Fund (HIF) en el que la doctoranda va participar activament. 
L’estudiant va participar en el disseny experimental, realització d’experiments, 
anàlisi de dades, organització de mostrejos i validació dels mètodes, 
conjuntament amb els altres coautors. El treball realitzat es va centrar en el 
desenvolupament i validació dels mètodes de concentració d’aigües i 
extracció d’àcids nucleics VirWaTest, mètodes adaptables a situacions de 
cirisis humanitàries o a contextos de baixa renda. 

• Forés, E., Rusiñol, M., Itarte, M., Martínez-Puchol, S., Calvo, M., Bofill-Mas,
S., 2022. Evaluation of a virus concentration method based on
ultrafiltration and wet foam elution for studying viruses from large-
volume water samples. A: Sci Total Environ. 829, 154431.
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2022.154431

L’estudi va formar part dels projectes nacionals MetaPadFood 
(AGL2017-86797-C2-1-R) i UNBIASED (RTI2018-097346-B-I00), i del projecte 
europeu URBANWAT (PCI2019-103643). La doctoranda va participar 
activament en el disseny experimental, mostrejos, processament de mostres, 
anàlisi de dades i escriptura del manuscrit sota la supervisió de les 
codirectores de tesi. 

• Forés, E., Bofill-Mas, S., Itarte, M., Martínez-Puchol, S., Hundesa, A., Calvo, 
M., Borrego, C. M., Corominas, Ll., Girones, R. i Rusiñol, M., 2021.
Evaluation of two rapid ultrafiltration-based methods for SARS-CoV-2
concentration from wastewater. A: Sci Total Environ. 768, 144786.
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.144786

L’estudi va formar part dels projectes nacionals MetaPadFood 
(AGL2017-86797-C2-1-R) i UNBIASED (RTI2018-097346-B-I00), del projecte 
europeu URBANWAT (PCI2019-103643) i del monitoreig d’aigua residual per a 
l’estudi de la incidència de SARS-CoV-2 en els que la doctoranda ha participat 
activament. L’estudiant va participar en el processament de mostres, anàlisis 
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de dades i escriptura del manuscrit conjuntament amb la resta d’autors, sota 
la supervisió de les seves codirectores de tesi.  

• Forés, E., Mejías-Molina, C., Ramos, A., Itarte, M., Hundesa, A.,
Rusiñol, M., Martínez-Puchol, S., Esteve-Bricullé, P., Espejo-Valverde,
A., Sirés, I., Calvo, M., Araujo, R.M., Girones, R.  Evaluation of pathogen 
disinfection efficiency of electrochemical advanced oxidation to
become a sustainable technology for water reuse. Manuscrit en
procés de revisió a la revista Chemosphere.

L’estudi va formar part del projecte nacional MetaPadFood (AGL2017-86797-
C2-1-R)  en el que la doctoranda va participar activament en el disseny 
experimental, participació en mostrejos, desenvolupament de protocols, 
processament de mostres, anàlisi de paràmetres vírics i anàlisi global de dades 
i escriptura del manuscrit sota la supervisió de les codirectores de tesi. 

Signat,

Dra. Rosina Girones Llop Dra. Sílvia Bofill Mas
Barcelona, Novembre 2022 Barcelona, Novembre 2022
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3.3. INFORME SOBRE ELS FACTORS D’IMPACTE 

Els treballs que formen part de la present tesi doctoral s’han publicat o sotmès 
a publicació en revistes científiques rellevants per a la línia d’investigació en la 
qual la doctoranda ha participat durant els 4 anys de tesi.  

L’article “VirWaTest, A Point-of-Use Method for the Detection of Viruses in 
Water Samples” s’ha publicat a la revista Journal of Visualized Experiments. 
L’índex d’impacte de la revista a l’any 2019 era de 1.163 (Q3).  

Els articles “Evaluation of a virus concentration method based on 
ultrafiltration and wet foam elution for studying viruses from large-volume 
water samples” i “Evaluation of two rapid ultrafiltration-based methods for 
SARS-CoV-2 concentration from wastewater” s’han publicat a la revista 
Science of the Total Environment” l’any 2021 i 2022 respectivament. L’índex 
d’impacte de la revista durant aquest període era de 7.963 (Q1).  

L’article “Evaluation of pathogen disinfection efficiency of electrochemical 
advanced oxidation to become a sustainable technology for water reuse” 
està sota revisió  a la revista Chemosphere (Q1). 

Signat,

Dra. Rosina Girones Llop Dra. Sílvia Bofill Mas
Barcelona, Novembre 2022   Barcelona, Novembre 2022
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4. ARTICLES 
4.1. VirWaTest, UN MÈTODE PER A LA DETECCIÓ DE VIRUS EN 
MOSTRES D'AIGUA EN EL PUNT D´ÚS 

“VirWaTest, A Point-of-Use Method  
for the Detection of Viruses in Water Samples” 

 
Aguado, D., Forés, E., Guerrero-Latorre, L., Rusiñol, M., Martínez-Puchol, S., 
Codony, F., Girones, R., Bofill-Mas, S. 
 
 
Journal of Visualized Experiments (147),  doi:10.3791/59463 

 

Els virus excretats pels éssers humans i els animals poden contaminar les fonts 
d’aigua i suposar un risc per a la salut humana quan aquesta aigua s’utilitza 
per beure, el reg d’aliments, el rentat, etc. Els indicadors clàssics com els 
enterobacteris fecals no sempre correlacionen amb la presència de patògens 
virals, per la qual cosa la detecció de patògens i indicadors virals és rellevant 
per a adoptar mesures de mitigació de riscos, especialment en escenaris de 
crisi humanitària i en zones on els brots virals transmesos pel aigua són 
freqüents. Actualment, hi ha diverses opcions comercials que permeten la 
quantificació dels bacteris indicadors fecals (FIB) en el punt d'ús. No obstant 
això, aquestes opcions comercials no estan disponibles per a detectar virus, ja 
que la seva detecció està basada en mètodes moleculars que no són fàcilment 
reproduïbles en contextos d’emergència humanitària.   

El present estudi descriu un mètode que permet la concentració de virus a 
partir de mostres d'aigua de 10 L, així com l'extracció i detecció d'àcids nucleics 
en el mateix punt d'ús, amb un equip senzill i portàtil. Es va desenvolupar 
també un equipament portàtil, adaptant diferents components i processos al 
treball fora dels laboratoris especialitzats. Això permet analitzar mostres 
d’aigua per a la presència de diversos virus en escenaris de crisi humanitària, i 
en qualsevol context en què no es disposi d’un laboratori equipat. 
Alternativament, el mètode permet concentrar virus presents en les mostres 
d'aigua i l'enviament del concentrat a un laboratori a temperatura ambient 
per al seu posterior anàlisi. 

El mètode desenvolupat consta de tres passos diferents:  
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El primer, la concentració de les partícules virals, mitjançant una adaptació del 
mètode de floculació de llet descremada. El mètode original es va modificar 
perquè fos independent d'una font d'alimentació, més senzill i sense passos 
de centrifugació. Es va determinar la recuperació del mètode en aigües 
subterrànies per al bacteriòfag MS2 i l’indicador fecal de contaminació 
humana HAdV, obtenint recuperacions del 3,01% al 18,02% per a MS2 i del 
17,52% al 44,22% per a HAdV.  

El segon pas, l'extracció d'àcids nucleics VirWaTest, basat en l’ús partícules 
magnètiques. És fàcil i ràpid i permet processar diverses mostres al mateix 
temps i mostra una eficiència de recuperació equivalent a mètodes 
comercials. Aquest mètode es va comparar amb un mini kit d'ARN comercial 
(QIAamp Viral RNA Mini Kit) basat en l’ús de columnes de sílice. Es van 
concentrar  33 mostres d'aigua de riu i subterrània mitjançant el mètode de 
floculació de llet descremada i es van realitzar ambdós extraccions d’àcids 
nucleics. Els resultats de la comparació van mostrar que la recuperació del 
mètode VirWaTest va ser significativament més alta en 23/33 casos per a 
HAdV, així com per a MS2.  

El tercer i últim pas, correspon a la detecció molecular mitjançant qPCR. 
L'adaptació es basa en la preparació prèvia dels tubs de PCR mitjançant 
l'assecat a l'aire d’encebadors (primers), sondes i suspensions estàndard i 
l’amplificació dels àcids nucleics gràcies a un termociclador portàtil que pot 
operar amb una bateria.   

Per avaluar la viabilitat del mètode de concentració desenvolupat i comprovar 
que pot ser realitzat per usuaris no experts, dos equips d'Oxfam Water, 
Sanitation and Hygiene (WASH), un ubicat a Banghi (RCA, República 
Centreafricana), i l’altre a la zona de Pedernales (Equador), van recollir i 
concentrar cinc i sis mostres d'aigua de pou respectivament. Els concentrats 
virals d'ambdós llocs es van enviar al laboratori de Barcelona per a l'extracció 
d'àcids nucleics VirWaTest i la posterior quantificació viral. Una de les cinc 
mostres de Banghi va resultar positiva per a HAdV a una concentració de 3,46 
x 102 CG/L, mentre que la totalitat de les mostres concentrades a l’Equador 
van ser positives per HAdV  amb valors de concentració que oscil·laven entre 
3,27 x 101 i 1,80 x 102 GC/L. El bacteriòfag MS2 que va ser utilitzat com a 
control de procés intern, va ser detectar en totes les mostres, demostrant que 
el mètode es va realitzar correctament des de la concentració fins a la 
detecció.  

Així doncs, el mètode VirWaTest, ha permès realitzar la detecció de virus en 
situacions on no es disposava d’un laboratori equipat, posant a disposició un 
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mètode de detecció viral de baix cost econòmic, reproduïble, 
metodològicament senzill i realitzable per personal no científic. Amb tot, el 
mètode desenvolupat és aplicable  a estudis al terreny i a àrees de baixa renda, 
ajudant en la prevenció de brots vírics en situacions d’escassetat de recursos. 
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4.2. AVALUACIÓ D'UN MÈTODE DE CONCENTRACIÓ DE VIRUS 
BASAT EN ULTRAFILTRACIÓ I ELUCIÓ D'ESCUMA HUMIDA 
(WET FOAM ELUTION) A PARTIR DE MOSTRES D'AIGUA DE 
GRAN VOLUM 

“Evaluation of a virus concentration method based on 
ultrafiltration and wet foam elution for studying viruses from 

large-volume water samples.” 
 
Forés, E., Rusiñol, M., Itarte, M., Martínez-Puchol, S., Calvo, M., Bofill-Mas, S. 
 
Science of the Total Environment 829 (2022) 154431, 
doi:10.1016/j.scitotenv.2022.154431 

 

Avaluar la presència de virus en mostres de grans volums d’aigua implica 
emprar mètodes complexes que requereixen de dos passos i equipament de 
laboratori sovint molt costós. En aquest estudi, s’ha avaluat un mètode de 
concentració de grans volums d’aigua, anomenat Large Volume Concentration 
kit (LVC), basat en una ultrafiltració de tipus “sense sortida” o Dead end 
Ultrafiltration (DEUF) seguit de la tecnologia amb elució d’escuma humida o 
Wet Foam Elution™, en diferents tipus d'aigües i per a diferents 
microorganismes.  

