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Resumen

La Gestion Ambiental es parte del control de las actividades antropogénicas en la
naturaleza. Se han desarrollado programas ambientales de apoyo epidemioldgico,
convirtiéndose en una verdadera herramienta de soporte, conocida como Vigilancia
Ambiental o Centinela. En Europa se estd aplicando la vigilancia ambiental para el
seguimiento epidemiolégico del SARS-CoV-2, el agente etioldgico de la enfermedad
pandémica actual, COVID-19. Considerando que las aguas residuales contienen
fragmentos genéticos del virus procedente de las heces fecales de personas infectadas
o portadoras, en el presente estudio descriptivo, se identificé con RT-g-PCR, la presencia
del virus en aguas residuales de la ciudad de Ibarra, concordando con la incidencia y/o
prevalencia de casos confirmados oficialmente. Ademas, ha sido posible estimar
cuantitativamente la carga viral (entre un umbral de ciclo de Ct 20 a Ct 28), dbénde la
relacion es estadisticamente significativa entre los parametros fisicoquimicos vy
bacterioldgicos con la concentracion viral, por lo que se determina que los mismos pueden
influenciar en la permanencia del agente viral, conforme a estudios realizados a nivel
mundial. La informacion aqui obtenida brinda datos relevantes que pueden colaborar en
el planeamiento de estrategias de vigilancia ambiental del comportamiento
epidemioldgico de COVID-19, sobre todo en comunidades donde se hace dificil hacer un

diagnostico o seguimiento a toda su poblacion.

Palabras Clave

e AGUAS RESIDUALES
e COVID-19
e PRUEBAS MOLECULARES PARA SARS-COV-2

e VIGILANCIA AMBIENTAL EPIDEMIOLOGICA



15

Abstract

Environmental Management is part of the control of anthropogenic activities in nature.
Environmental epidemiological support programs have been developed, becoming a true
support tool, known as Environmental Surveillance or Sentinel. In Europe, environmental
surveillance is being applied for the epidemiological monitoring of SARS-CoV-2, the
etiological agent of the current pandemic disease, COVID-19. Considering that
wastewater contains genetic fragments of the virus from the feces of infected or carriers,
in this descriptive study, the presence of the virus in wastewater from the city of Ibarra
was identified with RT-g-PCR, agreeing with the incidence and / or prevalence of officially
confirmed cases. In addition, it has been possible to quantitatively estimate the viral load
(between a cycle threshold of Ct 20 to Ct 28), where the relationship is statistically
significant between the physicochemical and bacteriological parameters with the viral
concentration, which is why it is determined that they can influence the permanence of
the viral agent, according to studies carried out worldwide. The information obtained here
provides relevant data that can collaborate in the planning of strategies for environmental
surveillance of the epidemiological behavior of COVID-19, especially in communities

where it is difficult to diagnose or monitor the entire population.

Keywords:

WASTEWATER

COVID-19

MOLECULAR TESTS FOR SARS-COV-2

EPIDEMIOLOGICAL ENVIRONMENTAL SURVEILLANCE
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CAPITULO 1

Antecedentes

El monitoreo ambiental con respecto a la calidad de aire, suelo o aguas ha sido
una estrategia que ha tenido éxito en cuanto al rastreo de marcadores quimicos y/o
biologicos de la actividad humana. También ha servido para la deteccion de material
genético (virus entéricos, hepatitis E y poliovirus) en aguas residuales para vigilancia y

control de enfermedades virales (Xiao, 2020).

Investigaciones a nivel mundial muestran presencia de RNA de SARS-CoV-2 en
aguas residuales, debido a la eliminacién de carga viral en las heces de pacientes
infectados, con o sin sintomatologia, con una persistencia de entre 14 a 21 dias y una

variaciéon de 10%2a 108 copias de RNA por mililitro (Usman, Farooq & Hanna, 2020).

Aunque el SARS-CoV-2 se ha evidenciado en aguas residuales, los resultados de
experimentos in vitro sugieren que la actividad del virus podria estar en estado infeccioso,
especialmente en climas frios. Sin embargo, el conocimiento actual es escaso (Carducci

A, Federigi |, Liu D, Thompson J & Verani M, 2020).

En los Paises Bajos, Medema et al., (2020) monitorearon muestras de aguas
residuales y obtuvieron sefiales positivas en 14 (77,8%) de las 18 muestras recogidas
tras la ocurrencia de los primeros casos de COVID-19; los andlisis se realizaron por PCR
en tiempo real, no obstante, conforme han avanzado las investigaciones, ha sido posible
establecer correlacion entre carga viral en aguas residuales y casos detectados en la

comunidad.
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En paises europeos ha sido posible establecer una alta sensibilidad para la
presencia del virus, incluso con prevalencia baja de la enfermedad, lo que ha permitido
en Espafia implementar vigilancia ambiental en aguas residuales, utilizando este
procedimiento como indicador epidemiolégico para la deteccion de la circulacion del
SARS-CoV-2 en la comunidad (Gonzales & Chiroles, 2010). Con base en el contexto
anterior, se ha desarrollado un método estandar propuesto por VIARAL-CSIC (2020),
como “Protocolo para la deteccion de SARS-CoV-2 en aguas residuales”, que puede ser
aplicado, con las adaptaciones necesarias, para la vigilancia ambiental en varias regiones

y/o comunidades.

En lo que respecta a diagndstico oportuno en el Ecuador, se han implementado
programas de deteccién y tamizaje para anticuerpos, asi como identificacion genética de
regiones conservadas de genes virales por la técnica de RT-g-PCR para pacientes que
presenten sintomatologia sospechosa o personal de salud con contacto directo en
ciudades grandes. Sin embargo, las areas alejadas de las urbes han sufrido su ausencia.
En varias localidades, donde se han detectado casos, generalmente el diagnéstico ha
surgido cuando el paciente se ha trasladado a unidades de salud mas cercanas de
segundo nivel (ubicadas en los centros urbanos), lo que conlleva a una baja prevalencia

(aparentemente falsa por la movilidad) y a una falta de atencion.

En el Ecuador, no se han implementado técnicas de vigilancia ambiental frente a
COVID-19, pero se han realizado estudios que muestran el uso de la cuantificacién viral
de Adenovirus Humano para la evaluacion del impacto microbiano en aguas residuales
(Bonifaz, 2018). Asimismo, Guerrero et al. (2020), determinaron la presencia de genes de
la nucleocépside de SARS-CoV-2 en aguas residuales en la ciudad de Quito, en

concentraciones relacionadas con los casos reportados y su epidemiologia.
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Bajo las circunstancias actuales, el método de vigilancia ambiental puede ser una
herramienta eficaz para implementarse con los planes de vigilancia epidemiologica y
coordinar estrategias de monitoreo sectorial, con respecto a rebrotes o donde la infeccion
no ha sido detectada, sea por falta de diagndstico o presencia de pacientes asintomaticos

(Municipal Water Leader, 2020).

Planteamiento del problema

Macro

Los primeros casos de COVID-19 se identificaron a fines del afio 2019 y en marzo
del afio 2020, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declar6 a la enfermedad

COVID-19 como una pandemia a nivel mundial.

El virus SARS-CoV-2 produce la enfermedad COVID-19, de naturaleza
principalmente respiratoria, Xiao y colaboradores (2020), posteriormente confirman la
presencia de su material genético en las heces de individuos infectados, sus hallazgos
indican la necesidad de proponer estudios que los relacionen con los casos activos de

COVID-19 reportados.

