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Resumen

El presente trabajo propone, metodologia
para la deteccion y eliminaciéon del genoma
SARS-CoV2 en las aguas residuales de la ciu-
dad de Tarija, contemplando que estas aguas
mencionadas constituyen una via propicia
para la transmisiéon de muchas patologias, in-
cluidas las enfermedades virales.

El objeto principal del estudio es indagar so-
bre la deteccion del genoma SARS-CoV2 en
las aguas residuales de la ciudad de Tarija, su
prevalencia, las evidencias de transmisiéon y
su potencial vigilancia epidemiolégica en di-
ferentes escenarios.

Este documento contempla una compilacién
bibliogréfica-documental de articulos y apor-
tes de fuentes de informacién de la CSIC
(Consejo superior de investigaciones cienti-
ficas de Espaifia), como también aportes del
Tagua e Imdea Agua, ambas instituciones tie-
nen intervenciones y participaciones de las
Universidades de Alcala y Rey Juan Carlos,
como también estudios desarrollados por in-
vestigadores de la Universidad Ignacio Agra-
monte Loynaz de cuba y la revista cubana
de medicina tropical (RCMT). Concluyendo
puntualmente el hallazgo del virus en el al-
cantarillado, aun cuando la prevalencia de la
COVID-19 haya sido baja, indica que la epi-
demiologia basada en aguas residuales pudie-
ra ser una herramienta para el monitoreo de
la circulacion del virus en la poblacion. Por
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ende, se propone un procedimiento metodo-
logico con bases cientificas para su deteccion
e identificacién respectiva, proponiendo una
serie de fases puntuales desde la elaboracion
de un documento base hasta la ejecucion de
la investigacion.

Palabras clave

Genoma, SARS-CoV2, aguas residuales, de-
teccidn y eliminacion.

Abstract

The present work proposes a methodology for
the detection and elimination of the SARS-
CoV2 genome in the wastewater of the city of
Tarija, considering that these mentioned wa-
ters constitute a conducive pathway for the
transmission of many pathologies, including
viral diseases.

The main purpose of the study is to investi-
gate the detection of the SARS-CoV2 genome
in the wastewater of the city of Tarija, its
prevalence, the evidence of transmission and
its potential epidemiological surveillance in
different settings.

This document includes a bibliographic-do-
cumentary compilation of articles and con-
tributions from information sources of the
CSIC (Higher Council for Scientific Research
of Spain), as well as contributions from Iagua
and Imdea Agua, both institutions have in-
terventions and participations from the Uni

1011

103



M« 9 » M

METODOLOGIA PARA LA DETECCION Y ELIMINACION DE GENOMA “SARS-

CoV-2" “COVID-19” EN AGUAS RESIDUALES DE LA CIUDAD DE TARIJA.

versities of Alcalda and Rey Juan Carlos, as well
as studies developed by researchers from the Ig-
nacio Agramonte Loynaz University of Cuba
and the Cuban Journal of Tropical Medicine
(RCMT). Concluding promptly the finding of the
virus in the sewers, even when the prevalence of
COVID-19 has been low, indicates that epide-
miology based on wastewater could be a tool for
monitoring the circulation of the virus in the po-
pulation. Therefore, a methodological procedure
with scientific bases is proposed for its respective
detection and identification, proposing a series of
specific phases from the preparation of the docu-
ment to the execution of the investigation.

Key words Genome, SARS-CoV2, sewage
water, detection and disposal.
1. Introduccion

Tal como lo menciona la OMS (Organizacion
Mundial de la Salud, 2020), el SARS-CoV2 o la
COVID-19, es el nombre del nuevo coronavirus,
el cual tras circunstancias de definicién fue de-
nominado 2019-nCoV y actualmente denomina-
do SARS-CoV2, siendo “SARS-CoV2 el virus” y
“COVID-19” el nombre de la enfermedad, la cual
pertenece a la familia de coronavirus, los cuales
son llamados de esa manera por la forma repre-
sentativa de pico en la superficie envolvente del
virus, los cuales por su forma se asemejan a una
corona. Los coronavirus son una familia que con-
viven con los seres humanos desde hace mucho
tiempo, asi también estos mencionados coronavi-
rus provienen de aves o mamiferos, especialmente
de los murciélagos.
. -

Figura 1. SARS-CoV2, forma aproximada del genoma; Fuente:
OMS (Organizacion mundial de la salud).
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La denominacion de SARS-CoV2, se denomina
asi por su secuencia genética parecida a la del
SARS (Centers for Disease Control and Preven-
tion, 2020), el cual es otro tipo de coronavirus
que se manifesté durante por primera y tnica vez
en el ano 2002 y caus6 una propagacién con més
de 8000 personas infectadas y alrededor de 800
muertos, ahora si bien se habla del SARS, tam-
bién se debe mencionar el MERS-CoV, el cual
se manifest6 por primera vez el afio 2012 en el
lejano medio oriente, el cual esta asociado con los
camélidos, especificamente con los camellos. Has-
ta donde se sabe, este nuevo coronavirus se ori-
gin6é en un mercado de animales silvestres de la
ciudad de Wuhan “China”, esto producido por el
contacto directo o cercano entre animales con el
ser humano, que al tratarse de especies exoéticas,
estas no conviven naturalmente cerca del ser hu-
mano, por tanto, este acercamiento propicio que
el virus adquiera la capacidad de conseguir un
nuevo huésped, en el caso del nuevo coronavirus,
se tienen por supuesto que este salté desde un
murciélago a un mamifero intermediario y pos-
teriormente a los seres humanos. (Guan Y.Zheng
BJ, He YQ, Liu XL, Zhuang ZX, Cheung, 2003).