Un cop realitzada la ultrafiltració de la mostra, el contingut de l’ultrafiltre es 
recupera mitjançant l’elució d’escuma humida. Aquesta es basa en la 
utilització d’una llauna que conté l’eluent composat per aigua, tensioactius 
(menys del 0,1%), i un tampó de pH pressuritzat amb diòxid de carboni. Durant 
el procés de recuperació del concentrat, el contingut de la llauna és alliberat 
a l’interior de l’ultrafiltre, on el diòxid de carboni s'expandeix arrastrant els 
microorganismes retinguts en el filtre. El gas es col·lapsa en líquid podent ser 
recuperat per la part inferior del filtre com a concentrat final.  

En primer lloc, es va seleccionar el tipus d’eluent més adequat per la 
recuperació de virus. Es van testar dos tipus d’eluent, un composat per una 
barreja de PBS i Tween-20 (0.075%) i un altre composat per 25 mM Tris i 
Tween-20 (0.075%). Una mostra d’aigua subterrània dopada amb HAdV, 
ΦX174, MS2 i CVB5 va ser dividida en sis rèpliques de 10 L, ultrafiltrades i 
eluïdes amb ambdós tipus d’eluents. Tot i que la comparació dels tampons 
d'elució va mostrar que l'elució de Tris va proporcionar valors de recuperació 
mitjans més alts per a HAdV, ΦX174 i CVB5 i valors similars per a MS2, els 
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resultats van mostrar que no hi havia diferències estadísticament significatives 
entre els dos tampons utilitzats. Per la qual cosa, l’eluent escollit per 
caracteritzar el mètode va ser aquell composat per 25 mM Tris i Tween-20 
(0.075%). 

L’eficiència de recuperació del mètode es va avaluar mitjançant experiments 
de dopatge amb diferents microorganismes indicadors i patògens, quantificats 
a través de diferents tècniques de detecció, incloent assajos d’infectivitat i 
assajos moleculars com qRT-PCR. Així doncs, es van determinar els 
percentatges de recuperació del mètode per a E. coli, dos bacteriòfags com 
són ΦX174 i MS2 i un virus patogen humà, Coxsackie virus B5 (CVB5), en dues 
matrius d’aigua, aigua de pou i aigua de mar. El mètode LVC d’un sol pas va 
demostrar ser eficient per la concentració de tots els microorganismes testats, 
tot i que l’anàlisi estadístic de les dades va revelar  diferències estadísticament 
significatives entre les recuperacions dels diferents virus en una mateixa 
matriu, i diferències per a un mateix virus quan es recupera en matrius 
diferents.  

Seguidament, per tal d’augmentar la sensibilitat, es va optimitzar el mètode 
afegint un segon pas de concentració basat en l’ús dels ultrafiltres Centricon® 
Plus-70, el qual es basen en una ultrafiltració centrífuga (CeUF). El LVC kit 
optimitzat amb un segon pas de concentració es va comparar amb el mètode 
de concentració viral basat en la floculació de llet descremada. Obtenint valors 
mitjans de recuperació de MS2 per a LVC i SMF de 22,91 ± 12,47% i 8,97 ± 
0,07%, respectivament. Tot i que ambdós mètodes van presentar 
quantificacions similars, totes les mostres (3/3) van ser positives per a HAdV 
quan s'aplicava el mètode LVC, mentre que el 67% (2/3) van ser positives amb 
el mètode SMF.  

Finalment, es va aplicar el mètode a diferents matrius d’aigua per tal de 
detectar contaminació viral en aigües de riu, aigua de mar i aigües 
subterrànies. El LVC kit acoblat a un pas de concentració secundari basat en 
dispositius CeUF, va permetre detectar virus naturals com HAdV, NoV GI i NoV 
GII en diferents matrius d’aigua. Com a control del procés es va utilitzar MS2, 
obtenint una recuperació viral mitjana del 22,0 ± 12,47%. El HadV, utilitzat 
com a indicador de contaminació fecal humà, va ser detectat a les mostres 
d’aigua de riu (100% de les mostres positives), seguit de les mostres d’aigua 
de mar (83,33%) i finalment en aigües subterrànies (66,67%). Encara que el 
volum que el mètode pot processar depèn de la natura de la mostra, es poden 
filtrar fàcilment fins a 100 L, assolint un factor de concentració del mètode de 
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fins a 500× i quan s’aplica un segon pas de concentració secundària pot arribar 
fins a 250.000× presentant límits de detecció significativament baixos.  

Pel que fa a la validació del mètode per realitzar la concentració in situ, es van 
realitzar dues aproximacions. En la primera, es van concentrar mostres de 50 
L d’aigua de riu en el punt de mostreig mitjançant una bomba peristàltica 
alimentada per un generador, detectant concentracions de NoV-GII de 1.34 x 
101 CG/L. A més, els eluïts van ser analitzats mitjançat tècniques de 
seqüenciació de nova generació com l’enriquiment de dianes o Target 
Enrichment Sequencing (TES), detectant la presència de diverses famílies 
víriques com són Astroviridae i Picornaviridae i mitjançant  tècniques 
d’Amplicon Deep Sequencing (ADS) on es va detectar la presència dels serotips 
NoV GI.4, GI.1, GI.5, GII.4 i GII.13 en mostres d’aigua de riu tot i ser negatives 
per q(RT)PCR. En la segona, i mitjançant l’ús d’una bomba manual, es va filtrar 
aigua de pou en un camp de refugiats de Guara Guara localitzat a Moçambic. 
L’ultrafiltre va ser enviat al laboratori per al seu anàlisi, detectant 
concentracions d’HadV de 3,01 x 103 CG/L, demostrant la senzillesa 
metodològica i adaptabilitat del mètode.  

Com a resultat de l’estudi, s’ha validat el mètode LVC kit per a la concentració 
de virus en grans volums d’aigua, caracteritzant les recuperacions virals de 
diferents virus model en diferents matrius d’aigua, i s’ha optimitzat aplicant 
un segon pas de concentració augmentant així la sensibilitat del mètode. A 
més, s’ha adaptat per la seva aplicació in situ en diferents contextos i s’ha 
demostrat la seva aplicabilitat mitjançant diferents tècniques. Amb tot, el 
mètode LVC kit resulta un mètode eficient, ràpid i sensible per la detecció de 
virus en aigües. 
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4.3. AVALUACIÓ DE DOS MÈTODES RÀPIDS BASATS EN 
ULTRAFILTRACIÓ PER A LA CONCENTRACIÓ DE SARS-COV-2 A 
PARTIR D'AIGÜES RESIDUALS. 

“Evaluation of two rapid ultrafiltration-based methods for 
SARS-CoV-2 

concentration from wastewater.” 
 
E. Forés, S. Bofill-Mas, M. Itarte, S. Martínez-Puchol, A. Hundesa, M. Calvo, 
C.M. Borrego, L.L. Corominas, R. Girones, M. Rusiñol 
 
Science of the Total Environment 768 (2021) 144786, 
doi:10.1016/j.scitotenv.2020.144786  

 

L’epidemiologia basada en l’estudi d’aigües residuals s’ha dut a terme 
generalment per a la detecció de virus nus com els causants de la poliomielitis, 
hepatitis o gastroenteritis. Arrel de la pandèmia de la COVID-19, ha sorgit la 
necessitat de desenvolupar i implementar mètodes ràpids per a la 
quantificació de la presència de virus embolcallats, com el SARS-CoV-2, en 
aigües residuals com a eina de monitoreig, control i prevalença de la COVID en 
la població o altres infeccions virals causades per virus embolcallats.  

Els mètodes d’ultrafiltració com són els Centricon® Plus-70, han estat descrits 
com a mètodes eficients per a la concentració de SARS-CoV-2 a partir d’aigua 
residual. Tanmateix, a conseqüència de la pandèmia, van sorgir problemes de 
subministrament d’aquests ultrafiltres i altres materials, impossibilitant 
l’anàlisi rutinari del SARS-CoV-2. Per la qual cosa, va sorgir la necessitat de 
validar altres mètodes ràpids per a l’anàlisi de virus en aigües residuals. Així 
doncs, l’objectiu d’aquest estudi ha estat el d’avaluar dos mètodes ràpids 
basats en processos d’ultrafiltració per a la detecció del SARS-CoV-2 en aigües 
residuals. Un dispositiu d'ultrafiltració centrífuga (Centricon® Plus-70) i la 
pipeta concentradora automatitzada CP-Select™.   

Per caracteritzar i comparar els dos mètodes, es van utilitzar un conjunt de 22 
mostres d'aigua residual dopades amb el virus de l'hepatitis murina (MHV), 
membre de la família Coronaviridae, i el bacteriòfag MS2, i es van quantificar 
virus indicadors de contaminació fecal humana que es troben naturalment en 
les mostres d’aigua residual, com són adenovirus humans (HAdV), el 
poliomavirus JC (JCPyV) i finalment el patogen viral SARS-CoV-2. Un pas previ 
a la ultrafiltració, és l’eliminació de material en suspensió realitzant un pas  de 
centrifugació, del qual es va analitzar l’impacte. Així doncs, es va avaluar el 

https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.144786
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percentatge de virus retinguts en el pellet obtingut de centrifugar les mostres 
prèviament a la ultrafiltració, pas necessari per eliminar partícules més grans 
i així evitar l'obstrucció quan s'utilitzen mètodes d'ultrafiltració. Finalment, es 
va avaluar la variabilitat de recuperació dels mètodes depenent de com es feia 
la quantificació de l’estoc viral utilitzat com a control de procés.   

A partir de les eficiències de recuperació, es van observar diferències 
significatives entre ambdós mètodes per a MHV, sent Centricon® Plus-70 
(24%) el mètode més eficient. No obstant, les concentracions de SARS-CoV-2, 
HAdV i JCPyV i MS2 com a control de procés, no van donar lloc a l’observació 
de diferències estadísticament significatives entre mètodes. Aquest resultats 
suggereixen que la quantificació de virus presents de manera natural en aigua 
residual poden complementar l’avaluació de noves metodologies per la 
detecció viral, tot i que no permetrien calcular les eficiències de recuperació 
de virus del mètode.  

De l’anàlisi de la fracció sòlida de les mostres, es va determinar que al voltant 
del 23% del SARS-CoV-2 detectat es descartaria durant el pas d'eliminació de 
partícules en suspensió i que no es tindria en compte en la detecció posterior 
mitjançant qRT-PCR. Pel que fa a la quantificació de l’estoc viral de MS2, no es 
van observar diferències al quantificar l’estoc directament o fer-ho un cop s’ha 
afegit a la mostra a quantificar. Tanmateix, en el cas del MHV es va observar 
un efecte de matriu que suggereix que la forma en què es quantifica l’estoc 
viral pot influir en els valors de recuperació obtinguts, mostrant recuperacions 
virals més elevades quan es quantifica immers en la matriu, per tant cal tenir 
en compte que la matriu pot afectar als càlculs de recuperació.  