Cualquier virus excretado fecalmente ineludiblemente alcanza las aguas
residuales, y su presencia constituye una prueba de su circulacion en la poblacion si las
aguas no son tratadas antes de su uso (Bosch, Sanchez, Pinté & Guis, 2020). Los
resultados obtenidos en varias investigaciones realizadas en Europa revelan que las
aguas gue ingresan a las plantas de tratamiento de agua residual contienen ARN del
SARS-CoV-2, pero el efluente tratado carece de él, debido a las tecnologias de

desinfeccion de estas instalaciones (Sanchez, 2020).
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La presencia de virus que pueden estar inactivados en las aguas servidas, mas
que mostrar una fuente de infeccidn, ha servido para establecer planes de vigilancia
ambiental con la finalidad de la implementacién de politicas publicas para el control de la
contaminacion o indirectamente para monitorear y controlar actividades humanas ilicitas,
peligrosas o de tipo sanitario como seguimiento de enfermedades viricas como polio,
Hepatitis E, Adenovirus entérico, y actualmente SARS-CoV-2 (Municipal Water Leader,

2020).

Aun existe una brecha de conocimiento significativa con respecto a la transmision,
persistencia y destino del SARS-CoV-2 en las aguas residuales y el medio ambiente, lo
gue requiere una mayor comprension de la dinAmica ambiental. Se necesita investigacion
para entender las interacciones del virus con el medio ambiente, su destino y
permanencia en el suelo, en el agua y potencialmente en la cadena alimentaria (Usman,

Farooq & Hanna, 2020).

Meso

Si bien todavia no hay evidencia suficiente en paises subdesarrollados para
recomendar la vigilancia ambiental como un enfoque estandar para la epidemiologia de
Covid-19, los datos de investigaciones pueden contribuir al conocimiento sobre el virus
mediante la dinamica de su diseminacién y la contaminacion ambiental. No obstante, se
reconoce que el muestreo ambiental podria ayudar a saber dénde buscar el virus de una
manera sostenible, con un costo razonable y sin que se colapse la capacidad de

diagnostico en los establecimientos de salud (Sanchez et al., 2020).

En Latinoamérica existen pocos estudios cientificos sobre la presencia del virus

en el agua y sus riesgos potenciales. Sin embargo, el tema cobra relevancia por su
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relacién con las descargas de aguas residuales (especialmente las no tratadas), a los
rios, arroyos, lagos, lagunas y embalses de presas, con riesgos potenciales para el medio

ambiente y la salud humana (Mundo, 2020).

La Academia de Ciencias de Nicaragua, 2020, sefiala la necesidad de vincular la
crisis del COVID-19 con el tema climatico-ambiental, y dice que las medidas de respuesta
no pueden ser solamente higiénico-sanitarias, sino también necesariamente ambientales,
ya que sus recursos hidricos se encuentran afectados negativamente por las descargas
de aguas residuales. Ademas, los retos mas grandes que enfrenta el sistema de salud
nicaragiiense son la pobreza, la inequidad social y geografica, asi como la falta de
recursos publicos para lograr la cobertura universal en salud de manera equitativa,

realidad muy parecida a otros paises latinos como el Ecuador.

Estudios hacen mencion a la situacién en Brasil, uno de los paises mas grandes
de Sudameérica y el mas afectado por la pandemia COVID-19, las limitaciones financieras
y operativas en los sistemas de salud para la deteccion y vigilancia de la enfermedad han
hecho que centros de investigacion se sumen al uso de la epidemiologia de alcantarillado
como herramienta de diagnéstico colectivo, debido a la presencia del virus SARS-CoV-2
en aguas residuales, considerandola una estrategia de fortalecimiento y menos costosa

para el pais (Souza et al., 2020).

En el Ecuador, el Gnico estudio realizado en el 2020 por Guerrero y colaboradores,
menciona la deteccién de cargas virales importantes de SARSCoV-2 en los arroyos
urbanos de Quito, sugiriendo que el numero de casos es probablemente mayor a los
reportes oficiales, establece que la cobertura de tratamiento de aguas residuales es

escasa y esta situacion se convierte en un factor de contaminacién ambiental en aumento.
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Micro

La presente investigacion es relevante, pues al momento no se ha desarrollado
estudios de este tipo ni similares en el area a intervenirse, ademas, en las ultimas
estadisticas epidemioldgicas, lbarra es una de las ocho ciudades con mayor tasa de

crecimiento de infeccion (GAD lbarra, 2020).

Con base a los datos del Ministerio de Salud Publica, hasta la fecha 27 de octubre
de 2020 el porcentaje de positividad en Ibarra alcanzé el 52.86% estimando
aproximadamente 2.324 casos confirmados por pruebas PCR, siendo el canton con

mayor nimero de casos positivos en la provincia de Imbabura.

Uno de los problemas que enfrentan las autoridades locales para evitar la
proliferacion del nuevo virus, especialmente en lbarra, es la presencia masiva de
comerciantes informales en las calles, la falta de cumplimiento de los protocolos de
bioseguridad y el bajo control mediante pruebas de laboratorio para la oportuna detecciéon

de casos positivos (GAD lbarra, 2020).

Sin embargo, la informacion oficial advierte que la variacién de los casos no tiene
relacion con un crecimiento significativo de contagiados, sino con un aumento de los
resultados de las pruebas de laboratorio ingresados al Sistema de Vigilancia
Epidemioldgica, se corre el riesgo, entonces, de no considerar a personas asintomaticas

en los reportes oficiales, pero constituyen una fuente importante de propagacion del virus.



22

Objetivos del proyecto

Objetivo general del proyecto

Identificar molecularmente SARS-CoV-2 y su concentracion en aguas residuales

como componente de vigilancia ambiental de la enfermedad COVID-19 en la ciudad de

Ibarra.

*

Objetivos especificos del proyecto

Determinar la presencia y carga viral (secuencia genética conservada del gen N,
gen RARP y del gen E) a través de la técnica de RT-g-PCR en las muestras de
aguas residuales de los colectores establecidos.

Caracterizar las muestras de aguas residuales mediante parametros
fisicoquimicos y bacterioldgicos, para determinar condiciones de permanencia del
virus en los puntos de muestreo.

Establecer la variabilidad de la presencia y concentracion de SARS-CoV-2 en los
diferentes puntos de muestreo (colectores de aguas residuales) como

complemento a los datos de salud publica.

Justificacion, importancia y alcance del proyecto

La emergencia actual del SARS-CoV-2 y su rapida propagacion exige una

atencion prioritaria a todos sus componentes. La vigilancia epidemiolégica se ha

convertido en una herramienta primordial para el control de la pandemia, sin embargo, en

paises en desarrollo existen limitaciones tecnoldgicas, econémicas y sociopoliticas que
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impiden un buen desarrollo en las estrategias aplicadas como se ha hecho en regiones

europeas (Gonzales & Chiroles, 2010).

Ciertas familias de virus, como los coronavirus, pueden afectar el tracto digestivo
y son excretados en heces fecales por lo que llegan a aguas residuales, constituyendo su
presencia la prueba de circulacién de dicho virus en la comunidad. En los afios 1955 se
instaurd por primera vez en Nueva Delhi, la caracterizacion molecular del rotavirus en
aguas residuales, como predictor de la eficiencia de la vacunacién, a partir de alli, el
mensaje que llevan las aguas residuales ha podido contribuir al control de enfermedades
virales como hepatitis A, poliomielitis, encefalitis e incluso la fiebre hemorréagica producida

por Ebola (Sarmiento, 2019).

El monitoreo de aguas residuales ha sido una estrategia exitosa para rastrear
marcadores quimicos y bioldgicos de la actividad humana, incluidos adenovirus y genes
de resistencia a los antimicrobianos. Las pruebas de aguas residuales se han sugerido
como una herramienta de alerta temprana no invasiva para monitorear el estado de los
cuerpos hidricos y la tendencia de la presencia de varios agentes patbgenos humanos

(IDEXX WATER, 2020).

