Vigilancia ambiental de SARS-CoV-2 en Caracas mediante epidemiologia de aguas
residuales

Resumen

En marzo del 2020 la OMS declaré la pandemia por COVID-19, enfermedad causada por
el coronavirus SARS-CoV-2. En diversos paises se ha implemerntado la epidemiologia
de aguas residuales para la vigilancia ambiental del virus en las comunidades. El ARN
del SARS-CoV-2 se excreta a través de las heces, saliva y el esputo, fluidos que son
eliminados a través de sistemas de aguas residuales, y su deteccion y cuantificacion se
relaciona con los casos activos de la COVID-19. Esto es una ventaja, pues el método
permite monitorear la prevalencia de la enfermedad. En tal sentido, el objetivo fue
detectar la presencia de este virus en aguas residuales en diferentes parroquias de
Caracas y determinar patrones de prevalencia. Se realizé la concentracion del ARN viral,
extraccion y posterior RT-gPCR dirigida a los genes N1 y ORF1ab. Del total de muestras
recolectadas, el 88,5% fueron positivas. Aquellas parroquias con mayor densidad
poblacional también mostraron mayores concentraciones de SARS-CoV-2 en aguas
residuales. Asimismo, se encontrd correlacion entre los casos de COVID-19 reportados
con la concentracion viral en el agua. La aplicacion de la epidemiologia de aguas
residuales, como una herramienta nueva en Venezuela aplicada a la vigilancia de SARS-
CoV-2 en la Region Capital mostré ser de mucha utilidad como complemento de la

vigilancia epidemioldgica del virus.
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Environmental surveillance of SARS-CoV-2 in Caracas through wastewater
epidemiology

Abstract

On March 2020, WHO declared the COVID-19 pandemic, a disease caused by the SARS-
CoV-2 coronavirus. In various countries, wastewater epidemiology has been implemented
for environmental surveillance of the virus in communities. SARS-CoV-2 RNA is excreted
through feces, saliva and sputum, fluids that are eliminated through wastewater systems,
and its detection and quantification relate to active cases of COVID-19. This is an
advantage, since the method allows monitoring the prevalence of the disease. In this
sense, the objective was to detect the presence of this virus in wastewater in different
parishes of Caracas and determine prevalence patterns. Viral RNA concentration,
extraction and subsequent RT-gPCR targeting the N1 and ORF1ab genes were
performed. Of the total samples collected, 88,5% were positive. Those parishes with
higher population density also showed higher concentrations of SARS-CoV-2 in
wastewater. Likewise, a correlation was found between the cases of COVID-19 reported
with the viral concentration in the water. The application of wastewater epidemiology, as
a new tool in Venezuela applied to the surveillance of SARS-CoV-2 in the Capital Region,

proved to be very useful as a complement to the epidemiological surveillance of the virus.

Keywords: wastewater-based epidemiology; SARS-CoV-2; COVID-19; wastewater;

environmental surveillance.



INTRODUCCION

En diciembre de 2019, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) fue informada
sobre un brote de neumonia en Wuhan, provincia de Hubei, China, y la etiologia no fue
identificada para ese momento. El 30 de enero de 2020, la OMS declaré la epidemia de
coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2) como una
emergencia de salud publica de importancia internacional (ESPII). El 11 de febrero de
2020, la OMS nombré oficialmente el brote actual de enfermedad por coronavirus como
Enfermedad por coronavirus-2019 (COVID-19) (Sun et al., 2020) y el Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) nombré al virus como SARSCoV-2 (Hu et al.,
2020). La diseminacion viral a través de paises asiaticos y europeos llevd a la OMS a
declarar la pandemia del COVID-19 en marzo de 2020 (WHO, 2020).

El SARS-CoV-2 es un virus RNA de la familia Coronaviridae, la cual también
incluye al virus SARS-CoV-1 causante del brote de SARS en 2003 (Peiris et al., 2003) y
el coronavirus del sindrome respiratorio del Medio Oeste (MERS-CoV, por sus siglas en
inglés) que causoé el brote de MERS en 2012 (Zaki et al., 2012).

