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RESUMEN

Los modelos actuales para correlacionar los datos sobre la
concentracién del genoma del virus SARS-CoV-2 en aguas
residuales con la poblacién infectada en una comunidad,
ciudad o region se basan en la estimacién de parametros. El
presente trabajo es una revision de los modelos empleados
en esta herramienta para anticipar la llegada de nuevos
brotes de la enfermedad, fundamentada en la deteccién y
cuantificacién de la carga viral. Finalmente, se presentan
algunas sugerencias para el monitoreo de SARS-CoV-2 en
aguas residuales, brindando una respuesta mas rapida ante
posible incremento en el nimero de contagios por este
virus y otros que afectan la salud humana.

Palabras clave: Aguas residuales, epidemiologia, SARS-
CoV-2, biotecnologia, modelos matematicos.

Abstract

Current models for correlation between virus genome
concentration of SARS-CoV-2 in wastewater and the
infected population in a community, city or region are based
on parameter estimation. This work is a review of the models
used in this tool to anticipate the arrival of new outbreaks
of the disease, based on the detection and quantification of
viral load. Finally, some suggestions are presented for the
monitoring of SARS-CoV-2 in wastewater, providing a faster
response to a possible increase in the number of infections
by this virus and others that affect human health.

Keywords: Wastewater, epidemiology, SARS-CoV-2,
biotechnology, mathematical models.

INTRODUCCION

La actual pandemia de la enfermedad del coronavirus 2019
(COVID-19), sigue siendo un reto global para identificar
su presencia y dispersién del virus que la ocasiona el
denominado SARS-CoV-2. El prologado tiempo de
incubaciéon y la presencia de infectados asintomaticos han
permitido la dispersién rapida del virus, a pesar de las
medidas de confinamiento. La estimacién de los casos de
SARS-CoV-2 en regiones donde se realizan pruebas clinicas
individuales de manera extensiva, es la estrategia mas
precisa para saber cémo se encuentra la poblacién y que
el gobierno tome las medidas adecuadas para contener la
epidemia, pero en pocos paises se ha podido llevar a cabo
por su costo. En la mayoria de los paises la baja tasa de
pruebas realizadas hace que se reporte una incidencia de la
enfermedad muy por abajo de la real. Hoy por hoy algunos
paises estan tratando de evaluar a cada individuo (por
ejemplo, Islandia) para obtener datos de toda la poblacién,
este enfoque es poco practico, lento y como se mencioné
tiene un alto costo, por lo que dificilmente se puede utilizar
esa estrategia en la mayoria del mundo.
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La epidemiologia basada en aguas residuales (WBE por sus
siglas en inglés) ha sido identificada como una herramienta de
vigilancia de enfermedades infecciosas en toda la poblacién,
por ejemplo se ha utilizado con éxito en el caso de polio y
hepatitis A (Asghar et al., 2014; Hellmér et al.,2014), y es
muy prometedora para la vigilancia de toda la poblacién en
la pandemia COVID-19. Cuando se propuso por primera
vez para el seguimiento de SARS-CoV-2, la opinién cientifica
predominante era que la concentracién del virus en las
aguas residuales probablemente era muy baja para permitir
su deteccién y seguimiento de la evolucién de la pandemia,
ademas de que el virus y su genoma eran muy labiles por lo
que se descartaba la opcién. Sin embargo, informes recientes
sobre la presencia de coronavirus en heces humanas (Gao et
al., 2020; Holshue et al., 2020; Jiehao et al., 2020; Tang et. al.,
2020; Wolfel et al., 2020; Zhang et al., 2020a, 2020b, 2020c,
2020d, 2020e) y tres informes preliminares de deteccién
exitosa de SARS-CoV-2 en aguas residuales municipales de
los Paises Bajos, los Estados Unidos y Australia ha disipado
algunas de estas preocupaciones (Ahmed et al., 2020,
Lodder y de Roda Husman, 2020, Medema et al., 2020;
Wau et. al. 2020). No obstante hay incertidumbre sobre qué
informacién puede extraerse del monitoreo del ARN (acido
ribonucleico) del SARS-CoV-2 en aguas residuales y si el
ensayo, una vez perfeccionado y habiéndose demostrado
la reproducibilidad de los datos obtenidos por diferentes
laboratorios, sera lo suficientemente sensibles como para
hacer el seguimiento epidemiolégico y tomar medidas
preventivas. Este seguimiento podria ayudar a reducir el
dafio econdémico Yy la carga social asociada al confinamiento
masivo, al tomar medidas basadas en la tendencia de la
concentracién del virus en las aguas residuales de una
comunidad, regién especifica de una ciudad, etc. y asi saber
aproximadamente con 7 dias de anticipacién a la aparicién
de sintomas en la poblacién, que se presentara un aumento
de casos. En la actualidad, las intervenciones de salud publica
se implementan con brocha gorda; tomando medidas de
confinamiento y otras, en areas donde el virus puede no
representar una amenaza, lo que genera contencién de la
poblacién y los problemas adyacentes, tales medidas no
solo son ineficaces sino también econdémica y socialmente
disruptivas.

