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Monitoreo ambiental de SARS-CoV-2 en aguas cloacales de la ciudad de Cérdoba y
Valle de Punilla, Argentina

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 circulacién poblacional del virus en la Ciudad de
Cérdoba Capital y Valle de Punilla (Carlos Paz y La Falda, Villa Giardino y Huerta
Grande).

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 Coérdoba, el Laboratorio Central de la Provincia de Cdrdoba, la
Universidad Nacional de la Defensa-Instituto de Medicina Aerondutico Espacial
(UNDEF), la Planta Municipal de tratamientos de efluentes cloacales Bajo Grande y la
Cooperativa Integral Regional de Provisién de Servicios Publicos, Vivienda y Consumo
Limitada (COOPI).
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Marco tedrico

Trabajos de investigacién 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 infeccién 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), lo que permitiria la
replicacién viral en el tracto gastrointestinal. Asi, diferentes estudios reportan que el
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35% de los pacientes infectados con SARS-CoV-2 excretan el virus por materia fecal
(estimado 10’ copias gendmicas/ml, hasta tres semanas de iniciados los sintomas),
independientemente a la presencia o no de diarrea (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 la sensibilidad de
esta herramienta de anadlisis, de la cobertura de red cloacal de la comunidad en
estudio.

Metodologia de estudio
Muestreo de aguas residuales

Desde el mes de mayo del corriente afio al momento del presente informe se
recolectaron semanalmente, aguas residuales crudas del conducto de la red central
gue ingresa a: 1) la planta depuradora de aguas cloacales “Bajo Grande” de la ciudad
de Cordoba (45% de cobertura de red cloacal); 2) planta depuradora de aguas
cloacales de Carlos Paz (Costa Azul) (37% de cobertura de red cloacal); y 3) 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)

Concentracion de SARS-CoV-2 en aguas residuales de la ciudad de Cérdoba y Valle de
Punilla

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 centrifugacién vy
precipitaciéon con PEG6000 y NaCl logrando una concentracion final de 100X.

Extraccion del ARN gendmico de los concentrados virales

Extraccion automatizada de acidos nucleicos mediante GenePure Pro Nucleic Acid
Purification System NPA-32P - BIOER.

Deteccion del genoma de SARS-CoV-2

Deteccién del genoma de SARS-CoV-2 mediante DisCoVery SARS-CoV-2RT-PCR
Detection Kit.

Estimacion de excretores de SARS-CoV-2 en cloacas

Teniendo en cuenta que el 35% de los individuos infectados con SARS-CoV-2 excretan
el virus por materia fecal por 21 dias y teniendo en cuenta la cobertura de red cloacal
por localidad estudiada, se realiza una estimacién de individuos excretores del virus al
momento de la toma de la muestra de agua residual. La misma serd una relaciéon de la
suma de los casos diarios de COVID-19 a 21 dias hacia atras en el tiempo, por los
porcentajes previamente mencionados (Figura 1).
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Figura 1. Estimacion de excretores de SARS-CoV-2 en aguas cloacales. Ejemplo: 1000 casos
acumulados de COVID-19 a 21 dias, 35% de excretores del virus y 45% de cobertura de red
cloacal.

Resultados
Cérdoba Capital

El muestreo de las aguas residuales del conducto principal que llega a la planta
depuradora de Bajo Grande se inicio el dia 11 de mayo del 2020 (Figura 2) cuando los
casos clinicos en la ciudad de Cordoba empezaban a aumentar paulatinamente. La
primer muestra de agua residual en la que se detecté el virus (Valor Ct: 38,7)
correspondid al dia 31 de agosto del 2020. El nimero de casos acumulados a 21 dias,
en el periodo comprendido entre el 10 y el 31 de agosto, era de 2021 infectados por
COVID-19. Teniendo en cuenta la estimacion de excretores de SARS-CoV-2 por materia
fecal, el porcentaje de individuos conectados a cloacas y la cantidad de excretores
acumulados al dia 31 de agosto resulta un acumulado de excretores virales en cloacas
de 332 individuos. A partir de ese momento se detecté genoma viral en todas las
muestras colectadas en las semanas siguientes, observando una tendencia a la
disminucién o aumento del valor de Ct conforme aumenta o disminuye la cantidad de
excretores acumulados a 21 dias. En la Ciudad de Cérdoba la curva epidémica se
puede dividir en dos momentos: el primero de ellos es desde la aparicidon del primer
caso de COVID-19 (6 de Marzo) hasta el pico de casos registrados en la ciudad de
Cérdoba (20 de Octubre). En este primer momento se observa en la figura 3 una
tendencia a la disminucion de valores de Ct conforme van aumentando los casos de
COVID-19 registrados. Un segundo momento es a partir del 20 de Octubre (pico de
casos) tiempo en que se empieza a registrar una tendencia a la disminucién de casos
COVID-19 en la Ciudad con el consecuente aumento de valores de Ct detectados en las
muestras cloacales (Figura 4).
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Figura 4. Curva epidémica de SARS-CoV-2, segundo momento: Deteccion de SARS-COV2 en
aguas residuales y tendencia de la magnitud de circulacidn del virus en la ciudad de Cérdoba
hasta el 3 de Diciembre del 2020