La complejidad de esta enfermedad se basa esen-
cialmente en la forma de contagio, la cual es por
via aérea, mediante la generacion de pequeiias go-
tas que produce una persona infectada al hablar,
toser o estornudar son suficientes para producir
un futuro contagio. Ademas de ello se ha demos-
trado que también se transmite por “fomites” al
entrar en contacto con la nariz, ojos y boca con
superficies contaminadas con presencia del virus.

Lo curioso e interesante de este tipo de enferme-
dad es que se ha demostrado mediante estudios
de laboratorio que el SARS-CoV2, puede perma-
necer activo en algunas superficies por un tiem-
po determinado (The New England Journal of
Medicine, 2020), en el caso de objetos de cobre
este puede estar activo unas horas y en el caso de
objetos plasticos y de acero hasta 24 horas, claro,
esto en funciéon a las condiciones de temperatura
vy humedad del ambiente.

A diferencia con el SARS, esta nueva enferme-
dad puede transmitirse antes de la aparicion de
algtin tipo de sintoma, haciendo a la persona un
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huésped asintomético, mientras que el SARS se
transmite solo cuando la persona presenta sinto-
mas, por tanto, esto dificulta de gran manera la
contencion de la pandemia en todo el mundo.

La OMS “Organizaciéon Mundial de la Salud”, es-
tima una tasa de contagio (R0) del virus equiva-
lentes al 1.4 a 2.5, mientras que otras estimacio-
nes realizadas por entidades particulares hablan
de un rango entre 2 y 3, en otras palabras es decir
que cada huésped infectado puede contagiar a 2
y 3 personas, esta estimaciéon es en caso de un
contagio normal, pero tal como se ha visto recien-
temente se habla de supercontagios, esto debido
a la aglomeracion de personas que carecen o no
aplican medidas de prevencion ante el virus.

Sin embargo, la OMS también sefiala que, si
bien la tasa de mortalidad es baja, la tasa de
contagio es alta, haciendo blanco de contagio
a las personas vulnerables o con antecedentes
médicos de alguna patologia previa, sean estan
cardiacas, sanguineas, etc.

La situacion problémica relacionada a esta en-
fermedad, es su forma de contagio, ahora ha-
ciendo referencia a estas caracteristicas, se debe
entender que segtn los dltimos avances de inves-
tigacion apuntan, que el SARS-CoV2, tiene una
adaptabilidad a los medios fisicos y acuaticos, y
en este caso especifico a las aguas residuales de
los centros urbanos.

En el caso concreto de la ciudad de Tarija, se de-
ben mencionar ciertos aspectos que dan sustento
a la siguiente situacion problémica.

® En primera instancia se sabe que la
ciudad de Tarija recientemente cuen-
ta con una planta de tratamiento de
aguas residuales, la cual es muy cues-
tionada por su disefio y ubicacion,
ademas de supuestamente no realizar
un tratamiento oOptimo (periddico,
2021).

® Mas alla de lo mencionado, se sabe
que los indices de contagio son cada
vez mayores, en el caso especifico de
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nuestro pais, estos indices son crecien-
tes con el paso de los dias, esto con-
lleva a tener siempre presentes aguas
servidas con heces fecales y residuos
biologicos de pacientes enfermos con
este patogeno.

® Por otra parte, se sabe que todas es-
tas aguas son vertidas a la planta de
tratamiento, como también muchas
de estas aguas desembocan de forma
directa a algunas quebradas que atra-
viesan la ciudad de Tarija, haciendo
de estas zonas, posibles focos infeccio-
sos de este patogeno.

® Las plantas de tratamiento conven-
cionales no cuentan con nuevas me-
todologias de eliminacién o reduccion
de agentes patogenos como el SARS-
CoV2.

El objetivo que busca la presente investigacion
es: “Describir metodologias aplicadas al trata-
miento de aguas residuales de la ciudad de Ta-
rija para la detecciéon y eliminacion del genoma

SARS-CoV2”.

El control de las concentraciones de SARS-CoV
2 en las aguas residuales, se utiliza como indica-
dor de la evolucién de la pandemia, permitien-
do analizar de forma indirecta los efectos de las
medidas de cara a la desescalada en su caso. Por
ello muchas fuentes de informacion fiables vier-
ten sus aportes peridédicamente, de los cuales se
pueden rescatar los aportes del IAGUA e IMDEA
AGUA, perteneciente a la Universidad de Alca-
14 y con participacion especial de la Universidad
Rey Juan Carlos, mediante su Méaster en hidro-
logia y gestion de los recursos hidricos, como
también la Revista Cubana de Medicina Tropi-
cal, quienes para criterio del autor del presente
trabajo son excelentes fuentes de investigacion y
sustento académico referencial. En el caso de IM-
DEA AGUA y el IAGUA se pueden rescatar los
siguientes aportes, los cuales son una serie de pu-
blicaciones que se vienen dando desde la pasada
gestion 2019 hasta el presente mes y afio.
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Las publicaciones son las siguientes':

® Gestores del agua apuestan por deci-
siones urgentes para apuntalar la re-
cuperacion posCOVID.

® Publicados los resultados de los anéa-
lisis de aguas residuales para el segui-
miento de la COVID-19.

® Una encuesta revela el impacto de
Covid-19 en la cadena de suministro
de agua.

® El analisis de las bacterias de aguas
residuales ayuda a predecir la propa-
gacion del coronavirus.

® URA licita nuevamente los servicios
de analisis del SARS-CoV-2 en las
aguas residuales urbanas.

® Burlington VT implementa la epide-
miologia basada en las aguas residua-
les para frenar el COVID-19.

® Castilla y Leon extenderan los anali-
sis de aguas fecales a institutos y uni-
versidades.

En el caso de la Revista Cubana de Medicina
Tropical, se puede mencionar lo siguiente:

® COVID-19 y aguas residuales. Barre-
to Torrella, S. I. (2020).

