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RESUMEN

El objetivo de este trabajo es llevar a cabo una revision bibliogréfica sobre estudios basados en
la epidemiologia basada en aguas residuales (WBE) con el fin de determinar su validez para el
seguimiento de la incidencia del SARS-CoV-2 en la poblacion, asi como, el de evaluar la
eficacia de los tratamientos de aguas residuales en la eliminacion del virus y, por Gltimo, una
revision de los protocolos de estudios del SARS-CoV-2 en aguas residuales. Los estudios
revisados en este trabajo demuestran que existe una clara relacion entre el niUmero de casos de
COVID-19 en la poblacién y la concentracion de ARN viral en aguas residuales, sin embargo,
esta relacion varia mucho segun el estudio por lo que la WBE no es de validez general y depende
de las condiciones locales. Pese a que la mayoria de los procesos de tratamiento de aguas
residuales son eficaces en la eliminacion del virus, este sigue presente en los efluentes de
algunas depuradoras por lo que seria necesario un tratamiento que asegure su completa
eliminacién. Parte de las dificultades en la comparacion de resultados se debe a las diferentes
metodologias empleadas por lo que es evidente la necesidad de un protocolo estandarizado que
permita la correcta comparacion e interpretacion de los resultados.

Palabras clave: ARN viral, COVID-19, epidemiologia basada en aguas residuales, incidencia,
plantas de tratamiento de aguas residuales, SARS-CoV-2.

ABSTRACT

The main goal of this work is to carry out a bibliographic review on studies based on
wastewater-based epidemiology (WBE) in order to determine its validity for monitoring the
incidence of SARS-CoV-2 in the population, as well as, to evaluate the efficacy of wastewater
treatments in eliminating the virus and, finally, a review of the SARS-CoV-2 study protocols
in wastewater. The studies reviewed in this work show that there is a clear relationship between
the number of COVID-19 cases in the population and the concentration of viral RNA in
wastewater, however, this relationship varies greatly depending on the study, so the WBE does
not it is of general validity and depends on local conditions. Despite the fact that most
wastewater treatment processes are effective in eliminating the virus, it is still present in the
effluents of some treatment plants, so a treatment would be necessary to ensure its complete
elimination. Part of the difficulties in the comparison of results is due to the different
methodologies used, which is why the need for a standardized protocol that allows the correct
comparison and interpretation of the results is evident.

Keywords: COVID-19, incidence, SARS-CoV, sewage treatment plants, viral RNA,

wastewater-based epidemiology.



*[NDICE DE ABREVIATURAS*

WBE: Epidemiologia basada en aguas residuales

EDARS: Plantas de tratamiento de aguas residuales

SARS-CoV-2: Coronavirus de tipo 2 causante del sindrome respiratorio agudo severo

AR: Agua residual



1. INTRODUCCION

El virus SARS-CoV-2 fue identificado por primera vez en diciembre de 2019 en Wuhan y se
ha ido extendiendo por diferentes paises hasta que finalmente, el 11 de marzo de 2020, la OMS

declar6 un estado de pandemia mundial (Feng et al., 2021).

El SARS-CoV-2 pertenece al orden Nidovirales (Weiss y Leibowitz, 2011) y es uno de los siete
coronavirus que infecta a humanos. El tamafio de la particula viral es de unos 120 nm (Sharma,
2020) y tiene como material genético ARN monocatenario de sentido positivo, perteneciendo
a la familia de virus con genoma de ARN mas grande (aproximadamente de 30 kb) (Weiss y
Navas-Martin, 2005). Este virus es el causante de la nueva enfermedad respiratoria COVID-19,
afectando al tracto respiratorio superior y pulmones, desarrollando en la mayoria de personas
infectadas sintomas moderados, aunque también pueden ser asintomaticas, y en otras, sintomas

graves como fiebre alta y neumonia aguda (Sharma, 2020).

Los coronavirus se transmiten a través de aerosoles o por via oral-fecal, siendo el principal
modo de transmision de los coronavirus humanos las gotas respiratorias. EI SARS-CoV-2 ha
sido detectado en heces humanas durante la infeccidn, lo que sugiri6é que las aguas residuales

(AR) podrian usarse para monitorear la prevalencia viral en la comunidad (Gundy et al., 2009).

La gestién de aguas residuales ha supuesto una preocupacion generalizada en la poblacion por
la transmision de enfermedades a través de ellas. Ademas, los virus actdan en las AR como
marcadores bioldgicos de su propia circulacién en la poblacidn, de manera que su deteccion en
afluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales (EDARS) pueden indicar las
enfermedades que se encuentran circulando en la poblacion a tiempo casi real (Polo et al.,
2020).

Las investigaciones llevadas a cabo han sugerido el monitoreo de la propagacion del virus
basado en aguas residuales como herramienta para apoyar la epidemiologia y conocer el grado
de propagacion de la infeccion en la poblacién. Estos estudios han sido realizados en varios
paises europeos como Alemania, Australia, Paises Bajos, Espafia, Italia, etc (Ahmed et al.,
2020; Medema et al., 2020; Randazzo et al., 2020; La Rosa et al., 2021; Westhaus et al., 2021).