EPIDEMIOLOGIA BASADA EN AGUAS
RESIDUALES

La contaminacién de las aguas con excretas humanas y
animales ha sido histéricamente reconocida como un riesgo
a la salud humana; ya que el agua se convierte en un vehiculo
de la dispersién de patégenos, creando las condiciones para
brotes o casos esporadicos de infeccién. Virus patégenos
para el hombre son cominmente detectados en ambientes
acuosos y se consideran los responsables de acarrear
diversas enfermedades.
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(Hamza and Bibby, 2019; Haramoto et al., 2018; La Rosa
et al., 2012; Moreira and Bondelind; Rusinol, and Girones,
2017; WHO, 2017). Los virus que son potencialmente
transmitidos a través del agua son en su mayoria son del
grupo de los enterovirus. Estos son virus sin envoltura,
que se pueden multiplicar en el tracto gastrointestinal y
causan padecimientos gastrointestinales, pero también son
origen de un amplio espectro de otras enfermedades, tales
como conjuntivitis, sintomas respiratorios, hepatitis viral e
infecciones del sistema nervioso central.

La pandemia de COVID-19, es una emergencia de salud
publica (WHO, 2020a, 2020b). El reporte de sintomas
en pacientes con COVID-19 incluye tos, fiebre, dificultad
para respirar y diarrea; es importante resaltar que, el virus
SARS-CoV-2 ha sido detectado en heces tanto de enfermos
sintomaticos como asintomaticos (Gao et al., 2020; Holshue
et al., 2020; Jiehao et al., 2020; Tang et al., 2020; Wolfel et
al., 2020; Zhang et al., 2020a; Zhang et al., 2020b).

Asi pues, las observaciones clinicas y la deteccién del virus
en heces de pacientes sintomaticos y asintomaticos, asi
como su deteccién en aguas residuales (Sinclair et al., 2008;
Xagoraraki y O’Brien, 2020). implican que la epidemiologia
basada en aguas residuales podria ser especialmente Util para
la alerta temprana de COVID-19, deteccién de rebrotes y
obtener informacién sobre la eficacia de las intervenciones
de salud publica; tal y como se ha demostrado para virus
entéricos, como norovirus, hepatitis, A virus y poliovirus
(Hellmér et al., 2014; Asghar et al., 2014).

ANTECEDENTES EN OTROS PAISES

Australia

Utilizando RT-PCR (reaccién en cadena de la polimerasa
con transcripcién inversa) se cuantificé el ARN viral y
estimé el nimero de copias virales por litro de ARN de
SARS-CoV-2 en aguas residuales no tratadas. Con este,
dato de concentracién de genomas del virus por litro se
estimé el nimero de contagiados por el método Monte
Carlo, realizando un balance de masa sobre el nimero total
de copias de ARN viral en las aguas residuales cada dia y el
numero de copias ARN del SARS-CoV-2 eliminadas en las
heces por cada individuo infectado por dia. La incertidumbre
y variabilidad de las variables independientes se incorporé
empleando métodos Monte Carlo, estimando la media de
infectados en un periodo de tiempo. (Ahmed et. al. 2020).
En el articulo se enfatiza que los métodos de concentracién
del virus son esenciales para mejorar la sensibilidad de la
deteccion de SARS-CoV-2 en las aguas residuales.