La vigilancia de aguas residuales ciertamente no es un sustituto de las pruebas
clinicas, pero es una gran manera de complementar la informacion con la finalidad de
establecer posibles casos no detectados de COVID-19 en la comunidad, ademas permite

analizar la circulacién del virus en la poblacion (Municipal Water Leader, 2020).

En el ambito enunciado, el problema cientifico-técnico de estudio se encaminara
a investigar la presencia de SARS-CoV-2 en las aguas residuales de las poblaciones del

sector urbano de Ibarra, los resultados obtenidos permitirdn establecer una vigilancia
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ambiental de COVID-19 en aguas servidas. Consecuentemente, la investigacién se
orienta principalmente a dar respuesta a la siguiente interrogante: ¢ Existe presencia del
virus SARS-CoV-2 en las aguas residuales de la ciudad de Ibarra, su concentracion y

relacion con los parametros fisicoquimicos y bacteriolégicos?

Hipotesis

La deteccion molecular de la presencia del virus SARS-CoV-2 y su concentracion
en aguas residuales, se usa como vigilancia ambiental a fin de dar un seguimiento de la

enfermedad COVID-19 en la ciudad de Ibarra.
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CAPITULO 2

Marco teorico referencial

Marco Legal

Constitucién de la Republica del Ecuador

La revisién de la Constitucién de la Republica del Ecuador (Registro Oficial 449
de 20-oct-2008), parte del Titulo Il: DERECHOS en donde el capitulo segundo: Derechos
del buen vivir, seccion segunda, referente a Ambiente sano, Art. 14.- cita al
reconocimiento del derecho de la poblacién a vivir en un ambiente sano y ecolégicamente
equilibrado, que garantice la sostenibilidad y el buen vivir, sumak kawsay. (...). El Art.
66.- del capitulo sexto: Derechos de libertad (literal 27), reconoce y garantiza a las
personas: el derecho a vivir en un ambiente sano, ecol6gicamente equilibrado, libre de
contaminacion y en armonia con la naturaleza. Parte del Art. 74.- del capitulo sexto:
derechos de la naturaleza, menciona que, los servicios ambientales no seran susceptibles
de apropiacion; su produccion, prestacion, uso y aprovechamiento seran regulados por el
Estado. El capitulo séptimo el cual corresponde a “derechos de la naturaleza”, menciona
gue el Estado incentivara a las personas naturales y juridicas, y a los colectivos, para que
protejan la naturaleza, y promovera el respeto a todos los elementos que forman un

ecosistema.

En base al Titulo VI: REGIMEN DEL BUEN VIVIR, capitulo segundo:
Biodiversidad y recursos naturales, Seccién primera referente a Naturaleza y ambiente
se puede destacar los Articulos: Art. 395.- La Constitucion reconoce los siguientes
principios ambientales: Las politicas de gestion ambiental se aplicardn de manera

transversal y seran de obligatorio cumplimiento por parte del Estado en todos sus niveles



26

y por todas las personas naturales o juridicas en el territorio nacional (literal 2) y el Estado
garantizara la participacion activa y permanente de las personas, comunidades, pueblos
y nacionalidades afectadas, en la planificacion, ejecucién y control de toda actividad que
genere impactos ambientales (literal 3). Art. 396.- El Estado adoptard las politicas y
medidas oportunas que eviten los impactos ambientales negativos, cuando exista
certidumbre de dafio. En caso de duda sobre el impacto ambiental de alguna accion u
omision, aunque no exista evidencia cientifica del dafio, el Estado adoptara medidas
protectoras eficaces y oportunas (...). Art. 397.- se refiere a dafios ambientales, en donde
el Estado actuard de manera inmediata y subsidiaria para garantizar la salud y la
restauracion de los ecosistemas. Ademas de la sancion correspondiente, el Estado
repetird contra el operador de la actividad que produjera el dafio las obligaciones que
conlleve la reparacion integral, en las condiciones y con los procedimientos que la ley
establezca. La responsabilidad también recaerd sobre las servidoras o servidores

responsables de realizar el control ambiental.

Ademas, para garantizar el derecho individual y colectivo a vivir en un ambiente
sano y ecoldgicamente equilibrado, el Estado se compromete a: Regular la produccion,
importacion, distribucion, uso y disposicion final de materiales toxicos y peligrosos para

las personas o el ambiente (literal 3).

Cédigo Organico del Ambiente

El Cédigo Organico del Ambiente (COA) el cual entr6 en vigencia en el afio 2017,
es considerado como una ley macro que regula el campo administrativo — ambiental, y
gue tiene por objeto garantizar: el derecho de las personas a un ambiente sano y

equilibrado y los derechos de la Naturaleza.
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El COA establece normativa para el control de calidad de agua en el Art. 191.-
Del monitoreo de la calidad del aire, agua y suelo. “La Autoridad Ambiental Nacional o el
Gobierno Autébnomo Descentralizado competente, en coordinacion con las demas
autoridades competentes, segun corresponda, realizardn el monitoreo y seguimiento de
la calidad del aire, agua y suelo, de conformidad con las normas reglamentarias y técnicas
gue se expidan para el efecto. Se dictardn y actualizaran periédicamente las normas
técnicas, de conformidad con las reglas establecidas en este Codigo. Las instituciones
competentes en la materia promoveran y fomentaran la generacion de la informacioén, asi
como la investigacion sobre la contaminacion atmosférica, a los cuerpos hidricos y al

suelo, con el fin de determinar sus causas, efectos y alternativas para su reduccion”.

Reglamento al Cédigo Orgéanico del Ambiente

El Reglamento al Cddigo Organico del Ambiente constituye una normativa de
obligatorio cumplimiento para todas las entidades privadas y publicas, desarrolla y
estructura la normativa necesaria para dotar de aplicabilidad a lo dispuesto en el Cadigo
Organico del Ambiente, tomando en cuenta de manera especifica los articulos dispuestos
en el capitulo Il: Mecanismo de Control y Seguimiento Ambiental, Art. 201.- de la

vigilancia ambiental, ciudadana o comunitaria.

Ministerio de Salud Publica — Plan anual comprometido 2019

Dentro de la gobernabilidad por resultados, el Ministerio de Salud Publica del
Ecuador, en su objetivo 20, alineado con el Plan Estratégico Institucional 2017-2021 y en
respuesta al Objetivo 3 del Plan Nacional Toda una Vida 2017-2021, propone:

Incrementar la calidad de la vigilancia y control sanitario en el Sistema Nacional de Salud.
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Marco epistemolégico

Ante la nueva enfermedad infecciosa de propagacion a nivel mundial, con un brote
inicial en China en diciembre de 2019, fue etiolégicamente relacionada con una nueva
cepa de coronavirus y por ello se la denominé COVID-19. Al 23 de octubre de 2020, segun
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se ha notificado 41°570.883 casos
confirmados y 1°134.940 muertes en todo el mundo; de estos, 156.451 casos han sido
reportados en Ecuador con 12.500 muertes
(https://covid19.who.int/region/amro/country/ec). A partir del 14 de septiembre, los COE
cantonales asumen la responsabilidad del monitoreo con respecto a su comunidad,
reportandose en el cantdn Ibarra, provincia de Imbabura, 2303 casos, hasta el 27 de

octubre de 2020 (Coordinacién Zonal 1, 2020).

Los virus son agentes infecciosos ubicuos a nano escala que existen como
particulas extracelulares, formados por un &cido nucleico (contiene la informacién
genética) rodeado por una capa protectora o capside. Algunos virus también pueden tener
una capa lipidica la cual rodea la capa de proteina. El acido nucleico puede ser ya sea
acido ribonucleico (ARN) o acido desoxirribonucleico (ADN). No pueden crecer fuera del
organismo huésped (es decir, bacterias, plantas o animales) y no necesitan alimentos.
Son capaces de sobrevivir durante largos periodos de tiempo, especialmente a bajas

temperaturas en el medio ambiente (Henze, Loosdrecht, Ekama & Brdjanovic, 2008).

