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RESUMEN

La pandemia originada por el virus SARS Cov2 ha cobrado muchas vidas, los
infectados presentan sintomas y algunos se muestran asintoméaticos, lo cual genera
incertidumbre y favorece los contagios, es necesario establecer programa de
vigilancia para predecir situaciones criticas de mortandad, el uso de la
epidemiologia basa en las aguas residuales WBE resulta un instrumento
prometedor en el monitoreo de los casos reales con la presencia del virus en las
aguas residuales que puede usarse para predecir un nuevo brote. Se investigo
SARVS-Cov 2 y su deteccion en aguas residuales domeésticas y hospitalarias.
Revision sistematica 2021. La metodologia comprendio la revision sistematica de
articulos cientificos publicados en revistas indexadas entre el 2019 y el 2016, y se
establecieron 4 categorias que demostraron que el modelamiento de las relaciones
entre los datos cuantificados del SARS Cov 2 con los datos de infectados a veces
puede presentar predicciones superiores o inferiores a los casos reales, lo que
sefala la necesidad de implicar mas variables ademas de caudales , trayectoria de
tuberias de los PTAR, numero de enfermos, poblacion que es atendida por el PTAR
y especialmente falta conocer metodologia que identifique y cuantifique los
compuestos secundarios formados por la degradacion del virus debido a su corta
permanencia afectada por las temperaturas del agua residual, sin embargo el
método resulta prometedor y requiere su estandarizacién teniendo en cuenta la
apertura de estas nuevas rutas de investigacibn para su validacion vy

estandarizacion.

Palabras clave: aguas residuales, PTAR, SARS Cov 2, covid 19,
sintoméaticos/asintomaticos, modelo WBE.

viii



ABSTRACT

The pandemic caused by the SARS Cov2 virus has claimed many lives, those
infected present symptoms and some are asymptomatic, which generates
uncertainty and favors infections, it is necessary to establish a surveillance program
to predict critical situations of mortality, the use of Epidemiology based on
wastewater WBE is a promising instrument in monitoring real cases with the
presence of the virus in wastewater that can be used to predict a new outbreak.
SARVS-Cov 2 and its detection in domestic and hospital wastewater were
investigated. Systematic review 2021. The methodology comprised the systematic
review of articles published in journals indexed between 2019 and 2016, and 4
categories were established that demonstrated that the relationship between the
quantified SARS Cov 2 data and the data from infected to Sometimes it can present
higher or lower predictions than the real cases, which indicates the need to involve
more variables in addition to flows, trajectory of the PTAR trajectory, number of
patients, population that is cared for by the PTAR and especially it is necessary to
know the methodology that identify and quantify the secondary compounds formed
by the degradation of the virus due to its short permanence affected by the
temperatures of the wastewater, however the resulting method promising and
requires its standardization taking into account the opening of these new research

routes for its validation and standardization.

Keywords: wastewater, WWTP, SARS Cov 2, covid 19, symptomatic /

asymptomatic, WBE model.



l. INTRODUCCION

Chan et al. (2020) informo por primera vez acerca de 6 pacientes infectados por
coronavirus enfermedad denominada Covid-19, y Huang et al (2020) inform6 que
la infeccion 2019-nCoV habia generado graves enfermedades respiratorias muy
parecidas entre si de tipo agudo y lo asoci6é con ingreso en UCI y alta mortalidad
con indices de epidemia humana de alta transmision humana. Todo el proceso de
pandemia por el virus SARS-Cov2 han ocurrido impensables realidades a nivel
global, sus impactos y efectos aun no se terminan de descubrir, a tal punto que
muestra un efecto domind ocultos en cascada por lo que es muy dificil de prevenir
en un mundo globalizado y que en tiempo real puede increiblemente extenderse
los contagios de tipo mortal lo mas dificil ha sido el impacto a la seguridad en la
salud, economia del hombre, todo ha dependido de la rapidez de la disponibilidad
meédica, de atencion., y de métodos rapidos de prueba analitica para identificar y
diagnosticar la enfermedad y evitar su transmision (Daughton, 2020). El virus del
coronavirus fueron descritos como esféricos, envueltos y muy grande respecto a
otros virus de ARN con cadena positiva, presentan una extensa gama de
huéspedes, entre los animales como aves, mamiferos de granja, mascotas,
murciélagos y hasta mascotas causando enfermedades respiratorias ademas de

las gastrointestinales (Schwartz, Graham, 2020).

A pesar del uso de las mascaras de seguridad y otras como el aseo rigido
especialmente de las manos y rostro, ayudan a controlar la pandemia de COVID-
19 la transmisién de gotitas y aerosoles cargados de virus fue al principio poco
conocido e informado por Jayaweera, et al. (2020). El SARS-CoV-2 es el séptimo
coronavirus conocido que puede infectar a los humanos, y los otros seis son HCoV-
229E (Humanes Coronavirus 229E), HCoV-OC43 (Humanes Coronavirus OC43),
HCoV-NL63 (Humanes Coronavirus NL63), HCoV-HKU1l (Coronavirus de
Humanes HKUL1), virus del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV) y
coronavirus del sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV) (Schwartz,
Graham, 2020). El monitoreo y vigilancia de esta enfermedad para evitar su
transmision es muy complicado, especialmente para los paises de bajos ingresos

econdmicos con politicas pobres y sistemas sanitarios deficientes en cuanto a la



infraestructura fisica, poco personal y pésima gestion de aguas que ha surgido
como un riesgo potencial de transmision de esta enfermedad de COVID 19
(Adelodun et al.2020).

Investigaciones recientes han mostrado que el virus SARS-CoV-2 que causa la
enfermedad del covid 19 en humanos, se elimina en las heces de aquellos
infectados que presentan sintomas graves (Wang et al., 2020a), pero también en
aguellos que no presentan sintomas de la enfermedad, informado para casos que
resultaron positivo mediante PCR con transcripcion inversa en una muestra de
heces (Tang et al., 2020) ademas de los informes que registraron la presencia del
virus en muestras de orina de pacientes infectados por el virus SARS Cov 1
(Adelodum et al. 2020).

Existen muchos desafios para prevenir la transmision de la enfermedad del covid
19, sin embargo también existen herramientas existentes para escalar pruebas
convencionales como parte de una vigilancia masiva de habitantes, pero los costos

resultan demasiado altos para evaluar grandes masas (Allen et al. 2020),

Se ha informado ademas que el ARN del SARS-CoV-2 también se presenta en las
aguas residuales domésticas y hospitalarias a través de la determinacion del ARN
del SARS-CoV-2 en las aguas residuales en plena pandemia por COVID-19 de los
paises bajos usando ensayos de gRT-PCR, con cebadores de genes de la
nucleocapside (N1-N3) y uno el gen de la envoltura (E) (Medema et al., 2020) y en
Amsterdam usando el método de RT-PCR cuantitativo (Lodder y de Roda Husman,
2020). Aun no se conoce exactamente el tiempo o persistencia del virus SARS-
CoV-2 en el agua tanto los cuerpos de agua como las aguas residuales (Heller et
al., 2020), (Ahmed et al., 2020 reporto el primer estudio que detecto el virus SARS-
CoV-2 en aguas residuales en Australia, usando las técnicas de secuenciacion en
un rango entre 171 y 1090 personas infectadas en este sector sin embargo
concluyo en la necesidad de validar los ensayos metodologicos y moleculares
aplicados, y Venugopal et al., (2020) informo que las aguas residuales no tratadas
favorecian la transmision de enfermedades por el agua por lo la vigilancia
ambiental resulta prioritaria para detectar las infecciones asintomaticas
especialmente en la deteccion del ARN del SARS-CoV-2. De todas formas también

se ha informado que el SARS-CoV-2 pierde su infectividad de manera muy veloz



las aguas residuales que incluyen residuos fecales (Annalaura et al., 2020). A la
fecha no se ha demostrado la transmision del SARSCoV-2 a través del agua

residual con virus (Adelodun et al. 2020).

Ante esta situacidon aun incierta, en esta investigacion se ha efectuado una revision
de la literatura cientifica publicada en revistas indexadas, durante el periodo de la
pandemia que se viene afrontando en el mundo, para analizar los esfuerzos
cientificos que intentan demostrar que puede existir una relacion entre la deteccion
del virus SARS Cov 2 en las aguas residuales que incluyen material fecal y los
casos de infectados sintomaticos y asintométicos del coronavirus como un
instrumento de vigilancia para prevenir su transmision a nivel local, regional y
global.

La justificacion tedrica consiste en dar a conocer los nuevos enfoques sobre los
principios de accion del virus SARS-Cov 2 y su transmision en seres humanos,
también esta investigacién se justifica metodoldégicamente porque se ha baso en la
busqueda de articulos recientes cientificos de revistas indexadas que a su vez,
muestran los nuevos enfoques metodoldgicos en el monitoreo y estadisticos para
relacionar la cuantificacion del virus y los pacientes en las distintas regiones del
mundo. La justificacion ambiental, radica en el uso de las ciencias ambientales
sobre uno de sus recursos el agua como principal fuente indicadora que puede ser
aplicada como un instrumento de prevencién o vigilancia de este virus.

En este intento surgen las siguientes interrogantes:

PG: ¢ Cual es el efecto de la deteccion del SARS-COv 2 en las aguas residuales

domésticas entre si?
Y como problemas especificos:

PEL1 - ¢ Cuales son los métodos aplicados de colecta de informacion y muestras en

los PTAR de aguas residuales, tratadas y no tratadas del WBE?

PE2 - ¢Cuales son los métodos de identificacion del SARS-Cov 2 en aguas

residuales?



PE3: ¢ Cuales son los modelos y relaciones informadas aplicando epidemiologia

basada en aguas residuales (WBE)?

PE4: ¢ Cudles son las limitaciones en las practicas WBE?

Esta investigacion tiene como objetivo general

OE: Evaluar el estado de las investigaciones de covid 19 en plantas de tratamiento

de aguas residuales
Y como objetivos especificos

OEL: Identificar métodos aplicados de colecta en los PTAR de aguas residuales,

tratadas y no tratadas del WBE.
OEZ2: Identificar los métodos de identificacion del SARS-Cov 2 en aguas residuales.

