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Epidemiologia basada en aguas residuales: Monitoreo ambiental de SARS-CoV-2 en
aguas cloacales de la ciudad de Cérdoba, y Valle de Punilla, Argentina. Actualizacidn
a Mayo 2021.

El objetivo del presente documento es dar conocimiento publico sobre resultados
preliminares de la presencia del genoma del virus SARS-CoV-2 en aguas residuales, como
reflejo de la tendencia de la circulacion poblacional del virus en la Ciudad de Cérdoba
Capital y Valle de Punilla (Carlos Paz y La Falda, Villa Giardino y Huerta Grande).
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Trabajos de investigacion llevados a cabo en diferentes paises del mundo, reportan que
entre el 2 y 10% de los pacientes con COVID-19 presentan sintomas gastrointestinales,
entre los que se incluye la diarrea (Chen et al., 2020a, 2020b; Gao et al., 2020; Wang et
al., 2020a, 2020b, 2020c). Estudios recientes han demostrado que las células epiteliales
glandulares gastrointestinales son blanco para la infeccidon por SARS-CoV-2, debido a
gue expresan abundantemente el receptor celular para el virus (ACE2) (Xiao et al., 2020,
Hamming et al., 2004; Xu et al., 2020b), lo que permitiria la replicacion viral en el tracto
gastrointestinal. Asi, diferentes estudios reportan que el 35% de los pacientes infectados
con SARS-CoV-2 excretan el virus por materia fecal (estimado 10’ copias genémicas/ml,
hasta aproximadamente tres semanas de iniciados los sintomas), tomando como valor
medio de excrecién 17 dias, independientemente a la presencia o no de diarrea (Tiany
col.,2020; Tang et al., 2020a). (Jiehao et al., 2020; Y. Wu et al., 2020a; Xiao et al., 2020,
Lescure et al., 2020; Pan et al., 2020; Wolfel et al., 2020; Tang et al., 2020a). De esta
manera, el estudio de aguas residuales, es una matriz que resumiria la excrecién
poblacional de virus, dependiendo su sensibilidad de la cobertura de red cloacal de la
comunidad en estudio y de la metodologia utilizada para la deteccién del genoma viral.

Metodologia de estudio

Muestreo de aguas residuales

Desde el mes de mayo del afio 2020 y al momento del presente informe se recolectaron,
aguas residuales crudas del conducto de la red central que ingresa a:

1) la planta depuradora de aguas cloacales “Bajo Grande” de la ciudad de Cérdoba (50%
de cobertura de red cloacal). Frecuencia de recolecciéon: Una muestra por semana

2) la planta depuradora de aguas cloacales de Carlos Paz, Costa Azul (37% de cobertura
de red cloacal). Frecuencia de recoleccion: Desde Mayo 2020 a Octubre 2020, una
muestra cada quince dias y a partir de Noviembre 2020, una muestra por semana

3) la Planta depuradora de aguas cloacales de la Falda que procesa aguas residuales de
La Falda, Huerta Grande y Villa Giardino (50% de cobertura de red cloacal). Frecuencia
de recoleccidon: Desde Mayo 2020 a Octubre 2020, una muestra cada quince dias y a
partir de Noviembre 2020, una muestra por semana.

4) la Planta depuradora de aguas cloacales de Valle Hermoso (20% de cobertura de red
cloacal). Frecuencia de recoleccion: Desde Mayo 2020 a Octubre 2020, una muestra
cada quince dias y a partir de Noviembre 2020, una muestra por semana.

Concentracidon de SARS-CoV-2 en aguas residuales de la ciudad de Cérdoba

Metodologia estandarizada para la concentracién de virus entéricos a partir de matrices
acuosas, puesta a punto para la concentracion de SARS-CoV-2. Brevemente, 0,5 litros de
agua residual son sometidas a un proceso de centrifugacion y precipitacién con PEG6000
y NaCl logrando una concentracion final de 100X.
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Extraccion automatizada de acidos nucleicos mediante GenePure Pro Nucleic Acid
Purification System NPA-32P - BIOER o sistema MagNA Pure 96 - Roche.