1.1. Las heces humanas y la orina como
fuente de infeccion.

Se plantea que las heces fecales pueden constituir
una fuente de infeccién?, por el hallazgo de vi-
rus viables en heces de varios pacientes; también
porque se cree que el SARSCoV-2 tenga una baja
dosis infecciosa, de modo que por mas que sean

1 Publicaciones cronoldgicas del IAGUA sobre el COVID19:
https://www.iagua.es/noticias/redaccion-iagua/directo-ulti-
ma—hora—coronavirus-sector—agua

2 Wu D, Wu T, Liu Q, Yang Z. The SARS-CoV-2 out-
break: What we know. [JID [Preprint]. 2020 [acceso:

10/06/2020];94:44-8. Disponible en: http://www.sciencedirect.
com/science/article/pii/S1201971220301235 ;
2/10.1016/j.1jid.2020.03.004

https://doi.or-
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bajas cargas virales en las heces podrian ser una
preocupacion para la transmisibilidad. Los auto-
res agregan, a favor de la transmision fecal-oral,
la presencia de receptores de la enzima converti-
dora de angiotensina 2 (ACE2) en el tracto intes-
tinal, en células de la cavidad oral y el esofago.
Dicha enzima se ha identificado como el receptor
del huésped que interactia con la proteina de las
espiculas para propiciar el transito intracelular-
del SARS-CoV23. Aspecto pendiente de corrobo-
racion mediante métodos cientificos.

También se ha teorizado en cuanto a su transmi-
sion de forma fecal-vias respiratorias, por inhala-
cion de particulas de heces con presencia de virus
viables, en forma de gotas de aerosol!, lo cual
también constituye una especulacion a partir del
hallazgo en heces fecales de pacientes enfermos
con COVID-19 que no se debe pasar por alto,
pero requerird su futura confirmacién mediante
disetios experimentales adecuados. También se ha
encontrado al SARS-CoV-2 en la orina de pacien-
tes enfermos de COVID-19.°

1.2. Presencia del SARS-COV-2 en

aguas residuales.

El SARS-CoV-2 ha sido detectado en diferen-
tes paises, siendo el primero Holanda® .También
ha sido hallado en Australia’, Estados Unidos,

3 Amirian ES. Potential fecal transmission of SARS-CoV-2:
Current evidence and implications for public health. [JID. [Se-
rie en internet] 2020 [acceso: 10/06/2020];(95):363- 70. Dis-

4 Wang X, Zhou Y, Jiang N, Zhou Q, Ma W-L. Persistence
of intestinal SARS-CoV-2 infection in patients with COVID-19
leads to re-admission after pneumonia resolved. IJID [Se-
rie en internet]. 2020 [acceso: 10/06/2020];95:433-5. Dis-

ponible en:
51201971220302794

5 Xiao F, Sun J, Xu Y, Li F, Huang X, Li H, et al. Infec-
tious SARS-CoV-2 in feces of patient with severe COVID-19.
Emerg Infect Dis [Serie en internet]. 2020 Ag [acceso:

10/06/2020]; 26(8). Disponible en: https://wwwne.cde.gov/eid/
article/26,/8/20-0681 article

6 Medema G, Heijnen L, Elsinga G, Italiaander R, Brouwer A.
Presence of SARSCoronavirus-2 in sewage. MedRxiv. [Serie

en internet]. 2020 [acceso: 10/06/2020]. Disponible en: http://
medrxiv.org/content/early/2020/03/30/2020.03.29.20045880

7 Ahmed W, Angel N, Edson J, Bibby K, Bivins A, O’Brien
JW, et al. First confirmed detection of SARS-CoV-2 in un-

http://www.sciencedirect.com /science/article /pii/
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https://www.iagua.es/noticias/redaccion-iagua/directo-ultima-hora-coronavirus-sector-agua
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1201971220301235
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1201971220301235
https://doi.org/10.1016/j.ijid.2020.03.004
https://doi.org/10.1016/j.ijid.2020.03.004
https://doi.org/10.1016/j.ijid.2020.04.057
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1201971220302794
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1201971220302794
https://wwwnc.cdc.gov/eid/article/26/8/20-0681_article
https://wwwnc.cdc.gov/eid/article/26/8/20-0681_article
http://medrxiv.org/content/early/2020/03/30/2020.03.29.20045880
http://medrxiv.org/content/early/2020/03/30/2020.03.29.20045880
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Francia e Italia® en aguas residuales crudas (sin
tratar) provenientes tanto de areas de alta circu-
lacién como de baja circulacién del virus. Con el
auxilio de técnicas moleculares se ha detectado
en aguas crudas una concentraciéon de hasta 106
copias por litro. Mientras que en aguas residuales
tratadas la cifra ha sido de 105 copias por litro’.

1.3. El SARS-CoV2 en las masas de
aguas superficiales y aguas resi-
duales.

Tal como se mencion6 con anterioridad el SARS
es un tipo de coronavirus muy parecido en cuan-
to al genoma del SARS-CoV2, el cual, mediante
experimentacion, analisis y estudio desarrollado
por el Departamento de ciencias del suelo agua y
medio ambiente de la Universidad de Arizona de
USA (Gundy, 2008), ha demostrado gran capaci-
dad de adaptarse a los medios acuéticos tal como
lo refleja en su resumen de investigacion:

FEl advenimiento del sindrome respiratorio agudo
severo y su posible transmision ambiental indica
la necesidad de més informacién sobre la super-
vivencia del coronavirus en el agua y las aguas
residuales.

La supervivencia de los coronavirus representa-
tivos, el virus de la peritonitis infecciosa felina
y el coronavirus humano 229E, se determiné en
agua del grifo filtrada y sin filtrar (4 y 23 ° C) y
aguas residuales (23 ° C). Esto se compar6 con el
poliovirus 1 en las mismas condiciones de prueba.

La inactivacion de coronavirus en el agua de prue-

treated wastewater in Australia: A proof of concept for the
wastewater surveillance of COVID-19 in the community.
Sci Tot Environ. 2020 [acceso: 10/06/2020];728:138764.