A pesar del auge en los trabajos de investigacion cientifica sobre el comportamiento del SARS-
CoV-2 en el agua y su propagacion, la informacion disponible es limitada y sigue en curso ya

que, debido a la novedad de la enfermedad, hay que destacar los obstaculos encontrados a la



hora de llegar a conclusiones, asi como la necesidad de realizar mas trabajos para poder
contrastar los datos o determinar las metodologias méas adecuadas.

Debido a la incertidumbre y las grandes lagunas acerca de la transmision del virus, uno de los
objetivos de este trabajo ha sido el de llevar a cabo una revision bibliogréfica sobre estudios
basados en la epidemiologia basada en aguas residuales (WBE) con el fin de determinar su
validez para el seguimiento de la incidencia del SARS-CoV-2 en la poblacion, y por tanto
demostrar la potencial relacion entre la incidencia de casos de COVID-19 y la cantidad de
copias de SARS-CoV-2 en aguas residuales. Otro objetivo es el de evaluar la eficacia de los
tratamientos de aguas residuales en la eliminacion del virus. Por altimo, se revisaron los
protocolos de estudio del SARS-CoV-2 en aguas residuales y se hace un analisis critico sobre
los diferentes procedimientos utilizados. La idea de este trabajo fue planteada y desarrollada en

plena pandemia, cuando ain no se habian publicado revisiones sobre el tema.

2. MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion del presente trabajo se ha llevado a cabo una bdsqueda bibliogréfica de

articulos que han pasado por una revision por pares en las siguientes paginas web:

e Base de datos Scopus, de Elsevier: https://www.scopus.com/home.uri

e Biblioteca Nacional de Medicina de Estados Unidos, PubMed:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/

e Base de datos ScienceDirect, de Elsevier: https://www.sciencedirect.com/

En el buscador Scopus, se han obtenido las siguientes referencias segun las palabras clave

utilizadas y el rango de afios seleccionado:

- Palabras clave: wastewater and coronavirus; referencias: 125; rango afios: 2020-2021.

- Palabras clave: coronavirus taxonomy; referencias: 140; rango afios: 2020-2021.

- Palabras clave: deltacoronavirus; referencias: 240; rango afios: no seleccionado.

- Palabras clave: gammacoronavirus; referencias: 121; rango afios: no seleccionado.

- Palabras clave: wastewater and COVID-19 and effluent; referencias: 10; rango afios:
2020-2021.

En el buscador PubMed, se han obtenido las siguientes referencias segun las palabras clave

utilizadas y el rango de afios seleccionado:


https://www.scopus.com/home.uri
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.sciencedirect.com/

- Palabras clave: alphacoronavirus; referencias: 1687; rango afos: no seleccionado.

- Palabras clave: coronavirus species; referencias: 1330; rango afios: no seleccionado.

En el buscador ScienceDirect se han obtenido las siguientes referencias segun las palabras clave

utilizadas y el rango de afios seleccionado:

- Palabras clave: coronavirus and wastewater; referencias: 691; rango afos: no
seleccionado.
- Palabras clave: SARS-CoV-2 and wastewater; referencias: 532; rango afios: no

seleccionado.

La ultima bdsqueda de informacion fue realizada el 5 de febrero de 2021. Al inicio de este
trabajo no se habia publicado ninguna revision sobre el tema ni existian métodos analiticos

oficialmente propuestos para el estudio del COVID-19 en aguas residuales.

3. PRESENCIA DE SARS-COV-2 EN AGUAS RESIDUALES Y SU RELACION
CON LA INCIDENCIA DE CASOS EN LA POBLACION

Las principales vias de transmision descritas del virus SARS-CoV-2 son las gotitas respiratorias
y aerosoles producidos al toser o estornudar, asi como rutas de contacto directo (Han y He,
2021). Ademas, se ha detectado SARS-CoV-2 en heces y orina humanas donde puede
permanecer durante dias y mostrar infectividad, por lo que las aguas residuales pueden ser

utilizadas como indicadores del estado de salud de la poblacion (Han y He, 2021).

Las aguas residuales y las plantas de tratamiento de aguas residuales son el principal punto de
interés por su posible potencial predictivo como indicadoras de la presencia y extension de la
infeccion incluso antes de que se registren casos en los centros sanitarios. El estudio de las
aguas residuales como indicadores de infeccion surge de estudios previos, en los que se vio que
eran buenas indicadores del consumo de drogas o medicinas en la poblacién, asi como la

presencia de otros virus (Li et al., 2021).

Estudios realizados (Ahmed et al., 2020), indicaron que el monitoreo de aguas residuales tiene
una gran capacidad para proporcionar sefiales de advertencia temprana sobre la circulacion del
SARS-CoV-2 en la comunidad, especialmente en aquellos casos en los que las personas son

asintomaticas o presentan sintomas leves. Con el fin de detectar la presencia del virus en la



poblacién y controlar su propagacion, se ha aplicado lo que se conoce como la epidemiologia
basada en aguas residuales (WBE) (Westhaus et al., 2021).

La WBE es una herramienta de vigilancia que proporciona informacién sobre la presencia de
contaminantes en el agua y su relacion con la incidencia en la poblacién. Esta herramienta ya
ha sido utilizada para la vigilancia de enfermedades infecciosas como la poliomielitis y la
hepatitis A (Hart y Halden, 2020). El uso de la WBE podria servir para detectar el virus antes
de que se detectasen sintomas en la poblacién (La Rosa et al., 2021) o la vigilancia de las aguas
residuales de aeropuertos para la deteccion de la entrada del virus en un pais (Medema et al.,
2020).