Deteccidon del genoma de SARS-CoV-2

Desde el inicio del estudio de SARS-CoV-2 en aguas residuales y al presente, la deteccidn
del genoma del virus se realiza a través del DisCoVery SARS-CoV-2RT-PCR Detection Kit
que identifica los genes N (nucleocdapside) y Orflab (fragmento de lectura abierto 1ab).
En este estudio se analizaron solo los resultados derivados de la deteccion del gen N
debido a que tiene mayor sensibilidad respecto al gen Orflab.

A partir del mes de Octubre del afno 2020 en la Ciudad de Cérdoba y Valle de Punilla, se
acopld ala deteccion del gen N la deteccion del Gen E (envoltura), mediante la utilizaciéon
del LightMix® Modular SARS and Wuhan CoV E-gene kit, para aumentar la sensibilidad
de la deteccion.

La deteccidon del genoma de SARS-CoV-2 se expresa en valores de Ct. A mayor valor de
Ct indica una menor carga viral.

Estimacion de excretores sintomaticos de SARS-CoV-2 en cloacas

Estimando que el 35% de los individuos infectados con SARS-CoV-2 excretan el virus por
materia fecal, en promedio, durante 17 dias y teniendo en cuenta la cobertura de red
cloacal de las comunidades estudiadas, se realiza una estimaciéon de individuos
excretores del virus al momento de la toma de la muestra de agua residual. La misma
serd una relacion de la suma de los casos diarios de COVID-19 a 17 dias hacia atras en el
tiempo (Tiany col., 2020), por los porcentajes previamente mencionados (porcentaje de
individuos conectados a la red cloacal en la comunidad estudiada y el 35% estimado de
excretores) (Figura 1).

Estimacion de excretores de SARS-CoV-2 en cloacas

m
Casos acumulados de COVID-19 a 17 dias de integracion ‘ Ejemplo 1ooom

Excretores de genoma viral=35% - 350 excretores de genoma viral

Cobertura de red cloacal 50% ‘ 175 excretores de genoma en cloacas w

Figura 1. Estimacion de excretores sintomaticos de SARS-CoV-2 en aguas cloacales. Ejemplo:
1000 casos acumulados de COVID-19 a 17 dias, 35% de excretores del virus y 50% de
cobertura de red cloacal.
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Resultados
Cérdoba Capital

El muestreo de las aguas residuales del conducto principal que llega a la planta
depuradora de Bajo Grande se inici6 el dia 11 de mayo del 2020 cuando los casos clinicos
en la ciudad de Cérdoba empezaban a aumentar paulatinamente (Figura 2). La primera
muestra de agua residual en la que se detectd el genoma del virus (Valor Ct: 28)
correspondié al dia 24 de agosto del 2020 (Figura 3). El nimero de casos acumulados a
17 dias, en el periodo comprendido entre el 8 y el 24 de Agosto, era de 1331 casos de
COVID-19. Teniendo en cuenta la estimacidn de excretores de SARS-CoV-2 por materia
fecal, el porcentaje de individuos conectados a cloacas y la cantidad de excretores
acumulados al dia 24 de Agosto, resulta un total de 233 excretores sintomaticos en
cloacas. A partir de ese momento se detectdé genoma viral en las muestras colectadas
en las semanas siguientes (Figura 3). La primera deteccidon de genoma viral en cloacas
fue predictiva del aumento posterior de casos clinicos de COVID-19 en la Ciudad de
Cordoba. De aca en mas, el estudio de la epidemiologia basada en aguas residuales
acompafid la curva epidémica definida por casos clinicos y se puede dividir en tres
momentos: el primero de ellos comprende el periodo 24 de Agosto-12 de Diciembre
2020y definio la primera ola epidémica en la ciudad de Cérdoba. Un segundo momento
es en el mes de Enero del 2021, en el que se evidencia un brote epidémico. La deteccion
del genoma al inicio del mes de Enero fue predictivo del brote de verano. El tercer
momento se registra a partir de mediados del mes de Marzo 2021 (15 de Marzo del
2021), teniendo valor predictivo, dos semanas antes, del inicio de la segunda ola
epidémica en la ciudad de Cdrdoba. En esta segunda ola epidémica el genoma del virus
se detectd ininterrumpidamente en las semanas siguientes acompanado de un aumento
en el registro de casos clinicos.

