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Epidemiologia basada en aguas residuales en la ciudad de Cérdoba:

Monitoreo ambiental de SARS-CoV-2 y variantes de preocupacion en aguas cloacales
de la ciudad de Cérdoba Capital.

Datos actualizados a Agosto 2021.

El objetivo del presente documento es dar conocimiento publico sobre resultados
preliminares de la presencia de genoma del virus SARS-CoV-2 y variantes de
preocupacion (VOC) y de interés (VOI) en aguas residuales, como reflejo de la tendencia
de la circulacién poblacional del virus en la Ciudad de Cérdoba Capital.

La informacién de este documento forma parte de los resultados obtenidos por el
trabajo conjunto entre el Instituto de Virologia “Dr. JM. Vanella” (InViV) de la Facultad
de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de Cérdoba, el Ministerio de Salud de la
Provincia de Cérdoba, el Laboratorio Central de la Provincia de Cordoba, la Universidad
Nacional de la Defensa-Instituto Nacional de Medicina Aeronautica y Espacial y la Planta
Municipal de tratamientos de efluentes cloacales Bajo Grande.
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En el contexto de la vigilancia ambiental basada en aguas residuales se viene
describiendo, desde el inicio de la pandemia, la dindmica de circulacién de variantes
virales en la ciudad de Cérdoba. En el mes de Agosto 2021 se identifico la variante Delta
en las aguas residuales en co-deteccién con las variantes Alpha, Gamma y no VOC,
previamente identificadas, reflejando la co-circulacion de estas variantes en la poblacidn
de la Ciudad de Cérdoba

Ministerio de | ﬁ  GOBERNODE LA ENTRE
SALUD <>, CORDOBA TODOS

Resumen

Marco tedrico

Estudios recientes han demostrado que las células epiteliales glandulares
gastrointestinales son blanco para la infeccion por SARS-CoV-2, debido a que expresan
abundantemente el receptor celular para el virus (ACE2) (Xiao et al., 2020, Hamming et
al., 2004; Xu et al., 2020b; Chen et al., 2020a, 2020b; Gao et al., 2020; Wang et al., 20203,
2020b, 2020c), lo que permitiria la replicacién 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 gendmicas/ml, hasta
aproximadamente tres semanas de iniciados los sintomas), tomando como valor medio
de excrecion 17 dias, independientemente a la presencia o no de sintomas
gastrointestinales (Tian y 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). De
esta manera, el estudio de aguas residuales, es una matriz que resumiria la excrecién
poblacional de virus (suma de la excrecién viral de personas sintomdticas y
asintomaticas), dependiendo su sensibilidad de la cobertura de red cloacal de la
comunidad en estudio y de la metodologia utilizada para la deteccion del genoma viral
(Sinclair et al., 2008; Xagoraraki y O'Brien, 2020; Carducci et al., 2006; La Rosa y Muscillo,
2013). Con este enfoque, también es posible monitorear la circulacion de variantes
virales en la poblacion, con particular atencién a las variantes de preocupacion del virus
SARS-CoV-2, dado su impacto en salud humana.

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 la planta depuradora de aguas
cloacales “Bajo Grande” de la ciudad de Cérdoba (50% de cobertura de red cloacal). Frecuencia
de recoleccidn: Dos muestras por semana.

Concentracion 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
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residual son sometidas a un proceso de centrifugacidon y precipitacion con PEG6000 y NaCl
logrando una concentracidn final de 100X. Eficiencia de recuperacién: 20%.

Extraccién del ARN gendmico de los concentrados virales

Extraccién automatizada de acidos nucleicos mediante GenePure Pro Nucleic Acid Purification
System NPA-32P - BIOER o sistema MagNA Pure 96 - Roche.

Deteccidn del genoma de SARS-CoV-2

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

A partir del mes de Octubre del afio 2020 se acopld a la deteccidn del gen N, la deteccion del
Gen E (envoltura), mediante la utilizacion del LightMix® Modular SARS and Wuhan CoV E-gene
kit, para aumentar la sensibilidad de la deteccién.

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

Deteccidn de variantes de preocupacion de SARS-CoV-2 mediante PCR en tiempo real

A partir de las muestras de aguas residual concentradas, con resultado SARS-CoV-2 positivo, se
realizd la técnica de RT-PCR en tiempo real utilizando el reactivo TagMan™ SARS-CoV-2 Mutation
Panel (Applied Biosystems), capaz de detectar mutaciones puntuales caracteristicas de las
variantes de preocupacién (VOC) (Alpha-UK-ReinoUnido; Beta-SA-Sud Africa; Gamma-MA-
Manaos, Delta-IN-India) y las de interés (Lambda-AN-Andina; Zeta-RJ-Rio de Janeiro; y Epsilon-
CA-California)(Figura 1).
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Figura 1. Ensayos para identificar mutaciones conservadas y especificas de SARS-CoV-2
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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 la ciudad
de Cérdoba, se realiza una estimacion de individuos excretores del virus al momento de la toma
de la muestra de agua residual. La misma sera una relacién de la suma de los casos diarios de
COVID-19 a 17 dias hacia atrds 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).