Com a resultat principal de l’estudi, es van avaluar dos mètodes de 
concentració de virus en aigües residuals per la detecció de virus embolcallats, 
donant una resposta ràpida a la necessitat de posar a la disposició mètodes 
ràpids i metodològicament senzills per la detecció del SARS-CoV-2 de forma 
rutinària. A banda, els mètodes van ser caracteritzats per a dos virus model, 
avaluant la idoneïtat dels virus utilitzats com a controls de procés,  a més 
d’avaluar l’efecte de la matriu en què estan immersos, proposant com a 
alternativa l’anàlisi dels virus presents naturalment a les mostres com a 
indicadors del funcionament correcte dels mètodes aplicats.
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4.4. AVALUACIÓ DE L’EFICIÈNCIA DE DESINFECCIÓ DE 
PATÒGENS DE L’OXIDACIÓ ELECTROQUÍMICA AVANÇADA PER 
CONVERTIR-SE EN UNA TECNOLOGIA SOSTENIBLE PER A LA 
REUTILITZACIÓ DE L’AIGUA 

“Evaluation of pathogen disinfection efficiency of 
electrochemical advanced oxidation to become a sustainable 

technology for water reuse” 
 
Forés, E., Mejías-Molina, C., Ramos, A., Itarte, M., Hundesa, A., Rusiñol, M., 
Martínez-Puchol, S., Esteve-Bricullé, P., Espejo-Valverde, A., Sirés, I., Calvo, 
M., Araujo, R.M., Girones, R.   
 
Manuscrit en procés de revisió a la revista Chemosphere. 

 

La reutilització de l’aigua contribueix a la preservació dels recursos hídrics i a 
reduir l’estrès hídric de les masses d’aigua, encara que requereix de 
tractaments complexos per la producció d’aigua segura. Els processos 
electroquímics avançats (EOAP) han sorgit com a alternativa sostenible per a 
la reutilització de l’aigua, on l’eficiència d’aquests sistemes per degradar 
compostos orgànics persistents i alguns patògens en diferents matrius ha estat 
demostrada.  

Tanmateix, els assajos de desinfecció s'han centrat en la inactivació bacteriana 
i, en general, mitjançant l'ús de solucions sintètiques. A més a més, existeixen 
gran diversitat de sistemes electroquímics, que sumat als nombrosos 
paràmetres a mantenir sota control, condueix a dades i conclusions 
contradictòries de complexa interpretació, limitant l'aplicabilitat real 
d'aquests sistemes avançats. Per la qual cosa, l’objectiu principal d’aquest 
estudi ha sigut demostrar a escala de laboratori la viabilitat d’un sistema 
electroquímic per inactivar la diversitat de microorganismes que poden 
representar diferents nivells de risc com a contaminants d’aigua. En aquest 
estudi s’han analitzat bacteris, espores bacterianes, protozous, bacteriòfags i 
virus en una solució d’aigua sintètica NaCl 7 mM utilitzada com a aigua de 
referència i matrius d’aigua provinents d’un efluent d’EDAR tractada 
mitjançant un sistema de llacunatge com a tractament terciari, i l’estudi es 
complementa amb l’estudi preliminar de mostres d’aigua de riu i agua 
mineral. 
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Els dos tipus d'elèctrodes estudiats van ser una ànode de DSA de Ti|RuO2 i un 
ànode de Si|BDD, utilitzant com a càtode un elèctrode d'acer inoxidable a un 
voltatge de 12 V. Malgrat la baixa densitat de corrent a què operaven els 
sistemes, ambdós ànodes han demostrat la producció d'espècies oxidants en 
aigües naturals com és l’aigua d'aiguamoll. 

Arrel del resultats obtinguts dels assajos de desinfecció, s’han modelitzat les 
cinètiques d’inactivació dels microorganismes testats mitjançant models 
logístics de regressió. L'eficàcia de desinfecció dels tractaments aplicats als 
efluents d’aiguamoll va ser alta per al bacteriòfag MS2 (T90 ≤ 0,9 min; T99 ≤ 
1,4 min), i per als bacteris assajats (T90 ≤ 26,5 min; T99 ≤ 32,4), però limitada 
per a CBV5, tot i que es va assolir una eliminació d’un logaritme en un temps 
breu (T90 ≤ 7,8 min; T99 > 300 min) i TuV (T90 > 300 min), espores (T90 ≤ 156 
min; T99 > 300 min) i amebes (T90 > 300 min).  

Amb tot, el tractament aplicat ha reduït la concentració de patògens a l'aigua 
a diferents nivells, mostrant diferents cinètiques de desinfecció. Per a tots dos 
ànodes provats, el MS2 va presentar una ràpida inactivació mostrant una 
cinètica exponencial. Els bacteris van presentar corbes sigmoidals similars als 
de MS2, mentre que els virus humans, les espores i les amebes van resultar en 
corbes cinètiques lineals. Així doncs, donada la diferent susceptibilitat dels 
diferents microorganismes front a un mateix tractament, s’han de considerar 
diferents models per tal de predir les cinètiques d’inactivació amb precisió. A 
més a més, els resultats d’aquest estudi demostren que l’ús de certs indicadors 
com són els bacteriòfags o bacteris per avaluar la inactivació viral no són 
models adequats per la desinfecció de virus.  

D’altra banda, malgrat que les densitats de corrent aplicades no han estat 
suficients per a modificar les propietats fisicoquímiques de les matrius 
estudiades, les concentracions de subproductes tòxics com són els 
trihalometans (THM) després dels tractaments d’electrooxidació en ambdós 
ànodes, van ser superiors als permesos per les directrius d'aigua potable de 
l'OMS, establertes en 100 ppb, per la qual cosa, la producció de subproductes 
ha de ser controlada quan s’apliquen aquest tipus de sistemes per tal d’evitar 
la seva acumulació.   

Tot i això, l’addició com a pas final de desinfecció en efluents d’aiguamolls pot 
contribuir a una reducció significativa dels patògens bacterians i a la reducció 
d’un logaritme de la concentració viral facilitant la seva reutilització per al reg. 
A més, tenint en compte el baix consum d'energia requerit, es poden 
desenvolupar unitats descentralitzades de tractament d'aigua alimentades 
per plafons fotovoltaics per tractar les aigües residuals a petites comunitats.
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5. DISCUSSIÓ 
 

La contaminació fecal de les masses d’aigua és un problema que incideix 
directament en la salut humana atesa la transmissió de microorganismes 
patògens com virus, bacteris, protozous i altres paràsits. Per la qual cosa, 
l’estudi de la contaminació microbiana de l’aigua i el seu control és un tema 
fonamental de salut pública, inclòs en els objectius de desenvolupament 
sostenible per a l’any 2030 de les Nacions Unides (United Nations 
Development Group, 2017).  

Així doncs, el desenvolupament i millora continua de tècniques per a  la 
detecció de virus en aigües, esdevé clau per conèixer l’estat microbiològic de 
les masses d’aigua, així com per a fer una detecció primerenca de possibles 
brots vírics. Concretament, donada l’heterogeneïtat de les diverses matrius 
d’aigua i dels diferents tipus estructurals de virus, els mètodes de concentració 
d’aigües esdevenen un punt crític per a la seva detecció.  

D’altra banda, els virus són microorganismes difícils d’eliminar en els 
tractaments d’aigua comunament utilitzats, per la qual cosa, noves 
tecnologies com els processos electroquímics avançats (EOAP) estan sorgint 
com a alternativa sostenible per complementar tractaments de depuració 
d’aigües. Tot i que aquests sistemes s’utilitzen per la desinfecció d’aigües de 
piscina i spas, i s’han proposat com a mètodes de desinfecció d’efluents de 
plantes de tractament d’aigües urbanes com potables, manquen estudis més 
complets sobre la seva eficiència d’inactivació per tractar aigües naturals.  

Emmarcat dintre d’aquest context, l’objectiu de la tesi va ser el d’avançar en 
el control de la contaminació viral a l’aigua, optimitzant, desenvolupant i 
caracteritzant,  per una banda, diferents mètodes per a la concentració de 
virus presents en diferents tipus d’aigua i, per l’altra, estudiant l’eficiència de 
desinfecció de diferents patògens en sistemes electroquímics com a 
tecnologia sostenible per a la reutilització d’aigües. 

 

Consideracions al caracteritzar mètodes mitjançant virus model 

En aplicar qualsevol mètode de concentració, és necessari conèixer l’eficiència 
de recuperació del mètode pel virus diana a detectar, donat que els virus 
tenen taxes de recuperació molt diferents depenent del mètode aplicat o del 
tipus d’aigua analitzat.  
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Sovint no és possible treballar al laboratori amb els virus patògens d’interès. 
Conseqüentment, per a dur a terme l’avaluació de l’eficiència de diferents  
mètodes de concentració cal utilitzar virus model o surrogates.  

Per tal d’avaluar l’eficiència i aplicabilitat del mètode d’ultrafiltració per a 
concentrar grans volums d’aigua, es va estimar la recuperació de diversos virus 
i E. coli com a indicador clàssic de contaminació fecal en dues matrius 
diferents, aigua de pou i aigua de mar, representatives de matrius de baixa i 
alta terbolesa i conductivitat respectivament. Els virus model van ser escollits 
segons les seves característiques estructurals, així doncs, com a representants 
dels virus amb genoma d’ADN es va escollir el bacteriòfag ΦX174, i el virus 
humà HAdV, mentre que per als virus d’ARN es va optar pel bacteriòfag MS2 i 
el virus humà CVB5.  

Per a l’estudi d’avaluació de dos mètodes de concentració de virus en aigua 
residual es van escollir com a virus model el bacteriòfag MS2 i el coronavirus 
MHV. 

Donat que el mètode de floculació amb llet descremada ha sigut àmpliament 
utilitzat, la recuperació del mètode VirWaTest, incloent concentració i 
extracció basada en l’ús de partícules magnètiques, només va ser 
caracteritzada en aigua subterrània per a MS2, utilitzat com a control de 
procés, i per al HAdV com a indicador de contaminació fecal humana. On les 
percentatges de recuperació van ser el 3,01% al 18,02% i del 17,52% al 44,22% 
respectivament, en concordança amb estudis previs (Calgua et al., 2013, 2008; 
Gonzales-Gustavson et al., 2017).  

D’altra banda, per als mètodes d’ultrafiltració, al ser aplicats a diferents 
matrius i ser avaluats per diferents microorganismes, els resultats obtinguts 
van ser analitzats estadísticament, revelant diferències significatives entre 
aigües i virus. És a dir, un mateix virus presentava percentatges de recuperació 
diferents depenent de la matriu d’aigua analitzada, encara que s’utilitzi el 
mateix mètode de concentració.  A més, per a una mateixa matriu, els virus 
estudiats presentaven percentatges de recuperació estadísticament diferents 
tot i ser virus estructuralment semblants. Aquest fet,  observat tant en l’estudi 
del mètode de concentració per grans volums d’aigua com en l’avaluació de 
dos mètodes de concentració d’aigua residual, és àmpliament descrit en la 
bibliografia, on degut a les diferències estructurals dels virus i les diferències 
físicoquímiques de les aigües analitzades que influencien l’adsorció dels virus 
a la matèria en suspensió de les matrius, fa que els mètodes de concentració 
presentin recuperacions molt variables i dependents de la matriu d’estudi 
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(Bofill-Mas and Rusiñol, 2020; Gerba and Betancourt, 2017; Haramoto et al., 
2018; Ikner et al., 2012; Michen and Graule, 2010).  