Ante la pandemia de COVID-19, se espera que las aguas residuales desempefien un importante
papel de vigilancia y seguimiento por lo que la deteccién y cuantificacion del ARN viral de
SARS-CoV-2 en aguas residuales ha sido estudiado por muchos investigadores a lo largo del
mundo. En los diferentes estudios, las muestras han variado segun la ubicacion, el tipo de
EDAR vy los métodos de recoleccion. El analisis de los resultados se ha centrado en calcular la
relacion entre el nimero de copias del virus frente al nimero de infecciones detectadas en la

poblacion.

Hasta el momento, hay un gran nimero de estudios en los que se ha relacionado el nimero de
personas enfermas de COVID-19 y la presencia de SARS-CoV-2 en el agua. Sin embargo, en
la presente revision, solo se presentan aquellos cuyos datos han permitido estudiar la potencial

regresion existente entre el nimero de copias del virus en AR y la poblacién infectada.

Westhaus et al., (2021) encontraron correlacion en el nimero de casos de COVID-19 y la
concentracion de ARN del virus SARS-CoV-2 en el agua influente de 9 EDARS diferentes en
el norte de Alemania (Figura 1). El ajuste de la recta refleja una buena capacidad predictiva del
seguimiento del virus en aguas residuales, con valores proximos a cero en el término
independiente de la recta, lo que implica que cuando no hay casos de COVID-19 en la

poblacidn, no se detectaran copias de ARN viral en las AR (si X=0, Y=0).
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Figura 1: Correlacion entre las copias de ARN de SARS-CoV-2 medidas y los casos de COVID-19 absolutos
detectados en Alemania. Datos elaborados a partir de Westhaus et al., (2021).

Otra alta regresion es la que se obtuvo graficando los datos aportados por Medema et al., (2020),
quienes realizaron un estudio en 6 ubicaciones diferentes de los Paises Bajos donde buscaron
la presencia de ARN del SARS-CoV-2 en los afluentes de EDARS. La deteccion la iniciaron
el 4 de marzo, dias antes del primer caso informado en la zona. No se encontraron copias de
ARN del SARS-CoV-2 en las muestras previas al primer caso, pero a medida que aumento el

namero de casos, el numero de copias de ARN en agua aumento (Figura 2).
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Figura 2: Correlacion entre las copias de ARN de SARS-CoV-2 y la incidencia de casos de COVID-19 por 100.000
habitantes en los Paises Bajos. Datos elaborados a partir de Medema et al., (2020).



En otros estudios, tanto en Turquia (Aydin et al., 2020) como en Francia (Trottier et al., 2020),
analizan la deteccion de SARS-CoV-2 en aguas residuales sin tratar, pero no se observo una
regresion clara entre las copias de ARN detectado y el nimero de casos reportados (Figura 3).
Ademas, en Turquia, no se detectaron copias de ARN del virus a pesar de haber casos
confirmados de COVID-19 en la zona, en concreto, en dos muestras analizadas se obtuvieron
0 copias/ml de ARN viral pese a la deteccion de 2354 y 320 casos de COVID-19 en el momento
del estudio.
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Figura 3: Relacion entre las copias de ARN de SARS-CoV-2 por ml y los casos de COVID-19 absolutos detectados
en Turquia (izquierda) y Francia (derecha). Datos elaborados a partir de Aydin et al., (2020) y Trottier et al.,
(2020).

En un estudio realizado en la Region de Murcia, Espafia (Randazzo et al., 2020), se analizaron
muestras de agua residual del afluente de 6 EDARS tomadas entre el 12 de marzo y 14 de abril.
Tal y como se observa en los resultados mostrados en la Figura 4, no se encontrd relacién clara

entre el nimero de casos y las copias de SARS-CoV-2 detectadas en el agua.
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Figura 4: Relacion entre la incidencia de casos COVID-19 y las copias por ml de SARS-CoV-2 detectadas en agua
residual en Murcia. Elaborado a partir de los resultados de Randazo et al., (2020).

Un namero cada vez mas abundante de articulos en diferentes paises de todo el mundo, como,

por ejemplo, Australia (Ahmed et al., 2020), Japdén (Haramoto et al., 2020), Brasil (Prado et
al., 2020), Emiratos arabes (Hasan et al., 2021) e India (Kumar et al., 2021), han demostrado

también la presencia de ARN de SARS-CoV-2 en aguas residuales y la posibilidad de

monitorear la prevalencia de casos en la poblacion a través de la WBE (Figura 5). EI nimero

de muestras era muy pequefio (solo dos en cada caso) pero si reflejan una tendencia creciente

con los casos detectados.
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Figura 5: Casos de COVID-19 absolutos detectados con relacion a las copias de SARS-CoV-2 detectadas en aguas
residuales en A. Australia, B. Emiratos Arabes y C. India. Datos elaborados a partir de Ahmed et al., (2020), Hasan
etal., (2021) y Kumar et al., (2021).