OE3: Analizar los modelos y relaciones informadas aplicando epidemiologia

basada en aguas residuales (WBE)

OE4: Evaluar las limitaciones en las practicas WBE



Il MARCO TEORICO

El virus SARS Cov-2. Segun Wu et al (2020 a) los coronavirus (CoV), poseen

variaciones entre las que destacan los alfa-CoVs HCoVs-NL63 y HCoVs-229E vy
los beta-CoVs HCoVs-OC43, HCoVs-HKU1, y los delta, este sindrome respiratorio
agudo severo-CoV (SARS-CoV) (Drosten et al., 2020) siguen variando y poseen
alta prevalencia y distribucidon, mucha diversidad genética con frecuente
recombinacién de genomas, ademas de la interaccion entre humano-animal (Cui et
al., 2019; Zhu et al., 2019)

Los coronavirus son viriones con envoltura de tipo bicapa lipidica con 3 proteinas
insertadas en ella, esféricos, de 120 nm de didmetro; contiene una nucleocapsida
simétrica helicoidal con un genoma de RNA monocatenario, de polaridad positiva,
es el mayor entre los virus RNA. La glicoproteina S forma subunidades, S1, que se
encargan de ligarse a receptores de la superficie de la célula diana (huésped), y S2
interviene en la fusion de la envoltura del virion con la membrana citoplasmica de

la célula (Ruiz-Bravo y Jiménez-Valera, 2020)
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Figura 1. Representacion esquematica de un virus SRS COv2. Fuente: Ruiz-Bravo

y Jiménez-Valera, 2020

De acuerdo a Shang et al. (2020), el virus ingresa a las células huésped el virus se
unen al receptor de la superficie celular para efectuar la unién viral, posteriormente
se une a los endosomas para fusionar las membranas virales y lisosomales y luego

la proteina espiga queda anclada a la superficie del virus esta interviene la entrada



del coronavirus, cuando se trata de virus maduros, entonces la proteina de la espiga
se presenta como un trimero, con 3 cabezas S1 que se unen al receptor sobre un

tallo S2 de fusion de membrana trimérica (ver figura 2).
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Figura 2. Representacion de los mecanismo de ingreso celular del virus SARS Cov
2 Fuente: Shang et al (2020).

Deteccion del virus SARS Cov-2. Una de las pruebas mas seguras para la

identificacion del virus SARS Cov-2 y evitar su propagacion es la reaccion en
cadena de la polimerasa con transcripcion inversa en tiempo real (QRT-PCR), de
esta forma se puede identificar este virus que genera el sindrome respiratorio agudo
severo coronavirus 2 (SARS-CoV-2) (Bwire, et al. 2020). Sin embargo, antes de su
deteccién y cuantificacion se requiere de su colecta y pre tratamiento, Hasan et al.
2020 sefala que la colecta de muestras, desactivacion de virus y concentracion y
extraccion de ARN en las aguas residuales de almacenadas en las plantas de



tratamiento, requiere de la concentracion viral efectuada usando columnas de

ultrafiltracién y también mediante precipitacion usando PEG (Figura 3).
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Figura 3. Colecta y procesamiento de muestras de aguas residuales para la
deteccion del SARS Cov 2. Fuente: Hasan et al. (2020).

La colecta de muestras es una etapa primordial, por los cuidaos y seguridad
sanitaria que se debe tener, luego de la recolecta de muestra, una vez en
laboratorio se desactiva el virus y luego se concentra la muestra usando columnas
de ultrafiltracion o precipitacion mediada por PEG y luego efectuar la extraccién de
ARN (Hasan et al. 2020).

Una vez extraido el ARN se usa en reacciones de qPCR y se le agrega alguna
solucion (por ejemplo tampén) como control negativo, luego se preparan las curvas

estandar de calibracion mediante soluciones de control positivo generalmente



preparados en kits, esto permite medir cantidades (en unidades de copias de

genes/uL de muestra, mediante la siguiente ecuacion (Hasan et al. 2020):
La carga viral (copias de genes virales / L de aguas residuales) =

{[Copias de gen viral/RNA eluido (ul) * RNA total de volumen eluido)]/Volumen

inicial de la muestra de agua residual concentrada}*0.001

Ademas la prevalencia proyectada para cierta region debido a la infeccion por
SARS-CoV-2 usando la simulacion de Monte Carlo se calcula usando las cargas
virales medidas en las aguas residuales, el flujo de las mismas, la carga viral en las
heces de los enfermos, y la produccion diaria estimada de heces por persona

mediante al expresion dada por Ahmed et al., (2020):
Numero de individuos infectados =

[carga viral de aguas residuales (copias de gen viral/L) * flujo diario de agua residual
(L/d)] / [Produccion diaria de heces (copias de gen viral/g estiércol)* carga viral en
el estiércol (capias de gen viral/g estiércol)* % de pacientes covid 19 quien eliminan

virus en sus heces].

Medema et al. (2020) determindé el ARN del SARS-CoV-2 presente en las aguas
residuales en los Paises Bajos analizando aguas residuales de sus ciudades
mediante ensayos de qRT-PCR, enfocados en el gen de la nucleocpside (N1-N3
) y un gen de envoltura (E) y detectd N3 en las aguas residuales 6 dias antes de
gue se informaran los primeros casos y conforme se determinaba la prevalencia de
COVID-19 en estos sitios la sefial de ARN detectada en las pruebas qRT-PCR
aumentd (N1 — N3: 790-2200 copias de genes/ml) y correlaciond estos resultados
de manera significativa con el incremento de la prevalencia de COVID-19 informada
(Figura 3).
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Figura 4. Concentracion de ARN del SARS-CoV-2 en las aguas residuales (copias
del gen/ml): a) N1 b) N2, c) N3 d) prueba del gen E en el umbral del ciclo Fuente:
Medema et al. (2020).

Rutas del ARN del SARS-CoV-2 en los sistemas de tratamiento de agua residual.
Annalaura et al., (2020) ha expresado de que el ARN del SARS-CoV-2 puede viajar

a los sistemas acuaticos mediante distintas rutas y Adelodun et al. (2020) ha
sefialado las aguas residuales, domesticas, hospitalarias debido a la cuarentena y
centros clinicos y hospitalarios como se muestra en la figura 1, pero Wang et al.,

2020b reconoci6 que podria estar detectarse en muestras de otros sitios.
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Figura 5. Distintas rutas seguidas por el virus SARS Cov 2 en el sistema cautico y

de aguas residuales. Fuente: Adelodun et al. (2020)

Priss-Ustln et al., 2019 informo de la carga de morbilidad por distintas cargas de
microorganismos detectadas en restos fecales transmitidos a través de los sistemas
de aguas, de tal forma que se convierten en un vehiculo potencial para el SARS-
CoV-2, esto es grave especialmente en paises con bajos recursos econémicos,
sumados a los desechos y evacuaciones de los pacientes infectados en los sistema
sanitarios e inclusive sin tratamiento algunos a los cuerpo de agua se convierten en

fuentes de transmision de enfermedad (Kumar et al., 2020).

Hart, y Halden, (2020) ha sefialado que el SARS-CoV-2 es afectado en su vida
media por la temperatura de las aguas residuales y que esta fluctué entre 4.8y 7.2
ha una temperatura de 20 °C, esto puedo ser demostrado por las coincidencias en
la secuencia nucleétida (99%) y en la similitud de las glicoproteinas de pico
respecto a las variantes de SARS-CoV-2 (Hart y Halden, 2020;) especialmente en
la subsecuencia “KRSFIEDLLFNKV” del lugar de escision proteolitica de la
glicoproteina de pico S2 la cual mantiene su presencia de manera importante
(Robson, 2020).
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Métodos para relacionar la carga viral SARS 2 Cov 19 en las aquas residuales y

casos de infeccion de covid 19. Diverso autores han mencionado que el monitoreo
y analisis del ARN del SARS-CoV-2 en las aguas residuales para toda una
comunidad puede resultar mas préactico, debido al concepto de deteccion temprana
del virus efectuada aprovechando las heces (Orive et al., 2020), resulta un método
alternativo para contener la propagacion. Es asi que Daughton (2020) postula el
enfoque de la epidemiologia basada en aguas residuales y su carga solida como
un instrumento efectivo y sostenible para aquellas regiones con bajos ingresos
economicos en el marco de la vigilancia en la prevalencia de la enfermedad COVID-
19.

De acuerdo a Orive et al., (2020), el enfoque de epidemiologia de aguas
residuales o epidemiologia basada en desechos (WBE) se ha venido aplicando
exitosamente para vigilar en alertas tempranas de brotes de virus patégenos
diversos, y en las aguas residuales no tratadas, el virus excretado a través de las
heces es introducido a las aguas residuales para sobrevivir de horas a dias,
entonces la deteccion del virus solo requiere un ensayo de reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) sustentado en acidos nucleicos, usado para confirmar
pacientes con la enfermedad del COVID-19 a nivel global.

Wu et al (2020c), uso los datos de toda la comunidad para fortalecer su modelado
y colecto las aguas residuales de una planta de tratamiento urbano en
Massachusetts hallando presencia de SARS-CoV-2 en titulos altos para ciertos
dias de marzo aplicando RT-qPCR, confirmaron la identidad del virus usando PCR
por secuenciacion directa de ADN, sin embargo, los titulos virales cuantificados
resultaron mayores a lo esperado y de acuerdo a los casos de infectados
reportados en Massachusetts para tal fecha, no pudieron aclarar las diferencias,
hasta completar nuevos pruebas que permitirian ajustes significativos ya que
consideraron su modelo escalable porque podria ser Gtil para modelar la pandemia

por el virus SARS-CoV-2 y los futuros.
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Figura 6. Regresion lineal presentada por Wu et al. (2020c) en la aplicacién del
método WBE para relacionar el SARS Cov 2 en las aguas residuales con los casos

reales de pacientes infectados por Covid 19. En Massachusetts EEUU.

Randazzo et al. (2020) estudio la ocurrencia de ARN del SARS-CoV-2 en aguas
residuales de diversas plantas de tratamiento en la Region de Murcia (Espafia), la
metodologia comprendié la concentracion de las muestras por adsorcion-
precipitacion de AI(OH)s usando un coronavirus porcino (diarrea, PEDV) y
mengovirus (MgV) para controlar el método de recuperacion del verdadero virus
problema. El método se aplicé para monitorear la ocurrencia de SARS-CoV-2 en
un corto periodo de dias entre marzo y abril de 2020 de tratamientos secundario y
terciario, uso ademas la técnica RT-PCR (RT-gPCR) dirigidos a 3 regiones del gen
de la nucleocapsida (N) del virus, al comparar estos resultados con los casos reales
de COVID-19 sefialo que los pacientes eliminaban el ARN del SARS-CoV-2 en las
heces. Peccia et al. (2020), reporto el curso temporal de las concentraciones de
ARN del SARS-CoV-2 en lodos de aguas residuales primarias en pleno brote de la
pandemia COVID-19 en una ciudad norteamericana, entonces detecté ARN del

SARS-CoV-2 en todas las muestras ambientales, el ajuste en el periodo estudiado,
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las concentraciones de ARN del virus siguieron una curva epidemioldgica

significativa con los enfermos del COVID-19.