En contraposició a això, en l’estudi de dos mètodes ràpids basats en 
ultrafiltració per a la concentració de virus a partir d'aigües residuals, es va 
observar que no hi havia diferències estadísticament significatives entre les 
concentracions obtingudes per al SARS-CoV-2 i altres virus naturalment 
presents en les mostres, com són els HAdV i els JCPyV utilitzats com a 
indicadors de contaminació fecal humana. 

Per això, una alternativa seria analitzar els virus que estan presents en aigües 
residuals de forma natural a concentracions relativament constants, com són 
els HAdV i els JCPyV. Els mètodes estudiats van ser caracteritzats per la 
detecció del SARS-CoV-2 en aigües residuals, però donat que la concentració 
del SARS-CoV-2 depèn dels individus infectats en un moment donat, les 
concentracions en aigua residual són molt variables, des de concentracions 
per sota del límit de detecció (LOD) fins a 105 CG/L (Barrios et al., 2020). Per la 
qual cosa, si els virus model utilitzats no són adequats, per tal de discernir si 
una mostra és realment negativa perquè el virus no hi és present o és negativa 
perquè el mètode no ha funcionat, quantificar altres virus naturalment 
presents en aigües residuals també poden servir com a indicadors del 
funcionament correcte del mètode, tot i que no es podrien utilitzar per 
calcular la seva recuperació (Rusiñol et al., 2021).   

El mateix podria considerar-se quan s’avaluen mètodes de concentració de 
virus en altres tipus d’aigua i cercar aquell virus amb més probabilitat de ser 
presents de forma natural en les mostres avaluades. Podrien servir per aquest 
propòsit virus persistentment excretats pels humans com els HAdV, o 
bacteriòfags com Crassphage o inclús virus de plantes com el Pepper Mild 
Mottle Virus (PPMV). 

D’altra banda, els estudis realitzats posen de manifest la importància de com 
es quantifiquen els estoc virals i com es calculen les recuperacions virals. Per 
al mètode de concentració de grans volums d’aigua, tot i que les recuperacions 
mitjanes obtingudes per a tots els microorganismes estudiats van ser 
superiors al 20%, en alguns casos es van assolir recuperacions majors al 100%. 
Aquest fet, descrit en estudis anteriors (Smith and Hill, 2009), és degut  a què 
la tècnica utilitzada per quantificar les taxes de recuperació, també esbiaixa 
els resultats finals. Ja que, si les recuperacions són calculades mitjançant 
tècniques d’infectivitat, com és el cas del mètode de concentració de grans 
volums, cal tenir present que els virus tendeixen a l’agregació (Gerba and 
Betancourt, 2017), i donat que els eluents utilitzats per recuperar el contingut 
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del filtre contenen solucions surfactants que provoquen la desagregació dels 
virus, es poden obtenir quantificacions majors en la mostra que no en l’estoc 
inicial, donant recuperacions majors al 100%.   

Pel contrari, els resultats derivats de l’estudi d’avaluació dels dos mètodes de 
concentració d’aigües residuals, revelen que es poden obtenir diferents valors 
quan la quantificació es fa directament a partir dels estocs virals o quan es 
quantifiquen després d'afegir-los a la mostra d’aigua a analitzar, ja que existeix 
un efecte clar de la matriu sobre les recuperacions (Lambertini et al., 2008). 
En aquest estudi per exemple, per tal d’analitzar l’aigua residual mitjançant 
processos d’ultrafiltració, s’ha aplicat un pas previ de centrifugació de la 
mostra per eliminar matèria orgànica. Per tal d’avaluar la càrrega viral 
retinguda en la fracció sòlida descartada, es va analitzar el pellet resultant de 
centrifugar les mostres, on es va concloure que el  49% de MS2 i el 23% del 
SARS-CoV-2 detectat, quedarien retinguts. Altres estudis en aigua residual, 
reporten percentatges de fins al 30% per a MHV i del 6% de MS2 retinguts a la 
fracció sòlida descartada (Ahmed et al., 2020a; Ye et al., 2016).  

Amb tot, donat que no existeixen procediments estandarditzats per a la 
caracterització de mètodes, és important tenir en consideració la matriu, el 
virus diana, el virus model utilitzat i en quin moment és quantificat, i la tècnica 
utilitzada de manera que la caracterització de mètodes sigui el més acurada 
possible.   

Mètodes ràpids, sensibles i metodològicament senzills 

La detecció i quantificació de virus contaminants a l’aigua és un procés 
complex necessari per identificar brots d’origen hídric, monitoritzar el risc 
d’infecció i protegir la salut de la població. L’elecció del mètode de 
concentració dependrà del tipus d’aigua a analitzar, de la concentració 
esperada del virus diana, dels mitjans dels que es disposi, tant materials com 
econòmics, i de la formació del personal involucrat. Avaluar la presència de 
virus en mostres d’aigua implica generalment l’aplicació de mètodes 
complexes que requereixen de personal altament qualificat, instal·lacions 
especialitzades i temps llargs de processament de les mostres. 

En aquesta tesi, es va avaluar un mètode de concentració de grans volums 
d’aigua per a la detecció de virus com a un procediment ràpid i sensible. El 
mètode, anomenat protocol LVC per les seves sigles en anglès (Large Volume 
Concentration kit),  està basat en una ultrafiltració amb flux de corrent sense 
sortida o DEUF (dead-end UF) seguit d’una elució d’escuma humida (Wet Foam 
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Elution™). Els filtres utilitzats són ultrafiltres de fibres de polisulfona amb una 
superfície efectiva de 2,5 m2. Inicialment creat per a ultrafiltrar sang en 
processos de diàlisi, pel que són capaços de retenir partícules de mida més 
petita que els virus (Gallardo et al., 2019; Hill et al., 2005). 

Tot i ser una metodologia senzilla, basada en passar l’aigua a analitzar a través 
del filtre i fer-ne una posterior elució, el principal inconvenient d’aquests 
filtres és el pas final d’elució, el qual es realitza mitjançant el rentat del filtre 
amb solucions surfactants i una posterior recuperació de l’eluent back-flush, 
és a dir recuperar el contingut retingut al filtre fent passar l’eluent en sentit 
invers al de filtració mitjançant una bomba peristàltica, obtenint volums finals 
de concentrat d’aproximadament 500 mL (Hill et al., 2005; Ikner et al., 2012).  

En aquesta tesi,  s’ha avaluat la nova tecnologia d’escuma humida (Wet Foam 
Elution™) per eluir els ultrafiltres en segons i en un volum reduït d’entre 20 i 
75 mL depenent de la terbolesa de la mostra, sense necessitat de realitzar un 
segon pas de concentració si no es precisa major sensibilitat. Concentrant 10 
L d’aigua s’assoleix un factor de concentració de la mateixa de fins a 500x 
ordres de magnitud, analitzant un volum de mostra inicial a la qPCR d’entre 
1,17 mL fins a 8,75 mL. Tanmateix, si es realitza un segon pas de concentració, 
en aquest cas mitjançant dispositius Centricon® (CeUF), el factor de 
concentració de la mostra incrementa fins a 20.000x, analitzant fins a 175 mL 
de mostra inicial per reacció de qPCR. D’altra banda, si s’analitzen mostres de 
gran volum, amb aquesta metodologia, el factor de concentració augmenta 
250.000x vegades, sent capaços d’analitzar fins a 4,37 L de mostra inicial de 
100 L per reacció de qPCR.  

A efectes pràctics, aquests valors es tradueixen en què el mètode mostra una 
gran sensibilitat per detectar virus en aigües tot i que s’hi trobin a baixes 
concentracions. Així doncs, a banda de detectar diferents virus patògens en 
diferents matrius d’aigua, a les concentracions esperables segons la 
bibliografia existent (Haramoto et al., 2018), s’han aconseguit detectar HAdV 
en mostres d’aigua subterrània de Barcelona a concentracions de 1,1 CG/100 
L. Aquest fet que posa de manifest la necessitat d’analitzar grans volums 
d’aigua per tal de detectar concentracions baixes de virus.  

Tanmateix, quan s’incrementa el factor de concentració també s’incrementa 
la presència d’inhibidors a la qPCR, mostrant correlacions negatives de -0.66 
per al coeficient de correlació de Pearson en la recuperació de MS2 amb la 
presència d’inhibidors. La presència d'inhibidors (és a dir, àcids húmics, restes 
bacterianes, polisacàrids complexos i ions metàl·lics) en assajos de qPCR 
augmenta la dificultat d'amplificar els àcids nucleics diana i potencialment 



Discussió 

162 
 

condueix a falsos negatius (Gibson and Schwab, 2011). Així docs, per evitar 
l’efecte dels inhibidors a la qPCR es poden utilitzar mètodes d’extracció d’àcids 
nucleics especialment dissenyats per mostres amb alt contingut d’inhibidors, 
realitzar dilucions seriades d’un o dos ordres de magnitud per diluir la 
presència d’inhibidor a l’extracció d’àcids nucleics i/o afegir albúmina de 
sèrum boví capaç d’eliminar les substàncies inhibidores a la barreja de PCR 
(Plante et al., 2011; Scipioni et al., 2008).  

La tècnica de l’elució amb escuma humida s’ha aplicat també a l’elució de virus 
dels ultrafiltres utilitzats en la filtració de volums més petits mitjançant la 
pipeta automàtica CP-Select. Tot i que en aquesta tesi aquest mètode ha estat 
aplicat a l’anàlisi d’aigua residual, pot ser aplicat a altres tipus de matrius més 
netes i també a la concentració d’estocs virals a partir de cultius cel·lulars. A 
banda de la senzillesa metodològica, que redueix el protocol a prémer un 
botó, la pipeta automatitzada CP-Select™ pot ser instal·lada a qualsevol lloc 
amb un endoll disponible incloent l’interior d’una cabina de bioseguretat 
permetent així el treball amb mostres que així ho requereixin. 

En la Taula  7 es mostra una   comparativa de les principals característiques 
dels mètodes desenvolupats per la detecció de virus en mostres d’aigua.   

 

Mètodes adaptables al terreny 

Finalment, un dels majors reptes en mètodes per a l’anàlisi de virus en aigua, 
és la seva adaptabilitat al terreny o que siguin realitzables in situ, és a dir, en 
el mateix punt de presa de la mostra. De vegades el gran volum que ha de ser 
analitzat i depenent de la localització del punt del mostreig, impossibilita el 
transport de la mateixa. Altres vegades no hi ha un laboratori proper on 
traslladar l’aigua per a ser concentrada. El desenvolupament de mètodes in 
situ suposa doncs un gran avenç amb múltiples possibilitats d’aplicació. 

Tan el mètode de concentració VirWaTest basat en l’ús de llet descremada 
com el mètode LVC kit  han estat adaptats per a la seva aplicació in situ.  