Resultados

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. La primera muestra
de agua residual en la que se detectd el genoma del virus (Valor Ct: 28) correspondi6 al
dia 24 de agosto del 2020 (Figura 2). El numero 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 estimacidon 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 este momento, la deteccién de SARS-CoV-2 en aguas residuales acompaiid la curva
epidémica definida por casos clinicos de COVID-19. Asi, la deteccidon de genoma viral en
aguas residuales se puede dividir en tres momentos: el primero de ellos comprende el
periodo 24 de Agosto-12 de Diciembre 2020 y reflejé la primera ola epidémica en la
ciudad de Cérdoba. La primera deteccidn de genoma viral en cloacas fue predictiva del
aumento posterior de casos clinicos de COVID-19 en la Ciudad de Cérdoba (Figura 2). 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 (Figura 2). 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 Cérdoba (Figura 2). En esta segunda
ola epidémica el genoma del virus se detectd ininterrumpidamente en las semanas
siguientes, acompafiado de un aumento en el registro de casos clinicos.

Del analisis de mutaciones, se desprende que en la primera ola epidémica en la ciudad
de Cdrdoba circuld la cepa wild type, confirmada por andlisis de genoma completo. El
brote de verano se inicia con la introduccion de la variante de interés Zeta-RJ-Rio de
Janeiro en co-circulacién con variantes no VOC. La segunda ola, mediados de mes de
Marzo, inicia con la co-circulacion de Zeta-RJ-Rio de Janeiro y no VOC. A partir del inicio
del mes de Abril (5 de Abril), se identifica, ademas, la introduccién de las variantes
Gamma-MA-Manaos y Alpha-UK-Reino Unido. En el mes de Agosto 2021, se detecta en
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las aguas residuales la Variante Delta-IN-India, en co-circulacién con las variante
Gamma, Alpha y no VOC, en ausencia la variante Zeta (Figura 2).
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Figura 2. Deteccion de Sars-CoV-2 en las aguas residuales de la ciudad de Cérdoba y dinamica
de circulacion de variantes de preocupacion.

Genes estudiados: @ GenE; ® Gen N

Variantes estudiadas:3j¢Wild Type-No VOC; * Zeta-RJ-Rio de Janeiro;*AIpha-UK-Reino Unido;
Gamma-MA-Manaos; ¥ Delta-IN-India

Puntos a destacar de los resultados informados

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 poblacién y si la circulacién viral estda 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, se constituyen en centinelas silenciosos de la tendencia de
circulacion de SARS-CoV-2 en la poblacion y de la dindmica de circulacién de
variantes virales. Asi, el estudio de la epidemiologia basada en aguas residuales
de la ciudad de Cdérdoba refleja la curva epidémica basada en casos clinicos,
siendo la deteccién 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
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las aguas residuales podria explicarse por un numero significativo de excretores
asintomaticos y pre-sintomaticos.
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* Se describio la dinamica de circulacion de variantes virales en la ciudad de
cordoba durante todo el periodo estudiado. En el mes de Agosto 2021 se
identificd la variante Delta en las aguas residuales en co-deteccion con las
variantes Alpha, Gammay no VOC, reflejando la co-circulacién de estas variantes
en la poblacién de la Ciudad de Cérdoba.

El informe recientemente publicado por la Unién Europea (Diario Oficial de la Unién
Europea 2021) destaca que las nuevas variantes del virus estan evolucionando y
propagandose por todo el mundo. La experiencia de los Estados miembros en este
ambito ha demostrado que la vigilancia del SARS-CoV-2 y sus variantes en las aguas
residuales puede ser una fuente de informacidn rapida y fiable sobre la propagacion del
SARS-CoV-2 entre la poblacién y que puede constituir una parte valiosa de una vigilancia
gendmica y epidemioldgica reforzada. La vigilancia del SARS-CoV-2 en las aguas
residuales puede proporcionar informacion complementaria e independiente
importante para el proceso de toma de decisiones en materia de salud publica en el
contexto de la actual pandemia de COVID-19. En consecuencia, el seguimiento de las
aguas residuales deberia incluirse en las estrategias nacionales de deteccidon del virus
SARS-CoV-2.

* En la provincia de Cérdoba al igual que en algunos paises del mundo 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 y variantes de preocupacion (VOC) en la comunidad.
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