El receptor celular del SARS-CoV-2, la enzima convertidora de angiotensina 2
(ECA-2) se expresa abundantemente en el intestino delgado (D’Amico et al., 2020) por lo
que el tracto gastrointestinal es permisivo para la replicacion viral. De hecho, el virus se
ha detectado en epitelios gastricos, esofagicos, duodenales, rectales e intestinales
(Lamers et al., 2020; Xiao et al., 2020; Lin et al., 2020). Cualquier virus excretado
fecalmente alcanzara las aguas residuales (Kim et al., 2020). La deteccion del ARN del
SARS-CoV-2 que se excreta a través de las heces, saliva y el esputo, fluidos que son
eliminados a través de sistemas de aguas residuales (Holshue et al., 2020; Mallapaty,
2020), constituye una prueba de la circulacién de dicho virus en la poblacién. Ademas, el
ARN del SARS-CoV-2 podria detectarse incluso si hubiese un subregistro del numero de
casos confirmados (Hata et al., 2021) pues, en ocasiones las personas infectadas no

presentan sintomas.

Este hecho constituye el fundamento de la epidemiologia basada en aguas
residuales (WBE, Wastewater-Based Epidemiology, por sus siglas en inglés), la cual es
una herramienta importante para detectar agentes patdégenos y puede servir como



sistema de alerta temprana para los brotes de enfermedades (Rothman et al., 2021). El
enfoque se basa en la suposicion de que cualquier sustancia que sea excretada por los
seres humanos y sea estable en las aguas residuales puede utilizarse para calcular la
concentracion original excretada por la poblacion atendida. Este mismo concepto se
puede traducir a la vigilancia del virus (Berchenko et al., 2017). Un ejemplo de ello ha
sido la caracterizacién molecular de rotavirus detectados en aguas residuales, lo cual
permiti6 obtener una panoramica de la epidemiologia de dichos agentes de
gastroenteritis infantil en distintas areas geograficas, con el fin de predecir la eficiencia

de una futura vacunacioén para rotavirus (Barril et al., 2015).

Esta metodologia se planted por primera vez como una herramienta potencial para
evaluar el uso de drogas ilicitas y farmacos terapéuticos mal utilizados dentro de una
comunidad en el afio 2001 (Daughton, 2001). También se ha aplicado en el pasado para
virus no envueltos con un enfoque particular en los poliovirus, sobre todo en paises como
Egipto e Israel (Blomqvist et al., 2012; Brouwer et al., 2018) y desde entonces, la
vigilancia ambiental sistematica se utiliza como complemento de la vigilancia de
poliomelitis, y en menor medida enterovirus (Apostol et al., 2012), echovirus (Tao et al.,
2011), adenovirus (Amdiouni et al., 2012), poliovirus (Bofill-Mas et al., 2000), y Hepatitis
E (Clemente-Casares et al., 2003).

La deteccion de SARS-CoV-2 en aguas residuales permite implementar un sistema
de alerta temprana y de vigilancia para detectar cambios en la circulacion del virus en la
poblacion, pues, la concentracion viral en las aguas residuales de un area determinada
es un indicador de la prevalencia de la infeccion en la poblacion (La Rosa et al., 2020;

Sala-Comorera et al., 2021).

Por otro lado, la epidemiologia basada en aguas residuales no solo tiene el
potencial de detectar virus en aguas residuales, sino que también es capaz de rastrear la
diversidad y la propagacion de variantes virales en lugares urbanos y suburbanos, lo que
puede ayudar a los esfuerzos de salud publica para controlar los brotes de la enfermedad
(Rothman et al., 2021) y ademas tiene la ventaja de que no depende de los recursos
sanitarios y clinicos (Sims y Kasprzyk-Hordern, 2020).



Con base en lo anterior, el objetivo de este trabajo fue detectar la presencia del
virus SARS-CoV-2 en aguas servidas de la ciudad de Caracas para de esta forma

establecer un patron espacio-temporal de zonas con mayor y menor prevalencia del virus.