Los coronavirus (CoV) son virus monocatenarios, de ARN de sentido positivo, que
varian de 60 a 220 nm de tamafio. El nombre deriva de las glicoproteinas puntiagudas
dando una forma de corona. Estudios recientes han sugerido que la glicoproteina de pico

de SARS-CoV-2 (Figura 2) se une a los receptores humanos con mayor afinidad que el


https://covid19.who.int/region/amro/country/ec
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SARS-CoV-1, lo que da lugar a un viribn mas infeccioso (Bogler et al., 2020); actualmente

etioldgicamente relacionado con la infeccion pandémica de COVID-19.

Figura 1

Representacion del Virus SARS-CoV-2

Proteina E -
Proteina S -

Proteina M-

Membrana _
lipidica

Nota: Representacion grafica del virus SARS-CoV-2, que muestra las espiculas,

principales estructuras antigénicas virales. Tomado de Bogler et al., 2020.

Con la comprobacion previa de varios estudios realizados a nivel mundial, se
conoce que los pacientes con la infeccibn COVID-19 expulsan SARS-CoV-2 en las heces,
en concentraciones relacionadas con su carga viral, independientemente de que
presenten sintomatologia, esas descargas ineludiblemente llegan a las aguas residuales
de la localidad de su residencia, pudiendo ser identificados mediante pruebas genéticas
que incluyen técnicas moleculares como Hibridacion, Deteccion de Acidos Nucleicos
(NAT) y la mas usada por su sensibilidad y especificidad, la Reaccién en Cadena la
Polimerasa en Tiempo Real por Retrotranscripcion para casos de virus RNA (RT-g-PCR)

(Bogler et al., 2020).

Aguilera y colaboradores (2014) mencionan que “la PCR en tiempo real, es una

técnica que combina la amplificacion y la deteccion en un mismo paso, al correlacionar el
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producto de la PCR de cada uno de los ciclos con una sefial de intensidad de
fluorescencia” (Figura 2). Posee caracteristicas importantes como alta especificidad,
amplio rango de deteccién (de 1 a 107 equivalentes gendmicos de la secuencia blanco)
y rapidez en la visualizacion del producto ya que no es necesario realizar una

electroforesis posterior” p. 176.

Los enfoques moleculares se dirigen al ARN del SARS-CoV y pueden
proporcionar estimaciones de la presencia y abundancia de copias (o fragmentos) de
ARN en una muestra de agua. Varios paises han incluido este método (deteccién
molecular de SARS-CoV-2 en aguas residuales por RT-g-PCR) como predictor

epidemioldgico para COVID-19 (Bogler et al., 2020).

Figura 2

Fases del PCR para diagndstico In vitro

DIAGNOSTICO MEDIANTE RT-PCR

Extraceidn cield By PCR &0 un termmacicladss ResiMadoi

SO s Pb BTN [CF]

Nota: Diferentes fases para la deteccion/cuantificacion de RNA viral por medio

de PCR. Tomado de Aguilera et al., 2014.

Conforme a la bibliografia de sustento, es importante conocer factores que

intervienen en el tiempo de supervivencia del virus, las temperaturas mas altas, un pH
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elevado o bajo y la luz solar facilitan la reduccion de la cantidad de particulas virales

(OMS, 2020).

Marco conceptual

La gestibn ambiental es el conjunto de acciones pertinentes hacia el manejo
integral del medio ambiente, con el fin de lograr una adecuada calidad de vida,

previniendo o mitigando los problemas ambientales.

Segun Castro (2016), la gestién ambiental es una estrategia para la determinacion
de pardametros controlados con caracter de vigilancia, es decir que permite alertar
respecto de una variacion significativa en su concentracion y por lo tanto detectar

alteraciones en los indicadores fisicoquimicos y microbiolégicos.

El Sistema Nacional de Vigilancia de Aguas Residuales de Estados Unidos
(NWSS), por sus siglas en inglés) ha hecho que el analisis de aguas residuales a lo largo
de un periodo logre aportar datos de tendencias que pueden complementar otros datos

de vigilancia como base para la toma de decisiones de salud publica.

La vigilancia de enfermedades transmitidas por aguas residuales es una ciencia
de rapido desarrollo, los datos generados a través del NWSS (2020), ayudaran a los
funcionarios de salud publica a comprender mejor en qué medida se propaga en las
comunidades ciertas infecciones causadas por virus excretados en heces. Actualmente
analizar los restos de ARN en las aguas residuales para detectar SARS-CoV-2, el virus
gue causa el COVID-19, puede ser el principal indicador de los cambios en la carga de

COVID-19 en una comunidad, dentro de la vigilancia ambiental.
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Las aguas residuales se pueden definir como aquellas que, por uso del hombre,
representan un peligro y deben ser desechadas, porque contienen gran cantidad de
sustancias y/o microorganismos. Estas aguas residuales pueden incluir diversos origenes

(Espigares & Pérez, 1985).

Las aguas residuales han llegado a ser consideradas como un recurso importante
gue puede ser utilizado sin limitaciones siempre y cuando se establezca las medidas
necesarias para proteger la salud y el ambiente. El uso de aguas residuales en cultivos
es cada vez mas comun, ya que contienen nutrientes para el desarrollo de las plantas.
Sin embargo, cuando su calidad no es la adecuada existe el riesgo de la transmision de
enfermedades relacionadas con nematodos intestinales, bacterias fecales y agentes

virales a consumidores y agricultores (Gonzales & Chiroles, 2010).

Las aguas residuales pueden contar una historia importante sobre la salud de una
comunidad. En el marco de COVID-19, el material genético del coronavirus es ARN,
presente en cada virus individual y, a menudo, permanece mucho tiempo después de que
el virus ya no es capaz de infectar a un huésped y causar una enfermedad, por lo que la
idea basica de la vigilancia ambiental no es buscar virus activos en aguas residuales, sino
el material genético que prueba que el virus esta o estaba presente en una comunidad

(Municipal Water Leader, 2020).

Los coronavirus son una amplia familia de virus que normalmente afectan sélo a
los animales. Algunos tienen la capacidad de transmitirse de los animales a las personas.
Producen cuadros clinicos que van desde el resfriado comun hasta enfermedades méas
graves y la muerte. EI SARS-CoV-2 es un nuevo tipo de coronavirus que puede afectar
de diferentes formas a las personas y fue detectado por primera vez en diciembre de 2019

en la ciudad de Wuhan, provincia de Hubei, en China y produce la enfermedad COVID-
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19 (Organizacion Mundial de las Salud, 2020) para diseminarse por todo el planeta en

2020.

La deteccion de virus no reproducibles en cultivos celulares o pobremente
replicables se ha visto facilitada por el desarrollo de métodos basados en &cidos
nucleicos. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), por ejemplo, ha demostrado
ser sensible, especifica y rapida (Pina et al., 1998; Maluquer et al., 2004; Hundesa et al.,
2006). El continuo disefio de cebadores para la deteccion de adenovirus, por al menos
20 afos, ha permitido su uso exhaustivo hasta la actualidad (Allar et al., 2001; De Giglio

et al., 2017; laconelli et al., 2017).

Mas recientemente, la vigilancia de aguas residuales se ha propuesto por un lado
la deteccion temprana de brotes virales, asi como la persistencia de indicadores virales
en el medio acuatico. EI método mayor utilizado es la PCR (qRT-PCR) ya que esta técnica
tiene una alta sensibilidad y especificidad en la deteccion de regiones gendmicas

conservadas permitiendo determinar el agente viral el cual se esta analizando.
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CAPITULO 3

Disefio de la investigacion

La investigacion estd enfocada a la vigilancia ambiental, con una aproximacion al
uso de analisis moleculares para identificar la presencia de SARS-CoV-2 en aguas

residuales de locaciones urbanas de Ibarra, Provincia de Imbabura-Ecuador.