Disponible  en:
cle/pii/S246812532030087X
tenv.2020.138764.

8 La Rosa G, laconelli M, Mancini P, Bonanno Ferraro G,
Veneri C, Bonadonna L, et al. First detection of SARS-CoV-2
in untreated wastewaters in Italy. Sci.Total Environ [Serie en
internet]. 2020 [acceso: 10/06/2020];736:139652. Disponible

en: https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.139652

9 Kitajima M, Ahmed W, Bibby K, Carducci A, Gerba CP,
Hamilton KA, et al. SARSCoV-2 in wastewater: State of the
knowledge and research needs. Sci Tot Environ [Preprint].]
2020 STOTEN 139076 [acceso: 10/06/2020]:139076. Disponi-

ble en: https://doi.org/10.1016 /j.scitotenv.2020.139076

http://www.sciencedirect.com /science /arti-

; https://doi.org/10.1016 /j.scito-
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ba dependié en gran medida de la temperatura,
el nivel de materia orgénica y la presencia de
bacterias antagonistas. El tiempo necesario para
que el titulo del virus disminuya en un 99,9% (T
99,9) muestra que, en el agua del grifo, los coro-
navirus se inactivan més rapidamente en agua a
23 ° C (10 dias) que en agua a4 ° C (> 100 dias).
Los coronavirus mueren rapidamente en las aguas
residuales, con valores de T 99,9 de entre 2 y 4
dias. El poliovirus sobrevivié mas tiempo que los
coronavirus en todas las aguas de prueba, excep-
to el agua del grifo a 4 ° C.”

A su vez el Gobierno Espaiiol mediante su consejo
superior de investigaciones cientificas, CSIC, es-
tablece su “Informe sobre transmisién del SARS-
CoV2 en playas y piscinas” (CSIC, 2020), donde
detalla aspectos muy importantes tales como:

® “La principal via de transmision del
SARS-CoV-2 en playas, rios, lagos y
piscinas es a través de secreciones res-
piratorias que se generan con la tos y
los estornudos y el contacto de perso-
na a persona, por lo que deben man-
tenerse las recomendaciones generales
relativas a cualquier otro lugar, como
por ejemplo las recomendaciones re-
cogidas en el protocolo y guia de bue-
nas précticas dirigidas a la actividad
comercial en establecimiento fisico y
no sedentario publicadas por el Mi-
nisterio de Industria, Comercio y Tu-
rismo.

® En actividades recreativas, la infec-
cion por SARS-CoV-2 por contacto
con el agua de condiciones estandar
para el bafo, es muy poco probable.
Sin embargo, estas actividades gene-
ralmente implican una pérdida de las
medidas recomendadas de distancia-
miento social.

® La supervivencia del SARS-CoV-2 en
agua de rios, lagos, pozas aguas re-
mansadas de agua dulce y no tratada
puede ser superior a la que se produce
en piscinas y en el agua salada, y por
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tanto deben extremarse las medidas
de precauciéon para evitar aglomera-
ciones, siendo éstos los medios acué-
ticos més desaconsejables en relacion
con otras alternativas, especialmente
las pequeiias pozas donde la dilucion
es menos efectiva’.

Ambas investigaciones hacen referencia a la ne-
cesidad de disponer de datos experimentales que
permitan evidenciar la presencia de SARS-CoV2
en las masas de aguas superficiales y aguas resi-
duales.

2. Materiales y Métodos

La metodologia aplicada a la presente investi-
gacidon es documental comparativo, la cual hace
referencia a los distintos medios cientificos de
exposicion de informaciéon documental, generado
cuestiones de analisis tales como:

Cada dia que pasa miles de cientificos en el mun-
do tratan de conocer al SARS-CoV2, pero a la
fecha no se ha logrado establecer un comporta-
miento estable del mismo, tanto en la salud como
en los medios de transmision del mismo, por tan-
to esto complica la situacion en si, ya que si bien
los estudios indican la posible adaptacion de este
genoma a las masas de agua superficial, este se
proyectaria como un posible foco de infeccion,
siempre y cuando las concentraciones del mismo
sean suficientes para producir un contagio.

Entrando a un contexto regional, se ha mal inter-
pretado sobre la influencia de la temperatura en
relacion al contagio de SARS-CoV2, suponiendo
que en regiones de nuestro departamento se con-
templan elevadas temperaturas, las cuales impo-
sibilitarfan un posible contagio, pero obviamos
un pequeno detalle, el cual es simple y muy sen-
cillo de entender.

El cuerpo humano biolégicamente mantiene una
temperatura constante comprendida entre los
35.6 y 37.6 grados centigrados naturalmente (In-
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fosalus, 2018). Por tanto, ya naturalmente nues-
tro cuerpo eliminaria en virus, en caso supuesto
de considerar la influencia de la temperatura al
momento de evitar un contagio.

Descripcion del ambito de estudio

El ambito de estudio sera el municipio de Cerca-
do - Ciudad de Tarija, donde se pretende estable-
cer contacto directo con las entidades encargadas
de proporcionar la informacion base para el desa-
rrollo de la siguiente propuesta de investigacion.

Fuente de datos

Las fuentes de informacion primaria son las in-
vestigaciones de tultima generacidén expuestas
por Universidades y centros de investigaciéon de
todo el mundo, rescatando los avances lineales
sobre el coronavirus y su incidencia sobre las
masas de agua residuales.

Se tomaran como fuentes primarias las publica-
ciones y articulos.

Las fuentes de informacién secundaria seran
documentos transversales que seran compila-
dos en bitacoras bibliograficas, contemplando
si el caso lo amerita, coleccién de informes pe-
riodisticos de informacion y estudios guberna-
mentales sobre los avances relacionado con la
lucha de la humanidad contra esta pandemia.