En la Figura 6, se muestra un analisis conjunto de los estudios anteriormente citados, indicando
la relacion entre las infecciones en cada area de estudio y el numero de copias/ml del virus en
aguas residuales. Como se ha comprobado, la pendiente de los datos varia segun la etapa de la
pandemia y el nimero de copias varia segun el lugar a pesar de presentar datos similares en los
casos infectados. La agrupacion de todos los resultados no evidencia ningun tipo de tendencia
significativa, lo que parece apoyar la hipdtesis de que el uso potencial de esta herramienta
predictiva debe aplicarse teniendo en cuenta las condiciones locales (tipo de agua residual,

poblacion, etc.), no pudiéndose generalizar a otras ciudades o paises.
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Figura 6: Relacién entre el nimero de casos de COVID-19 detectados en la poblacién y las copias de virus por ml
en aguas residuales para cada localizacion estudiada para el SARS-CoV-2. Elaborado a partir de los resultados de
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Westhaus et al., (2021), Ahmed et al., (2020), Hasan et al., (2021), Aydn et al., (2020), Trottier et al., (2020) y
Randazo et al., (2020).

Los resultados del analisis de las aguas residuales en Alemania y Paises Bajos muestran que el
uso de las aguas residuales como indicadores de infeccion es bueno, al presentar una clara
correlacion entre el nimero de copias de ARN detectado y el nimero de casos COVID-19 de
la poblacidn, pudiendo utilizar esta herramienta para predecir la infeccion en la poblacion. En
el resto de paises, como Espafia, Turquia o Francia, no se ha encontrado relacion entre el nimero
de casos y el numero de copias del virus por lo que no podria aplicarse el potencial predictivo
de las aguas residuales. Destacar que incluso en algunos casos no se han detectado copias del
virus a pesar de haber casos documentados de COVID-19 en la zona.

En revisiones mas recientes, como la de Hamouda et al., (2021), se indica que la correlacion de
la pendiente de la relacion entre el nimero de copias de ARN y el nimero de casos de
infecciones detectadas en la poblacion sugiere que los resultados del analisis de muestras de
aguas residuales podrian ayudar a estimar el nimero de nuevas infecciones y que la correlacion
mejora cuando se introduce un periodo de retraso para dar cuenta de las infecciones

asintomaticas.

Por el contrario, los datos aportados de Italia (La Rosa et al., 2021), donde se analizaron 40
muestras de afluentes de aguas residuales recolectadas entre el 9 de octubre de 2019 y 28 de
febrero de 2020 en 5 EDARS, no permitieron un estudio de regresion. En dicho trabajo solo se
indica el porcentaje de positividad, detectandose 15 muestras positivas, 8 de ellas recolectadas
antes del 21 de febrero de 2020, es decir, antes del primer caso autéctono documentado en Italia,
por lo que los resultados mostraron que el virus ya estaba circulando por el norte de Italia a
finales de 2019.

En Lousiana, EEUU, (Sherchan et al., 2020), se obtuvieron muestras de afluentes de aguas
residuales positivas en ARN de SARS-CoV-2 en abril, cuando el nimero de casos de COVID-
19 documentado era de 6173 y 308 en las zonas respectivas a las 2 EDARS estudiadas. Se
analizaron también muestras de enero, pero no se detectd ARN viral. Teniendo en cuenta que
el primer caso de COVID-19 en la comunidad fue el 9 de marzo y no se detectdé ARN viral en
las aguas residuales hasta abril, se concluyé que el ARN viral en aguas residuales no es

detectable hasta que los casos de COVID-19 son elevados (Sherchan et al., 2020).

A pesar del enfoque prometedor de la WBE para determinar la prevalencia de COVID-19 en la

poblacién, hay una elevada incertidumbre (20-40 %) en los resultados obtenidos debido a un

9



gran namero de variables que influyen en el muestreo y analisis del agua (Li et al., 2021) siendo
necesario el uso de virus sustitutos como estandares internos y la necesidad de mejorar ain mas
los enfoques analiticos para disminuir dicha incertidumbre. Debe también tenerse en cuenta que
los trabajos no suelen indicar los caudales totales de aguas residuales por lo que el estudio ha
tenido que centrarse en las concentraciones. Este aspecto introduce también una importante
fuente de error dado que el caudal de aguas residuales puede ser muy variable entre ciudades
con el mismo nimero de habitantes como consecuencia de las infiltraciones, lo que afectaria a

la deteccidn del virus a bajas concentraciones.

Se puede concluir que el potencial predictivo de las aguas residuales no es inequivoco, y que
varia segun el estudio realizado. Hay que tener en cuenta la elevada incertidumbre en los
resultados obtenidos debido al numero de variables que influyen. La cantidad de SARS-CoV-
2 detectado en agua podria reflejar la verdadera prevalencia de la infeccion por COVID-19,
incluyendo los pacientes no diagnosticados, mientras que los resultados clinicos solo informan

de los pacientes diagnosticados.

Autores como Haramoto et al., (2020) han resaltado la necesidad de realizar mas

investigaciones para establecer una metodologia consenso y obtener resultados mas uniformes.

4. ELIMINACION DE SARS-COV-2 DE AGUAS RESIDUALES.

Los tratamientos de aguas residuales llevados a cabo en las EDARS tienen una gran importancia
en evitar la liberacion de SARS-CoV-2 al medio ambiente. Con el fin de determinar el
rendimiento de las EDARS vy la capacidad de eliminacion del virus de los efluentes, este
apartado se centrara en la revision de estudios en los que se presentan concentraciones de virus

en afluentes y efluentes de EDARS de diferentes partes del mundo.