A través de la aplicacion de un método descriptivo de caracter cuali-cuantitativo,

mediante el andlisis de los resultados, es posible cumplir con los objetivos planteados.

Para sustentar cientificamente el desarrollo de este estudio, se requiri6 una
exhaustiva investigacion documental, revision y analisis de articulos y documentos
relacionados con el tema, utilizando herramientas informaticas como Google académico,
NCBI, biblioteca virtual ESPE para consultar en revistas indexadas, libros, manuales, y/o
tesis, informacion relevante sobre determinacién de virus en agua por técnicas

moleculares.

Localizacién geogréfica del area en estudio y comportamiento

epidemiolégico de COVID-19

El area geogréfica del estudio, corresponde al area urbana del cantdn Ibarra —
Provincia de Imbabura, Ecuador (Figura 3); la seleccion se hizo en base a la prevalencia
y comportamiento epidemiolégico de COVID-19y por las facilidades de acceder a realizar

la mencionada investigacion.



35

Figura 3

Localizacion geografica de la zona de estudio

UBICACION EN EL ECUADOR UBICACION EN LA PROVINCIA DE IMBABURA

UBICACION EN EL CANTON IBARRA

Nota: El grafico representa la ubicacion de la zona de estudio, siendo la ciudad de

Ibarra, Provincia de Imbabura.

Ibarra tiene una poblacién de 170.549 habitantes (proyeccién a 2020, segln
INEC), la zona urbana estd conformada de 5 parroquias: EL Sagrario, San Francisco,
Alpachaca, Caranqui y Priorato y cuentan con el 77,21% de la Poblacion
Econémicamente Activa (PCA); este sector urbano tiene una extension aproximada de
242,09 Km? y una poblacion de 170.548,69 habitantes. En la tabla 1, se muestra la

densidad poblacional por parroquia.
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Tabla 1

Densidad poblacional de la zona urbana de Ibarra

_ Densidad _

Parroquia ) Barrios
poblacional

Caranqui 758,25 hab/km? 25
Alpachaca 3.693 hab/km? 23
Priorato 1.238,02 hab/km? 12
Sagrario 1.460,06 hab/km? 45
San Francisco 1.333,06 hab/km? 11

Nota: Esta tabla muestra los datos de densidad poblacional de la ciudad de Ibarra
sectorizado. Tomado de Actualizacién del Plan de Desarrollo y Ordenamiento

Territorial del Canton Ibarra, 2020.

Los colectores han sido colocados conforme a la demanda en funcion de la
densidad poblacional, sin embargo, la red de alcantarillado (Figura 4) tiene algo mas de
10 afios y en ciertos sectores se estan presentando inundaciones pues ciertos colectores
no abastecen para el flujo, especialmente en épocas de precipitaciones, que ocurren en

marzo y abril preponderantemente.
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Figura 3

Red de Alcantarillado de Ibarra
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Nota: Este grafico presenta como se encuentra establecida la red de alcantarillado
en la zona urbana de Ibarra. Tomado del plan maestro de alcantarillado de la

EMAPA-I, 2021.

Los datos epidemiolégicos por parroquia, en el caso del cantén Ibarra han sido
dificiles de conseguir pues no estan disponibles en la web. Sin embargo, se ha logrado
conseguir informacion estadistica que sirve para establecer datos referenciales del
comportamiento epidemiolégico en funciéon de las parroquias, con lo que es posible

también, relacionar la presencia del virus y su concentracion viral aproximada. En la figura
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5, se muestra una comparacion en la presentacién de casos por parroquias urbanas de
Ibarra. Esta figura permite visualizar el nUmero de casos que es proporcional a los
periodos de corte. La barra naranja consolida los casos del afio 2021, a corte de 30 de

abril y barra azul presenta el nimero de casos al corte de 30 de octubre de 2020.

Figura 4.
Casos confirmados de COVID-19 en la zona urbana de Ibarra, distribuido por

parroquias.

Casos confirmados por ano, parroquias
urbanas de Ibarra
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Nota: La linea azul son los casos del afio 2021 a corte de 30 de abril del 2021 y la
linea naranja son los casos al corte de 30 de octubre de 2020, por parroquias
urbanas de lbarra. Tomado de Direccién Nacional de Vigilancia Epidemiol6gica
MSP, disponible en
https://public.tableau.com/profile/direcci.n.nacional.de.vigilancia.epidemiol.gica.m

sp#!/vizhome/COVID19ecu_MSP_DNVE/COVID-19MSP.
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Muestreo de las aguas residuales

La red de alcantarillado de la zona urbana de lbarra fluye a 6 colectores
estratégicamente ubicados (Figura 6), desembocando todos los efluentes en la Planta de
Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR) de Ibarra; es a partir de estos colectores que
se proyecto realizar el muestreo de sus aguas residuales; la informacion requerida para
esta actividad fue proporcionada por la Empresa Municipal de Agua Potable y
Alcantarillado de Ibarra EMAPA-I, con ayuda de herramientas de informacién geografica
se establecieron los puntos de coleccién de acuerdo al area de aportacién de aguas

residuales que genera la poblacion.
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Figura 5

Puntos de toma de muestras

Ajavi 1y Ajavi 2:
0°21°'42.42" N 78°07°07.21” O

Entrada PTAR:
0°21'25.99” N 78°06'50.97” O

Av. Carchi:
0°21°23.38” N 78°06’52.19” O

Piedra Chapetona:
0°21°01.56” N 78°06'42.90” O

Alpargate:
0°20'28.5” N 78°06'47.3” O

La Victoria:
0°20°26.8" N 78°06'46.52” O

Nota: Red de alcantarillado y disposicion geogréfica de los colectores del area urbana

de Ibarra. Tomado de la EMAPA-I, 2021

Las muestras se tomaron en dos tiempos (10 de febrero y 10 de marzo del 2021)
y la cantidad fue proporcional a la cantidad de flujo de cada uno, garantizando de esta
forma que la cantidad de aguas residuales de cada hogar fuera comparable entre los dos
periodos de muestreo, considerando que la variacion del flujo en gran medida esta dada

por la precipitacion.

Se realiz6 la toma de muestras (Figura 7) siguiendo el protocolo para la deteccion

de aguas residuales de VIARAL-CSIC; este protocolo recomienda hacer las tomas



41

durante el momento mas representativo del dia donde existiera mayor concentracion de
particulas virales que, para esta investigacion se consideré que las particulas virales se

excretan con las heces, siendo el horario de muestreo entre las 7h00 y 10h00.

Las muestras colectadas tuvieron 1250 mL aproximadamente en promedio por
cada colector. Se trasladaron 250 mL hasta el laboratorio de la EMAPA-I manteniendo la
cadena de frio (4 - 8 °C), para realizar la caracterizacion fisicoquimica y bacteriol6gica en
el mismo laboratorio. El volumen restante fue transportado y conservado en congelaciéon
(-20 °C) hasta el procesamiento por técnicas moleculares, en el Laboratorio particular que

colabor6 en el estudio.

Figura 6.

Forma de recoleccidon de muestra

Nota: El grafico muestra la recoleccién de las muestras de aguas residuales en el

colector correspondiente para analizar en laboratorio.
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Determinacion fisicoquimica y bacteriolégica de aguas residuales

Para determinar la supervivencia y persistencia del SARS CoV-2 en las aguas
residuales, se caracterizaron mediante parametros fisicos como: pH, temperatura,
conductividad y oxigeno disuelto (todos evaluados in situ), quimicos (DQO) vy
bacteriolégicos (E. coli) en el Laboratorio EMAPA-I (Figura 8), mediante técnicas
analiticas establecidas en el Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater de la American Public Health Association, American Water Works

Association y Water Environment Federation version 23, afio 2017.