El mètode VirWaTest, va ser adaptat arrel de la necessitat de desenvolupar un 
mètode senzill i econòmic per a la seva aplicació en un context d’escassetat 
de recursos o països de baixa renda. El mètode complert, concentració, 
extracció i detecció, va ser adaptat per a que fos realitzable sense necessitat 
de disposar d’un laboratori equipat i, si la situació ho requereix, ser dut a 
terme sense necessitat de cap font elèctrica, ja que tot l’equipament no té 
grans requeriments energètics pel que pot alimentar-se a base de bateries. 
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Tanmateix, és un mètode fàcil per personal no especialitzat. La concentració 
de virus VirWaTest es basa en l’ús de llet descremada com a floculant, 
requerint un ajust del pH de la mostra i addició de la llet on els virus seran 
adsorbits. Per poder adaptar aquest mètode com a un mètode portàtil, els 
reactius es presenten empaquetats perquè siguin d’un sol ús i en les quantitats 
necessàries sense haver de pesar-los ni mesurar-los. 

De forma resumida, el protocol de concentració es basa en ajustar el pH de 
mostres de 10 L d’aigua, confirmar la baixada de pH mitjançant tires de pH, 
afegir la llet descremada en pols com a floculant i deixar en agitació durant 
unes hores mitjançant l’ús de bateries portàtils. Un cop aturada l’agitació i 
deixar sedimentar els flòculs, es pot retirar el volum sobrant mitjançant una 
pipeta serològica i recollir una part del flòcul resultant. Finalment, al 
concentrat final se li afegeix una solució que lisa les partícules virals i un reactiu 
conservant del material genètic (DNA/RNA Shield) per poder enviar el 
concentrat a un laboratori de referència. A banda, el kit inclou un estoc de 
MS2 liofilitzat que s’utilitza com  a control de procés.  

Aquesta metodologia ha estat testada per personal no científic en dos 
contextos diferents, un campament de refugiats situat a Banghi (RCA), i l’altre 
a una zona afectada per un terratrèmol a Pedernales (Equador). Els 
concentrats van ser enviats i analitzats al laboratori mitjançant l’extracció 
d’àcids nucleics VirWaTest, detectant MS2 en totes les mostres analitzades. 
Finalment, l’HAdV utilitzat com a indicador fecal de contaminació humana, va 
ser detectat en una de les cinc mostres de Banghi, i en la totalitat de les 
mostres concentrades a l’Equador. Demostrant així, la viabilitat del mètode 
per detectar la presència de contaminació viral en situacions d’emergència 
humanitària o escassetat de recursos.  

Tot i que el mètode d’extracció i detecció VirWaTest no va poder ser validat in 
situ per personal no expert durant el transcurs del projecte, sí que es va dur a 
terme en un context on no es disposava d’un laboratori equipat. Durant 
l’estada realitzada per la doctoranda a Chillán (Xile), es van realitzar 
concentracions de 100 L d’aigua corresponents a aigua de rentat de fruita 
mitjançant el mètode de concentració de grans volums LVC kit seguit de 
l’extracció d’àcids nucleics VirWaTest amb la posterior detecció mitjançant un 
termociclador portàtil, detectant en totes les mostres analitzades ΦX174 
utilitzat com  a control de procés. Aquesta experiència, tot i no formar part 
dels articles publicats en aquesta tesi, reforça l’eficiència i versatilitat dels 
mètodes desenvolupats. Obrint la porta a la detecció de virus en una gran 
diversitat de contextos, posant a disposició mètodes senzills, sensibles, ràpids 
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i econòmics perquè la detecció de virus no quedi relegada a àmbits científics 
donada la importància que tenen les malalties de transmissió hídrica.  

La concentració VirWaTest podria ser també substituïda si els recursos ho 
permeten per la concentració LVC. Donada la senzillesa dels mètodes de 
filtració, per tal de concentrar una mostra de gran volum en el mateix punt 
d´ús només es requereix una bomba peristàltica i un generador de corrent 
suficientment potent per a dur a terme una ultrafiltració. Així doncs, per tal de 
comprovar la viabilitat de la concentració in situ de mostres de gran volum, es 
van realitzar  assajos de concentració de virus utilitzant l’equip descrit, 
aconseguint concentrar i eluir mostres de 50 L en la mateixa llera del riu, 
detectant concentracions de NoV-GII de 1.34 x 101 CG/L. A més, els eluïts van 
ser analitzats mitjançat tècniques de seqüenciació de nova demostrant així 
que el mètode LVC kit permet analitzar una mateixa mostra mitjançant 
diferents tècniques moleculars.  

Tot i això, si el volum filtrat no és excessivament gran, existeix la possibilitat 
de realitzar la ultrafiltració amb una bomba manual. Tal com es va dur a terme 
en el camp de refugiats de Guara Guara localitzat a Moçambic on personal no 
científic va concentrar aigua de pou amb el LVC kit mitjançant una bomba 
manual i després va enviar l’ultrafiltre al laboratori on es van detectar 
concentracions d’HAdV de 3,01x103 CG/L, demostrant així la senzillesa 
metodològica i adaptabilitat del mètode.. 
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Tècniques sostenibles de desinfecció per oxidació electroquímica avançada  

La creixent pressió sobre el subministrament global d’aigua requereix del 
desenvolupament de solucions eficients i sostenibles capaces de produir aigua 
regenerada de forma ràpida i segura. A més, s’han d’incloure estratègies 
d’avaluació i gestió de riscos, on la seguretat microbiana juga un paper 
fonamental en el benestar de la salut pública, ja que els patògens poden 
romandre en l’aigua tractada si aquesta no és depurada adequadament. Per 
la qual cosa, quan s’implanten sistemes de depuració i desinfecció d’aigües és 
important conèixer l’eficiència de cadascun dels passos implantats 
(Gunnarsdottir et al., 2020; Soller et al., 2018).   

Els processos electroquímics avançats (EOAP), sorgits com a alternativa 
sostenible per a la depuració i reutilització de l’aigua, han demostrat ser 
eficients per degradar compostos orgànics persistents i alguns patògens en 
diferents matrius d’aigua (Sirés et al., 2014). Tanmateix, donada la 
multiplicitat de configuracions disponibles i de la diversitat de processos 
electroquímics, fa difícil conèixer l’eficiència real de desinfecció quan es 
tracten aigües naturals.  

En aquest estudi, s’han avaluat dos tipus de materials utilitzats àmpliament en 
sistemes electroquímics per la seva eficiència en la producció de radicals 
hidroxil, com són els ànodes de DSA i BDD, aplicats a una configuració el més 
senzilla possible, la qual es tracta d’electro-oxidar l’aigua directament sense 
cap pas previ de pre-tractament de la mateixa. Els assajos s’han realitzat a 
densitats de corrent baixes per tal de produir el mínim impacte en el medi 
ambient i explorar la possibilitat de què siguin sistemes alimentats per 
energies renovables. 

Primerament, s’ha avaluat la capacitat de cadascun dels ànodes per produir 
espècies oxidants, i donat que l’objectiu principal ha sigut avaluar l’eficiència 
de desinfecció de sistemes electroquímics en aigües naturals, les quals estan 
caracteritzades per la presència de clorurs, s’ha utilitzat com a aigua model 
una solució sintètica composada per NaCl 7mM, comparada amb matrius 
d’aigua provinents d’un efluent d’EDAR tractada mitjançant un sistema de 
llacunatge com a tractament terciari i mostres d’aigua de riu i agua mineral.  

En tots els tipus d’aigua testats, s’ha aconseguit produir clor lliure tot i 
treballar a potencials baixos (12V). Confirmant la major producció en aigua 
sintètica amb l’ànode de DSA tal com s’esperava degut a les propietats 
intrínseques de l’ànode.  Pel que fa als assajos amb aigua d’aiguamoll duts a 
terme amb MS2 com a indicador, l’eficiència de desinfecció va ser menor amb 
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l’ànode de DSA degut a l’elevada presència de matèria orgànica, ja que les 
espècies de clor produïdes es combinen amb la matèria orgànica, produint 
oxidants més febles. Pel contrari, amb l’ànode de BDD es va obtenir una major 
inactivació de MS2 en l’aigua d’aiguamoll, fet que es pot explicar per l'acció 
dels •OH tant sobre la matèria orgànica com sobre el clor actiu per generar 
radicals orgànics i de clor altament reactius (per exemple, Cl-, Cl2) (Bruguera-
Casamada et al., 2016; Luna-Trujillo et al., 2020; Sirés et al., 2014). En 
referència als estudis preliminars amb altres matrius, l’aigua de riu va mostrar 
una elevada eficiència en la producció de clor, assolint una inactivació total de 
MS2 als 10 minuts. Mentre que l’aigua mineral, va mostrar una baixa 
producció de clor donada la seva baixa conductivitat i conseqüentment una 
reduïda inactivació de MS2. Tot i això, el sistema electroquímic aplicat mostra 
potencial per ser aplicat en matrius netes tal com s’ha proposat per tractar 
aigües potables o per prevenir la proliferació de Legionella en torres de 
refrigeració i circuits d’aigua calenta sanitària (De Battisti et al., 2018; de Sousa 
Filho et al., 2022). Així doncs, aquests resultats confirmen, la diferent 
eficiència de desinfecció de l'EO en funció de la matriu a tractar i de l'ànode 
emprat (Llanos et al., 2017). 

Un altre dels objectius proposats, va ser la determinació de les cinètiques 
d’inactivació de diversos microorganismes front a la desinfecció 
electroquímica d’aigües naturals i avaluar la idoneïtat dels indicadors 
microbians actuals. Per la qual cosa, es va avaluar l’eficiència de desinfecció  
sobre els principals grups etiològics responsables de malalties de transmissió 
hídrica: bacteris, (E. coli, C. jejuni, L. pneumophila), espores de bacteris (C. 
perfringens i B. cereus), bacteriòfags, (MS2 i ΦX174), altres virus (CVB5 i TuV),  
i protozous (A. castellanii).  

L’aplicació d’un model logístic modificat d’altres estudis (Bruguera-Casamada 
et al., 2016) a partir de les dades logarítmiques obtingudes de cada 
microorganisme, va permetre conèixer els valors de T90 i T99. Seguit de 
l’anàlisi estadístic de les dades, va revelar que donada la heterogeneïtat de la 
matriu d’estudi com és l’aigua d’aiguamoll, les especies oxidants generades 
són diverses i a diferents concentracions, mostrant eficàcies de desinfecció 
diferents entre rèpliques. A més, sumat al fet que els microorganismes puguin 
formar agregats o adsorbir-se sobre matèria orgànica, provoca una falta de 
consistència en algunes de les cinètiques obtingudes. Aquests resultats es 
troben en concordança amb els estudi de Llanos (2017), on concloïa que 
l’eficiència dels tractaments electroquímics per desinfectar aigües naturals 
presentaven diferents eficàcies depenent de la naturalesa de les matèries 
orgàniques naturalment presents a les mostres. 
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Pel que fa a la inactivació de bacteris, tot i presentar estructures similars 
(gramnegatives), les seves taxes d'inactivació van resultar diferents,  
presentant una major resistència L. pneumophila en ambdós ànodes estudiats. 
Pel que fa a la inactivació de E. coli, va presentar major resistència quan va ser 
tractada amb l’ànode de BDD, evidenciant les diferents eficiències dels 
diferents materials testats. Aquests resultats són coherents amb els 
presentats per Cossali (2017), que va demostrar que, tot i que E. coli i 
Legionel·la es podien inactivar mitjançant una desinfecció electroquímica 
mitjançant un ànode de Pt (similar al DSA pel que fa a l'activitat), la Legionel·la 
era més resistent a la desinfecció, indicant que E. coli no seria un bon indicador 
de procés apropiat pels processos d’electro-oxidació, a l’igual que proposen 
altres estudis tot i realitzar-se en altres condicions (Bruguera-Casamada et al., 
2016). Pel que fa als microorganismes que solen presentar una resistència més 
elevada deguda a la seva estructura formada per diverses capes, com les 
espores o les amebes, mostren una cinètica similar independentment de 
l'ànode, sempre amb una inactivació limitada. Existeixen estudis que 
descriuen eliminacions eficients d’espores utilitzant sistemes electroquímics 
per tractar aigües potables, encara que a concentracions molt elevades de 
ions clorur, de fins a 35 mg/L (Giovannozzi et al., 2011) o per a la desinfecció 
d’aigües residuals, mitjançant l’aplicació seqüencial d’electrocoagulació seguit 
d’electro-Fenton (Anfruns-Estrada et al., 2017), encara que en aquest últim 
cas, l’eliminació és atribuïda al fet de què els microorganismes quedarien 
retinguts en els flòculs generats (Ghernaout et al., 2019). 