Es de destacar que la muestra colectada el dia 11/01/21 correspondié a un dia de lluvia
intensa. Por lo tanto se podria inferir que el resultado negativo en esta muestra estaria
ligado a una alta dilucidn de las aguas residuales por aguas de alcantarillas de la ciudad,
gue son colectadas por troncales comunes a las residuales y vertidas finalmente en bajo
grande
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Deteccién de SARS-COV2 en aguas residuales de la Ciudad de Cérdoba
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Figura 2. Inicio del muestreo en aguas residuales y nimero de casos diarios de COVID-19 en
la ciudad de Cérdoba

Deteccién de SARS-COV2 en aguas residuales de la Ciudad de Cérdoba
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Figura 3. Deteccion de Sars-CoV-2 en las aguas residuales de la ciudad de Cordoba
Resultados Valle de Punilla

Los resultados de las localidades estudiadas en Valle de Punilla, Carlos Paz, Valle
Hermoso, La Falda, Huerta Grande y Villa Giardino (Figura 4, 5 y 6) reflejaron un patrdén
comun de deteccién de SARS-CoV-2 en aguas residuales, con algunas particularidades
segun localidad. El patréon comun, definido en base al estudio de la epidemiologia basada
en aguas residuales, acompafié la curva epidémica de casos clinicos en las localidades
estudiadas y se puede dividir, al igual que en la ciudad de Cérdoba, en tres momentos.
El primero de ellos comprende el periodo desde la primera semana de Octubre a
mediados de Noviembre 2020y definié la primera ola epidémica en todas las localidades
estudiadas. La deteccién de genoma de SARS-CoV-2 en aguas residuales a principios de
Octubre fue predictiva de la primera ola epidémica de COVD-19. Un segundo momento
es en el periodo entre la primera semana de Enero y mediados de Marzo 2021, en el que
se evidencia un brote epidémico, que podria estar ligado con la marcada afluencia de
turismo en los meses de verano. La deteccidon del genoma al inicio del mes de Enero fue
predictivo del brote de verano en las localidades de Valle Hermoso y Carlos Paz. En las
localidades de La Falda, Huerta Grande vy Villa Giardino, la deteccidon predictiva de
genoma viral en aguas residuales fue a fines de Diciembre.

Entre mediados de Marzo y los primeros dias de Abril se registra una disminucion en el
informe de casos clinicos en las cinco localidades estudiadas. Es de resaltar que esta
disminucion de casos no estuvo acompafiada de deteccion de genoma viral en aguas
residuales, a pesar de que el registro de excretores de SARS-CoV-2 acumulados a
diecisiete dias fue mayor al registrado en periodos en los que hubo deteccién del
genoma en aguas residuales. El mismo patrén de descenso de casos con no deteccion
de genoma viral en aguas residuales se observa en todas las localidades estudiadas a
fines del verano, entre la primera semana de Febrero y primera semana de Marzo en
Carlos Paz, La Falda, Villa Giardino y Huerta Grande y en Valle Hermoso un poco mas
tardiamente, entre la ultima semana Febrero y la primera semana de Marzo. lLa
interpretacion a lo arriba descrito podria ser explicado por la movilidad turistica. Es
probable que los individuos registrados como casos no hayan permanecido en las dreas
turisticas. Esto se traduciria en un acumulado de excretores a 17 dias que en realidad no
estuvieran presente en las areas estudiadas. El tercer momento se registra a partir de la
primera semana de Abril en las localidades de la Falda, Huerta Grande y Villa Giardino y
en la segunda semana de este mes, en las localidades de Carlos Paz y Valle Hermoso,
siendo la deteccion del genoma de SARS-CoV-2 en aguas residuales predictiva de la
segunda la segunda ola epidémica en las localidades estudiadas. En esta segunda ola
epidémica el genoma del virus se detectd ininterrumpidamente en todas las localidades
en las semanas siguientes, acompanado de un aumento en el registro de casos clinicos
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Deteccidn de SARS-COV2 en aguas residuales de Carlos Paz
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Figura 4. Deteccion de Sars-CoV-2 en las aguas residuales de la ciudad de Carlos Paz