2.1. Fases de la propuesta

2.1.1. Primera fase — presentacion del
proyecto

Esta fase comprende la redaccion y elaboracion
de documentos correspondientes al proyecto,
contemplando el anélisis temporal y espacial
de cada uno de sus elementos.

2.1.2. Segunda fase — aprobacién del
proyecto

Esta fase establece la aprobacion del proyecto
y su adecuacion legal para su ejecucién, en este
punto se deben establecer claramente los mon-
tos y presupuestos para la ejecuciéon del estudio
planteado.

Asi también se debera establecer las responsa-
bilidades y licitacion de cargos mediante exa-
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men de competencias, avalado y evaluado por
la comisién interinstitucional conformada por
los entes participantes.

2.1.3. Tercera fase — desarrollo de la in-
vestigacion

En esta etapa se plantea la ejecucién de proto-
colos y planes de acciéon para la determinacion
del genoma SARS-CoV2 o la COVID-19 y su
incidencia en las aguas residuales de la ciudad
de Tarija.

Esta tomara como base fundamental la ubica-
cion estratégica de los puntos de muestreo, los
cuales tendrdn un cronograma de actividades
comprendidas desde los primeros dias del mes
de noviembre del afio 2021.

Posterior a la toma de muestras estas seran
enviadas a laboratorios competentes estableci-
dos en la ciudad de La Paz o la ciudad de San-
ta Cruz, donde se estableceran procedimientos
técnicos de laboratorio capaces de demostrar la
existencia o no del genoma en cada una de las
muestras realizadas.

Tras la evaluaciéon de las muestras, se com-
pilaran los resultados y se realizard la inter-
pretacion y redaccion de informes de respaldo
que den fe del seguimiento de cada una de las
muestras.

3. Resultados y discusion

3.1. Metodologia empleada para la de-
teccion del SARS-CoV2 en aguas
residuales.

El SARS-CoV-2 es un virus recubierto por una
envoltura lipidica'’, en la envoltura virica se en-
cuentran al menos tres estructuras proteicas: pro-
tefna M de membrana, proteina E cuya funciéon
principal es el ensamblaje viral, y la glicoprotei-
na S en las espiculas''.Actualmente el diagnosti-

10 INFOMED. La Habana, Cuba. Los colutorios podrian ser
utiles frente al SARS-CoV22020. Al Dia. Noticias de Salud.

[acceso: 06/03/2020]. Disponible en: http://www.sld.cu

11 Moroto MC, Piédola G. Los coronavirus. Anales RANM.
Afo 2019. 2020 [acceso: 03/06/2020]; 136(03):235-8. Dispo-
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co clinico del virus SARS-CoV-2 se realiza con
técnicas de RTPCR (Reaccion en cadena de la
polimerasa con transcriptasa inversa) en tiempo
real. Se recomienda hacerlo de forma secuencial.

En primer lugar, se utiliza una técnica de cribado
para uno de los dos genes: el E o el N al nuevo co-
ronavirus si resulta positiva se realiza una nueva
RT-PCR de confirmacion, frente a un fragmento
gendémico especifico del COVID19, como es el gen
RdRp (de la RNA polimerasa RNA-dependiente'”
A favor de la técnica RT-PCR se sefialan el buen
desempetio analitico, los bajos limites de detec-
cion, el amplio rango lineal de cuantificaciéon y la
excelente precision. A estas ventajas se unen la
rapidez, amplia variedad de plataformas de am-
plificaciéon y minimo riesgo de contaminacién'.

No existe hasta el momento un método estan-
darizado para la determinacion del SARS-CoV2
en aguas residuales') pese a su confirmacion en
las mismas, como se expres6 antes. En la figura
2 se propone el procedimiento conceptual que se
ha seguido. Primero se concentra el virus, para
incrementar la sensibilidad de su deteccion en
dicho medio' realizando una separacién de fa-

nible en: https://analesranm.es/wpcontent /uploads/2019 /nume-
ro_136_03/pdfs/arl136-rev0l.pdf

12 Organizacion Panamericana de la Salud (OPS). Directri-
ces de laboratorio para la deteccion y diagnodstico de la infec-
cién con el nuevo coronavirus 2019 (2019-nCoV). 2020 [acce-
so: 10/06/2020]. Disponible en: http://www.paho.org

13 Rodriguez L. Montalvo MC, Sariego S, Bello M, Mora
E, Kouri V, et al. Reaccion en cadena de la polimera-
sa en tiempo real para la cuantificacion del ADN del virus
de la hepatitis B. Rev Cubana Med Trop [Serie en inter-
net]. 2012 [acceso: 10/06/2020];64:290- 303. Disponible
en: http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pi-
d=S0375-07602012000300009&nrm=iso

14 La Rosa G, laconelli M, Mancini P, Bonanno Ferraro G,
Veneri C, Bonadonna L, et al. First detection of SARS-CoV-2
in untreated wastewaters in Italy. Sci.Total Environ [Serie en
internet]. 2020 [acceso: 10/06/2020];736:139652. Disponible
en: https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.139652

15 Ahmed W, Angel N, Edson J, Bibby K, Bivins A, O’'Brien
JW, et al. First confirmed detection of SARS-CoV-2 in un-
treated wastewater in Australia: A proof of concept for the

wastewater surveillance of COVID-19 in the community.
Sci Tot Environ. 2020 [acceso: 10/06/2020];728:138764.

Disponible  en:
cle/pii/S246812532030087X;https://doi.org/10.1016/j.scito-
tenv.2020.138764.

http://www.sciencedirect.com/science/arti-
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ses, por diferentes métodos: la extraccion directa
del ARN mediante membranas electronegativas,
la ultrafiltracion, el método de polietilenglicol
(PEG 8000)16 el PEG/dextrana'’. Se afirma que
es limitada la informacion cientifica disponible
para la recuperacién de virus recubiertos con los
métodos de concentracion existentes, con parti-
cular énfasis en el SARS-CoV-2, por lo que habra
que evaluar las eficiencias de recuperacién para
determinar cuales son mas efectivas'®.