Finalment, pel que fa a la inactivació viral i els seus indicadors proposats, les  
dades obtingudes revelen grans diferències entre bacteriòfags i virus. Mentre 
que MS2 àmpliament utilitzat com a microorganisme índex en processos de 
desinfecció (Kokkinos et al., 2021b) va mostrar la major susceptibilitat al 
tractament de desinfecció electroquímica, inclús major que els bacteris, fet 
anteriorment descrit en la bibliografia (Vecitis et al., 2011), el virus humà 
(CVB5) i el TuV utilitzat com a virus model de NoV, van presentar una elevada 
resistència. Només amb l’ànode de DSA es va assolir un logaritme de reducció 
per a CVB5, en un temps assumible (T90 7.8), inclús més ràpid que els bacteris 
estudiats, fet explicat per la menor concentració de microorganismes 
tractada. 

Així doncs, aquest estudi a banda de descriure les eficiències d’inactivació 
d’aquest tipus de sistemes per tractar aigua real amb propòsits de reutilització 
front a diversos microorganismes estructuralment diferents, revelant diferent 
susceptibilitats, posa de manifest la necessitat de revisar els microorganismes 
indicadors de processos de desinfecció, com indicadors bacterians o 
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bacteriòfags, ja que segons les dades obtingudes no serien bon 
microorganismes models dels virus, com sí ho seria el TuV, mostrant una 
elevada resistència als processos de desinfecció. Així doncs, els tractaments 
de desinfecció actuals podrien estar sobreestimant les seves eficiències 
d'inactivació viral, ja que estan restringits a alguns organismes indicadors, la 
qual cosa suposa un risc per a la salut humana. 

D’alta banda, a l’involucrar espècies clorades i la presència de precursors 
orgànics, s’ha avaluat la producció de subproductes tòxics de desinfecció com 
són els trihalometans (THM). Malgrat que les densitats de corrent aplicades 
no eren prou elevades per modificar les propietats fisicoquímiques de les 
matrius en estudi, les concentracions de subproductes tòxics en ambdós 
ànodes estaven per sobre de les directrius d'aigua potable de l'OMS, establerts 
en 100 ppb (µg/L) com a màxim (WHO, 1997). Fet que posa de palès la 
necessitat d’adaptar aquest tipus de sistemes quan es tracten aigües naturals, 
bé mitjançant l’optimització de la composició de l’ànode, la configuració del 
sistema, realitzar un pretractament de la mostra amb carbó activat per tal de 
reduir la presència de precursors orgànics o en el pitjor dels casos, assegurar-
se de què l’aigua tractada quan sigui abocada es dilueixi suficient (més de 1000 
vegades) (Huang et al., 2021, 2016a; Jasper et al., 2017).  

Finalment, per tal de discernir si la implementació de la tecnologia 
electroquímica seleccionada per a la desinfecció de l'aigua és potencialment 
viable o no, es va calcular el consum d'energia (CE) de cada sistema. El consum 
energètic depèn molt de la naturalesa de l'ànode, ja que els grans ànodes amb 
sobrepotencial d'oxigen com el BDD donen lloc a majors voltatges, que 
normalment acaben en sistemes més costosos. Tanmateix, aquesta tendència 
general pot diferir segons la cinètica d'inactivació específica de cada 
microorganisme. El CE estimat després de 30 min d'electròlisi va ser de 0,48 
Wh/L en els tractaments amb BDD i aproximadament 1,0 Wh/L amb els de 
DSA, suposant així un consum elèctric mitjà de 0,5-1,0 kWh/m3. No obstant 
això, tenint en compte les resistències significativament diferents de cada 
microorganisme en estudi, els requeriments energètics variaran 
considerablement per aconseguir eficiències d'eliminació prou elevades per 
garantir la producció d'aigua segura.  

A partir dels valors de T50, T90 i T99 derivats de l’aplicació del model logístic, 
s’han calculat els consums energètics necessaris per assolir aquestes 
inactivacions. Evidenciant així, els baixos requeriments energètics d'ambdós 
sistemes per inactivar fins al 99% de bacteriòfags i bacteris, que van des de 
0,06 kWh/m3 per inactivar el 99% de MS2 fins a 1,29 kWh/m3 per inactivar L. 
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pneumophila com a bacteri més resistent. Estant en concordança amb els 
resultats obtinguts per Mosquera-Romero et al., 2022, en tractar l'aigua dels 
aiguamolls, aconseguint una reducció de 5 logaritmes d'indicadors bacterians 
amb menys de 0,1 kWh/m3. Pel que fa als microorganismes més resistents, les 
espores de bacteris es poden inactivar fins a un 99% mitjançant l'ànode DSA 
amb un CE d’entre 3,31 i 12,45 kWh/m3, mentre que per inactivar 2 logaritmes 
d'amebes o virus augmenta a més de 12 kWh/m3 mitjançant DSA i més de 4,8 
kWh/m3 amb BDD. 

Malgrat el petit volum tractat de la cèl·lula electroquímica no optimitzada, 
més ineficient que els reactors de flux optimitzat que funcionen en recirculació 
o en mode continu, i la baixa conductivitat de les matrius, el consum energètic
és semblant als descrits en estudis previs (Gusmao et al., 2010). Encara que
s’ha de tenir en compte que depenent del tipus d’aigua, el tipus d’ànode
utilitzat i depenent de l’agent etiològic a inactivar, els requeriments energètics 
variaran considerablement.

Tot i això, els resultats obtinguts suggereixen que els requeriments energètics 
d'aquest tipus de cèl·lules electrolítiques poden ser alimentades amb plaques 
fotovoltaiques en sèrie o en paral·lel (Ganiyu et al., 2020), tenint en compte 
que els panells de 300 W poden produir 1,5 kWh al dia (NREL's, 2018), fent 
que es puguin implementar com a sistemes descentralitzats de desinfecció 
d'aigua (Norra et al., 2022, Huang et al., 2016a).  

Amb tot, l'addició d'un tractament electroquímic optimitzat per tractar els 
efluents dels aiguamolls pot contribuir a la reducció significativa dels patògens 
bacterians i una reducció aproximadament d'un logaritme dels patògens 
virals, facilitant així la reutilització de l'aigua per al reg. 
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6. CONCLUSIONS

1. VirWaTest  és un equipament i un protocol de detecció i quantificació de 
virus basat en la  floculació orgànica i extracció magnètica de genomes 
virals de baix cost econòmic, aplicable a estudis al terreny i a àrees de 
baixa renda.

2. VirWaTest ha demostrat ser una eina sensible per la quantificació de virus 
obtenint 14,23 i 18,90 % de recuperació viral per MS2 i Adenovirus 
humans (HAdV), respectivament.

3. S’ha validat el mètode de concentració VirWatest en dos contextos de crisi 
humanitària, Equador i RCA, amb personal no científic. En tots els casos el 
control de procés, MS2, s’ha detectat juntament amb HAdV en un gran 
número de mostres.

4. El mètode d’ultrafiltració per a mostres de gran volum d’aigua, LVC kit, 
utilitzant l'elució amb escuma humida Innovaprep®, ha demostrat ser 
eficient com a mètode de concentració d’un sol pas per a totes les matrius 
d'aigua i virus estudiats, sent un assaig ràpid i permetent analitzar un 
elevat número de mostres simultàniament.

5. El volum que el mètode LVC kit pot processar depèn de la naturalesa de la 
mostra, podent filtrar fàcilment fins a 100L d’aigua subterrània, assolint 
un factor de concentració de 500x que, quan s’aplica un segon pas de 
concentració, pot assolir 250.000x.

6. S’ha adaptat i validat el mètode LVC kit per a la seva aplicació in situ, 
realitzant concentracions al terreny en diferents contextos. El mètode ha 
permès detectar virus en aigua de riu mitjançant q(RT)PCR, així com per 
tècniques de seqüenciació massiva de nova generació.

7. S’han avaluat mètodes ràpids d’ultrafiltració per a la detecció de virus 
embolcallats en aigües residuals, amb el focus en la detecció ràpida de 
SARS-CoV-2. S’ha caracteritzat la seva recuperació emprant dos virus 
model: MS2 i MHV, sent de 27,72 i 7,51% per al mètode CP-SelectTM i 26,43 
i 24,07% per al mètode Centricon® Plus-70.
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8. Els tractaments d’electro-oxidació (EO),  basats en ànodes de DSA i BDD,
són eficients per a la desinfecció d'aigua d’aiguamolls construïts,
aconseguint una eliminació de més de 6 logaritmes per a tots els bacteris
i bacteriòfags estudiats i la reducció d’un logaritme per a CVB5. Per tant,
afegir un tractament d’EO optimitzat per tractar els efluents dels
aiguamolls pot contribuir a la reutilització de l'aigua per al reg.

9. La inactivació de virus patògens humans no es correlaciona amb els
resultats obtinguts de bacteris i bacteriòfags utilitzats com a model, per
tant ni bacteris ni bacteriòfags són models adequats per a la desinfecció
de virus entèrics.

10. El procés d'EO investigat s'ha d'optimitzar i combinar amb un pre- o post- 
tractament per evitar l'acumulació de subproductes tòxics quan es tracta
aigua natural.

11. El consum energètic dels tractaments amb EO varia en funció dels
microorganismes objectiu a inactivar, oscil·lant entre 0,5 i 1,0 kWh/m3 per
aconseguir la inactivació completa de bacteris i bacteriòfags, i entre 4,8 i
més de 12 kWh/m3 per aconseguir 2 logaritmes de reducció d’espores,
amebes o virus.

12. Els sistemes electroquímics d’oxidació avançada podrien ser alimentats
per panels fotovoltaics i funcionar com a sistemes descentralitzats de
purificació d’aigües donat els baixos requeriments energètics del sistema.
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Extraction of Nucleic Acids 
The VirWaTest Extraction Method allows to separate the nucleic acids from all the contaminant 

elements present in a sample concentrate. 