Francia

Se demostré que existe una correlacion entre el numero
de infectados por SARS-CoV-2 y el incremento del virus en
aguas residuales, al igual que entre la disminucién del virus
y el nimero de infectados en el periodo de cuarentena
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con un retraso de una semana, es decir el incremento de
la concentracién del virus se detecta una semana antes de
la aparicién de infectados sintomaticos. Se evaluaron los
cambios conforme a estudios semanales en diferentes plantas
de tratamiento ubicadas en la periferia de Paris, en periodos
previos y posteriores a la cuarentena. En esta publicacién se
sugiere la epidemiologia basada en aguas residuales como
una herramienta de evaluacién de la poblacion (Wurtzer, et.
al., 2020)

Italia

Se realizé la cuantificacion de SARS-CoV-2 en aguas
residuales por PCR anidado en las ciudades de Milan y Roma
durante los meses de febrero a abril con intervalos desde
algunos dias hasta un mes, se demostré que las Directrices
para el protocolo de vigilancia ambiental del virus de la polio
de laOMS 2013 con algunas modificaciones son satisfactorias
para el control del virus. Se resalta la eficacia y lo novedoso
del método de PCR anidado disenado, con el fin de elevar
la deteccién asi como la implementacién de monitoreos en
plantas de tratamiento para generar alertas a la poblacién.
(La Rosa et al. 2020).

Estados Unidos

Los diversos estudios muestran las dificultades para el
analisis computacional y modelado del virus en los canales
de aguas residuales, ya que la degradacién del genoma viral
depende de la temperatura que se presenta durante la
trayectoria del virus a través de tiempo en los canales y del
tiempo transcurrido, por lo que la compensacién por los
efectos de la temperatura es critica (Hart & Halden, 2020)

Las estimaciones del nimero de contagios fueron, mayo
a las basadas en las pruebas médicas aleatorl ONA

la poblacién infectada asintomatica. Se demostro que la
herramienta de la epidemiologia basada en aguas residuales
' al para comprender la propagacién del virus
unidades y regiones, permltl\?ndo una mejor
decisiones publicas y que representan un costo

cuando ésta decliné en
_ edema et al., 2020). Los
estudios con aguas residuz ) detectar desde | a
3.5 casos por cada 100,000 hz dicha deteccién no
corresponde a los casos médicos reportados en las fechas
de recoleccién de muestras, indicando la presencia de
individuos asintomaticos o con sintomas leves, siendo una
herramienta muy Util para estimar los casos no registrados
de contagio.

el periodo de febrero

prueba del virus en los individuos.de la

En resumen, estos estudios en diversos paises muestran la
aplicacion de WBE para la vigilancia de COVID-19 como
una herramienta para el monitoreo a nivel comunitario y
para poder tomar medidas a tiempo cuando se presenten
rebrotes. En varios paises tales como Espafia, Canada, Reino
Unido y Australia han iniciado el monitoreo a gran escala del
ARN del coronavirus en aguas residuales en determinadas
ciudades, con el fin de que las autoridades puedan detectar
nuevos brotes y monitorear la epidemia actual. Lo que hace
falta es validar entre varios paises las metodologias para la
toma de muestras, incluyendo la frecuencia, y las técnicas
analiticas.

METODOLOGIAS DE DETECCION

Todas las metodologias de deteccién del coronavirus en
aguas residuales se basan en las cargas virales en las heces
de los pacientes con COVID-19. Puesto que ARN del SARS-
CoV-2 se puede encontrar en concentraciones menores
que las de muchos virus entéricos (~ 10”8 virus por
gramo de heces) (Bosch, 1998; Priiss et al., 2002; Wyn-
Jones y Sellwood, 2001), es necesario realizar un paso de
concentraciéon antes de la deteccién de ARN del virus
. (Ahmed et al., 2020; Lodder y de Roda Husman, 2020;
Medema et al., 2020; Nemudryi et al., 2020; F Wu et al.,
2020b; Wurtzer et al., 2020).

Se han desarrollado diferentes métodos para concentrar
virus en aguas residuales; en su mayoria para virus entéricos,
los cuales a diferencia del SARS-CoV-2 no tienen envoltura.
También se han utilizado como modelos, virus que se
pueden propagar facilmente en lineas celulares, asi como
iﬁ s (Haramoto et al., 2018). Para concentrar los

rus r de aguas residuales tratadas y no tratadas se
utilizan membranas electropositivas
(Cashdollar y Wymer, 2013; Haramot
et al., 2012). Esta metodologia se b
electrostaticas entre las membranas 'y
IS entéricos tienen una
a pH neutro. Los virus carg
'ZTLar’@;tamente sobre el fi

S( i

sall' o con un ion multivalente
y Grau 0). Otro mé
la conc i6n median
la exclusion por tama

. También
etcalf, 1988),
floculacién con

exitosos para
virus enddégenos entéricos
, 2018) y la eficiencia
el tipo de virus y

(Ha ortante considerar
que SARS-CoV- caracteristicas estructurales y
propiedades fisicas muy diferentes de las de los virus
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entéricos.