Figura 7

Procesamiento fisicoquimico y bacteriol6gico de las muestras de aguas residuales

Nota: El grafico muestra el procesamiento de las muestras de aguas residuales

colectadas en laboratorio.

Determinacion molecular de virus SARS-CoV-2 en aguas residuales

Las aguas residuales fueron conservadas a -20 °C hasta su procesamiento. La
concentracion viral de las muestras de aguas residuales (Figura 9) se hizo a través de la

metodologia de precipitacion con polietilenglicol (PEG 8000) de acuerdo al protocolo
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propuesto por IDEXX WATER (2020). Con el concentrado se procedié a determinar la
presencia y concentracion de particulas virales a través de la técnica molecular RT-PCR-
Real Time (Reaccién en Cadena de la Polimerasa por retrotranscripcion en tiempo real),
usando para la extraccién de ARN, el kit de BIOCOMMA, el cual usa una membrana de
silica para la adsorcién en columnas apto para extraccion de DNA/RNA en varias
muestras, incluyendo muestras ambientales; para la amplificacién/deteccion se uso el kit
de GeneProof ®, de regiones conservadas del virus del gen N (especifico de SARS-CoV-
2), gen RdRp (especifico de SARS) y gen E (especifico de Coronavirus) en un primer
policlonal, con una sensibilidad de 66,19 copias/mL, una caracteristica particular para
haber seleccionado este reactivo, fue que el mismo viene preparado el Master Mix,
reduciendo al maximo los errores clasicos de la fase de preparacibn de este,
incrementando asi la sensibilidad. El equipo para la lectura de la fluorescencia fue el

Equipo eQ164 Real-Time PCR.

Figura 8

Procesamiento molecular — fase de concentracion del material genético
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Nota: El grafico muestra el procesamiento para la concentracion del virus en las

muestras de aguas residuales colectadas.

La extraccién de acidos nucleicos (Figura 10) se hizo conforme a las instrucciones
del fabricante. Para la amplificacion se us6 un control positivo por cada corrida de
muestras (periodol y periodo 2). Las muestras fueron codificadas al azar por un tercero,

para evitar posibles sesgos de manipulacion durante el proceso.

Figura 10

Procesamiento molecular — fase de determinacion molecular por PCR

Nota: El grafico muestra el procesamiento molecular (PCR en tiempo real) de las

muestras de aguas residuales colectadas.

Mediante el Sistema eQ164CP Real-Time PCR se interpreté los resultados que
se dieron en base a la amplificaciéon de las secuencias virales target, determinadas en
funcién del Ct (Umbral del ciclo), que es la interseccion entre la curva de amplificacion y

una linea umbral, esta es una medida relativa de la concentracion del gen (o0 genes)
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amplificado en la reaccion diana y ayuda a dar un cuantificacién en relacién con la
muestra analizada; mientras mas cercano esté al valor de corte de la técnica (Ct=38) se
considera menor concentracion de carga viral. Sin embargo, este valor no es comparable
directamente, pues puede verse afectado por diferentes condiciones; para hacer lo mas
uatil posible al Ct, se han realizado las corridas de PCR de las muestras de aguas
residuales bajo las condiciones mas similares posible, haciendo el mismo dia, al mismo

momento, con los mismos lotes de reactivos y el mismo operador.
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CAPITULO 4

Resultados, andlisis e interpretacion

Los resultados de la investigacion serdn expuestos conforme al planteamiento de
los objetivos, primero se presentan los resultados de la presencia de SARS-CoV-2 en
aguas residuales y su cuantificacion determinada por el umbral de ciclo (Ct), en los
diferentes colectores. A continuacion, se muestran los resultados del andlisis de los
parametros fisicoquimicos y bacteriolégicos, de cada muestra de aguas residuales de los
colectores. Finalmente, se muestran los datos mas relevantes en cuanto a carga viral de
SARS-CoV-2, correlacion entre factores fisicoquimicos y bacteriol6gicos y el

comportamiento epidemiologico de COVID-19 en la zona urbana de Ibarra.

Presencia de carga viral, cuantificada por RT-PCR-Real Time.

En las figuras 11y 12 se observa las curvas de amplificacion de cada muestra con
su correspondiente Ct, realizadas en dos corridas por separado, de acuerdo a cada

periodo de toma de muestra siendo febrero y marzo del afio 2021.
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Figura 11.

Amplificacion de carga viral de SARS-CoV-2 de muestras de agua residual,

periodo 1 (febrero 2021).
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control interno de validaciéon de la extraccion (CH1). Tomado del Sistema

eQ1l64CP Real-Time V1.0.0.1, de la plataforma del Laboratorio privado

colaborador en el estudio, 2021.
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Figura 12.
Amplificacion de carga viral de SARS-CoV-2 de muestras de agua residual,

periodo 2 (marzo 2021).
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La expresion de la curva de amplificacion del control positivo junto al control
interno de validacion de la técnica, propio del kit, nos permite determinar que la técnica
aplicada RT-gPCR es confiable, mostrando una sensibilidad alta del proceso
(aproximadamente del 95%), por lo que las curvas de amplificacion adicionales nos

demuestran la presencia del agente viral en las 14 muestras de agua residual analizadas.

En concordancia con el andlisis bibliogréafico que realizé Carducciy colaboradores
(2020), en donde contrasta diferentes técnicas de biologia celular y molecular, concluye
gue el método mas sensible para la deteccion de coronavirus es la RT-gPCR, pudiendo
asi establecer sistemas de vigilancia ambiental mediante el monitoreo de aguas

residuales y determinar la potencial circulacion de virus.
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La Tabla 2 presenta los resultados obtenidos en el analisis molecular, en primera

instancia indica positivo en la deteccion viral del material genético de regiones

conservadas de SARS-CoV-2 (gen N, gen RdRP y gen E) y en segunda instancia indica

la carga viral cuantificada en funcion de su Ct, en los dos periodos, en todas las muestras

analizadas.

Tabla 2

Cuantificacion viral por Ct, en las aguas residuales de los colectores ubicados en la

zona urbana de Ibarra.

Area de aporte

Origen de la muestra

Deteccion viral

Umbral de

Fecha (m?) (colector) (gen N, genEI)?dRP y.gen ciclos (Ct)
10/2/2021 134000,00 Alpargate + 23,99
1550133,91 La Victoria + 24,10
9758093,43 Av. Carchi + 25,84
9529464,50 Ajavi 1 + 25,46
19473398,52 Ajavi 2 + 25,14
2886676,69 Piedra Chapetona + 25,50
43331767,04 Entrada PTAR + 24,81
10/3/2021 134000,00 Alpargate + 13,23
1550133,91 La Victoria + 17,27
9758093,43 Av. Carchi + 16,13
9529464,50 Ajavi 1 + 17,08
19473398,52 Ajavi 2 + 16,61
2886676,69 Piedra Chapetona + 16,61
43331767,04 Entrada PTAR + 16,77

Nota: Se presenta los valores numéricos obtenidos por RT- qPCR por cada colector.

Tomado del Sistema eQ164CP Real-Time V1.0.0.1, de la plataforma del Laboratorio

privado colaborador en el estudio, 2021
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Varios autores entre ellos Kitajima et al. (2020), Foladori et al. (2020) y Al Huraimel
et al., (2020), mencionan sobre los blancos moleculares de deteccion de SARS-CoV-2
mas usados, siendo el gen E (envoltura) y el gen N (nucleocapside), los cuales han sido
utilizado para el disefio de primers, si estos genes dan positivo, se continua con las
siguientes pruebas confirmatorias usando el gen RARP (RNA polimerasa dependiente de

RNA).

De tal forma que, en este estudio se confirma la presencia y circulacion del agente
viral SARS-CoV-2 en aguas residuales domésticas de la zona urbana de la ciudad de

Ibarra.