Weidhaas, et al. (2020) efectuaron una investigacién epidemioldgica de aguas
residuales entre dias de abril y mayo de 2020 en el estado de Utah (EEUU)y
registraron los casos COVID-19 y detectaron el ARN del SARS-CoV-2 en un 61%
del total de muestras de agua residual analizada aunque las cuencas de
alcantarillado urbanas que agrupan residuos de 100.000 habitantes tuvieron
frecuencias de deteccion mas elevadas, por lo cual 2 comunidades se
correlacionaron de manera positiva con el incremento del ARN del SARS-CoV-2 de
las aguas residuales, considero que en sus célculos se debe incluir las
caracteristicas de infiltracion y afluencia, descomposicion del virus y el mismo

alcantarillado.

Graham et al. (2020), empleo el método de la epidemiologia basada en aguas
residuales (WBE) para responder a enfermedades virales por COVID-19 originadas
por SARS-CoV-2 y entonces cuantificaron el ARN del SARS-CoV-2 del aguas
residual y sélidos sedimentados primarios en 2 plantas de tratamiento, las muestras
olidas presentaron frecuencias de deteccion de SARS-CoV-2 elevadas, para ello
usaron RT-PCR de gota digital (dd) de un paso que con RT-QPCR de dos pasos y
ddRT-PCR de dos pasos, . Al analizar la serie de tiempo longitudinal de las
muestras y los controles de recuperacion (coronavirus bovino) y fuerza fecal del
virus de pimienta, los cebadores N1 y N2 se correlacionaron positiva y de manera
significativa con los casos confirmados por la enfermedad de COVID-19. Hata et al
(2021) aplico la epidemiologia basada en aguas residuales (WBE) como una
técnica de alerta temprana del brote de COVID-19, investigo las aguas residuales
analizando la presencia de ARN del SARS-CoV-2 y lo comparo con la cantidad de
casos confirmados de la enfermedad en Japdn, en ese tiempo manejaban una
proporcion de 20casos/100000 personas y uso ensayos basados en PCR, los
resultados dieron positivos y cuantificaron en RT-PCR peor los valores superaron
el nimero de casos reales pero el virus también se detectdé a baja frecuencia.
También Bar et al. (2021), probaron un método de concentracion de virus aplicando
PEG o alumbre, con la finalidad de detectar el ARN del SARS-CoV-2 en las aguas

residuales y luego relacionarlas con las poblaciones afectadas.
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[I. METODOLOGIA

3.1Tipo y disefio de Investigacion

Es una investigacion de tipo no experimental, cualitativa para explicar, interpretar
articulos cientificos (Fuster, 2019), en este contexto, se ha evaluado los nuevos
enfoques respecto a la prevencion de la enfermedad covid 19 a través de los
nuevos conocimientos generados a través de una revision sistematica de busqueda
de relaciones entre los casos infectados reales con la cuantificacion del SARS Cov
2 presentes en las aguas residuales que incluyen los sélidos (materia fecal)

obtenidos en las distintas etapas o tipos de tratamiento de aguas residuales.

El presente trabajo de investigacion es aplicada, una investigacion aplicada porque
aporta conocimientos cientificos, recoge datos reales con la finalidad de actualizar
0 mejorar los principios de teoria, y métodos cientificos y enfocar de manera 6ptima
el problema a y la solucion al mismo (Munarriz, 1992, p.12). En ese sentido, esta
investigacion se consideré aplicada, porque los resultados serviran para ser usados
en otras investigaciones, es decir aporta con el conocimiento cientifico respecto a
la presencia del SAR —Cov2 en las aguas residuales domésticas y hospitalarias.
Respecto al disefio se considerd un disefio cualitativo narrativo de topicos debido
a gue se relata apropiadamente siguiendo una secuencia logica mediante una

revision sistematica (Santos, Hidalgo y Arreaga 2018, p. 97).

3.2Categorias, Subcategorias y matriz de categorizacion

En la tabla 1 se detalla la matriz de categorizacion aprioristica donde sefiala los

objetivos especificos, problemas especificos, las categorias y subcategorias.
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Tabla 1. Matriz de Categorizacion.

PROBLEMAS

OBJETIVOS

CATEGORIAS

SUBCATEGORIAS

REFERENCIAS

¢,Cuales son los métodos
aplicados de colecta de
informacion y muestras en los
PTAR de aguas residuales,

tratadas y no tratadas del WBE?

Identificar métodos
aplicados de colecta en
los PTAR de aguas
residuales, tratadasy no
tratadas del WBE.

Métodos de colecta

Muestras de aguas
residuales, solidos
fecales,
sedimentables,
temperaturas,
flujos de caudal,
trayectoria de
tuberias, numero
de infectados
sintométicos,
asintomaticos,
numero de
poblacion
relacionada con los
PTAR

Wu et al. (2021),
Randazzo et al.
(2020), Peccia et al.
(2020), Weidhaas,
et al. (2020),
Graham et al.
(2020), Hata et al
(2021), Bar et al.
2021
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¢,Cuales son los métodos de
identificacion del SARS-Cov 2 en

aguas residuales?

Identificar los métodos de
identificacion del SARS-
Cov 2 en aguas

residuales..

Métodos de

identificacion

Metodos
Convencionales
paradterminar virus
Metodos de
concentracion
Metodos de
extraccion

Uso de nuevos

materiales

Bar et al. 2021,
Hata et al (2021),
Graham et al.
(2020),
SanJuan-Reyes et
al. (2020), Ahmed,
et al. (2020), Hata et
al. (2021),
Daughton et al.
(2020), Bhardwaj et
al. (2019).

¢,Cuales son los modelos y
relaciones informadas aplicando
epidemiologia basada en aguas
residuales (WBE)?

Analizar los modelos y
relaciones informadas
aplicando epidemiologia
basada en aguas
residuales (WBE)

Modelos y relaciones
WBE

Cineticos de vida
media

lineales

Hart, Halden (2020)
Weidhaas, et al.
(2020) Graham et
al. (2020) Hata et al
(2021
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¢,Cuales son las limitaciones en

las practicas WBE?

Evaluar las limitaciones en

las practicas WBE

Limitaciones

De modelamiento
De validez

Hart et al. (2020)
Wurtzer et al (2020),

Daughton et al.
(2020), Bhardwaj et
al. (2019).
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3.3 Escenario de Estudio

Al tratarse de una revisidn sistematica de articulos cientificos, esta investigacion
no cuenta con un sitio fisico donde se desarrolla el estudio, méas bien esta se ha
efectuado de manera virtual, lo cual permitié hacer la revision de articulos sobre la
presencia del virus SARS-Cov2 en las aguas y desechos fecales provenientes en

las plantas de aguas residuales y de lodos fecales.

3.4 Participantes

El autor de este documento bajo asesoria profesional y académica conforman los
participantes de la investigacion, asimismo las bases de datos empleadas para la
revision de literatura relacionada con 3 temas: estudios de SARVs Cov 2, métodos
de deteccion y cuantificacion y los métodos para relacionar las cantidades de SARS
Cov2 calculados mediante las pruebas en las muestras de agua residual tratada o
no tratada y de los sélidos fecales , esto condujo a la revision de las siguientes

bases de datos: Scopus, SciELO y Google Académico.

3.5 Técnicas e instrumentos de recolecciéon de datos

La técnica aplicada correspondié a la recoleccién de articulos y del analisis
documental, que fue sistematizada en funcion de las categorias formuladas en la
investigacion (Dominguez y Lopez, 2016, p. 15). Una vez establecidas las
categorias, se formularon palabras clave para la busqueda bibliografica
correspondiente, asi se organizaron convenientemente para su registro, analisis y
presentacion (Cegarra, 2011, p. 102). Se elaboraron una base de datos mediante
el registro en Excel como una ficha documentada y por observacion (Dominguez y
Lépez, 2016, p. 55). La ficha incluy6 informacion sobre: titulo, autor (es), tipo de
documento, indexacién, objetivo, método, resultado y conclusiones, tal como se

muestra a continuacion:
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Tabla 2: Técnica e instrumento de investigacion.

Técnica Procedimiento Instrumento

e Recopilacion de articulos

Observacion y cientificos respecto al e Fichade
analisis SARS Cov2, Metodos de recoleccion de
documental deteccién y cuantificacion, datos
estudios de WBE

Fuente: Elaboracion propia

3.6 Procedimiento

La idea de investigacion fue el inicio que marco la ruta de la investigacion, a parir
de la idea surgi6 el problema general a resolver y con ella el objetivo central, luego
surgieron las categorias por resolver, entonces se plantearon 3 categorias de
investigacioén, i) métodos de identificacion del SARS-Cov 2 en aguas residuales, ii)
métodos de muestreo empleados en el monitoreo de SARS-Cov-2 en aguas
residuales, iii) las limitaciones en la interpretacion de los resultados analitico. Con
estas categorias se hizo la busqueda en las bases de datos mencionadas en el item
3.4. Los términos mas importantes para la busqueda en ingles fueron: SARS-Cov
2 identification methods in wastewater, sampling methods used to monitor SARS-
Cov-2 in wastewater, limitations in the interpretation of analytical results. Se
obtuvieron 40 articulos los cuales fueron analizados minuciosamente considerando
los criterios de inclusioén los cuales fueron articulos exclusivos del 2019 al 2021 y
los criterios de exclusién fueron: articulos no indexados y por no contener

informacion relevante para el tema de estudio.

3.7 Rigor cientifico

Esta investigacion ha cumplido estrictamente con los criterios descritos por Varela
y Vives (2016, p.194):
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1) Se establecio el criterio de dependencia sostenido por la consistencia de la
informacion citada, a través del analisis de los articulos cientificos extraidos
de bases de datos cientificos de revistas indexadas.

2) Se ha cumplido con el criterio de rigor de credibilidad debido las citas
efectuadas respetando la idea extraida del autor y al analisis de contrate
efectuado en cada categoria evaluado y estudiado desde las fuentes de
literatura de bases de datos cientificos acreditados.

3) Asimismo el criterio de transferencia, es proporcionado a través del lenguaje
simple usado en este documento basada en los estudios ya realizados.

4) La confirmabilidad de esta investigacion se ha cumplido porque se ha
basado estrictamente en enfoques tedricos y principios que sustentaron el
analisis del tema de investigacién desarrollado.