Resultados La Falda

Con el mismo criterio de analisis, se evaluaron los resultados obtenidos de la planta
depuradora que recolecta aguas cloacales de La Falda, Huerta Grande y Villa Giardino.
Se identificé genoma de SARS-CoV-2 en aguas crudas cuando el nimero de excretores
alcanzo6 a 19 individuos, acumulados a 21 dias atras, con un valor de Ct 38,1. En las
semanas siguientes el nimero de casos de COVID-19 fue en tendencia descendente en
estas tres localidades (nUmero de excretores menor o igual a 9 acumulado a 21 dias) y
la deteccidn viral en aguas residuales resulté negativa (Figura 5)

Deteccién de SARS-CoV-2 en aguas residuales de La Falda, Villa Giardino y Huerta
38,1

Periodo 1/10al 22/10, 19 excretores de
SARS-CoV 2 Ct :38.1
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Figura 5. Primera deteccién de SARS-CoC-2 en la planta de tratamiento de aguas residuales
gue retne a la localidad de La Falda, Villa Giardino y Huerta Grande.

Resultados Carlos Paz

Siguiendo el mismo criterio de andlisis, se evaluaron los resultados obtenidos de la
planta depuradora de Carlos Paz, Costa Azul. Se identific6 genoma de SARS-CoV-2 en
aguas crudas cuando el numero de excretores alcanzé a 36 individuos acumulados a 21
dias atras, con un valor de Ct 38,4. En las semanas siguientes el nUmero de casos de
COVID-19 fue en tendencia descendente (nUmero de excretores menor a 20
acumulados a 21 dias) y la deteccidén viral en aguas residuales resulté negativa (Figura
6)
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Deteccién de SARS-COV2 en aguas residuales de la Ciudad de Villa Carlos Paz

Dvaloresde Ct W Casos Diarios de COVID

40 | Periodo 1/10al 22/10, 36 excretores de SARS-CoV 2 (t:38.4
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Figura 6. Primera deteccion de SARS-CoC-2 en aguas residuales de Costa Azul, Carlos Paz.
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Discusion

La epidemiologia basada en aguas residuales es una herramienta importante para
estudiar la tendencia de circulacién 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 de virus en heces. (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 evidentes mediante la vigilancia clinica, especialmente porque
los enfoques epidemioldgicos tradicionales pueden estar limitados por la naturaleza
asintomatica de muchas infecciones virales. Este es el caso del SARS-CoV-2 , cuya
infeccion se traduce en altas tasas de infecciones asintomaticas (Lai et al., 2020;
Mizumoto et al., 2020; Nishiura et al., 2020; A. Tang et al., 2020a) lo que dificulta
determinar el grado real de circulacién viral en una comunidad.

En este trabajo 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 poblacidn. La deteccidon del genoma viral de SARS-CoV-2 en las
aguas cloacales (suma de la excrecién viral de personas sintomaticas y asintomaticas)
estd ligada a la magnitud de circulacién del virus en la comunidad.

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 transmisién estd aumentando o disminuyendo (La Rosa y col.,
2020; Sinclair y col., 2008). En nuestro estudio se estimo, en base al valor del Ct, que el
virus en la ciudad de Cérdoba tuvo una tendencia al aumento y posterior disminucion
en su dindmica de circulacién a lo largo del periodo pandémico (6 de Marzo a la fecha).

Los resultados obtenidos en Valle de Punilla destacan la importancia de la vigilancia
basada en aguas residuales para identificar la tendencia de la dindmica de circulacién
del virus en comunidades de bajo nimero de habitantes
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La presencia de virus en aguas residuales puede tener un impacto potencial sobre
otras matrices ambientales. Asi, debido a la fragilidad del sistema de eliminacién de
excretas en nuestro medio, con frecuencia, las aguas crudas o mal tratadas alcanzan
cursos de aguas superficiales, que son utilizados como fuente de abastecimiento de
agua, con fines recreacionales y/o para riego en sistemas productivos de alimentos. De
esta manera se abren nuevos escenarios ambientales con potencialidad de transmisién
viral a la poblacién expuesta.
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