Caracterizacion de las aguas residuales mediante parametros

fisicos, quimicos y bacteriol6gicos.

Los andlisis fisicoquimicos y bacteriologicos de las aguas residuales se resumen
en la tabla 3. Como se observa, los valores obtenidos de los andlisis a parametros fisicos
(medidos in situ), como temperatura, pH, conductividad y oxigeno disuelto, oscilan entre
18.7°Cy 23.1°C, 6.79 upH y 8.09 upH, 713 uS/cmy 1225.5 uS/cmy 0.61 mg/L y 4.9 mg/L

respectivamente.

Los valores obtenidos de los analisis a parametros quimicos y bacterioldgicos,
analizados en laboratorio, como DQO (Demanda Quimica de Oxigeno) oscilan entre 345
y 700 mg/L O, mientras que los resultados de Escherichia coli (E. coli) oscilan entre

12000 UFC y 84000 UFC, respectivamente.
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Tabla 3

Resultados de los andlisis fisicoquimicos y bacteriologicos de las muestras colectadas

Origen de [a Temperatura pH Conductividad Oxlgeno DQO E. coli
Fecha muestra °C) (UpH) (uslcm) Disuelto (ma/L) (UFC)
(colector) (mg/L)
10/2/2021 Alpargate 22,6 6,99 1225,5 1,42 700 42400
La Victoria 22,3 7,06 1106 0,61 503 58000
Av. Carchi 21,5 7,22 956 2,97 594 65000
Ajavi 1 21,7 7,31 842 0,84 490 84000
Ajavi 2 20,8 6,79 741 1,41 629 15000
Piedra 21,5 7,44 1081 0,9 561 51000
Chapetona
Entrada PTAR 20,9 7,33 810 3,11 474 42000
10/3/2021 Alpargate 18,7 8,09 896 3,98 601 24000
La Victoria 19,8 7,59 872 1,82 422 45000
Av. Carchi 23,1 7,73 778 4,54 373 22000
Ajavi 1 20,1 7,56 819 4,49 345 12000
Ajavi 2 19,6 6,82 713 3,22 376 18000
Piedra 20,6 7,68 906 2,42 502 35000
Chapetona
Entrada PTAR 23,1 7,81 783 4,89 366 33000

Nota: Datos obtenidos a partir de los analisis realizados a las 14 muestras en el

Laboratorio de la EMAPA — |, para los periodos de febrero y marzo 2021.

Bilal y colaboradores (2020) mencionan en su investigacion, que la supervivencia
y persistencia del SARS CoV-2 en las aguas residuales, depende en gran medida de las
caracteristicas que éstas tienen. Es asi que, en esta investigacion, los resultados de la
caracterizacion nos confirman que las muestras tomadas presentan caracteristicas

propias de aguas residuales domésticas.

Es importante mencionar que las aguas residuales domésticas producidas por los
habitantes de la ciudad de Ibarra, desembocan en la planta de tratamiento de aguas
residuales, una vez tratadas son descargadas (cumpliendo la legislacion ambiental

TULSMA, 2015) a un cuerpo de agua dulce, siendo el rio Tahuando (EMAPA-I, 2020).
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Esta informacion sirve de base, para dar continuidad a la presente investigacion, frente a
la efectividad de los procesos de tratamiento en una PTAR para reducir el virus en aguas
residuales, considerando que, las aguas residuales provenientes de sitios domésticos
fluyen a lo largo de la red de alcantarillado con un tiempo de retencién hidraulica de
algunas horas y logran llegar a las PTAR (Foladori et al., 2020). Ademas, la presencia de
ARN viral en muestras de aguas residuales no implica infectividad ni tampoco integridad

como lo menciona Serra-Compte y demas autores (2021).

Relacién entre la presencia de carga viral y condiciones

fisicoquimicas y bacteriolégicas de las aguas residuales.

Con la informacién obtenida mediante la caracterizacion de las aguas residuales
y el uso de la herramienta estadistica R-Studio, ha sido posible determinar una
correlacion entre los indicadores de calidad y la concentracion de carga viral de SARS-

CoV-2.

Figura 13

Correlacion entre la temperatura (°C) y carga viral (medidas de Ct)
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La figura 13 muestra la correlacion existente entre la temperatura y la carga viral,
a través de las medidas de Ct. La tendencia de los valores nos muestra que la
temperatura es directamente proporcional (r=0.38), por lo tanto, a mayor temperatura

mayor medidas de Ct; es decir menor concentracion viral.

Esta afirmacion se contrasta con varios estudios realizados en el afio 2020 en los
cuales han concluido que la temperatura es el factor mas influyente para la supervivencia
viral en aguas residuales (Muhammad et al., 2020), donde las temperaturas del agua mas
altas disminuyen la tasa de supervivencia del virus debido a la desnaturalizacion de las

proteinas y la actividad de las enzimas extracelulares (Al Huraimel et al., 2020).

Figura 14.

Correlacion entre el pH (upH) y carga viral (medidas de Ct)
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Con respecto a la correlacion existente entre el pH y la concentracién de carga
viral por medio de su Ct, la figura 14 muestra que hay una relacion inversamente
proporcional (r=-0.64), por lo tanto, a mayor pH menor medidas de Ct, es decir mayor

concentracion viral; sugiriendo que la concentracion viral es méas alta en aguas alcalinas.
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Bogler y colaboradores (2020), mencionan que se han determinado factores que
afectan la persistencia del SARS-CoV-2, entre ellos el pH de la solucién. Sin embargo,
aun no hay suficiente evidencia que demuestre como interviene el pH en la supervivencia
del virus en aguas residuales, debido a que los estudios realizados han sido en heces

fecales de pacientes infectados.

Figura 15.

Correlacion entre OD (mg/L) y carga viral (medidas de Ct)

Medidas CT

OxA-geno Disuelto

En la figura 13, se observa que existe una correlacion inversamente proporcional
(r=-0.70) entre la medida de Ct y el Oxigeno Disuelto, esto indica que, a menor OD mayor
medidas de Ct, es decir menor concentracion viral; sugiriendo que, en aguas con menos

oxigeno disuelto la carga viral disminuye.

Para este parametro hay que considerar que los valores obtenidos son bajos,
debido a que son muestras de aguas residuales, a diferencia de la cantidad de OD que
hay en aguas superficiales como rios. Con base en la investigacion de Carraturo y col.
(2020), puede suponerse que la persistencia del SARS-CoV-2 en las aguas superficiales
es mayor que en aguas residuales, considerando también otros parametros importantes

gue influyen en su presencia.
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Figura 16

Correlacién entre DQO (mg/L) y la carga viral (medidas de Ct)
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La figura 16 presenta la correlacion entre el DQO (Demanda Quimica de Oxigeno)
y las medidas de Ct, la tendencia muestra una correlacién directamente proporcional
(r=0.53), por lo que se establece que a mayor DQO mayor medidas de Ct, es decir, menor
concentracion viral. Indicando que la persistencia del virus disminuye en entornos con
mayor contenido de materia organica; considerando que el DQO determina el contenido

de materia organica en el agua residual como marcador indirecto.

Figura 17.

Correlacion entre E. coli (UFC) y carga viral (medidas de Ct)
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Finalmente, en la figura 17 se observa la correlacion entre E. coli como indicador
bacterioldgico y las medidas de Ct, la cual es directamente proporcional (r=0.62), es decir

gue a mayor carga bacteriana mayor medidas de Ct, por lo tanto, menor carga viral.

