Resumen

El objetivo inicial de esta tesis era detectar y rastrear virus entéricos (en especial el virus de la
hepatitis E) en diferentes matrices acuaticas mediante la combinacién de protocolos
moleculares y metagendmicos. Para ello se establecieron como objetivos principales el
desarrollo de procedimientos para la concentracién de virus en muestras de aguas residuales,
el analisis de virus indicadores de contaminacién fecal y la caracterizacion del viroma de estas
muestras.

Los virus de transmision alimentaria, o virus entéricos, se encuentran entre los principales
riesgos sanitarios asociados al consumo de alimentos, y por ende repercuten en la seguridad
alimentaria. Son responsables de diversas patologias: desde gastroenteritis, normalmente leves,
hasta patologias mas graves como hepatitis agudas, miocarditis o incluso meningitis o encefalitis
aséptica. Son transmitidos principalmente por la via fecal-oral y, por tanto, pueden estar
potencialmente presentes en alimentos que hayan sufrido contaminacién directa con materia
fecal, o a través de aguas contaminadas. El agua se ingiere como parte de la dieta, se utiliza para
el riego de cultivos, para el lavado y limpieza de los alimentos durante su preparaciény, ademas,
es parte esencial en muchos productos alimentarios. La presencia de virus entéricos humanos
en agua también esta bien documentada pudiendo representar una importante amenaza para
la salud del consumidor.

En cuanto al desarrollo de procedimientos para la concentracion de virus entéricos emergentes
en muestras de aguas residuales, el protocolo de adsorcién-precipitacion de hidréxido de
aluminio, utilizado habitualmente en el grupo para la concentracidn de otros virus entéricos,
resultd muy eficaz para el virus de la Hepatitis E, permitiendo su deteccién en muestras de aguas
de entrada y salida de estaciones depuradoras de aguas residuales (EDAR). En cuanto al
seguimiento de la prevalencia de otros virus entéricos e indicadores virales en muestras de
entrada y salida de EDARs, esta tesis proporciona informacion cuantitativa sobre la presencia
del indicador crAssphage y otros virus entéricos (el virus de la hepatitis A, norovirus, rotavirus y
astrovirus) de capside intacta en aguas de diferentes EDARs ubicadas en la regién de Valencia.
Ademas, los resultados de la correlacién muestran que crAssphage podria no ser un indicador
Optimo de la presencia de virus entéricos infecciosos en las aguas residuales regeneradas.

En cuanto a la caracterizacién del viroma de las muestras de agua de las EDARs analizadas, en la
presente tesis se describe un procedimiento de referencia que permite la deteccion vy
caracterizacién de las poblaciones virales en las muestras de aguas residuales recogidas a la
entrada y salida de la planta depuradora. Este trabajo también muestra el sesgo existente en los
perfiles del viroma que se obtienen segun las librerias de secuenciacién que se empleen. En este
sentido, esta investigacién arroja luz sobre la diversidad de las comunidades virales en influentes
y efluentes de aguas residuales, proporcionando informacidn valiosa también en términos de
indicadores fecales virales.

Con la llegada de la pandemia de COVID-19 a principios de 2020, se incluyé el SARS-CoV-2 como
objeto de estudio, pasando a ser el protagonista de la segunda parte de la tesis. En este aspecto,
se marcaron como objetivos implementar un sistema de monitorizacion de SARS-CoV-2 en aguas
residuales y desarrollar y optimizar métodos moleculares rapidos para inferir la infectividad del
SARS-CoV-2.

Los resultados de esta tesis han demostrado que la aplicacion de la epidemiologia basada en
aguas residuales (WBE) es eficiente para estimar la presencia e incluso la prevalencia de COVID-
19 en comunidades y puede servir de herramienta para la salud publica como alerta temprana



ante situaciones pandémicas. Asimismo, esta tesis incluye el primer estudio publicado en Espaia
que realizd un andlisis metagendmico de la diversidad del SARS-CoV-2 presente en las aguas
residuales en las tres primeras oleadas epidemiolégicas que se produjeron entre el ano 2020 y
2021. Paralelamente, estos resultados confirmaron el potencial de la secuenciacién masiva de
aguas residuales para detectar nuevas mutaciones y linajes del SARS-CoV-2. Ademas, en esta
tesis también se han comparado y optimizado los protocolos de concentracién, extraccidén y
detecciéon de 4acidos nucleicos de coronavirus a partir de muestras de aguas residuales,
superficiales y de mar. Asi, este trabajo amplia el conocimiento sobre los procedimientos
analiticos y sus eficiencias para la deteccién del SARS-CoV-2 en aguas residuales constituyendo
un paso adelante para la implementacion global del COVID-19 WBE.

En relacidn con el desarrollo y la optimizacién de métodos moleculares rdpidos para inferir la
infectividad viral del SARS-CoV-2, esta tesis ha implementado un protocolo de RT-gqPCR de
integridad de la cdpside basado en el cloruro de platino que actia como marcador de viabilidad
para evitar la amplificacion por RT-gPCR del ARN del SARS-CoV-2 no infeccioso. Ademas, se ha
validado con éxito en muestras de aguas residuales contaminadas de forma natural. Asi, los
resultados de esta tesis apoyan la idea de que el SARS-CoV-2 presente en las aguas residuales
no es infeccioso. En general, en el marco de esta tesis doctoral se ha desarrollado una
herramienta analitica rdpida basada en la RT-gPCR de viabilidad para inferir la infectividad del
SARS-CoV-2 con potencial aplicacién en la evaluacidn de riesgos, la prevencién y el control en
los programas de salud publica.