3.8 Método de Analisis de Informacién

La informacién se agrupo de acuerdo a las categorias y subcategorias, de la cual
tenemos 40 referencias que estan relacionados con la presencia del virus SARS
Cov 2 en las aguas residuales y lodos sedimentarios o heces, la metodologia de
muestro y los andlisis y limitaciones que enmarcan su situacion actual, asi como
los desafios que aun se deben afrontar para convertirlo en un instrumento para la

toma de decisiones.

3.9 Aspectos Eticos

La siguiente investigacion posee aportes de fuentes confiables, respectivamente
citadas respetando a los autores, las referencias bibliograficas siguiendo el manual
ISO 690 de la Universidad César Vallejo (2017), el andlisis de resultados sera
respaldados por los criterios de rigor cientifico establecidos, asi mismo, esta
investigacién podra ser utilizada por cualquier persona que requiera informacion
con respecto al tema de estudio. Se ha tenido como marco ético la veracidad, la
confiabilidad de la informacion proveniente de revistas indexadas pertenecientes a
plataformas digitales de mayor impacto cientifico, respetando el derecho de autor
(citas y bibliografias).
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Se ha usado la guia resolucion de Vicerrectorado de Investigacion N°011-2020-VI-
UCV, la guia ISO 690 de la Universidad Cesar Vallejo para efectuar las citas de los
autores cuyos articulos han sido revisados. Ademas la linea de investigacion ha
sido relacionado con el tratamiento de los residuos conforme se establece en la
guia de investigacion RCU N°200-2018-UCV y las normas de propiedad intelectual
Anexo 01 - RCUN° 0168-2020-UCV.
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https://ucv.blackboard.com/bbcswebdav/pid-12539249-dt-content-rid-72042458_1/xid-72042458_1
https://ucv.blackboard.com/bbcswebdav/pid-12539253-dt-content-rid-72042454_1/xid-72042454_1

V. RESULTADOS Y DISCUSIONES

OEL1: Identificar métodos aplicados de colecta en los PTAR de aguas

residuales, tratadas y no tratadas del WBE.

Definitivamente la colecta de aguas residuales con el objetivo de identificar y
cuantificacion del virus mortal SARS Cov 2, es una actividad de alto riesgo y de
cuidado extremo, por la sanidad del personal y por la cadena de custodia que debe
sostener la confiabilidad de los resultados finales obtenidas por ensayos o analisis
en laboratorio. Wu et al. (2021) desarrollaron la colecta de muestras de agua
residual a nivel nacional en los estados unidos de américa, para cuantificar la carga
viral del SARSCoV-2 exclusivamente en sitios de captacién en la primera mitad del
2020en un rango de servicio de 65 a 5.3 millones de habitantes (promedio 31745
habitantes), ademas registraron caudales diarios de ingreso de 0.005 a 300
millones de galones/dia, con colectas semanales, sin procesar las que fueron
almacenadas a 4 :C previas a su envio a laboratorio. Estas muestras fueron
procesadas entre 1 y 3 dias siguientes a su recepcion. Se empled luz ultravioleta
para fines de esterilizacién en el exterior del contenedor de muestras durante 20
min antes de su manipulacion, posteriormente se pasteurizo mediante tratamiento
térmico en bafio maria (60 :C x 90 min) para inactivar los patdgenos presentes en
la muestras. Luego las muestras ya pasteurizadas fueron filtradas al vacio mediante
una membrana de polietersulfona (0.22 um) y asi eliminar residuos celulares y
solidos. Entonces el sobrenadante fue usado, este fue concentrado para aumentar
el contenido de particulas virales en un menor contenido de agua y el resto se
almaceno (4 |C). Randazzo et al. (2020), en cambio recolecto muestras de agua de
tratamiento primario, secundaria y terciaria de distintos PTAR en la Regién de
Murcia (Espafia), entre marzo y abril de 2020, estas se recolectaron en la mafana
(7-12 p.m.) entre 500-1000 mL de agua en envases de plastico HDPE estériles, las
mismas fueron transferidas en hielo al laboratorio una vez refrigeradas (4 °C) para
luego ser concentradas en 24 h, esto sucedié en submuestras de 200 mL. Peccia
et al. (2020) recolectaron muestras diarias de lodo primario de la instalacion de
tratamiento de aguas residuales en New Haven, Connecticut (CT), EE. UU., que

atendia aproximadamente 200,000 residentes.
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El caudal de la circulacion del agua residual es una variable comin y necesaria
usada en los calculos y el contenido de material solido, asi como el numero de
habitantes al cual corresponde el servicio del PTAR y los casos infectados, sin
embargo los investigadores no cuentan con el nimero de casos asintométicos no

diagnosticados que acompafie la informacion de la colecta de muestras.

Una vez que las muestras son colectadas, estas deben ser preparadas para la
identificacion del SARS Cov2 y su cuantificacion, para ello las muestras deben ser
sometidas a un pre-tratamiento, la finalidad es concentrar el contenido del virus
reduciendo el contenido de agua por calor o por otros métodos como la absorcion-
precipitacion, de tal manera que aumente la cantidad de copias virales en un
volumen reducido de agua. Wu et al. (2021) efectué un enriquecimiento viral y
posteriormente la extraccion de &cido nucleico y RT-gPCR., para ello aplico
controles negativos, eso quiere decir aplico soluciones que no contenian el virus lo
cual les sirvid para evaluar algan proceso de contaminacion de su proceso de
analisis, también uso dos muestras de aguas residuales en biobanco de la misma
instalacion, es decir muestras almacenadas antes de la infestacion del covid 19.
Ademas uso un segundo tipo de control, uso cepas de otros virus de la diarrea
epidémica porcina (PEDV) para controlar que las concentraciones que se
detectaran en el agua residual fueran verdaderas y cepa mengovirus (MgV). Sin
embargo una variable importante resulta ser la concentracion de los virus en la
muestra de agua, se usan algunos meétodos, pero Wu et al (2021) aplico la
adsorcién-precipitacion de Al(OH)3 es decir esta sal, logra la adhesion del virus en
sus estructuras llegando a sedimentarlo entones es mas facil decantar el agua y
guedarse con la fase sélida. Luego al mismo tiempo trata las muestras obtenidas
antes de la pandemia que siguen todo el proceso anterior y sirven para validar el
método. Randazzo et al. (2020), prefiere calentar las muestras (65 ° C) x 1 h para
inactivar el SARSCoV-2 y luego centrifugar y acidificar la solucién para liberar las
proteinas de la cépside del virus y el ARN del virus, y luego filtrar la solucién
(Weidhaas, et al. 2020). Otra forma de concentrar es usando el sobrenadante de
una centrifugacion con polietilenglicol (PEG) y NaCl sustancias clasicas usadas
para adsorber el virus y luego centrifugar para separar el liquido y responder el

sélido enriquecido con el SARS Cov 2 (Hata et al (2021). Sin embargo, el pre-
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tratamiento de la muestra colectada puede generar los sesgos de la investigacion.
(Ver tabla 3)

La vigilancia en la variacién de concentracion de ARN del SARS-CoV-2 en la
entrada de la planta de tratamiento en un determinado periodo de tiempo resulta
Gtil para optimizar la alerta temprana respecto a la propagacion del virus en el sitio
estudiado, se han usado muestras aguas arriba que corresponden a los pozos de
mantenimiento del alcantarillado, como también aguas abajo pero es mas limitado
debido a la mayor variacion, también se han registrado mapas de la red de
alcantarillado y los datos sobre los flujos o caudales de operacion, la informacion
se ha visualizado en mapas en GIS para asegurar y seleccionar los puntos de
muestreo (Thompson et al 2020). También se ha cuantificado el ARN del SARS-
CoV-2 en solidos sedimentados conformados por las heces es un objetivo fiable y
sensible para la WBE (Graham et al 2020).
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Tabla 3. Caracteristicas de la colecta de aguas residuales tratadas y no tratadas para la aplicacion de la epidemiologia

Muestra Pais/Instalaciones Objetivo Colecta Pre-tratamiento
Evaluar la tasa de | Colecta de dos muestras de aguas | Enriquecimiento viral (con muestras de 80 | Wu et al.
deteccion y la precisién | residuales en una instalacion de | ml), extraccién de acido nucleico y RT-gPCR. | (2020)
de la vigilancia de aguas | tratamiento de aguas residuales urbanas | Como controles negativos, dos muestras de
residuales del SARS- aguas residuales en biobanco de la misma
Aguas EE UuU- » ) y
) CoV-2 por comparacion instalacion
residuales Massachusetts
de resultados en aguas
residuales y recuentos
de casos reportados
clinicamente.
Aguas 6 EDAR. Regién de | Detectar la presencia de | Colecta de 42 muestras de agua de | Control de proceso: Uso dos cepas, i) cepa | Randazzo
residuales Murcia, Espafia ARN del SARS-CoV-2. efluente tratada de afluente y 18 | CV777 del virus de la diarrea epidémica | etal.
secundarias y 12 terciarias | porcina (PEDV) (familia Coronaviridae, | (2020)
Volumen = 500 -1000 mL | género Alphacoronavirus) para el control en

Recipientes de plastico HDPE estériles
hielo a 4 C
Se concentraron en 24 h (submuestras de
200 mL)

Guardadas en

la concentracibn de agua ii) mengovirus
(MgV). vMCO (CECT 100000) (Picornaviridae)
designado en el método estandar 1SO 15216-

1, 2017 como control de proceso.

Concentracion: Adsorcién-precipitacion de
AI(OH)3 para concentrar virus entéricos de
aguas residuales. Validacion: uso de
muestras de agua de afluente de épocas

antes virus covid 19 almacenadas a 80 C
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A 200 ml de muestra se inocularon PEDV y
MgV a pH = 6 y dio precipitado de Al (OH)3 +
AICI3 0.9 N agiatdos a 150 rpm por 15 min.

Concentracion: Por centrifugacion a 1.700
9/20 min. El sedimento se resuspendi6 en 10
ml de extracto de carne de vacuno al 3% pH
7.4. Volumen: 50 ml se agité por 10 min a 150
rpm. El concentrado se centrifug6 a 1900 g/30
min. El sedimento se resuspendi6é en 1 mL de
PBS y se afiadi6 MgV como control del

proceso.

Muestras diarias
de lodo
primario.
200,000
residentes

Instalacion de
Reduccién de la
Contaminacion del
Agua de East
Shore (ESWPAF)
en New Haven, CT,
EE. UU

Evaluar el curso temporal
de las concentraciones
de ARN del SARS-CoV-2

en los lodos de
depuradora primaria
como un indicador

principal de la dindmica
de los brotes dentro de
una comunidad atendida
por la planta de

tratamiento.