La preocupacion por la liberacion del SARS-CoV-2 viene por la posible evasion del virus al
tratamiento del agua en las EDARS, ya que los tratamientos con cloro, ozono o irradiacion UV
son efectivos cuando hay pocos sélidos en suspension o disueltos en el agua. Por el contrario,
el virus puede encontrar un huesped o escondite resistente a cloracién u ozonizacién y no ser
eliminado (Aydin et al., 2020).

Estudios recientes (Kumar et al., 2021) concluyen que el ARN del SARS-CoV-2 se elimina en

los tratamientos de aguas residuales que incluyen tratamientos secundarios (lodos activos y
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aireacion) y tratamientos terciarios (decantacion, coagulacién, floculacion, desinfeccion, filtros

de arena, irradiacion UV y NaClO).

Kumar et al., (2021) analizaron la cantidad de ARN del SARS-CoV-2 de una EDAR en
Ahmedabad, India, a lo largo de un tratamiento de las aguas con un sistema de manta de lodo
anaerobico de flujo ascendente (UASB) y tanque de aireacion. Se observd la eliminacion
completa del virus en los efluentes, de 0,016 copias/ml a 0 copias/ml, presentando la EDAR un
rendimiento del 100 % y un rendimiento del 6,25 % después del tanque de aireacién (de 0,016

copias/ml a 0,015 copias/ml).

En el hospital Wuchang Fangcang, en Wuhan, China, se detectaron altos niveles de ARN de
SARS-CoV-2 (14,7 x 10° y 7,5 x 10° copias/L) en fosas sépticas del hospital después de un
tratamiento de desinfeccion con 800 g/m? de hipoclorito sédico. Con el fin de mejorar el
rendimiento y asegurar la eliminacion completa, se elevo la cantidad a 6700 g/m?3, consiguiendo
la eliminacion completa de las copias de ARN (Zhang et al., 2020). Los tanques sépticos
podrian suponer una fuente de liberacion de ARN viral al medio ambiente si no se realiza una

desinfeccion eficiente.

En la Region de Murcia, Esparia, se obtuvieron resultados positivos en 2/18 muestras después
de un tratamiento de lodos activados y ninguna muestra positiva (0/12) después de un
tratamiento terciario con hipoclorito de sodio y radiacion UV (Randazzo et al., 2020). En
EEUU (Tabla 1), no se detectd ninguna muestra positiva en los efluentes secundarios tratados
y efluentes finales examinados (lodos activos y cloracion) (Sherchan et al., 2020) . Lo mismo
ocurrio en los Emiratos Arabes después de tratamiento preliminar, primario, secundario (ASP
ozono/aclarado) y terciario (filtracion de arena, desinfeccién y cloracion) pasando de 994
copias/ml en el afluente a no detectar ARN en los efluentes (Hasan et al., 2021), presentando

las EDARS de ambos paises un rendimiento del 100 %.

Tabla 1. Rendimiento de una EDAR en EEUU determinando las copias/ml de ARN viral en el afluente, efluente

y después de un tratamiento secundario. Tabla elaborada a partir de los resultados de Sherchan et al., (2020).

Muestra Muestras positivas Rango de concentracion
(copias/ml)
Afluente 2[7 31-75
Tratamiento secundario 0/4 0
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Efluente 0/4 0
RENDIMIENTO 100 %

Al contrario de lo observado en los articulos anteriores, en algunos estudios si se encontraron
copias de ARN de SARS-CoV-2 en los efluentes de las EDARS. En el estado de Renania del
Norte-Westfalia, Alemania, se evaluo la eficiencia de eliminacion del SARS-CoV-2 en tres
EDARS, analizando las copias/ml después de un tratamiento terciario y en el efluente
(Westhaus et al., 2021).

En la primera EDAR observaron una mayor concentracion de copias/ml de ARN en el efluente
que, en el afluente, obteniendo un rendimiento negativo, lo que justificaron como un reparto
desigual de la carga viral en las muestras, al igual que en la EDAR 3. En la EDAR 2, después
de un tratamiento terciario se detect6 una mayor concentracion de ARN viral en las aguas
obteniendo un rendimiento negativo (-12,33 %), pero en el efluente, después de un tratamiento
con ozonizacion vy filtracion, se redujo la carga viral, aunque no se elimind por completo,

presentando un rendimiento bajo (Tabla 2).

Tabla 2: Copias/ml de ARN de SARS-CoV-2 en agua residual en 3 EDARS de Alemania del afluente, después del
tratamiento terciario y del efluente. Tabla elaborada a partir de los resultados de Westhaus et al., (2021).

Muestra EDAR 1 EDAR 2 EDAR 3
(copias/ml) (copias/ml) (copias/ml)
Afluente 11,22 4,46 2,51
Efluente 25,11 3,54 7,94
Tratamiento terciario 5,01
RENDIMIENTO -123,79 % 20,62 %* -216,33 %
-12,33 %

* Tras tratamiento con ozono Y filtracion

En Japon, Haramoto et al., (2020) detectaron ARN de SARS-CoV-2 en una de las cinco
muestras recogida después del tratamiento secundario (proceso de lodos activados) con una

concentracion de 2,4x10° copias/L, menor a las 7,3x10% copias/L detectadas en el afluente.