Confirmacion
de la secuencia

Concentracion
del virus.

Determinacion del

Puriicacir 11,2y el SARS-Covz

Figura 2. Esquema del proceso de determinacion del Covid 19 en
aguas residuales. Fuente: Revista cubana de medicina tropical
(Cuba).

El método diseniado para establecer la concen-
tracion del virus PEG/dextrana en dos fases fue
adaptado del procedimiento de la OMS para la vi-
gilancia de Poliovirus. Las modificaciones fueron
realizadas para adaptar el protocolo para virus
con envoltura’. Luego de extraer el ARN viral,

16  Ahmed W, Angel N, Edson J, Bibby K, Bivins A, O’Brien
JW, et al. First confirmed detection of SARS-CoV-2 in untreated
wastewater in Australia: A proof of concept for the wastewater
surveillance of COVID-19 in the community. Sci Tot Environ.
2020 [acceso: 10/06/2020];728:138764. Disponible en: http://
www.sciencedirect.com /science/article/pii/S246812532030087X
;https://doi.org/10.1016 /j.scitotenv.2020.138764

17  La Rosa G, laconelli M, Mancini P, Bonanno Ferraro G,
Veneri C, Bonadonna L, et al. First detection of SARS-CoV-2
in untreated wastewaters in lItaly. Sci.Total Environ [Serie en
internet]. 2020 [acceso: 10/06/2020];736:139652. Disponible

en: https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.139652

18  Kitajima M, Ahmed W, Bibby K, Carducci A, Gerba CP,
Hamilton KA, et al. SARSCoV-2 in wastewater: State of the
knowledge and research needs. Sci Tot Environ [Preprint].]
2020 STOTEN 139076 [acceso: 10/06/2020]:139076. Dispo-
nible en: https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.139076

19 La Rosa G, laconelli M, Mancini P, Bonanno Ferraro G,
Veneri C, Bonadonna L, et al. First detection of SARS-CoV-2
in untreated wastewaters in Italy. Sci.Total Environ [Serie en
internet]. 2020 [acceso: 10/06/2020];736:139652. Disponible

en: https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.139652
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se realiza la purificacién de los acidos nucleicos
para evitar la inhibicion. Posteriormente se lleva
a cabo la deteccion del ARN del SARS-CoV-2, la
cual ha sido realizada mediante secuenciacion di-
recta de productos qPCR o re-amplificaciéon con
PCR regular seguida de secuenciacion®®, median-
te pruebas RT-PCR anidados, el adaptado para
SARS-CoV-2 para la proteina de las espiculas (el
SARS-CoV-2Spike), el ensayo de alto rango CoV
ORF1lab.

El nuevo método de ensayo, disefiado especifica-
mente para este virus, que consiste en un PCR
modificada (SARS-CoV-20RF1lab). También se
ha empleado el ensayo RT-qPCR (retro trans-
criptase quantitative PCR) en tiempo real, diri-
gido al gen RARP, descrito por Corman y citado
por La Rosa y otros. El nuevo ensayo disefiado
(SARS-CoV-20RF1ab) mostré una sensibilidad
superior en el gen RdRp, con relaciéon al dirigido
al gen de las espiculas (SARS-CoV-2 Spike).

En esta etapa se plantea la descripcion de los re-
sultados obtenidos durante la investigacion con la
finalidad de justificar la implementacion de nue-
vas tecnologias previas y durante el tratamiento
de las aguas residuales de la ciudad de Tarija.
Tras el conocimiento e interpretacion de todos los
resultados, el equipo realizara un manual general
de aplicacion dirigido a los cuidados y protocolos
de aplicacion correspondientes a la reduccion y/o
control del genoma SARS-CoV2 o la COVID-19
en las aguas residuales del departamento de Ta-
rija. Asi también se realizaran recomendaciones
puntuales a la planta depuradora de la ciudad.
Esto con la finalidad de considerar el tratamiento
de las aguas residuales que contengan carga del
SARS-CoV2 o la COVID-19. Se propone realizar
el siguiente proceso secuencial para el seguimien-
to a la reduccion del genoma SARS-CoV2.

® Generar un registro historico de la
evolucion cualitativa de la concentra-

cion de virus SARS-CoV-2 desde la

20  Kitajima M, Ahmed W, Bibby K, Carducci A, Gerba CP,
Hamilton KA, et al. SARSCoV-2 in wastewater: State of the
knowledge and research needs. Sci Tot Environ [Preprint].]
2020 STOTEN 139076 [acceso: 10/06/2020]:139076. Dispo-

nible en: https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.139076
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primera semana de muestreo.

® Establecer los resultados referentes a
la evolucion semanal de SARS-CoV-2
en la EDAR.

® Realizar un diagrama de los niveles
detectados en la entrada de la EDAR
cada semana y su dispersion respec-
tiva.

® Realizar un diagrama de los niveles
detectados en la salida de la EDAR
cada semana y su supervision respec-
tiva.

® Proponer la elaboracion de un SIG
con la informaciéon base de las zonas
altamente vulnerables a ser zonas de
alto contagio, entre estos hospitales,
centros de salud y centro de terapia
intensiva por COVID19.

® Informe técnico con las limitaciones
de los métodos analiticos y ayuda a
la interpretacion de los resultados ob-
tenidos.

3.2. Vigilancia epidemiolégica de la
Covid-19 mediante la deteccion
del virus en aguas residuales para
su reduccién.

La presencia de individuos en la poblacion, no
identificados como positivos al virus, por estar
asintomaéaticos o presintomaticos, constituye una
fuente de infeccion para la comunidad.