Muestras diarias de lodo primario (8 -10
a.m.). Almacenaron a -80°C. Flujos de
1.75 m3/s.
contenido de solidos de 2.6% a 5%.

agua residual tratados:

Peccia et
al. (2020)
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Aguas Plantas PTAR, Determinar la carga de | Submuestras de 1 L de una muestra | Se calentaron inmediatamente a 65 ° C | Weidhaas,
residuales. enfermedades de la | compuesta refrigerada ponderada por | durante un minimo de 1 h en un bafio de agua | et al.
EEUU comunidad para los | flujo de 24 horas. Botellas de recoleccion | o en una incubadora para inactivar el | (2020)

2.100 millones de | de polipropileno no estériles de 1 L y se | SARSCoV-2 (OMS).

personas que se estima | blanqued el exterior de la botella. Luego, | Centrifugaron a 4000 x g durante 20 min Se

que viven en 105.600 | las botellas se transfirieron a | acidificé un total de 100 ml de sobrenadante a

mediante la deteccion de | contenedores de almacenamiento | un pH de 3,0 a 3,5 con HCI 1,0 N. acidez de

ARN del SARS-CoV-2 | secundario y se transportaron a 4 ° C en | las proteinas de la capside del virus y el ARN

en, en 10 cuencas de | 1a8h del virus, filtros de membrana de 0,45 uM de

alcantarillado (EDAR) éster de celulosa mixto cargado

distritos de todo el negativamente. congelaron a -80 ° C

mundo
Aguas San José-Santa | Relacién entre el ARN | Efluente se agrega FeCI3 a su flujo de | Muestras de agua residual, congeladas, (4 ° | Graham et
residuales y | Clara- California, | del SARS-CoV-2 en | desechos (10 mg / L) C) descongelaron (12-48 h). Centrifugaron | al. (2020)
sélidos Estados  Unidos. | sblidos sedimentados, | . El tiempo de residencia de los sélidos | (43 y 45 ml) a 24.000 g x 15 min (4 ° C) para

sedimentados

poblaciones de 0,2

y 1,5 millones

en aguas residuales con
casos de COVID-19 por
el método WBE

sedimentados en clarificador primario: 2
de 14 h para POTW Ayt=1y 2 h para
POTW B.

sedimentar soélidos. El sobrenadante (40 a 42
ml) se decantd y se precipitaron los virus, se
usaron cebadores N1 y N2, PEG. Controles
de recuperacion exdgenos y enddgenos
(cepa A59 y PMMoV de MHV) y PMMoV
también como control de la fuerza fecal.
control positivo: cepa de vacuna atenuada de
coronavirus bovino (BCoV) se afadié antes

de la extraccion de acido nucleico utilizando
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kits de ADN / ARN vy purificacion adicional

mediante columnas de eliminacion de

inhibidores de PCR

Sdlido: congelados a (4 ° C) (rango: 12-48 h),
(835-53 mL) se
centrifugaron a 24.000 ga (4 ° C) x 30 min y

entonces submuestra

se decantd el sobrenadante. Calculo de

sélidos (%)

Aguas
residuales

Ishikawa y Toyama

en Japon

Verificar el enfoque WBE
COVID-19  por

comparacion  de la

para

concentracion de SARS-
CoV-2 detectada en
aguas residuales con los
casos de COVID-19
registrados en la

vigilancia clinica

Se colectaron muestras de aguas
residuales de 5 plantas de tratamiento
con volumen entre 12.800 a 156.000
m3/dia, servicios entre 31.501 y 233,480
pobladores. Se recolectaron muestras al
azar (100 mL) en la mafiana (9 a 10 am.),
semanal o quincenal con un total de 45
(-80 ° Q).
Submuestras: V= 80 mL y 20 mL, se

muestras. Congelacion

concentraron de virus y cuantificacion de

fagos F

Concentracion de virus: submuestras de 80
mL a 3000 x g x 5 min. El sobrenadante se
mezcld con 8.0 g de polietilenglicol (PEG) vy
4.7 g de NaCl a 10% y 1 M, se incubé en la
noche con agitacion a 4°C. Centrifugd a
10.000 x g x 30 min. el sedimento se
resuspendieron en 500 yL de tampodn fosfato

como un concentrado de virus.

Hata et al
(2021)
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aguas
residuales

Tel Aviv-Israel

Cuantificar
CoV-2

residuales.

el

en

SARS-

aguas

Equipo de muestreo desinfectado vy
esterilizado en puntos calientes por 24 h.
Muestras de 200 ml cada 30 minutos x 24
horas. muestreador automatico (6-10 L)

se repartieron en muestrasen 2L . S

Submuestra de 1 ml de aguas residuales sin
tratar en tampon de lisis para extraer ARN.
Muestra almacenada a -20° C o -80° C para

concentracién de virus y extraccion de ARN.

Bar et al.
2021
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OE2: Identificar los métodos de identificacion del SARS-Cov 2 en aguas

residuales.

La identificacion y cuantificacion del SARS Cov 2 en las aguas residuales, depende
del pre tratamiento y condiciones de muestreo y almacenamiento como se vio en el
objetivo anterior, sin embargo la preparacion dela muestra decide su alcance y
validez de resultados. Debido a la naturaleza de las aguas residuales y composicion
tan compleja es crucial el desarrollo aplicar nuevas técnicas de extraccion usando
biomarcadores, y emplear materiales y técnicas muy selectivas, de elevada
sensibilidad y econdmicas (SanJuan-Reyes et al 2020). La figura 7 muestra el
proceso usado comunmente para la identificacion y cuantificacién del virus SARS
Cov2.

Cuantificacion %
de F-fago
<

Murine norovirus

fPrecipitacién
PEG

Extraccidn
RNA

v

: : Murine norovirus
[ Eficiencia de ] Eficiencia de
precipitacion PEG RNA extraccion-
gRT-PCR

Figura 7. Procesamiento de muestras de aguas residuales para la determinacion
de virus SARS Cov2 usando polietilenglicol PEG y cebadores N1 y N2 asi como

otros virus para el control de los procesos.

Es importante mencionar que esta metodologia estarelacionada con la
epidemiologia basada en aguas residuales (WBE) que ha sido considerada una
herramienta estratégica para evaluar, predecir y manejar los brotes de
enfermedades por covid 19; esto ha llevado a la aplicacion de etapas analiticas
basicas que son la deteccion, extraccion y analisis de componentes bioldgicos y
guimicos conocidos como biomarcadores, como se ha mostrado en la tabla 4, por
ejemplo. Ahmed,et al 2020, A. Hata et al (2021).
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Graham et al. (2020) desarrollo una investigacion para relacionar el ARN del SARS-
CoV-2 en sélidos sedimentados y de aguas residuales con casos de COVID-19 en
San José-Santa Clara- California, Estados Unidos para poblaciones de 0,2y 1,5
millones y desarrollo el andlisis cuantitativo de dicho curso temporal del virus
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa de transcripcion
inversa (RT-gPCR, entonces cuantificé otros virus que usé como bioindicadores
(PMMoV, MHV, BCoV y SARS-CoV-2 N1y N2) en dos pasos. Sin embargo, estas
evaluaciones se encuentran en la etapa inicial, y se requiere mucha informacién de
distintas partes del mundo y lograr una metodologia de deteccion confiable ademas
de sensible p (Hata, et al. 2020). Ademas el virus al parecer tiene una corta vida en
las aguas residuales y se requiere de métodos mas integrados, ya que el SARS-
CoV-2 viable o no viable en el agua se puede degradar en componentes
secundarios y se requiere métodos para seleccionar y cuantificar apropiadamente
el virus (Daughton et al. 2020). AGn no cuenta con un ensayo estandar a nivel
mundial para detectar y cuantificar el SARS-CoV-2 en aguas residuales. Como se
ha presentado en este documento, la técnica més convencional es el RT-qPCR
pero se necesita un método estandarizado para la deteccion y cuantificacion
precisas del virus, el muestreo, la extraccion, el aislamiento la deteccién y
cuantificacion debe ser estandarizado y tener precisibn como los métodos

convencionales (Bhardwaj et al 2019) usados para otros virus.

Lipid
Nucleoid Membrane

Metodos Immunolégicos

Ensayos inmunoabsorbentes
ligados a enzimas

Ensayo de aglutinaciénEnsayo
= de inmunofluorescencia

Ensayo de neutralizacion de

» Myocarditis oo
y reduccion de placa

* Pharyngitis
» Hepatitis

Ensayo inmunomagnético

» Meningitis
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Figura 8. Métodos convencionales usados para identificar y cuantificar virus en
otros procesos epidemiologicos. Fuente Adaptado de Bhardwaj et al (2019)

Bhardwaj et al (2019) ha difundido las nuevas técnicas de deteccion de patdgenos
basadas en la deteccion o6ptica usando distintos nanomateriales como las
nanoparticulas de oro, puntos cuanticos, polimeros fluorescentes vy fibras Opticas
para los patdgenos transmitidos por el agua, estos materiales se convierten en
sensores prometedores a los métodos convencionales con problemas de viabilidad

en el agua o no.
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Tabla 4. Métodos de deteccion y cuantificacién del SARS Cov 2 en aguas residuales.

Pais Objetivo Identificacion Previa Cuantificacién Conclusion Referencia
EE UU- Evaluar la tasa Prueba inicial: PCR y electroforesis en gel | Con protocolo de enriquecimiento viral El titulo medio de SARS-CoV-2 Wu et al.
Massachu | de deteccion y utilizando cebadores especificos para el en las aguas residuales utilizando estimado: 57 a 303 copias por ml | (2021)
setts la precision de gen SARS-CoV-2 S. Resultado: + SARS- | usando RT-gPCR. de aguas residuales

la vigilancia de CoV- 2. Uso de cebadores/sondas dirigidos a los | Muestras de biobanco: - para los
aguas Confirmacion de sefial: PCR a 137 pb , loci N1, N2 y N3 del gen de la 3 conjuntos de cebadoresUso
residuales del control sin molde para ensayos de PCR: nucleocapsida del SARS-CoV-2 para Protocolo simple de
SARS-CoV-2 - amplificcion del ADNc transcrito de enriquecimiento viral y extraccién
Secuenciacién de Sanger: + identidad del | forma inversa a partir del ARN viral. de ARN es suficiente para lograr
97 al 98% con el gen SARS-CoV-2 S la identificacion viral.
Regién de Extraccion del virus: EI ARN viral se | Cuantificacion: EI ARN de MgV se | Las pruebas de poblacién masiva | Randazzo
Murcia- extrajo de los concentrados por medio del | cuantific6 por medio del kit UltraSense | son la primera opcion para reducir | et al.
Espafia kit de virus NucleoSpin. Uso de mezcla | One-Step en con el metodo RT-gPCR . | el riesgo de las olas pero en su (2020)

cocnetrada (150 mL) + 25 mL de Plant
RNA Isolation Aid + 600 mL de tampdn de
lisis (kit de virus NucleoSpin). Centrifugd
por 5 min a 10.000 g para eliminar los
residuos. Sobrenadante en 100 ml de
H20 libre de ARNasa.