MoDELAJE DEL SARS-CoV-2 pARA
EPIDEMIOLOGIA BASADA EN AGUAS
RESIDUALES.

Los modelos aplicados para realizar la epidemiologia en
aguas residuales se basan en la presencia y persistencia del
virus SARS-CoV-2 conforme al tiempo y la temperatura de
las aguas residuales durante el trayecto. La mayoria de los
estudios buscan relacionar la carga viral, que se refiere a
la concentracién del virus en el agua, contra el nimero de
contagiados y las tendencias de las curvas epidemiolégicas
de contagiados.

Estudios como el de Ahmed et. al. (2020) buscan ademas
estimar el nimero de contagiados asintomaticos dado que la
carga viral corresponde a un nimero mayor que el esperado.
Por medio de simulaciones Monte Carlo se estima el valor
de la poblacién contagiada sintomatica y asintomatica por
medio de los datos de concentracién viral, obteniendo para
una distribucién uniforme entre 1.9y |2 copias del virus por
100 mililitros, con una media del nimero de infectados de
563.

Por otra parte, Wurtzer, et. al. (2020) han encontrado que la
tendencia de las curvas de contagio previas al confinamiento
y posteriores determinadas con base a la concentracién del
genoma del coronavirus en las aguas residuales se desfasan
con una semana de antelaciéon respecto al nimero de
contagios médicos reportados, por lo que WBE ofrece un
diagnéstico de posible poblacién infectada con una semana
de anticipacién y permite evaluar estrategias de gobierno
para preparar a los sistemas de salud ante nuevos brotes
o cambios en el comportamiento de la curva de contagios.

Los modelajes mas complejos involucran la estimacién
del tiempo de vida del virus en las aguas residuales y su
dependencia con la temperatura ambiental en zonas
tropicales y sub-tropicales de acuerdo a los biomarcadores
empleados, asi como predicciones de acuerdo a los valores
minimos de deteccion. (Hart & Halden, 2020).

El modelaje principalmente se basa en la presencia y
supervivencia del virus SARS-CoV -2 en el agua residual
mediante un decaimiento exponencial de la presencia del
virus en el agua residual en, funcién del tiempo.

t

1\\t1/2
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Donde N(t) es la cantidad que se mantiene y no decae
después de un tiempo, es decir la cantidad medida por la
muestra de campo); NO es la cantidad inicial de la substancia
que fue excretada y descargada en el sistema de aguas
residuales; t , es la vida media del biomarcador y t es el
tiempo transcurrido entre el tiempo de excrecién (t=0) y

el tiempo de observacién o recoleccién de la muestra (t=t).

El ajuste de los biomarcadores que realizan la deteccién en
aguas residuales depende fuertemente de la temperatura,
reportandose una vida media a temperatura ambiente, esta
dado por la ecuacién de Arrhenius:

RZ — R1 X Q(TZ T1/10°C)

Donde R, es la tasa de decaimiento inicial, igual al logaritmo
natural negativo de dos dividido por la vida media inicial
reportada (Laidler, 1984). Resolviendo para la vida media,
se obtiene.

t1 =t1 X n(2)
1, =1t1,
22 2 In(2) x Q(T2 T1/10°0)

Donde t, , , es la vida media inicial, T, es la temperatura a la

cual la vida media inicial fue derivada, t, ,, es la vida media
estacional y espacialmente ajustada a la temperatura del
agua residual, T, es la temperatura calculada dado el ajuste
de la vida media inicial, y Q,  es un factor de la temperatura
dependiente de la tasa de cambio, con un rango entre 2 y
3 para la mayoria de los sistema biolégicos (Hart & Halden

2020).

El analisis de la presencia y concentracién de la carga viral
del SARS-CoV-2 en conjunto con los modelos hidraulicos
aplicados a los sistemas de drenaje de aguas negras,
empleando valores histéricos de las tasas de descarga per
capita, densidad de la poblacién, nodos de mantenimiento
y curvas diurnas.