The nucleic acid extraction or nucleic acid purification is carried out using magnetic particles, 

which the nucleic acids adsorbs to, that are added to the sample concentrate. The washes allow 

removing the remaining contaminants before recovering the nucleic acids in the elution solution 

before they are further processed. Follow the steps for each sample that is going to be 

processed. Note that several samples may be processed at the same time. 

You can visualize how to perform this protocol at www.virwatest.org. 

Kit Contents 
Small Equipment and Disposables 

Magnetic Pipette, 1 Unit Magnetic Pipette Tips, 
30 Units 

Disposable Pasteur Pipette, 
15 Unit 

2 mL Tube Without Cap, 
30 Units Tube Rack, 1 Unit Timer, 2 Units 

Materials and Reagents 

Gloves, S, M and L, 3 Pairs of 
Each Size 

Ethanol and Magnetic 
Particles Solution, 

15 Units 

First Washing Solution, 
15 Units 

Second Washing Solution, 
15 Units 

Third Washing Solution, 
15 Units Elution Solution, 15 Units 
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Solar-Powered Orbital, 1 Unit Marker, 1 Unit 

Extraction Setup 
Set up the extraction system before proceeding with the nucleic acid adsorption as shown below 

(2 samples and a negative control). 

For each batch of samples include a negative control tube. 

Magnetic Pipette Operation 
The magnetic particles can be transferred between the different solutions using a magnetic 

pipette. Follow the procedures described in this section when collecting or releasing the 

magnetic particles. 

Collecting the Magnetic Particles 

A. Place a pipette tip at the end of the magnetic pipette. Don’t touch the tip with

the hands.

 

 

B. Push down the plunger of the magnetic pipette to deploy the magnet. Pulling

back the plunger will automatically lock it to maintain the magnet deployed.

C. Immerse the pipette tip into the solution to capture the magnetic particles.

D. Once the magnetic particles have gathered around the end of the tip remove

the pipette from the tube.

The same tip can be used during the washing steps and when releasing the 
magnetic particles into the blue-labelled tube. Use a new tip when collecting the 
magnetic particles from the blue-labelled tube. 

Sink the tip gently in such a way that the magnetic particles gather around the 
end of the tip. If they are scattered all over the tip they could be lost during the 
washes. 
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Releasing the Magnetic Particles 

A. Gently sink the pipette tip carrying the magnetic particles into the solution.

B. Unlock the plunger by pushing it forward and pulling it up thus retracting the

magnet.

C. Shake the tip gently to release the magnetic particles.

D. Remove the tip from the tube.
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Nucleic Acid Extraction 

1. Transfer 1 mL of sample concentrate to the tube containing the ethanol by using a disposable

Pasteur pipette. Then gently mix the solution by pipetting up and down with the same

pipette.

2. Transfer the contents of the previous tube to the tube containing the magnetic particles by

using the same disposable Pasteur pipette.

3. Incubate the tube at room temperature for 10 minutes continuously mixing the solution by

using the solar-powered orbital.

4. Place a plastic tip at the end of the magnetic pipette and collect the magnetic particles from

the previous solution. See how to use the magnetic pipette at the Magnetic Pipette

Operation section.

5. Release the magnetic particles into the washing solution of the yellow-labelled tube. Then

mix the solution for 30 seconds by gently shaking the tip with the magnetic pipette.
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6. Collect the magnetic particles from the yellow-labelled tube and release them into the

washing solution of the red-labelled tube. Then mix the solution for 30 seconds by gently

shaking the tip with the magnetic pipette.

7. Collect the magnetic particles from the red-labelled tube and release them into the washing

solution of the green-labelled tube. Then mix the solution for 30 seconds by gently shaking

the tip with the magnetic pipette.

8. Collect the magnetic particles from the green-labelled tube.



7 

Elution 
1. Release the magnetic particles into the blue-labelled tube, containing the elution solution,

by gently shaking the pipette. Then move away the tip and discard it by pushing the small

green tip-eject button.

2. Incubate the solution at room temperature continuously homogenizing by using the solar-

powered orbital.

3. Place a new tip at the end of the magnetic pipette and collet the magnetic particles from the

blue-labelled tube.

4. Remove away the tip from the tube and discard the tip with the magnetic particles adsorbed.

5. The solution remaining in the blue-labelled tube contains the nucleic acids. This extraction

product will be used for the VirWaTest Detection Method.

Avoid leaving magnetic particles in the solution since they can interfere with the 
detection method. 
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Detection of Viruses 
The VirWaTest Detection Method allows for the detection of Human Adenovirus and Hepatitis 

E Virus present in water samples through a Quantitative PCR assay. 

The detection is carried out by adding a certain amount of the eluate resulting from the 

VirWaTest Extraction Method into microtubes containing a small white bead composed of the 

components needed for the assay, which is performed by using a thermocycler connected to a 

computer. When the assay is finished the software provided with the thermocycler allows to 

determine if the water sample was positive for the presence of these viruses. 

The reagents may be used with any Quantitative PCR equipment. In this protocol, the procedure 

described uses a Mini8 Plus Real-Time PCR from Coyote Biosciences that is a thermocycler 

coupled to a battery. You may contact us at www.virwatest.org for further assistance. 

Kit Contents 

Reagents 

Microtubes for Human 
Adenovirus Detection, 4 Eight-

Tube Strip Units 

Microtubes for Hepatitis E Virus 
Detection, 4 Eight-Tube Strip 

Units 
Water, 2 mL x 1 Unit 

Equipment and Reagents 

Micropipette, 1 Unit Micropipette Tips, 1 Box 

Marker, 1 Unit 

Materials Not Included 

Quantitative PCR Thermocycler Power Adapter 

External Battery Windows-Based Computer 
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Micropipette Operation 
The micropipette supplied with the kit allows you to pipette volumes from X microlitres to X 

microlitres. Follow this procedure to pipette the required volumes: 

A. Hold the micropipette horizontally and locate the plastic window where the numbers

are displayed.

B. Make sure the lock lever is in the unlocked position. While the lock lever is in the

unlocked position you should be able to roll the plunger easily. If it is not, turn it to the

unlocked position.

C. Roll the plunger to adjust the volume indicator to the desired volume. Never take the

numbers out of the volume range the micropipette is able to handle.

D. Turn the lock lever to the Locked position to prevent the plunger from rolling

inadvertently.
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E. Place a tip at the end of the micropipette. Don’t use your hands. Push the micropipette

against the tip instead.

F. Before immersing the tip into the solution push the plunger and hold it down. Then

immerse the tip into the solution.

G. While the tip is sunken into the solution release the plunger gently to draw up the

volume.

Micropipette plungers have two pushing-positions in form of two points of 
resistance. Before loading the pertinent volume push until the first point of 
resistance. When delivering the loaded volume push all the way to the bottom. 
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H. Move the micropipette to the tube you want the volume to be dispensed.

I. Push the plunger down to dispense the volume.

J. Push down the tip-eject button to discard the tip.

Assay Preparation 
1. The microtubes specific for the detection of Human Adenovirus and Hepatitis E Virus are

provided stored in two separate boxes. Use the appropriate microtube strip depending on

the virus that is aimed to be detected.

2. Be sure that the white beads are at the bottom of the tubes. If they are not, gently tap the

tube with the finger until the bead goes to the bottom.
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3. Add 17.5 microlitres of water to the microtube by using the micropipette.

4. Add the sample to the microtube by using the micropipette. Also add water to one tube as a

negative control. The corresponding volumes to be added are the following:

 10 microlitres of the extraction product for Adenovirus detection assays.

 5 microlitres of the extraction product for Hepatitis E Virus detection assays.

 Nuclease-free water as a negative control:

o 10 microlitres for Adenovirus detection assays.

o 5 microlitres for Hepatitis E detection assays.

5. Mix the solution by inverting the microtube until the bead gets dissolved. The reaction is now

ready for the detection step.
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6. Place the tube-strip in the thermal plate of the thermocycler.

Quantitative PCR Assay Setup 

1. Plug the Mini8 Plus Real-Time PCR cycler both to the power and to the computer by using

the power adapter and the USB cable supplied with the device.

2. Turn on the computer and run the Mini8 Plus Real-Time PCR System software. When asked

about allowing the application to make changes on the computer, click on Yes.

3. Go to the Setup section to set up the PCR thermal profile and the plate layout.

4. Click on the New Experiment button. Fill the gaps with the experiment name and the sample

type and click OK.

5. To set up the thermal profile corresponding to the virus that is aiming to be detected select

the Thermal Protocol tab and click on Select Protocol. Then select the file (Thermal

Profile.pdt) and click on Open File. 

Thermal Profile for Human Adenovirus 
Temperature Time Cycles 

95oC 10 minutes 1 
95oC 15 seconds 

40 
60oC 1 minute 

6. To set up the reaction plate select the Plate Setup tab and click on Select Plate. Then select

the plate configuration file (Plate Configuration.pse) and click Open File.
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This configuration can be changed by selecting the desired well and changing its content from 

the Sample Type drop-down menu. For a sample, select Unknown. 

7. Set up the name of each well by clicking over it and writing down the name in the appropriate

field in the right side of the screen.

8. Click on the Save Protocol button to save the file to the computer.

9. Go to the Run section to see an overview of the assay setup.

10. If everything is correct, click on the Start button to begin the run, which will take between 90

and 210 minutes depending on the virus that is aimed to be detected.

Note: By default, the plate configuration file is set up according to the following 
tube distribution: 
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Analysis of the Results 

Once the run is finished, click on the Export Data button to automatically export the results to 

a Microsoft Excel spreadsheet. 
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SOP for virus concentration of fruit irrigation/production/washing-water 

The aim of the protocol is to concentrate viruses present in 20-100L of water with a Large 

Volume Concentration (LVC) Kit (Innovaprep) using a Rexeed-25A filter into a final volume 

of 50 ml. 

Equipment & material and reagents:   

Rexeed 25A, Single-Use filters  
Innovaprep® Wet Foam Elution Fluid Can (0.075% Tween 20-Tris) 
Plastic bucket 
Innovaprep® LVC Kit components (see figure 1) 
Filter holder 
Feed line tube (plastic tube) 
100ml plastic containers 
MS2 liophilized phage (107GC/ml per tube) 
Tiosulphate 5H2O 
Peristaltic pump  
Balance 

Figure 1: Large Volume concentration Kit components 

Rexeed-25S Filter Setup: 

1. Place the Filter cell (A) vertically in the holder with the BLUE header

facing upward.

2. Remove the cap and attach the Feed tube (D) to the BLUE header of

the filter cell.
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3. Put a waste container to collect the priming volume and remove the

cap of the RED bottom.

4. Collect and discard the residual liquid that pours from the Filter Cell.

5. Attach the Drain tube with clamp (E) to the RED bottom of the Filter

Cell.

6. Attach the Permeate tube with clamp (F) to the top side port, near

the BLUE header.

7. Attach Feed Tube (D) to the feed line tube connected to the peristaltic

pump and face permeate tube (F) and the drain tube (E) to the waste

container.

8. Ensure that clamps are open on both the Permeate (F) and the Drain

tube (E).

9. Connect the pump and the stirrer to a battery.

Filtering the sample

1. Water samples should be firstly pumped to a 50L bucket for

preconditioning before filtered.

2. Add thiosulphate (45mg/L of water).

3. Let the water to stand for 10 minutes to neutralize the chlorine.

4. Take a MS2 lyophilized tube, add some of the water from the bucket, mix well and

put the full content of the tube into the water container again.