Esto hace dificil 1la detecciéon de su circulacion en
éstas, pues escapan de la vigilancia sanitaria’',
por lo que se precisa el disefio de estrategias para
la deteccion y vigilancia de los casos asintométi-
cos o presintomaticos. Una opciéon podria ser la
vigilancia epidemiologica basada en aguas resi-
duales.

21 Rodriguez-Labrada R, Vazquez-Mojena Y, Velazquez-Pé-
rez L. Transmisién asintomatica y presintomatica del SARS-
CoV-2: la cara oculta de la COVID-19. Anales de la Acade-
mia de Ciencias de Cuba. 2020 [acceso: 10/06/2020];10(2:
especial COVID-19). Disponible en: http://revistaccuba.sld.cu/

index.php/revacc/article/view/770/807
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Se estudia la factibilidad de sistemas de vigilancia
de la prevalencia de la COVID-19 en poblaciones
usando la epidemiologia basada en aguas residua-
les®?. El hallazgo del virus en el alcantarillado,
aun cuando la prevalencia de la COVID-19 haya
sido baja, indica que la epidemiologia basada en
aguas residuales pudiera ser una herramienta
para el monitoreo de la circulacion del virus en la
poblacion?, como se mostré ya con el poliovirus
y la hepatitis A.

Sin embargo, atin no se ha probado la transmision
del SARS-CoV-2 a partir de aguas residuales,
porque es limitado aun el conocimiento cientifico
acerca del rol de las mismas en la transmision de
la enfermedad, debido a incertidumbres en cuan-
to a: conocimiento en su ocurrencia, persistencia
y eliminacion en aguas residuales. La implemen-
tacion de un sistema de vigilancia epidemiologica
basado en aguas residuales ayudaria a la iden-
tificacion de individuos infectados en poblados,
ciudades y en areas especificas de drenaje.

A nivel nacional e internacional ayudaria a com-
prender mejor la dindmica temporal y espacial
de la prevalencia de enfermedades, la epidemio-
logia molecular y la evolucion del virus, asi como
la eficacia de las intervenciones de salud publi-
ca. Son numerosas las enfermedades que pueden
transmitirse a través del agua, mediante diferen-
tes organismos patoégenos (helmintos, protozoos,
bacterias y virus).

En las provocadas por virus destacan: las hepati-
tis A y E, la gastroenteritis, la meningitis, infec-
ciones respiratorias (adenovirus)®!. La calidad sa-

22 Hart OE, Halden RU. Computational analysis of SARS-
CoV-2/COVID-19 surveillance by wastewater-based epidemi-
ology locally and globally: Feasibility, economy, opportunities,
and challenges. Sci Tot Environ [Serie en internet]. 2020 [ac-

ceso: 10/06/2020];730(138875). Disponible en: https://doi.

org/10.1016 /j.scitotenv.2020.138875

23 Medema G, Heijnen L, Elsinga G, Italiaander R, BrouwerA.
Presence of SARSCoronavirus-2 in sewage. MedRxiv. [Serie

en internet]. 2020 [acceso: 10/06/2020]. Disponible en: http://
medrxiv.org/content/early/2020/03/30/2020.03.29.20045880

24 Gonzalez MI, Chiroles S. Uso seguro y riesgos mi-
crobiolégicos del agua residual para la agricultura Rev
Cubana Salud Publica. [Serie en internet]. 2010 [acceso:

10/06/2020];37(1):61-73. Disponible en: http://scielo.sld.cu/
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nitaria del agua se establece acorde a la presencia
de coliformes termotolerantes y E. coli, en base a
los valores maximos admisibles, tanto para agua
potable® como para aguas residuales®. En las ul-
timas se regulan dichos valores segtin la clasifica-

cién cualitativa de los receptores.

Los coliformes termotolerantes y E. coli han sido
seleccionados como indicador sanitario de mi-
croorganismos del agua porque se liberan conti-
nuamente y en gran cantidad al medio ambiente,
provenientes de los intestinos humanos y anima-
les, mantienen su vitalidad en el medio externo
durante mayor periodo de tiempo que los mi-
croorganismos patogenos, son maés resistentes al
cloro que los causantes de una gran mayoria de
infecciones.

La presencia de coliformes en agua indica su con-
taminacion fecal, y la cantidad presente de estos
permite juzgar acerca del grado de contamina-
cion; seria contraproducente la determinacion
cuantitativa directa de los causantes de todas las
infecciones debido a la diversidad de estos y a los
trabajosos analisis?’.

No obstante, se asegura que se pueden usar tam-
bién indicadores virales de contaminacién, uno
que mantenga niveles constantes en aguas resi-
duales pudiera servir como representante para el
tamafio de poblacion cuando se emplea la epide-
miologia basada en aguas residuales para estimar
la proporcién de poblaciéon infectada durante un
brote epidémico o pandémico, lo cual esta sujeto
a futuras investigaciones, no obstante, se sefialan
a los mastadenovirus humanos como candidatos
por su facil deteccion, culturabilidad y alta pre-
valencia en aguas residuales y en medios conta-
minados?®.

scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0864-34662011000100007
25 Norma Boliviana 512 (2004). Agua potable-Requisitos,
Estado plurinacional de Bolivia. p. 15.

26 Norma Boliviana 689 (2004). Instalaciones sanitarias
— alcantarillado pluvial, sanitario y tratamiento de aguas resi-
duales. p. 12..