METODOLOGIA

1. Recoleccién de las muestras

Se colectaron muestras simples de aguas residuales directamente del sistema de
alcantarillado de la Ciudad de Caracas. Se escogieron ocho (8) sectores: San Bernardino,
Caricuao, Catia, Propatria, Poliedro, Coche y Los Chaguaramos, y también se incluy6
Petare, que pertenece al Estado Mirada (Figura 1) y es una parroquia con alta densidad
poblacional. Las muestras se captaron con una frecuencia semanal, en el periodo
comprendido desde el 6 de septiembre hasta el 29 de noviembre del 2021, en envases
de vidrio estériles, y para su conservacion se mantuvieron refrigeradas en cavas durante
el traslado al laboratorio. Durante la recoleccion, se midieron in situ parametros
fisicoquimicos pH, conductividad eléctrica (CE) y temperatura usando una sonda

multiparamétrica.

2. Pasteurizacion

Con el fin de inactivar los patégenos en el agua residual, ésta se pasteurizo
colocando las muestras en bano de calentamiento a 60 °C durante 90 minutos (Wu et al,
2020a) y una vez finalizado este paso se guardaron a -20 °C hasta su posterior

procesamiento.

3. Concentracion viral

Todas las muestras se concentraron de acuerdo al protocolo descrito por Truijillo et
al. (2021), procesando submuestras de 40 ml y afiadiendo PEG hasta una concentracion
de 10% p/v y NaCl 0,4 M para precipitar las particulas virales. Las muestras se incubaron
a 4 °C on night y luego se centrifugaron a 12.000 xg durante 120 minutos a 4 °C.

Finalizada la centrifugacion, la mayor parte del sobrenadante se retiré por decantacion,
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el pellet se resuspendio en el liquido restante y se tomé una alicuota de 1 ml, que se

almacend a -20 °C hasta realizar el procedimiento de extraccion.

Figura 1. Mapa de ubicacion relativa de los sitios de muestreo en las diferentes parroquias que

constituyeron el area de estudio.
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4. Extraccion de ARN y cuantificacion viral

La extraccion de ARN viral se realizé usando el kit comercial de IBI Scientific®
siguiendo las instrucciones del fabricante. La cuantificacion viral se realiz6 mediante PCR
en tiempo real con transcripcion inversa (RT-gPCR). La RT-gPCR fue dirigida a las
regiones ORF1ab y N1 del ARN viral. Se utilizé el kit diagnéstico de Sansure Biotech
[Novel Coronavirus (2019-nCov) Nucleic Acid Diagnostic Kit (PCR-Fluorescence
Probing)]. Las muestras se consideraron positivas para valores de Ct (cycle therehold,

por sus siglas en inglés) por debajo de 40 (Medema et al., 2020; Wu et al., 2020b).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7229723/#bib30
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7229723/#bib49

5. Curva de calibracion

Los datos obtenidos con la RT-qgPCR fueron convertidos de Ct a copias de genes
por reaccion (GC) utilizando una curva de calibracién para cada gen. Para la realizacion
de la curva se utilizaron tres alicuotas de aproximadamente 40 pl del virus SARS-CoV-2
inactivado y cultivado en laboratorio, se realizaron diluciones seriadas con un factor de
10, desde 10" a 10-'°, estas diluciones se hicieron por triplicado, tomando 10 ul del ARN
viral y 90 ul de agua ultrapura. Se procedié a realizar la RT-qPCR, y de acuerdo a los
resultados se realizé la curva de Ct vs GC para cada gen. La concentracion inicial se
determind de acuerdo a la dilucién cuyo Ct era mas alto (en este caso, 10-8), suponiendo
que habia 10 copias de genes en esta dilucion. Para la conversion de Ct a GC se utilizd

la ecuacion de Flood et al. (2021).

6. Medicion de parametros fisicoquimicos

Los parametros de temperatura, pH y conductividad se midieron utilizando un
equipo multiparametro, sumergiendo los electrodos correspondientes directamente en

las muestras de agua hasta que el valor de la lectura de la pantalla se estabilizara.