Deteccioén: El ARN viral se detect6 en el

equipo RT-PCR en tiempo real TagMan
(RT-gPCR)

La mezcla de reaccién (10 ml): 2 ml de
mezcla de reaccion + 0.5 ml de albimina
de suero bovino + 0.2 ml de colorante de
referencia + 0.5 ml de mezcla de enzimas
+ 0.90 pmol/ml de imprimacion + 0.5
pmol/ml de imprimacién.

Pardmetros del ciclo: RT a 55 °C por 1 h,
precalentamiento a 95 °C x 5 min y 45
ciclos de amplificacion a 95 °C x 15 s +
60 °C x 1 min y 65 °C x 1 min. Se usa
ARN de MgV para verificar inhibidores de
RT-gPCR y ARN de PEDV se detect6
usando equipos TagMan RT-gPCR.
Analisis: Cada ARN duplicado y cada
ensayo de RT-gPCR incluyé controles
negativos (agua libre de nucleasas) y
positivos. Control negativo:; Muestras
colectadas antes del covid para excluir
falsos positivas.

ausencia, la monitorizacién de las
aguas residuales del ARN del
SARSCoV-2 puede brindar una
imagen confiable
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Cuantificacion: Curvas de calibracion. El
ARN de SARS-CoV-2 se cuantificé en
una curva estandar externa usando un
control de plasmido cuantificado (IDT).
Rango dinamico lineal entre 5 x10 y 5x
104. El limite de deteccion (LOD): 50 gc

New
Haven,

CT, EE.

uu

(CT) QRT-PCR

El ARN viral del SARS-CoV-2 fue
detectable en todas las muestras
analizadas y vario desde 1,7 x 103
copias de ARN de virus mL-1 a 4,6 x 105
copias de ARN de virus mL-1. cebadores
de nucleocapside N1 y N2 del virus y
ambas réplicas. El andlisis del gen de la
ribonucleasa P (RP) humana se utilizd
como control,

Analisis de lodo primario es
indicador usando un modelo de
series de tiempo de error de
medicién de retardo distribuido,
bayesiano, para caracterizar
correctamente multiples fuentes
de incertidumbre de la prueba

Pruebas cuantitativas de ARN viral. Para
cuantificar las concentraciones de ARN
del virus del SARS-CoV-2 en el lodo
primario, se agregaron directamente

2.5 ml de lodo mezclado (kit) para aislar
ARN total del suelo. Sedimentos de ARN
aislados disueltos en 50 ul de H20 libre
de ARN..Cuantificacion:
espectrofotometria

El ARN del SARS-CoV-2 se cuantifico
por reaccién en cadena de la polimerasa
con transcriptasa inversa cuantitativa en
un solo paso (qRT-PCR)

Control: cebadores N1y N2

Volumen de muestras en reaccion= 20
L, T=50 °C x 10 min, 95 ° C/1 min, con
tratamiento continuo.

Peccia et
al. (2020)
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Cuantificacion de ARN de SARS-CoV-2:
Se hizo curva estandar con copias de
ARN de virus.

Se us6 lodo de aguas residuales de 2018
como control

EEUU

Extraccién de acidos nucleicos:
Laboratorio 1 y 2 usaron método de
extraccion manual, Laboratorio 3 uso kit
RNEasy

Cuantificacion de numero de copias de
genes virales/ml de aguas residuales: Se
aplicé la reaccion en cadena de la
polimerasa cuantitativa con transcriptasa
inversa (RT-gPCR). Los cebadores,
sondas , mezcla de cebadores y sondas
N1y N2

Cuantificacion de ARN mediante un lector
de placas. y se diluyeron a
concentraciones de trabajo de 25 a 50 ng /
ul para evitar la inhibicion de la reaccién de
RTgPCR

Termocicladores utilizados para el RT-
gPCR :EnLab 1y 2: T=25° C x 2 min;
T=50° C x 15 min; T=95° C x 2 min; y
45 ciclos de desnaturalizacion (95 ° C)x
3 syrecocido (55°C)x 30s. Lab 3: T=
50 ° C x 10 min; T=95 ° C x 3 min; y 45
ciclos de desnaturalizacion (T= 95 ° C) x3
s y recocido (55 ° C) x 30 s. Cada ciclo
de RTQPCR incluy6 controles positivos.
controles de amplificacién negativos que
consisten en 5 pl de agua de grado PCR

Cuantificacion; una curva estandar de
dilucién del control positivo.

Ademas se hizo Decaimiento de la sefial
del ARN del virus durante el
almacenamiento: Para evaluar la
influencia del tiempo de viaje del
alcantarillado y las condiciones de
almacenamiento de las muestras en la
descomposicion de la sefial del ARN del
SARS-CoV-2 en las aguas residuales,

El sindrome respiratorio agudo
severo coronavirus 2 (SARS-CoV-
2), que causa la enfermedad por
coronavirus (COVID-19), se
elimina en las heces y el acido
ribonucleico viral (ARN) es
detectable en las aguas residuales

Weidhaas,
et al.
(2020)
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San José- | Relacién entre el | Extraccion 1: Alicuotas de 0.2 a 0.4 g de | Se cuantific6 PMMoV, MHV, BCoV y | Los sélidos concentran | Graham et
Santa ARN del SARS- | muestra para extraccién con kit DNA/RNA. | SARS-CoV-2 N1 y N2 por el método de | naturalmente el SARS-CoV-2, lo | al. (2020)
Clara- CoV-2 en | Extraccién metodol: Alicuotas (2.8 g de | RT-QPCR de dos pasos. Se us6 | que lo convierte en un objetivo
California, | sélidos muestra) con el kit de ARN. Control: | diluciones del extracto. Agua residual: Se | confiable para WBE
Estados sedimentados, Muestras+BCoV. Purificacion de acidos | usé moldes ARN sin diluir y diluido 1:10;
Unidos. en aguas | nucleicos: Usando columnas de | para los sélidos: sin diluir, moldes ARN

residuales con | eliminacién de inhibidor de PCR diluido 1:10 y 1:50. EI ADNc resultante

casos de se us6 como molde en ensayos QPCR.

COVID-19 Las curvas estandar estdndares de

ADNC.

Ishikawa | verificar el | Concentracion de virus: submuestras de | Ensayos de gRT-PCR efectuados en | Es mas probable que el virus | Hataetal
y Toyama | enfoque 80 mL a 3000 x g x 5 min. El sobrenadante | TagMan para detectar y cuantificar | SARS-CoV-2 se detecte cuando el | (2021)
en Japdn é"(’)E\‘/'?D 19 pgg’; se mezclé con 8.0 g de polietilenglicol | SARSCoV-2 'y MNV  enriquecido | COVID-19 prevalece en el area de

comparacion de la
concentracion de
SARS-CoV-2
detectada en
aguas residuales y
casos COVID-19

(PEG) y 4.7 g de NaCl a 10% y 1 M, se
incub6 en la noche con agitacion a 4°C.
Centrifugé a 10.000 x g x 30 min. el
sedimento se resuspendieron en 500 pL
de tampén fosfato como un concentrado
de virus.

Extraccion de ARN: Se us6 como control
el norovirus murino MNV de proceso
molecular en la extraccion de ARN-RT-
gPCR. 140 pL del concentrado de virus +
1.7 x 104 copias (reserva viral) de MNV vy
se extrajo ARN usando un mini kit de ARN
viral y se obtuvo 60 pL de extracto de ARN,
y se cuantifico por qRT-PCR para la
deteccion de SARS-CoV-2 y el MNV
enriquecido.

mediante qTOWER, la cuantificacion del
ARN de MNV, con cebador y un conjunto
de sondas TagMan. Cuantificacién de
SARS-CoV-2, dos cebadores y
conjuntos de sondas TagMan

influencia y puede detectar <1,0
por cada 100.000 personas
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Tel Aviv-
Israel

Cuantificar el
SARS-CoV-2 en
aguas
residuales.

Concentracion y analisis de la muestra,
particulas virales entre 0.25-1 litro de
muestras, primera centrifugacion para
eliminar el sedimento y las particulas
grandes. La concentracién secundaria del
sobrenadante mediante polietilenglicol
(PEG) o alumbre (20 mg / I), seguida de
centrifugacion. La mezcla incubada a 4°C
agitada a 100 rpm x 12 h, centrifugado a
14.000 g x 45 min a 4°C para sedimentar
las particulas de virus. Resuspension en
solucién salina tamponada con fosfato
(PBS).se centrifugo y concentr6 a 1 ml. Y
almacenadas -20/-80 ° C. Extrajo el ARN
viral de las muestras con un kit de
extraccion de ARN viral y luego se
almacené a-80° C.

Identificacion y cuantificacién del SARS-
Cov2: Acidos nucleicos virales extraidos
se transcriben de forma inversa y se
cuantifican en qPCR para el cDNA con
cebadores directos e inversos que
incluian la sonda TagMan. Amplificacion
de gPCR duplicada en un sistema de
PCR en tiempo real con pruebas de
control positivo y negativo como control
de calidad. Diluciones en serie de ADN
plasmidico que tiene el gen SARS-CoV-
2 E para generar la curva estandar.

Desarrollaron 2 métodos para
aislar el virus de aguas residuales
por concentraciéon con PEG y / o
alumbre y presentamos una curva
lineal "dosis-dependiente” como
herramienta para la vigilancia viral
en muestras ambientales

Bar et al.
2021
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OE 3: Modelos y relaciones informadas aplicando epidemiologia basada en

aguas residuales (WBE)

Hart, Halden (2020) emplearon un analisis y modelo de simulacién computacionales
para cuantificar las infecciones activas por el covid 19 a nivel local y mundial
usando WBE, para un rango de poblacion de 100 mil a 2 millones de personas para
casos sintomaticos y asintomaticos y esperaron calcular a las personas no
infectadas tedricamente factible, para ello consideraron los puntos calientes de
epidemias pasadas, presentes y emergentes como las SARS Cov 2 en algunas
ciudades del mundo, usaron datos de temperatura, el caudal de agua en el
alcantarillado y el uso de agua por persona como variables del proceso. Asimismo
usaron programas de georeferenciacion como ESRI ArcGIS para asignar la carga
de flujo en clima seco a las alcantarillas segun las densidades de poblacién y el
NetSTORM v.2019.06 para convertir salidas binarias en series de tiempo de flujo y
velocidad para cada segmento de tuberia y luego localizarlos en un plano con
especificaciones mas particulares dependiendo de la ciudad y condiciones

particulares.