5. Start the feed pump.

6. When a steady stream of water comes out of the bottom Drain Tube, close the clamp

or remove the tube and attach the cap.

7. The filtered liquid will continue to flow out of the Permeate tube until you have

processed the entire sample. Safety Precaution: Do not exceed 10 psi.

8. When liquid stops, allow the pump to continue running for 5 seconds and turn off

pump.

9. Allow Filter cell to rest for 10 seconds before continuing to the next step.

Collecting the sample eluate 

1. Keep the Filter cell vertical with the Feed tube on top, grasp the Feed tube fitting firmly

and slowly disconnect it from the Filter cell (pressure will vent as you remove the fitting).

2. Pinch the Permeate tube clamp closed.

3. Screw the LVC Can Interface (C) tightly into the BLUE top of the Filter Cell.

4. Remove the Drain tube (E) and place the filter cell down near a 100ml plastic container

to catch the concentrated sample.

5. To Elute, firmly press the Elution Fluid Can (B) down into the LVC Interface. Apply

constant firm pressure until all foam and all the CO2 has been expelled out. Sample eluate

will have between 30-50ml.

6. Keep the container at 4ºC until sent to the laboratory for further concentration.
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SARS-CoV-2 concentration from sewage using an automatic 
ultrafiltration device Innovaprep concentrating pipette 

Standard Operational Procedure 

The aim of the protocol is to concentrate SARS-CoV-2 present in 50-500mL of wastewater, into 
a final volume of 250-300µl, using a Hollow fiber Polysulfone (PVP) filter tips. 

Note: This protocol should be conducted under biosecurity 2 conditions:  into a BSL2 cabinet by 
wearing appropriate individual protection including protection glasses. Rotors preferably 
opened into the cabinet and always disinfected after each use. 

1) Equipment & reagents/sample:
- Innovaprep Concentrating pipette
- PBS Elution Fluid cans (HC08000)
- Concentrating Pipette ultrafiltration tips (CPT): Hollow fiber polysulfone PVP (CC08020).
- Permeate Line (HC08006)
- Storage fluid (HC08558-5) and storage fluid adaptar (ref: HC08560)
- Maintenance Tip with silicone inside (Reusable up to 50 cycles) (HC08005)
- Maintenance fluid kit (HC08004) including Rinse Can and Decon Fluid Can for one

decontamination cycle.
- Liquid waste container.
- Alcohol pads, for cleaning around the elution fluid can interface and Concentrating

Pipette Tip interface ports. Can be purchased (HC08529) or prepared in advance with 70%
isopropyl alcohol.

- Sterile distilled water (50-500 ml per batch of samples as a negative control)
- Balance
- Sterile distilled water (70 ml per sample plus 2x70ml per batch of samples as a negative

control)
- High speed centrifuge (4750xg) with a fixed rotor (70 ml per samples should be

centrifuged)
- Sterile High-speed centrifuge bottles
- For complex matrices: Use a 1 Micron Prefilter Bag (ref: HC08528), a 10ʺ glazed

polypropylene felt bag rated for 1 micron filtration.
- Process control:

Non-enveloped MS2 bacteriophage ATCC 15597-B1 strain (108GC/ml; 1 ml per sample):
preparation and enumeration according to UNI EN ISO 10705-1 (2001) using the host
Salmonella typhimurium strain WG49
or
Enveloped bacteriophage Phi6 DSM21518 strain (DSMZ Collection) (108GC/ml; 1 ml per
sample): preparation and enumeration according to Pinheiro, et al. 2019
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2) Controls:

Internal control process (suggested): Add 107 PFU of the MS2/Phi6 phage suspension (1:100 v/v) 
as a process control to each water sample and the negative control before concentration. 

3) Procedure

a. DEBRIS REMOVAL. Previously to ultrafiltration, spike 100ml of sample and centrifuge at
4750xg for 30 min to remove debris. Proceed to ultrafiltration of the sample supernatant or
keep the supernatant in ice.

b. Plug the power supply. Flip the Power Switch to turn the instrument on, it will take
approximately 5 seconds for the unit to power up.

c. Attach the permeate tube to the Permeate Port and Insert the other end in a waste
container. Fix it using a tubing Clip.

d. START UP. Prior to processing the first sample of the day, it is important to have the elution
fluid can (with green squared label) installed

e. PRIME. Select Main menu >Maintenance> Prime. A small amount of foam will come out the
fluidics head.

Innovaprep Concentrating Pipette components and Concentrating Pipette Tip (CPT) 

f. CONCENTRATING A SAMPLE. Install a CPT, place your sample container on the sample
platform, then lower the fluidics head so that the CPT is at the bottom of the sample
container.

i. Go to the Main menu and press Start run. The vacuum pump will immediately start
to draw the sample through the CPT.

ii. After several seconds you will see fluid flowing from the permeate line into your
waste container. The instrument will conclude the run automatically and display
the Run complete screen, show the processing time, and the option to extract or
return to the main menu. When sample flow does not reach the sensor within the

Maintenance tip 
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default 20 seconds, the device stops automatically. Move/hit the CPT and let the 
bubbles move away. Go back to main manu and press Start run again. 

iii. Raise the fluidics head out of the sample container and hold the desired final sample
container under the CPT.

iv. Select Extract on the screen and press enter, the concentrated sample will be
dispensed from the CPT into an eppendorf. If the elution volume is lower than 240ul,
return back and extract again.

v. Wait until the progress bar on the screen has filled up before removing the epp.
vi. Additional extractions may be performed by selecting "Extract again".

g. SHUT DOWN: If the device will be used the following day the fluid line should be filled with
Storage fluid. If not, the fluid line should be empty.

4) Other procedures:

WHEN A NEW CAN IS INSTALLED: Prime the elution fluid lines to ensure that there is no air in 
the fluid path from the extraction fluid line and prime the fluidics as follows: 

• Select Main menu >Maintenance> Prime. A small amount of foam will come out the
fluidics head.
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• Select Return to go back to the options menu, select Ext. size and choose the desired
final extraction volume. Elution volumes of Small, Med., and Large correlate to roughly
320 μL, 380 μL, and 430 μL. Further control of the extraction volume is found under the
Adv. Options menu

DECONTAMINATION OF THE FLUID LINE, requires Maintenance kit (P/N HC08004): 

• Go to Main menu > Options> Procedures and select Decon Cycle.
• Install the Decon Tip and Decon Fluid Can into instrument and place the Permeate Line

into an appropiate container.
• Select Start. The unit will automatically perform a flush of the system counting down

from 10 minutes. When the flushing cycle is complete, the instrument will beep and
advance to the "Rinse" screen.

• Remove and discard the Decon Fluid can, then install the Rinse Fluid can.
• Press Start. When the 1:30 minute rinse cycle is complete, the instrument will advance

to the "Procedures" menu.
• Remove and discard the Rinse Can and replace it with an Elution Fluid can.

For complex matrices: Use a 1 Micron Prefilter Bag (ref: HC08528), a 10ʺ glazed polypropylene 
felt bag rated for 1 micron filtration. Makes an effective prefilter for very difficult sample 
matrices prior to concentration with the Concentrating Pipette. 
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SARS-CoV-2 concentration from sewage using ultrafiltration devices 
Standard Operational Procedure 

The aim of the protocol is to concentrate SARS-CoV-2 present in 70mL of wastewater, into a final 
volume of 200-300µl, using a Centrifugal-ultrafiltration (CeUF) filter Centricon® Plus-70. 

Note: This protocol should be conducted under biosecurity 2 conditions:  into a BSL2 cabinet by 
wearing appropriate individual protection including protection glasses. Rotors preferably 
opened into the cabinet and always disinfected after each use. 

1) Equipment & reagents/sample:
- Balance
- Sterile distilled water (70 ml per sample plus 2x70ml per batch of samples as a

negative control)
- Sterile pipettes and automatic volume dispenser
- Filter tips and micropipettes (100-1000µl)
- Process control:

Non-enveloped MS2 bacteriophage ATCC 15597-B1 strain (108GC/ml; 1 ml per
sample): preparation and enumeration according to UNI EN ISO 10705-1 (2001) using
the host Salmonella typhimurium strain WG49

or

Enveloped bacteriophage Phi6 DSM21518 strain (DSMZ Collection) (108GC/ml; 1 ml
per sample): preparation and enumeration according to Daugelavicius, et al. 2005
(Penetration of enveloped double-stranded RNA bacteriophages phi13 and phi6 into
Pseudomonas syringae cells)

For pre-treatment of the samples: 

- High speed centrifuge (4750xg) with a fixed rotor (70 ml per samples should be
centrifuged)

- Sterile High-speed centrifuge bottles

For ultrafiltration of the samples: 

- Centrifuge (3000xg) with swinging-bucket with capacity for 250ml bottles
- Centricon® Plus-70 Centrifugal Filter 30KDa Cutoff

2) Controls:

Negative control (suggested): sterile distilled water       
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Internal control process (suggested): Add 107 PFU of the MS2/Phi6 phage suspension as a 
process control to each water sample and the negative control before concentration 

3) Procedure

Debris removal: Previously to ultrafiltration, centrifuge 70ml sample 4750xg for 30 min to 
remove debris. Proceed to ultrafiltration of the sample supernatant or keep the supernatant in 
ice until the centricon filter is prepared. 

   

Tubes used for debris removal and debris appearance 

Ultrafiltration: Use one centricon unit per 70ml sample plus one for negative control. 

Centricon® Plus-70 components 
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Centricon® Plus-70
Centrifugal Filter Devices
For concentration and purification of biological samples.
For research use only. Not for use in diagnostic procedures.
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• Add one cap to a filter cup attached to a collection cup.

• Pre-rinsing: Centricon® Plus-70 membranes contain trace amounts of glycerine, used as
a humectant. To remove glycerine, fill the filer part with 70 mL of Milli-Q® water and
spin up to 3,000g for 15min and attach the filter and the collection cup again.

ATTENTION: Do not allow the membrane in the filter device to dry out once wet. If the
device is not being used immediately after pre-rinsing, leave fluid on the membrane
until the device is used.

• Sample concentration: Add the sample supernatant to the filter cup and seal with the
cap.

• Spin up to 3000xg for 30 min. In case there some sample unfiltered sample remain in
the filter cup, discharge it with a (micro)pipette.

CAUTION: Always counterbalance centrifuge with a second bucket containing a second
Centricon® Plus-70 device and an equal volume of sample or water. If the amount of
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concentrate remaining in the sample filter cup is above the top of the filter cores, decant 
to a suitable container before proceeding. 

• Concentrate recovery: Turn the concentrate cup upside down and place on top of the 
sample filter cup. Carefully invert device, place in centrifuge. Spin at 1000g for 3min. 

• Remove the concentrate cup containing the concentrated sample from the sample filter 
cup. Keep the filter cup inverted during this process. Remove the sample with a pipette 
and store sample (approximately 200µl) in a 1,5ml plastic tube at -80ºC. 

          

    Collection cup with filtered sample 
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Centricon® Plus-70
Centrifugal Filter Devices
For concentration and purification of biological samples.
For research use only. Not for use in diagnostic procedures.
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