7. Andlisis de datos

Se cred un mapa de calor (heat map) para visualizar la actividad de transmision
en las comunidades en funcidon de la intensidad de la carga viral y los datos
correspondientes a cada punto de muestreo. A fin de determinar la correlacién entre la
carga de SARS-CoV-2 en agua y los casos de COVID-19 reportados se realizaron
pruebas de correlacion de rango de Spearman. Debido a que el propdsito de esta
correlacién era establecer un patrén temporal, la variabilidad espacial fue obviada
realizando un promedio con las 8 muestras captadas en cada semana de muestreo. Se
realizé un analisis de componentes principales con el fin de correlacionar las variables

fisicoquimicas medidas in situ con los valores de concentracion viral determinados en



cada sitio y fecha de muestreo. Todos los analisis fueron realizados usando el software
libre R, version 4.1.1.
RESULTADOS

La parroquia con mayor densidad poblacional es Petare, con mas de 12.300
habitantes por kildbmetro cuadrado (hab/km?), seguida de la parroquia San Pedro (Figura
1). Esta informacion es relevante puesto que desde el punto de vista epidemiologico se
puede esperar mas 0 menos concentracidon viral con base al numero de contagios de

dichas parroquias.
Se analizaron un total de 104 muestras, de las cuales 92 resultaron positivas al
menos para uno de los genes analizados, lo que representa un indice de positividad del

88,5% (Tabla 1).

Tabla 1. indice de positividad de las muestras de aguas residuales por parroquia.

Parroquia indice de positividad (%)
Septiembre Octubre Noviembre Total (por
parroquia)
Caricuao 100 100 100 100
Coche 100 87,5 80 88,5
Petare 75 50 80 69,2
San Bernardino 100 100 100 100
San Pedro 100 75 60 76,9
Sucre 100 87,5 90 92,3
Total (por mes) 96,9 84,4 82,5 -

Fuente: Elaboracion propia del autor (2022).

En las parroquias Caricuao y San Bernardino se detecté el SARS-CoV-2 en la
totalidad de muestras colectadas. En contraste con esto, las muestras de Petare
presentaron el menor indice de positividad (69,2%), detectandose el virus en el mes de
octubre solo en el 50% de las muestras (Tabla 1). En las parroquias Coche y San Pedro
el indice de positividad presentd tendencia negativa, mientras que en las muestras
colectadas en las parroquias Petare y Sucre se reportd un indice de deteccion que

disminuyo de septiembre a octubre, pero aumento en el mes de noviembre.



La Figura 2 muestra el patréon temporal del promedio en la concentracién de SARS-
CoV-2 en aguas residuales y el promedio casos de COVID-19 reportados en las
parroquias pertenecientes al area de estudio. Se determiné una correlacién positiva
(p=0,71) y significativa (p<0,05) entre los casos de COVID-19 reportados y la

concentracion viral en aguas residuales.

Los datos indicaron un aumento en el promedio de casos de COVID-19 en el mes
de septiembre, disminuyendo hacia finales del mes de noviembre, tendencia que también

se observé en algunas parroquias estudiadas.

Figura 2. Promedio de casos de COVID-19 y concentracion de SARS-CoV-2 en agua

residual durante las diferentes fechas de muestreo.
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En el heatmap (Figura 3) se puede observar el patrén espacio-temporal de las
concentraciones virales determinadas. Al inicio de los muestreos, la carga viral fue alta

en todos los sitios, con una tendencia a disminuir a medida que pasaban las semanas.



También, hubo muestreos en los que ninguno de los genes virales fue detectado (color

azul en el grafico).

Figura 3. Heat map que muestra la concentracion de SARS-CoV-2 en agua residual en cada sitio
durante el periodo de muestreo. SB= San Bernardino, CAT = Catia, POL = Poliedro, CAR = Caricuao,
PET = Petare, PRO = Propatria, COC = Coche, CHA = Chaguaramos.
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Figura 3. Elaboracion propia del autor (2023).

A partir del 20 de septiembre la carga viral disminuyd en la mayoria de los sitios,
excepto Coche, donde se reporté un aumento de la misma. Se observo que Catia fue uno
de los sitios cuyas muestras presentaron concentracion viral de alta a moderada durante
todo el periodo de muestreo, seguido de Caricuao y Poliedro. En las parroquias Petare,
Coche y Chaguaramos se determiné una disminucién en la concentracion viral luego a

partir del 25 de octubre.
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Figura 4. Analisis de componentes principales de variables fisicoquimicas y concentracion viral

en los diferentes sitios y fechas de muestreo. A: septiembre. B: octubre. C: noviembre.
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La Figura 4 representa los diferentes analisis de componentes principales que
relacionan las variables fisicoquimicas y la concentracién viral determinadas para cada
sitio y fecha de muestreo. El analisis revela una relacion entre la concentracion viral
detectada, la conductividad eléctrica y la temperatura. Aun cuando la correlacion lineal
entre las variables no fue significativa (p>0,05), los graficos indican que existe una

asociacion entre estas variables, tanto espacial como temporalmente.
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DISCUSION