Weidhaas, et al. (2020) investigo entre abril y mayo del 2020 los servicios de agua
gue atendian al 39% de la poblacién del estado de Utah equivalente a 1.26 millones
de personas, logro el 61% de deteccion de ARN del SARS-CoV-2 del total de
muestras analizadas y encontr6 detecciones mas altas por encima a 100.000
personas y brotes de COVID-19 con el aumento del ARN del SARS-CoV-2 y una
disminucién de casos con la disminucion en el ARN, concluyo que la tasa de
descomposicion de primer orden en las aguas residuales con el 90% del ARN
presente en las aguas que ingresaban al sistema, enfatizo que deben contemplarse
caracteristicas de infiltracion y afluencia, descomposicion del virus y alcantarillado.
Sin embargo, Graham et al. (2020) Sefala que la incorporacion del material fecal
es un buen indicador y genera correlaciones validas en la cuantificacion del ARN
del SARS-CoV-2 en el afluente de aguas residuales y los solidos sedimentados
primarios de 2 PTAR, confirmo que los solidos albergaban mas objetivos virales
estos sedimentos primarios dieron como resultado frecuencias de deteccion mas

elevadas que las muestras de afluentes analizadas.
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Figura 9. Proceso WBE usado por Graham et al. (2020) en busqueda de la relacién
de SARS Cov2 en aguas residuales y los casos Covid 19 de San José-Santa Clara-

California, Estados Unidos.

También, Hata et al (2021) aplico el método WBE como alerta temprana de brote
de COVID-19, de 45 muestras de aguas residuales que alimentaron 5 PTAR,
detecto el acido ribonucleico (ARN) del SARS-CoV-2 mediante ensayos en PCR y
los resultados indicaron 21 muestras positivas en las pruebas RT-PCR, la
frecuencia de deteccidn se incremento para el total de casos confirmados del virus
en 100.000 personas superando en una razon de 10 por cada sitio y sefialo que
también podria detectarse el virus a baja frecuencia para nimeros menores de 1.0.
Sin embargo, es evidente la existencia de limitaciones en esta metodologia WBE
ya que se ha mostrado cierta incapacidad para identificar a las personas y ubicarlas
de manera especifica, tampoco se han observado formas para compensar los
efectos de la temperatura sobre los resultados que genera una vulnerabilidad en
los datos de WBE y por tanto se produce una subestimacion o sobreestimacion

respecto a los casos reales.
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Tabla 5. Métodos de modelamiento usados en la epidemiologia WBE para predecir la prevalencia del virus SARS Cov 2 en funcién de las aguas residuales

Pais . . .

Instalaci Objetivo Tipo de Con3|detaC|ones de Método Recomendaciones Limitaciones Referencia

ones Modelo método

Tempe, Este estudio de | Modelo Se aplicd la tasa de carga | Calculo del tiempo de viaje de | En el mejor de los casos sin | El grafico es util para | Hart, Halden

Arizona, | modelado hidraulico de aguas residuales per | las aguas residuales en el | pérdida de sefial en el | determinar los limites de | (2020)

EE. UU. | computacional y capita. Las estimaciones | alcantarillado a la planta | alcantarillado, la generacion de | deteccion teéricos. Sin

analisis de de densidad de poblacion, | (recoleccién), las tasas de | aguas residuales (50 a 500 L / | embargo, los limites
costos Sirvio con caudales promedio y | flujo volumétrico de aguas | persona / dia) y la diseminacidon | practicos de deteccion del
para identificar a curvas diurnas basadas en | residuales y las velocidades. | de virus (56,6 millones a 113,2 | virus pueden ser mas
WBE como una los datos del medidor. Se | Se us6 modelado SWMM de | mil millones de viromas / dia) son | bajos debido a la posible
herramienta estableci6 un modelo | la Agencia de Proteccion | variables importantes determinar | pérdida de la sefial de
rapida, SWMM de la EPA de EE. | Ambiental de EE. UU. (EPA). | la detectabilidad en las aguas | qRT PCR en el
econémica y UU., para simular un | Se us6 ESRI ArcGIS para | residuales de la comunidad de | alcantarillado debido a la
potencialmente periodo de 72 horas de | asignar la carga de flujo en | una sola persona infectada entre | degradacion del virus y la
robusta para condiciones tipicas de los | clima seco a las alcantarillas | cien o dos millones de individuos | pérdida de ARN.
rastrear SARS- dias de semana segun las densidades de | sanos, asumiendo una
CoV-2 /| COVID- poblacion Se us6é Network | distribucion homogénea de los
19 Analyst en ESRI ArcGIS para | casos.

analizar la acumulacion del

tiempo de viaje de las aguas

residuales desde el hogar

hasta el emisario a través de

la red de tuberias.

EEUU cinetica Descomposicion Suma estimada de individuos | Resultados pueden tranquilizar P Weidhaas, et
Lineal de | observada del ARN del | con diseminacién de SARS- | al publico, favorecer la Durante.,el analisis de al. (2020)
primer orden | SARS-CoV-2 enlasaguas | CoV-2 en cuencas de | reapertura responsable de las gorrelangg gevlozs casos

residuales en | alcantarilado durante el | economias internas y C%VID-lQ ) Ze- deggg
almacenamiento a (4, 10 0 | periodo de estudio en | proporcionar una alerta . S i
35 ° C) y tasas de | comparacion con la suma de | temprana de los brotes. considerar la infiltracion y

Correlacionar el
ARN del SARS-
CoV-2 en aguas
residuales

desintegracion de primer
orden (sefial del virus no
fue detectable después de
12hyT=35°C

casos confirmados de
COVID-19.

Comparacién intralaboratorio
de extracciones y ensayos de
gPCR por triplicado.

la entrada, la
descomposicion del virus
y las caracteristicas de las
cuencas de alcantarillado
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Efecto de las velocidades de
flujo en la relacion entre el
SARS-CoV-2 millones de
copias de genes virales /
céapita / dia o copias de genes
/ ml de aguas residuales.

San Relacion entre el | No presenta Muestras compuestas de | Relaciona casos nuevos | Investigar el tiempo y cantidad | Se necesita informacién | Graham et
José- ARN del SARS- | funcién aguas residuales antes | confirmados de COVID-19 y | eliminada de ARN viral en las | adicional de duracién y | al. (2020)
Santa CoV-2 en sdlidos | matemética que muestras al azar | casos nuevos suavizados | heces; magnitud de eliminacion
Clara- sedimentados, debido a la variacion en el | con concentraciones de N1y del ARN viral en las
Californi | en aguas flujo, pero no aplicable a | N2 medidas en sélidos heces; y cuanto de ARN
a, residuales  con los solidos sedimentados viral se encapsula frente al
Estados | casos de extravirico en las heces y
Unidos. COVID-19 las aguas residuales para
predecir su destino y
poblacio transporte en el flujo de
nes de desechos.
02y15
millones
Japén verificar el | Ishikawa (r | Coleccién de muestra, pre | Tratamiento de muestra al | Averiguar la cantidad de ARN | Para mejorar la | Hata et al
enfoque  WBE | =0.45) tratamiento, Extraccion de | azar y compuesta para la | viral encapsulada des heces y | aplicabilidad de WBE, | (2021)
para COVID-19 | Ishikawa vy | ARN, ensayos de (RT- | correlacion entre el SARS- | las aguas residuales. Usar | validacion de la forma de
por comparacion | Toyama PCR que incluye Ila | CoV-2 enla muestray con el | muestra compuesta mejora la | recoleccién de muestras,
de la | (r=0.51) secuenciacion de | nimero de casos. Se us0 el | correlacion entre el SARS-CoV-2 | mejora de la sensibilidad
concentracion de | rSpearman amplicones, eficiencias de | método epidemiologia | en la muestra y el nimero de | del ensayo,
SARS-CoV-2 las concentraciones de | basada en aguas residuales | casos.. Usar controles viruscon | y la identificacion de
detectada en virus y extraccion de ARN- | (WBE) envoltura, para evaluar la | controles adecuados son
aguas residuales gRT-PCR, datos de la confiabilidad del ensayo. Es | necesarios

con los casos de
COVID-19

registrados en la
vigilancia clinica

vigilancia epidemioldgica y
de la deteccion de virus.
Eficacia de la precipitacién
de PEG para detectar
SARS-CoV-2 en aguas
residuales, comparacion
de ensayos (qRT-PCR -
para ARN del SARS-CoV-
2), relacién en la aparicion
de SARS-CoV-2 en aguas
residuales y los casos de
COVID-19

recomendable aplicar mdltiples
ensayos de gRT-PCR porque
pueden funcionar de forma
complementaria
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OE4: Limitaciones en las préacticas WBE

Se ha evidenciado que la degradacion del virus SARS Cov 2 es un problema para
su deteccion y medicidn en tiempo real, este esta sujeto a las temperaturas y
composicion del agua residual, no hay una informacién exacta sobre su prevalencia
en aguas. Hart et al. (2020) estimé la vida media del virus en aguas residuales entre
47 — 7.2 h a temperatura ambiental de 20°C, pero también su propia
descomposicion genera productos secundarios que servirian como indicadores
para los cuales hay que desarrollar técnicas de identificacion y cuantificacion, por
tanto se requiere conocer el mecanismo de descomposicion del virus, sin embargo
poco sobre la vitalidad del SARS-CoV-2 en el agua Wurtzer et al (2020),lo cual abre
otro enfoque para mejorar las precisiones sobre el SARS Cov 2 y su prevalencia o
prediccion. La tabla 6 sefala algunos aspectos identificados en busqueda de las
relaciones entre los casos reales y la presencia del SARS COv 2 en las aguas

residuales.
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Tabla 6. Limitaciones en la aplicacion de WBE usando relaciones entre la presencia de SARS Cov32 y en aguas residuales y casos de

infectados
Evaluar la tasa de | Tamafios de heces tipicos: 200 | Cualquier conclusion rigurosa | Se requeriran experimentos | Wu et al.
deteccién y la | g, dilucion: 1.36 x 10° litros, | depende de una serie de factores que | adicionales para calibrar estos | (2020)
precision de la | Poblacion: 2.3 X 10° | se desconocen, como la linea de | nUmeros.
vigilancia de aguas | personas/deposicion/dia tiempo y la carga de excrecion fecal, la | Se requieren datos adicionales sobre
residuales del SARS- | No hay pérdida de ARN viral. pérdida de particulas virales en las | la eliminacién viral en las heces
CoV-2 lineas de alcantarillado y la pérdida | durante el curso clinico de la
exacta de ARN viral durante los | enfermedad en pacientes con SARS-
procedimientos experimentales. CoV-2
Detectar la presencia | Ninguna Resultados no coincidieron con la | Se requieren modelos que incluyan | Randazzo
de ARN del SARS- prevalencia de casos confirmados de | otros factores et al. (2020)
CoV-2. COVID-19. No todos los pacientes
COVID-19 positivos excretan ARN del
SARS-CoV-2 en las heces, leves o
asintomaticos, hay otros aspectos
ambientales, lluvias, etc
Evaluar el curso | Supuesto de que el contenido | resultados del ARN del SARS-CoV-2 | no reportadas Peccia et al.
temporal de las | delgen RP en ellodo primario es | de los lodos de depuradora fueron (2020)

concentraciones de
ARN del SARS-CoV-
2 en los lodos de
depuradora primaria

como un indicador
principal de la
dindmica de los

brotes dentro de una
comunidad atendida
por la PTAR

constante en el tiempo e
independiente de la dinamica del
ARN del SARS-CoV-2.