En general, puede concluirse que, a pesar de que la mayoria de los procesos de tratamiento son
muy eficaces en la eliminacion de virus, el ARN viral puede estar presente en los efluentes de

las depuradoras, aunque autores como Randazzo et al., (2020) sugieren que los virus
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encontrados en aguas residuales no son infectivos. Ademas, los virus envueltos, como es el
SARS-CoV-2, son maés inestables en el medio ambiente que los no envueltos, teniendo una

menor propagacion en el medio ambiente (Gundy et al., 2009).

En la revision de Lesimple et al., (2020) exponen algunos de los tratamientos clésicos y
avanzados y sistemas basados en membranas y proponen la combinacion de diferentes técnicas
en tratamientos primarios, secundarios y terciarias para eliminar el virus lo suficiente como

para limitar la posibilidad de contaminacion ambiental.

Debido a la variabilidad de los resultados, es evidente que se precisa un tratamiento de las aguas
residuales que asegure la eliminacién del virus en las EDARS, con el fin de garantizar un
rendimiento del 100 %.

5. PROTOCOLO DE ESTUDIO DEL SARS-CoV-2 EN AGUAS RESIDUALES.
METODO DE DETECCION.

Para la deteccion y estudio del SARS-CoV-2 en las aguas residuales, diferentes autores han
aplicado diversas técnicas. Haciendo una revision de los protocolos de varios trabajos (Ahmed
et al., 2020; Haramoto et al., 2020; Mlejnkova et al., 2020; Randazzo et al., 2020; Sherchan et
al., 2020; Hata et al., 2021; Kumar et al., 2021; La Rosa et al., 2021; Westhaus et al., 2021),
en el siguiente apartado se mostraran los pasos seguidos y las técnicas que parecen dar un mejor

resultado.

a. Muestreo

El proceso comienza con la recoleccién de muestras de aguas residuales, que pueden ser
congeladas (La Rosa et al., 2021; Westhaus et al., 2021) o almacenada a unos 4°C para su
posterior analisis (Ahmed et al., 2020; Mlejnkova et al., 2020).

Generalmente, antes de llevar a cabo los pasos posteriores del proceso, se realiza una
inactivacién del virus para aumentar la seguridad del protocolo analitico tanto para el personal
de laboratorio como del medio ambiente. Para ello, una forma de inactivarlo, es someter la
muestra durante 30 minutos con un tratamiento a 56°C. Este procedimiento no va a afectar a la
deteccidn del ARN del SARS-CoV-2 (La Rosa et al., 2021).
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Posteriormente, se centrifuga la muestra y se filtra el sobrenadante para eliminar particulas

grandes y solidos en suspension (Sherchan et al., 2020).

b. Concentracién

Una vez obtenida la muestra de agua, se procede a la concentracion del virus en las aguas

residuales. Para este paso se han descrito diferentes formas de concentracion:

a.

Centrifugacion de la muestra de agua a 4700 x g durante 30 minutos recogiendo el
sobrenadante y posteriores centrifugaciones seriadas (Westhaus et al., 2021).

Método de separacion de dos fases (PEG-dextrano): Es un método recomendado por la
OMS para la vigilancia ambiental de la circulacién del poliovirus, realizando algunas
modificaciones. La muestra de agua se centrifuga a 1200 x g durante 30 minutos para
separar el pellet. Después, se purifica la muestra con cloroformo al 20 % durante 1 hora
a 1400 x g para obtener una mayor sensibilidad de deteccion (La Rosa et al., 2021).
Método de polietilenglicol (PEG): Se mezcla PEG y NaCl en un volumen de agua
residual filtrada y se incuba a 10 °C y 100 rpm. A continuacion, la mezcla se centrifuga
a 13000 x g durante 90 min, el sobrenadante se descarta y el sedimento se resuspende
en 300 pl de agua libre de ARNasa (Mlejnkova et al., 2020).

Floculacion directa: Se utiliza una solucion de extracto de carne de res en tampén de
glicina (0,05 M). Se acidifica la muestra de agua residual y se afiade el extracto de carne
floculado mediante la adicién de HCI 1 y 0,1 M. Se agita la suspension durante 10 h
para permitir que los virus presentes se absorban en los floculos y posteriormente se
centrifuga a 10000 g durante 30 min a 4°C. El sedimento se disuelve en 8 ml de solucién
salina tamponada con fosfato (PBS) (Mlejnkova et al., 2020).

Extraccion directa de ARN mediante membranas electronegativas: Se ajusta el pH de
las muestras a 3,5 - 4 usando HCI y se pasa la muestra a través de membranas
electronegativas de 0,45 um de tamafio de poro y 90 mm de didmetro a través de un
embudo de vidrio (MerckMillipore) (Ahmed et al., 2020). Otra forma de extraccién
mediante membrana electronegativa es mezclar la muestra de agua con MgCl 25 mM y
pasarlo a través de un filtro electronegativo, como puede ser una membrana mixta de
éster de celulosa (Haramoto et al., 2020). Los iones de magnesio se eliminan con el paso

de H2SO4 y el virus se eluye con el paso de NaOH 1,0 mM (Sherchan et al., 2020).
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f. Ultrafiltracion: Se centrifugan las muestras a 4750 g durante 30 minutos. Luego se
elimina el sobrenadante y se centrifuga a 3500 g durante 15 min y se pasa a través de
un filtro centrifugo Centricon® Plus-70 a 1000 g durante 2 min. La muestra concentrada
se recoge con una pipeta (Ahmed et al., 2020).

g. Otros métodos como precipitacion-absorcion de hidroxido de aluminio (Randazzo et
al., 2020) y placa de filtro de 96 pocillos que tienen capacidad para filtrar moléculas de
menos de 10 kD (Kumar et al., 2021).