Deteccién de SARS-COV2 en aguas residuales de la planta La Falda (colecta aguas residuales
de La Falda, Huerta Grande vy Villa Giardino
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Figura 5. Deteccion de Sars-CoV-2 en las aguas residuales de las localidades de La Falda, Villa
Giardino y Huerta Grande
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Deteccién de SARS-COV2 en aguas residuales de Valle Hermoso
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Figura 6. Deteccion de Sars-CoV-2 en las aguas residuales de la Localidad de Valle Hermoso

Discusion

La epidemiologia basada en aguas residuales es una herramienta importante para
estudiar la tendencia de circulacion de virus en una comunidad (Sinclair et al., 2008;
Xagoraraki y O'Brien, 2020), ya que las aguas residuales ofrecen un resumen de la
excrecion poblacional del virus en heces (suma de la excrecion viral de personas
sintomaticas y asintomaticas) (Carducci et al., 2006; La Rosa y Muscillo, 2013). Con este
enfoque, es posible monitorear la epidemiologia de las infecciones virales incluso si no
son evidenciadas por Vvigilancia clinica, especialmente porque los enfoques
epidemioldgicos tradicionales pueden estar limitados por la naturaleza asintomatica de
la infeccion viral.

La experiencia con otras enfermedades virales ha demostrado que la vigilancia basada
en aguas residuales es un indicador sensible, reportando si el patégeno esta presente
en la poblacion y si la circulacién viral estd aumentando o disminuyendo (La Rosa y col.,
2020; Sinclair y col., 2008).

En el presente informe se aportan evidencias que las aguas residuales de la ciudad de
Cérdoba y Valle de Punilla, se constituyen en centinelas silenciosos de la tendencia de
circulacion viral en la poblacién. Asi, el estudio de la epidemiologia basada en aguas
residuales de la ciudad de Cérdoba y Valle de Punilla refleja la curva epidémica basada
en casos clinicos, siendo la deteccion del genoma viral en cloacas predictivo de olas
epidémicas y brotes aislados. El valor predictivo de la presencia de genoma de SARS-
CoV-2 en las aguas residuales podria explicarse por un numero significativo de
excretores asintomaticos y pre-sintomaticos.
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Los resultados obtenidos sugieren que la epidemiologia basada en aguas residuales, en
base a la deteccion combinada de los genes N y E del virus SARS-CoV-2, es una
herramienta valiosa y complementaria para la vigilancia de COVID-19, que agrega
informacién sobre la circulacién viral a lo largo de las distintas fases de la curva
epidémica teniendo valor predictivo de aumento de casos de COVID-19. Es de resaltar
gue la epidemiologia basada en aguas residuales es una herramienta de estudio de base
poblacional; por lo tanto, en regiones en que la poblacién no es estable, como ocurre en
Valle de Punilla durante épocas de afluencia turistica, se pueden observar patrones de
deteccién en los que la ausencia de deteccion del genoma en aguas residuales, no
coincidiria con la cantidad de excretores acumulados a diecisiete dias. Sin embargo,
cuando se genera un patron comun en distintas localidades turisticas como ocurre en
Valle de Punilla, no se deberia asignar a un fenédmeno azaroso, sino que, la hipdtesis que
mas se acercaria para interpretar esto, estaria ligada a la movilidad turistica. De lgual
manera, a pesar de estos patrones particulares en Valle de Punilla, la vigilancia
ambiental logra predecir el aumento de casos clinicos.

En la provincia de Cérdoba, al igual que en algunos paises como Australia, Nueva
Zelanda, Paises Bajos y partes de Brasil, se adoptd la vigilancia ambiental como una
herramienta para rastrear la dinamica de circulacién de SARS-CoV-2 en la comunidad.
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