Estos dos ultimos parametros van relacionados cuando se tratan de aguas
residuales. Los estudios disponibles sobre los SARS-CoV-2, sugieren que la poblacién
bacteriana y la materia organica tienen un gran impacto en la supresién del virus cuando
es envuelto, siendo el caso del SARS-CoV-2, en comparacion a los virus no envueltos
(Serra-Compte et al, 2021). Esto puede deberse a la presencia de bacterias antagonistas
como Escherichia coli, que pueden inactivar los virus a traves de la actividad enzimética

extracelular (Bogler et al, 2020).

De esta manera los resultados obtenidos en esta investigacion nos permiten inferir
gue varios factores principales como temperatura, materia organica y la aparicion de

bacterias competidoras, afectan a la persistencia del SARS-CoV-2.

Variabilidad de la presencia y concentracion de SARS-CoV-2 en los

diferentes puntos de muestreo.

Con los resultados expuestos en la Tabla 2, se estableci6 la diferencia de la
presencia y concentracion del virus en cada colector muestreado para febrero y marzo

2021.

Por un lado, en relacion con la presencia de SARS-CoV-2, se determind que no
existe variabilidad, ya que se comprobé por medio de la técnica RT-gPCR la presencia
de material genético del virus, en todos los colectores considerados dentro de la toma de
muestra: Alpargate, La Victoria, Piedra Chapetona, Av. Carchi, Ajavi 1, Ajavi 2 y Entrada

PTAR.
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Por otro lado, la Figura 18 muestra la tendencia lineal y la variacion que hay frente
a la concentracion de SARS-CoV-2 por cada colector muestreado. Los datos en base al
Ct revelan que, para febrero los valores oscilan entre 23 y 26; claramente se contempla
la presencia de carga viral con una concentracién relativamente moderada, mientras que
para marzo los valores de oscilan entre 13 y 17, es decir, una elevada concentracion,
considerando que el limite superior de sensibilidad de la prueba es Ct = 38 (carga viral

con Ct mayor a 38, indica una concentracién menor a 10 copias por uL).

Figural8

Variacion de la concentracion viral por cada colector en los periodos 1y 2
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Concentracion viral en aguas residuales con respecto a casos confirmados

de COVID-19.

Para complementar el analisis entre la concentracion viral y los casos confirmados
con COVID-19 en la ciudad de Ibarra, se considerd los valores promedios de las
concentraciones virales en funcién de su Ct, de todos los colectores muestreados en

febrero y marzo. Asi mismo, se tomaron los datos oficiales reportados por el Ministerio de
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Salud Publica con corte 10 de febrero y 10 de marzo del 2021. Los valores se presentan

en la Tabla 4.

Tabla 4

Datos para la relacion entre la concentracion viral y casos por COVID-19

Fechas de muestreo 10 de Febrero 10 de Marzo
Concentracion viral (Ct) 24,98 16,24
Casos confirmados (individuos) 4046 4517

Nota: Los datos estan expresados en funcion de los resultados obtenidos en la
investigacion y en los datos obtenidos por las infografias N° 349 y N° 377

presentadas por el Ministerio de Publica para el afio 2021.

En base a los datos, podemos expresar una relaciéon porcentual para las dos
variables entre febrero y marzo, distinguiendo un aumento del 12% en los casos de
COVID-19 y un decrecimiento del 35% en las medidas de Ct, dando como resultado

el aumento de la carga viral.
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Figura 19

Diferencia de casos totales confirmados de COVID-19 y concentracion viral entre

los periodos de toma muestra y analisis.
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De igual manera la Figura 19, nos permite cimentar el aumento de casos y
concentracion viral de febrero a marzo, tomando en cuenta el comportamiento
epidemioldgico del COVID-19 con respecto a los casos identificados confirmados, mas

no a posibles casos y/o por longitud temporal.

Esto permite definir que la concentracion viral para SARS CoV-2 en aguas
residuales de una zona, esta directamente relacionada con la presencia de casos de
infeccion por COVID-19. Demostrando, que es posible usar este procedimiento, como
una estrategia de vigilancia ambiental para hacer un seguimiento del comportamiento de
la enfermedad y la identificacion oportuna de rebrotes, fundamentado la hipétesis de la

presente investigacion.
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CAPITULO 5

Conclusiones y Recomendaciones

En el presente estudio, se ha podido demostrar que existe presencia de material
genético viral en las aguas residuales en poblaciones epidemiolégicamente activas
(casos confirmados de COVID-19). Sin embargo, esto no significa una potencial fuente
de infeccién, ya que la inactivacién viral puede darse por caracteristicas propias de las

aguas residuales, asi como la distancia de circulacién por los sistemas de alcantarillado.

Con respecto al desarrollo técnico, en esta investigacion, asi como en otros
estudios internacionales, se concluye que las técnicas de deteccion y cuantificacion del
virus en aguas residuales, especialmente los métodos de concentracion y amplificacion
por PCR, y su validacion internacional, son factores clave para implementar la vigilancia
ambiental, sin embargo es necesario desarrollar protocolos estandarizados
principalmente con respecto al muestreo, como equipos de proteccion, horas de colecta,
cantidad y nUmero de muestras, caracteristicas fisicas, quimicas, biolégicas, hidrostaticas

e hidrodindmicas, aumentando la efectividad del diagndstico.

No obstante, los métodos que se elijan deben ser sensibles y eficaces, en la
presente investigacion, se establecio la presencia del virus y una carga viral estimada en
aguas residuales, pero aun es necesario profundizar mas investigaciones al respecto en
areas locales, que permitan un conocimiento mas extenso acerca del comportamiento de
permanencia, calidad, cantidad. Ademas, en regiones donde la red de alcantarillado no
es sectorizada o llegan a un punto donde se mezclan las recogidas en diferentes sectores,
como en nuestro caso, no puede hacerse un claro seguimiento epidemiolégico a través

de la vigilancia ambiental.
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Se ha logrado establecer que las caracteristicas de las aguas residuales como
microorganismos antagonistas, condiciones ambientales como temperatura, el pH del
medio acuoso, presencia de materia organica, entre los mas importantes, tienen relacién
con la persistencia y concentracion de SARS CoV-2, lo cual se concuerdan con estudios
en varios paises, convirtiendo esta informacién en conocimiento con respecto al
comportamiento viral, y que de alguna manera puede aprovecharse para implantar

métodos de deteccion.

Tal como otros estudios lo han demostrado, la interaccién entre la gestién
ambiental y la salud publica se ha convertido en la herramienta del futuro con base en la
vigilancia ambiental, logrando mejores estrategias para el analisis de pandemias,
epidemias y contaminacion del agua, identificando oportunamente infecciones activas por
virus respiratorios o de otros tipos, a nivel local, regional y mundial. Esta metodologia
también abarata costos y proporciona un método de alerta temprana para brotes de
COVID-19. Incluso, es posible que este método de deteccion molecular de SARS CoV-2,
pueda ser usado en aquellas poblaciones donde otros métodos diagnésticos no se

pudieran aplicar.

En el contexto de la realidad actual, es necesario incentivar y potencializar
investigaciones sobre la vigilancia ambiental en aguas residuales como herramienta
clave, no solo para gestionar la pandemia, sino también para determinar con mayor
rapidez nuevas cepas circulantes del virus, asi como la eficacia de las metodologias de

erradicacion del virus como la vacunacion.

En otros estudios se ha encontrado una relacion existente entre la presencia de
SARS-CoV-2 en aguas residuales con otros virus contaminantes, por lo que se hace

necesario evaluar el papel que este desempefa en la contaminacién ambiental, ya que
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en la actualidad la normativa ambiental ecuatoriana no considera la presencia de virus

como indicador de contaminacion en el agua.

Todo lo descrito apunta a la oportunidad existente para el desarrollo de estudios
interdisciplinarios que incluyan interaccion epidemiolégica con ambiente y sociedad,
considerando el factor econémico; esto abrirhd una amplia informacién para estrategias

mas adecuadas en esta nueva normalidad y una adaptacion éptima a la misma.
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