Haciendo una comparativa entre los métodos utilizados para concentrar las muestras, los méas
utilizados son precipitacion utilizando PEG seguido de centrifugacion, las columnas de

ultrafiltracion y la union de virus a membranas electronegativas (Hasan et al., 2021).

El uso de PEG para concentrar virus presenta un mayor rendimiento debido a la alta sensibilidad
de la técnica y la eliminacién de la inhibicién. Ademas, son faciles de usar y baratos, en
comparacion con las columnas de ultrafiltracion que requiere de muchas rondas de
centrifugacion para concentrar la muestra. Sin embargo, estas columnas son mas sensibles y
mas adecuadas para detectar concentraciones mas bajas del virus en el agua residual (Hasan et
al., 2021). El método de concentracién del virus es un factor esencial que precisa de atencion
para poder mejorar la sensibilidad de deteccién de SARS-CoV-2 en aguas residuales (Ahmed
et al., 2020). Algunos autores como Hasan et al., (2021), recomiendan el uso del método PEG

para la concentracion.

c. Extraccion de ARN

El siguiente paso es aislar el ARN del virus. Para ello, se utilizan diferentes kits comerciales
como el Kit NucleoSpin RNA virus (Westhaus et al., 2021), NucliSENS miniMAG con silice
magnético (Mlejnkova et al., 2020; La Rosa et al., 2021), Kit RNeasy Power Microbiome
(Ahmed et al., 2020) y RNeasy PowerMicrobiome Kit (Qiagen)(Ahmed et al., 2020).

El uso de Kits de extraccion de ARN tiene la ventaja adicional de facilitar el anélisis de alto
rendimiento de las muestras de aguas residuales, proporcionando ARN de alta calidad sin
pérdida de biodiversidad de virus (Hamouda et al., 2021).

d. Cuantificacion del ARN
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El ARN se cuantifica posteriormente mediante RT-qPCR, una reaccién inversa de PCR que
permite cuantificar las copias de ARN presentes en la muestra analizada. Para ello, es necesario
sintetizar ADNc de la cadena de ARN a través de una transcripcion inversa y llevar a cabo
varios ciclos de PCR utilizando una sonda (Tabla 3) (Westhaus et al., 2021). Los resultados
obtenidos se visualizan mediante electroforesis en gel (La Rosa et al., 2021), y, por ultimo, se
utilizan diversos métodos para el andlisis de la secuencia, como Sanger, MiSeq (Hata et al.,

2021), lllumina (Ahmed et al., 2020), siendo el mas utilizado el método Sanger.

Tabla 3: Resumen de las sondas mas utilizadas en los diferentes estudios.

Ensayo | Nombre | Funcién Secuencia (5°-3") Referencia
CDCN2-F Forward primer TTACAAACATTGGCCGCAAA
2019-
nCoV_N2 CDCN2-R Reverse primer GCGCGACATTCCGAAGAA
CDCN2-P TagMan Probe ACAATTTGCCCCCAGCGCTTCAG-
CDCN3-F Forward primer GGGAGCCTTGAATACACCAAAA
2019-
CDCN3-R | Reverse primer TGTAGCACGATTGCAGCATTG (Hataetal.,
nCoV_N3 2021)
CDCN3-P TagMan Probe AYCACATTGGCACCCGCAATCCTG-
NIID-F Forward primer AAATTTTGGGGACCAGGAAC
NIID_2019-
NIID-R Reverse primer TGGCACCTGTGTAGGTCAAC
nCoV_N
NIID-P TagMan Probe ATGTCGCGCATTGGCATGGA
CDCN1-F Forward primer GACCCCAAAATCAGCGAAAT
2019-
CDCN1-R Reverse primer TCTGGTTACTGCCAGTTGAATCTG
nCoV_N1
CDCN1-P TagMan probe FAM-ACCCCGCATTACGTTTGGTGGACC-BHQ1
CDCN2-F Forward primer TTACAAACATTGGCCGCAAA
2019-
CDCN2-R Reverse primer GCGCGACATTCCGAAGAA (Haramoto et al.,
nCoV_N2
— 2020)
CDCN2-P TagMan probe FAM-ACAATTTGCCCCCAGCGCTTCAG-BHQ1
NIID-F2 Forward primer AAATTTTGGGGACCAGGAAC
NIID_2019-
NIID-R2 Reverse primer TGGCACCTGTGTAGGTCAAC
nCoV_N
NIID-P2 TagMan Probe ATGTCGCGCATTGGCATGGA
Forward primer CACATTGGCACCCGCAATC
Reverse primer GAGGAACGAGAAGAGGCTTG
N_Sarbeco
TagMan Probe FAM-ACTTCCTCAAGGAACAACA
_ (Ahmed et al.,
Forward primer AAATTTTGGGGACCAGGAAC 2020)
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NIID_2019- Reverse primer TGGCAGCTGTGTAGGTCAAC
nCOV_N
TagMan Probe FAM-ATGTCGCGCATTGGCA
Forward primer ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT
Reverse primer ATATTGCAGCAGTACGCACACA
E_Sarbeco
TagMan Probe 6-Fam ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG
BBQ1
Forward primer GTGARATGGTCATGTGTGGCGG
(Westhaus et al.,
i 2021
RARP_SARSr Reverse primer CARATGTTAAASACACTATTAGCATA )
TagMan Probe 6-Fam CAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGC
BBQ1
Forward primer TGTGACATCAAGGACCTGCC
Reverse primer CTGAGTCACCTGCTACACGC
M-475
TagMan Probe 6-Fam TGTTGCTACATCACGAACGC BHQ1
Forward primer TGGCCGCAAATTGCACAATT
SARS-CoV-2
N-gene Reverse primer TGTAGGTCAACCACGTTCCC
TagMan Probe 6-Fam CGCATTGGCATGGAAGTCAC BHQ1
CDC N1 Forward primer GACCCCAAAATCAGCGAAAT
2019-
CDC N1 Reverse primer TCTGGTTACTGCCAGTTGAATCTG
nCoV_N1
CDC N1 TagMan Probe FAM-ACCCCGCATTACGTTTGGTGGACC-BHQ1
(Sherchan et al.,
CDC N2 Forward primer TTACAAACATTGGCCGCAAA 2020)
2019-
CDC N2 Reverse primer GCGCGACATTCCGAAGAA
nCoV_N2
CDC N2 TagMan Probe FAM-ACAATTTGCCCCCAGCGCTTCAG-BHQ1