La epidemiologia basada en aguas residuales ha mostrado caracter predictivo en
algunas circunstancias, permitiendo mejorar la toma de decisiones relacionadas con el
posible manejo de la enfermedad. Esta metodologia, aplicada por primera vez en
Venezuela por nuestro grupo de investigacion, se vuelve esencial especialmente cuando
se tienen limitaciones en el numero de pruebas clinicas que podrian realizarse y un
periodo relativamente largo para que las personas infectadas muestren sintomas
(Hamouda et al., 2021). Ademas, muestra un gran potencial para proporcionar
informacion completa sobre el estado de salud de manera integral y casi en tiempo real

a nivel comunitario (Mao et al., 2020).

De las seis parroquias muestreadas, la de mayor densidad poblacional era Petare
y, sin embargo, esta fue la parroquia que reportd el menor indice de positividad (69,2%),
seguida de San Pedro (76,9%) que fue la segunda en densidad poblacional. Esto puede
estar relacionado con la ubicacion del punto de muestreo, para parroquias con una mayor
superficie, como por ejemplo Petare (40 km? segun INE, 2011) puede resultar mas
adecuado realizar el muestreo en distintos puntos de la misma para asi cubrir una mayor
area y poder obtener resultados mas concordantes. A esto se le suman otras variables
como viviendas que no se encuentran conectadas al sistema de alcantarillado, cuyas

aguas residuales son vertidas en quebradas y/o en el Rio Guaire directamente.

Un aspecto que influye en el indice de positividad en las diferentes parroquias es
el tipo del sistema de alcantarillado, porque en aquellos lugares donde el sistema es
combinado, que recibe tanto aguas pluviales como aguas residuales en un solo sistema
(Chavarria-Mir¢ et al., 2020) se detecta menor concentracion de particulas virales porque
las muestras se encuentran mas diluidas. En la ciudad de Caracas, al parecer la mayoria
de las alcantarillas son combinadas, aspecto que se observé durante las campanas de

muestreo.

Asimismo, la disminucion en el indice de positividad con el tiempo, del 96,9% en
septiembre a 82,5% en noviembre, podria estar relacionado con la disminucion en los

casos reportados de COVID-19. Cabe destacar que a partir del mes de septiembre
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iniciaron las campafias de vacunacion en el pais (OPS, 2021) y esto también pudo influir
en la disminucion en la cantidad de individuos infectados, y, por ende, la carga de SARS-
CoV-2 en agua. A pesar de ello, la prueba de correlacion de rangos de Spearman revelo
que la concentracion de SARS-CoV-2 detectada se correlacion6 significativamente con
el numero de casos notificados, comprobandose la hipotesis de que la concentracion del
virus en aguas residuales refleja la cantidad de personas infectadas en la comunidad

donde se realiza el muestreo (Figura 2).

De acuerdo con los datos del reporte diario de casos de COVID-19, el numero fue
mayor en la parroquia Sucre, seguida de la parroquia Caricuao. Nuestro sitio de muestreo
en Catia (Parroquia Sucre) presentd igualmente altos valores de concentracién viral en
los tres meses de muestreo (Figura 3). Este es un sector que contempla un conjunto de
urbanizaciones, barrios populares y sectores comerciales de gran densidad poblacional,
lo que contribuye a tener una mayor prevalencia de la enfermedad en la zona. De igual
forma, Caricuao fue otro de los puntos donde se obtuvieron valores altos de
concentracion viral, y en esta parroquia, con alta densidad poblacional y alta actividad
comercial, se observé en las diferentes campafas de muestreo al igual que en Catia, que

el cumplimiento de las medidas de bioseguridad era deficiente.