mayores a los casos de infeccion por
COVID-19 durante la primera semana
(19 de marzo al 25 de marzo) que no
se produjo en hospitales o pruebas
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una carga fecal en el rango de | 30.000.000 de genomas virales de | El limite practico de deteccion de | Hart,
100 a 400 g de heces / dia / | SARS-CoV2/ml de materia fecal Es | SARS-CoV-2 en aguas residuales de | Halden
persona, y una densidad fecal de | deseable un mayor refinamiento de la | la comunidad est& dentro del rango | (2020)
1.06 g/ mL estimacion de los limites superior e | de pruebas al azar de 100 a 2
inferior en estudios futuros parte de | millones de personas para establecer
individuos infectados sintométicos y | la presencia o ausencia de casos
asintomaticos. sintométicos o asintoméatico
Relacibn entre el | La epidemiologia sustentada en | Se requiere mas informacién sobre la | Hay situaciones en las que el analisis | Graham et
ARN del SARS-CoV- | aguas residuales es (til para la | desintegracion de los objetivos virales | sélido puede resultar poco practico. | al. (2020)
2 en sélidos | respuesta de salud publica a | en aguas residuales y soélidos para | Por ejemplo, en POTWSs sin paso
sedimentados, en | enfermedades virales como | comprender mejor como la infeccion | primario de sedimentacion o para
aguas residuales con | COVID-19 causadas por SARS- | afecta las concentraciones en las | muestreo de aguas residuales de
casos de COVID-20 | CoV-2 aguas residuales, segundo: solidos | pozos de registro dentro de una
sedimentados como muestra | alcantarilla, una masa suficiente de
compuesta natural, por limitaciones en | sélidos puede ser dificii de
el tanque de sedimentacion. recolectar.
Verificar el enfoque | La epidemiologia basada en | Forma de colecta muestras | Cantidad calculada de ARN del | Hataet al
WBE para COVID-19 | aguas residuales (WBE) es | individuales, es menos | SARS-CoV-2 en las aguas | (2021)
por comparacion de | potencialmente eficaz para la | representativas que las muestras | residuales corresponden a la
la concentracién de | alerta temprana de un brote de | compuestas. prevalencia real de infeccion por

SARS-CoV-2
detectada en aguas
residuales con los
casos de COVID-19
registrados en la
vigilancia clinica

COVID-19

COVID-19 en el area del
alcantarillado. Incluyen pacientes no
diagnosticados, los casos
notificados clinicamente soloincluye
pacientes diagnosticados y de
diagnosticos por PCR
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V. CONCLUSIONES

OEL1: La colecta de aguas residuales y de sedimentos, lodos o materia fecal, se
efectlia sujetos a un riguroso protocolo de bioseguridad para el analisis del virus
SARS Cov 2 bajo la aplicacion de la técnica WBE. Los investigadores han
recomendado la colecta de muestras aguas arriba en los pozos de mantenimiento
del alcantarillado y aguas abajo, pero este ultimo resulta mas limitado por su
variabilidad temporal, la localizacion de cada punto de muestreo asi como de la red
de alcantarillado y de almacenamiento del PTAR es necesario, y de manera
especial los datos de la poblacion y su naturaleza que es atendida por el PTAR y
de los casos sintomaticos y asintoméaticos que conforman la comunidad evaluada.
Es importante mencionar, que esta metodologia sobre la colecta de muestras y
datos poblacionales se hace para grandes masa de gente, especialmente debido a
gue los paises pobres no cuentan con los recursos para implementar sistemas de
diagndsticos costosos por cada paciente o habitante. Los registros de mapas de la
red de alcantarillado, los datos sobre los flujos, caudales de operacion,
almacenamiento, temperaturas, y software geo-referencial y de simulaciones son

requeridos en esta primera etapa dela investigacion

OEZ2: La identificacion y cuantificacion del SARS Cov 2 en las aguas residuales,
depende del pre tratamiento y condiciones de muestreo y almacenamiento, sin
embargo no se cuenta actualmente con un protocolo estandarizado para el analisis
del virus en las aguas residuales y residuos fecales, no solo para detectar la
prevalencia del virus sino también, si este se encuentra degradado, los métodos
convencionales resultan limitados y es necesario ampliar el uso de biomarcadores
hacia la aplicacion de nanomateriales como sensores prometedores en la
identificacion no solo del virus sino de sus principales componentes de degradacion

indicadores de las afectaciones a los seres

OE3: Los modelos y relaciones basadas en epidemiologia de las aguas residuales
(WBE) resultan factibles y prometedoras estas requieren de andlisis de las aguas
residuales y de sedimentos fecales con métodos de identificacién y cuantificacion
efectivos para el establecimiento de modelos de simulacion computacionales para
cuantificar las infecciones activas por el covid 19 en pacientes sintomaticos y

asintomaticos y para grandes poblaciones Entre las variables prioritarias se tiene a
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los datos de temperatura, el caudal de agua en el alcantarillado y el uso de agua
por persona como variables del proceso. Se requiere ademas la informacion
georeferenciada especialmente para determinar el recorrido de caudal de las aguas
residuales, para cada segmento de tuberia. Una de las debilidades de algunos
modelos es la infiltracion y afluencia, descomposicion del virus en el alcantarillado

deben considerarse variables del modelamiento.

OE4. Se ha evidenciado algunas limitaciones en la metodologia WBE porque los
autores refieren la incapacidad para identificar a las personas y ubicarlas de manera
especifica, aun no se han estandarizado formas para compensar los efectos de la
temperatura en la cuantificacion preliminar del SARS Cov 2 lo cual genera
vulnerabilidad de los modelos ya que produce una subestimacidon o
sobreestimacion respecto a los casos reales. La degradacién del virus en las
alcantarillas y almacenamiento o en cualquiera de la etapas del PTAR requiere de
investigar mas acerca de los compuestos secundarios formados por la
desintegracion del virus, los métodos convencionales deben reforzarse,
actualmente los nuevos materiales como las nanoparticulas pueden resultar
nuevos marcadores de los compuestos derivados dela presencia del SARS Cov 2,
siendo importante desarrollar nuevas metodologias que permiten validar el modelo

general.
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VI. RECOMENDACIONES

El esfuerzo por generar instrumentos menos costoso que puedan ser aplicados en
paises con menores ingresos econdmicos como son aquellos en vias de desarrollo,
encuentra la metodologia de la epidemiologia de las aguas residuales como una
herramienta util y practica de prediccion y vigilancia de la pandemia por el nuevo
virus SARS Cov 2 que afecta a la humanidad, sin embargo, es necesario abrir
nuevas rutas de investigacion en la aplicacion de los nuevos materiales
especialmente las nanoparticula que pueden ser empleadas como marcadores de
la prevalencia del virus o0 como marcadores de sus derivados quimicos luego de su
degradacion, ademas de investigar en la forma de compensar el efecto de la
temperaturas y variabilidad de los flujos que transportan las aguas residuales entre

las viables de modelamiento
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Tabla 1. Matriz de Categorizacion.

ANEXO

PROBLEMAS

OBJETIVOS

CATEGORIAS

SUBCATEGORIAS

REFERENCIAS

¢,Cuales son los métodos
aplicados de colecta de
informacion y muestras en los
PTAR de aguas residuales,

tratadas y no tratadas del WBE?

Identificar métodos
aplicados de colecta de
informacion y muestra en
los PTAR de aguas
residuales, tratadas y no
tratadas del WBE

Métodos de colecta

Muestras de aguas
residuales, solidos
fecales,
sedimentables,
temperaturas,
flujos de caudal,
trayectoria de
tuberias, numero
de infectados
sintomaticos,
asintomaticos,
numero de
poblacién
relacionada con los
PTAR

Wu et al. (2021),
Randazzo et al.
(2020), Peccia et al.
(2020), Weidhaas,
et al. (2020),
Graham et al.
(2020), Hata et al
(2021), Bar et al.
2021




¢, Cuales son los métodos de
identificacion del SARS-Cov 2 en

aguas residuales?

Identificar los métodos de
identificacion del SARS-
Cov 2 en aguas

residuales.

Métodos de

identificacion

Metodos
Convencionales
paradterminar virus
Metodos de
concentracion
Metodos de
extraccion

Uso de nuevos

materiales

Bar et al. 2021,
Hata et al (2021),
Graham et al.
(2020),
SanJuan-Reyes et
al. (2020), Ahmed,
et al. (2020), Hata et
al. (2021),
Daughton et al.
(2020), Bhardwaj et
al. (2019).

¢,Cuales son los modelos y
relaciones informadas aplicando
epidemiologia basada en aguas
residuales (WBE)?

Modelos y relaciones
informadas aplicando
epidemiologia basada en

aguas residuales (WBE)

Modelos y relaciones
WBE

Cineticos de vida
media

lineales

Hart, Halden (2020)
Weidhaas, et al.
(2020) Graham et
al. (2020) Hata et al
(2021




¢,Cuales son las limitaciones en

las practicas WBE?

Evaluar las limitaciones en

las practicas WBE

Limitaciones

De modelamiento
De validez

Hart et al. (2020)
Wurtzer et al (2020),

Daughton et al.
(2020), Bhardwaj et
al. (2019).
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