e. Virus controles

y mejorar la estimacion de la prevalencia de SARS-CoV-2 utilizando WBE.
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El uso de un virus sustituto adecuado como estandar interno o externo es necesario para

cuantificar el proceso de deteccion de pérdida de ARN, minimizar la incertidumbre del analisis

Los virus utilizados deben ser morfoldgicamente similares al virus objetivo y deben de ser lo
suficientemente distintos genéticamente para que en el ensayo de deteccion no se produzcan
reacciones cruzadas. Por lo tanto, los virus mas utilizados en los estudios revisados son el
coronavirus de gastroenteritis transmisible (TGEV) (Mlejnkova et al., 2020), el fago MS2
(Kumar et al., 2021), fago F, el norovirus murino (MNV) (Hata et al., 2021), colifago MS2 y
el tobamovirus del moteado suave del pimiento (PMMoV) (Haramoto et al., 2020).




El desarrollo de un protocolo estandarizado que pueda adoptarse a nivel mundial es necesario
para la optimizacion en la deteccién de SARS-CoV-2 en aguas residuales. Se espera que la
convocatoria de estudios adicionales para optimizar el método analitico para la deteccion de
SARS-CoV-2 en aguas residuales conduzca al desarrollo de un protocolo estandarizado que

pueda adoptarse a nivel mundial.

Recientemente en Espafia, el Ministerio de Ciencia e Innovacion ha propuesto un protocolo
estandarizado para la deteccion de SARS-CoV-2 en aguas residuales basado en el protocolo
descrito por Randazzo et al., (2020). En dicho protocolo, se propone el almacenamiento de la
muestra de agua residual a 3 + 2 °C antes de su analisis, al igual que han sugerido otros autores
como Hamouda et al., (2021). Para la concentracion de las muestras, se sugiere el uso de AlICls
seguido de centrifugacion, a pesar de que el método mas utilizado y recomendado en otros
estudios es el uso de PEG seguido de centrifugacion (Hasan et al., 2021). Los Kits QlAamp®
Viral RNA (Qiagen) o Nucleospin RNA virus Kit seran los utilizados para la extraccion del
ARN viral. Por dltimo, para la cuantificacion del ARN viral, describen el uso de la PCR

cuantitativa, al igual que en los otros estudios.
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Figura 7: Resumen del protocolo de deteccion de SARS-CoV-2 en aguas residuales. (Hamouda et al., 2021).

6. CONCLUSIONES

Ante la llegada del nuevo virus SARS-CoV-2 y la pandemia de COVID-19 a la que se enfrenta
el mundo, las aguas residuales tienen un papel importante es su vigilancia y seguimiento. A
pesar del enfoque prometedor del uso de la WBE para determinar la prevalencia de COVID-19

en la poblacion, hay que destacar la elevada incertidumbre en los resultados obtenidos, asi como
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las variaciones segun el estudio realizado debidas al gran nimero de variables que influyen en
el muestreo y andlisis del agua. Se puede concluir que el uso potencial de esta herramienta
predictiva puede ser util aplicandose a condiciones locales, no pudiéndose generalizar a otras

ciudades o paises.

A pesar de que la mayoria de los procesos de tratamiento son eficientes en la eliminacion del
virus, el ARN viral sigue presente en los efluentes de algunas depuradoras, siendo liberado este
al medio ambiente, por lo que se precisa un tratamiento de las aguas residuales que asegure la

eliminacion del virus en las EDARS, con el fin de garantizar rendimientos del 100 %.

Existe una gran variabilidad entre los resultados obtenidos en la deteccion del SARS-CoV-2 en
las diferentes partes del mundo, siendo, la diversidad de métodos analiticos utilizados para la
deteccion del mismo, una de las causas de dicha variabilidad. Es necesario el uso de un
protocolo analitico estandarizado a nivel mundial para el estudio del SARS-CoV-2 en aguas
residuales que permita la correcta comparacion e interpretacion de los resultados. En este
sentido, la reciente propuesta de un método oficial por parte del Ministerio favorece dicha

comparacion.
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