A partir de la temperatura se puede estimar la carga viral
detectada en aguas residuales, y con datos del nimero de
contagiados es posible calibrar las estimaciones de contagios
a futuro, sin embargo, se necesita de monitoreos semanales
para calibrar los métodos de epidemiologia en aguas
residuales (WBE).

Una de las ventajas de WBE es que la determinacién de

las areas de contagio por medio de los mapas de aguas

residuales de una ciudad permiten hacer una zonificacién y

ener un semaforo especifico para plantear en donde hacer

los andlisis clinicos por persona, hacer el seguimiento de

“Msus contactos y evitar la bisqueda aleatoria de los posibles
ontagiados.

= 4IMPLEMENTACIONES EN EL SISTEMA

DE AGUAS RESIDUALES

Los costos de la implementacién se pueden reducir
considerablemente hasta menos de una centésima del
costo de hacer las pruebas individuales a una poblacién
con SARS-CoV -2. Por ejemplo, para los Estados Unidos se
reduciria el costo a cientos de miles de délares comparado
con el costo de algunos billones de délares requeridos para
realizar la prueba a toda la poblacién de manera individual,
permitiendo el monitoreo de regiones desde | infectado
en una poblacién de 144 habitantes hasta la deteccién de |
infectado entre dos millones de personas en el caso teérico
de mejor estimacién. (Hart & Halden, 2020).

CONCLUSIONES

En la actualidad, existen importantes lagunas de
conocimiento sobre el papel potencial de aguas residuales en
la transmisién de SARS-CoV-2. Por ejemplo, la supervivencia
del SARS-CoV-2 en los medios ambientales, incluidas las
aguas residuales, se desconoce. Datos recientes indican
que la estabilidad del SARS-CoV-2 es similar a la del SARS-
CoV en aerosoles y en superficies (Van Doremalen et al.,
2020). Por lo que la persistencia de SARS-CoV-2 en aguas
residuales, aguas receptoras y los efectos de la temperatura,
depredacién, UV, luz solar sobre su degradacién e
inactivaciéon deben investigarse.

También hay escasa informacién sobre la eliminaciéon del
SARS-CoV-2 y / o inactivacion en aguas residuales y en los
procesos de tratamiento de agua, tales como lodos activados,
filtracién por membrana, sedimentacién por coagulacién
y desinfeccién (cloro, cloramina, UV, ozono, etc.). Si bien
es dificil determinar los valores de reduccién de log 10
del SARS-CoV-2 debido a las restricciones para el manejo
del virus y las instalaciones de bioseguridad requeridas,
se podrian utilizar como modelos virus tales como CoVs
(Leung et al., 2003; Memish et al., 2015), MHV (Casanova
et al,, 2009, Ye et al., 2016) y el fago ®6 de Pseudomonas
(Casanova and Weaver, 2015, Aquino de Carvalho et al,,
2017).

Actualmente, los ensayos RT-qPCR desarrollados para la
prueba de muestras clinicas siguen siendo utilizados para |
deteccién del SARS-CoV-2 en aguas residuales, existiendo el
riesgo de falsos negativos debido a un diseno incorrecto de
cebadores o mutaciones en la regién objetivo del genoma
viral. Estos ensayos, deben ser estandarizados, en el método
analitico asi como en la toma de muestras y su frecuencia,

ademas de ser evaluados por muiltiples laboratorios eny
diferentes paises. &

de genomas virales; pero no se sabe si el virus permanece
infectivo. A nivel nacional e internacional las campanas de

s
.

e e -

comprender la dinamica temporal y espacial de la prevalencia
delaenfermedad del COVID-19, laepidemiologiay evolucién
del virus, asi como la eficacia de las intervenciones en la
salud publica. Ademas, un monitoreo continuo y sistematico
de las aguas residuales puede proporcionar una alerta
temprana en el caso de otros virus y bacterias patdgenas,
asi se pueden identificar enfermedades no diagnosticadas o
sucesivas a nivel de la poblacién, alertando a los funcionarios
de salud publica sobre la marcha y sobre futuros brotes.
En sintesis, la vigilancia de las aguas residuales es critica y
la epidemiologia basada en aguas residuales (WBE, por sus
siglas en inglés) puede proporcionar informacion valiosa
sobre la prevalencia de infecciones en la comunidad.
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