A diferencia de Sucre y Caricuao, las parroquias San Bernardino y San Pedro son
parroquias residenciales, con una poblacion predominantemente adulta, pero que
también tienen una amplia presencia de hospitales y clinicas que atienden a buena parte
de la poblacion caraquena. Tal y como lo explican Li et al. (2021) la principal incertidumbre
en la ubicacién del punto de muestreo es tener en cuenta la presencia de cualquier
hospital en la zona de captacion de la muestra o puntos criticos interesados, ya que
puede haber una alta carga viral en agua motivado a la aglomeracién de individuos
infectados en un punto cercano al sitio de muestreo, tal como ocurre con el sitio
identificado como Poliedro. Pero, por otro lado, también puede ocurrir una subestimacion
de la prevalencia de la enfermedad en una comunidad si los hospitales utilizan agentes
quimicos para eliminar el virus que luego también terminan en el sistema de aguas

residuales.
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De forma similar a los resultados de este trabajo, varios autores han reportado esta
correlacién. Maida et al. (2022), en Sicilia, Italia, evaluaron la presencia del SARS-CoV-2
en muestras de aguas residuales de nueve plantas de tratamiento, detectando una
correlacién con los casos notificados y georreferenciados en las areas atendidas por las
plantas de tratamiento en el periodo de estudio. Asimismo, Wurtzer et al. (2020)
compararon el promedio de copias de SARS-CoV-2 en muestras de aguas residuales
tomadas en tres plantas de tratamiento de la zona parisina que recogen entre 3 y 4
millones de habitantes, y confirmaron que el aumento en la carga viral en las aguas
residuales seguia con precision el aumento del numero de casos mortales observado a

nivel regional y nacional.

La sensibilidad del ensayo en cada parroquia es afectada por diferentes variables,
desde las caracteristicas de cada parroquia, asi como la ubicacion del punto de muestreo,
técnicas de recoleccion y preservacion hasta la tasa de desintegracion del ARN viral por
la presencia de agentes fisicoquimicos o biolégicos. En ese sentido, se determin6 una
potencial relacion entre la persistencia viral en las aguas residuales y variables
fisicoquimicas como la temperatura y la conductividad eléctrica (Figura 4). Sobre ello, se
ha informado que existe un impacto significativo de las altas temperaturas en facilitar la
descomposicidn del coronavirus en el agua y las aguas residuales (Kitajama et al., 2020;
Annalaura et al., 2020; Ahmed et al., 2020), y se mencionan otros factores como el nivel
de materia organica, el pH y la disponibilidad de luz (Wartecki y Rzymski, 2020). Las
aguas residuales son una matriz compleja que contiene una gran cantidad de variables
quimicas que afectan la estructura del material genético del virus. Lo observado en la
Figura 4 sugiere que la temperatura y la conductividad eléctrica (CE) podria estar
relacionadas con la estabilidad de las particulas virales en el agua residual, pues a mayor

CE podrian generar condiciones que favorezcan la persistencia del ARN en la matriz.

Los resultados de este estudio indican que la vigilancia ambiental del SARS-CoV-
2 en aguas residuales en la ciudad de Caracas es un método util y sencillo que permite
la deteccidn del virus y que ademas permite correlacionar la concentracion viral con los
casos de COVID-19 reportados. Ademas, este sistema puede servir como alerta
temprana a brotes de enfermedades producidas por este y otros patégenos que son
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excretados al sistema de aguas residuales del pais, por lo que si se aplica eficazmente
puede ser util para la vigilancia de epidemias. Los protocolos pueden continuar
optimizandose con el fin de minimizar la incertidumbre analitica, mejorar la confiabilidad
de futuros estudios, disminuir los sesgos y limitaciones para asi establecer patrones de

prevalencia del virus a lo largo del tiempo.

CONCLUSIONES

La aplicacién de la epidemiologia de aguas residuales, como una herramienta nueva en
Venezuela aplicada a la vigilancia de SARS-CoV-2 en la Regién Capital mostré ser de
mucha utilidad como complemento de la vigilancia epidemiolégica del virus. La
correlacién determinada entre la concentracion viral en aguas residuales y los casos
reportados comprueba que su aplicacion permite establecer patrones temporales y
espaciales y asi monitorear la prevalencia del virus en la comunidad. Sobre esto, se pudo
determinar que los sectores Catia y Caricuao constituyeron focos calientes de la COVID-
19. Esta es una informacién sumamente valiosa para establecer politicas publicas de
control de epidemias.
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