27  Karidjina TA, Gurbanova IN. Quimica del agua y micro-
biologia. Moscu, URSS: Stroyizdat; 1995.

28 Farkas K, Walker DI, Adriaenssens EM, McDonald
JE, Hillary LS, Malham SK, et al. Viral indicators for track-
ing domestic wastewater contamination in the aquatic en-
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El empleo de herramientas computacionales y
la modelaciéon pueden contribuir a la vigilancia
epidemiolégica del virus en aguas residuales, a
diferentes escalas espaciales, sin reemplazar los
analisis clinicos, constituyendo una via més rapi-
da, menos costosa y potencialmente robusta para
el seguimiento del SARS-CoV-2. Hart y Halden
usaron para ello distintas ecuaciones y progra-
mas existentes, algunos empleados anteriormente
con otros objetivos y adaptados segin los datos
publicados disponibles, aunque tuvieron que asu-
mir valores tales como: la persistencia del virus
durante su desplazamiento por las tuberias, la
cantidad de genes detectados mediante analisis
molecular por litros de aguas residuales, entre
otros. Para el andlisis de costo solamente consi-
deraron los referentes a los reactivos utilizados
por ensayo®.

El uso de simulaciones de Monte Carlo permitio
determinar el nimero de individuos infectados
en una cuenca. Los resultados obtenidos se co-
rrespondieron de modo razonable con las obser-
vaciones clinicas®®. El simulador EPANET tiene
potencial para ser usado para evaluar la calidad
del agua potable que se distribuye, considerando
focos de potenciales contaminantes.

El programa tiene la posibilidad de incorporar
mapas con sistemas de distribuciéon de agua. Pue-
den variarse caracteristicas del agua, la tempe-
ratura, por ejemplo. También se puede variar la
composicién de determinado contaminante. Ha-

vironment. Water Res. [Serie en internet] 2020 [acceso:
10/06/2020];181:115926. Disponible en: https://10.1016/j.wa-
tres.2020.115926

29 Lodder W, de Roda Husman AM. SARS-CoV-2 in
wastewater: potential health risk, but also data source.
Lancet Gastroenterol Hepatol [Serie en internet]. 2020 [ac-
ceso: 10/06/2020];5(6):533-4. Disponible en: https://doi.
org/10.1016/S2468-1253 (20)30087-X

30 Ahmed W, Angel N, Edson J, Bibby K, Bivins A, O’Brien
JW, et al. First confirmed detection of SARS-CoV-2 in un-
treated wastewater in Australia: A proof of concept for the
wastewater surveillance of COVID-19 in the community. Sci
Tot Environ. 2020 [acceso: 10/06/2020];728:138764. Dis-
ponible en: http://www.sciencedirect.com/science/article/

pii/S246812532030087X  ;
tenv.2020.138764.

https://doi.org/10.1016 /j.scito-
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bria que introducir datos especificos del SARS-CoV-2. También puede usarse Matlab combinado con
AutoCAD y/o con sistemas de informacion geograficos.

Mon-
to

Personal Total Personal

Director /responsable del proyecto 7000 6 42000 Kit portatil de analisis 5000 1 5000
Especialista laboratorista. 5500 6 33000 Analisis de laboratorio 2500 6 15000
Técni ialist t i
écnico especialista en toma de 5500 6 33000 Reactivos 3500 6 21000

muestras

Equipo d bioseguridad 12500 2 25000
Técnico bidlogo y recursos hidricos | 5500 6 33000 ] .

Equipos de oficina 60000 1 60000
Técnico de apoyo - chofer 3000 6 18000 . .

Material de escritorio 25000 2 50000
Total, salarios del proyecto (Bs) 159000 . ]

Total, materiales necesarios (Bs) 221000

Tabla1. Estimacién de recursos econdémicos para el personal.
Fuente: Elaboracién propia.

Tabla 2. Estimacién de recursos econdmicos para ensayos y
material de investigacion. Fuente: Elaboracién propia.

Personal Monto Meses Total
Limpieza y mantenimiento de oficina 800 4 3200
Mantenimiento de vehiculo 700 4 2800
Total, monte necesarios (Bs) 6000

Tabla 3. Estimacién de recursos econdmicos para limpieza y mantenimiento. Fuente: Elaboracién propia.

3.2.1. Recursos financieros necesarios.
Los recursos necesarios para desarrollar la investigacion son los siguientes:

Ascendiendo a un monto total de proyecto de: 386000 bolivianos, (trescientos ochenta y seis mil con
00/100 bolivianos), equivalentes a 55,380.20 dolares americanos.

3.2.1.1. Cronograma de actividades

Fases de la Investigacion Mes 1 Mes 2 Mes 3 Mes 4 Mes 5 Mes 6

Primer Fase — Presentaciéon de
la investigacion.

Segunda Fase — Aprobacion de
la investigacion

Tercera Fase — Ejecucion de la
investigacion

Cuarta Fase — Descripcion de
los resultados y metodologias
de aplicacion.

Figura 3. Cronograma del desarrollo de |a investigacion. Fuente: Elaboracion propia.
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METODOLOGIA PARA LA DETECCION Y ELIMINACION DE GENOMA “SARS-
CoV-2” “COVID-19” EN AGUAS RESIDUALES DE LA CIUDAD DE TARIJA.

4. Conclusiones y recomenda- 4.2. Recomendacion:

ciones ® Recomendamos profundizar los es-
tudios respectos a la adaptacion del
genoma SARS-CoV2 en las masas de
aguas superficiales, en especial en las

Podemos concluir los siguientes criterios.

4.1. Conclusiones:

aguas servidas por ser objeto de estu-

® La comparacion de estas fuentes bi- dio de la presente investigacion.

bliogréaficas nos hace entender que
nuestro pais atin esta lejos de imple- ©® Es necesario mencionar que se deben

mentar este tipo de medidas preventi- profundizar estudios en los cuerpos
receptores de las aguas tratadas en la
EDAR de la ciudad de Tarija, esto

con la vision de identificar la presen-

vas ante la propagacion de este virus,
ya que poco y nadas se hace respec-
to a este tema, el poco interés estéa
orientado tanto al gobierno nacional, cia o ausencia del genoma en estudio.

universidades estatales y entidades ® Se insta a las instituciones publicas y

privadas.

® Seguan revision bibliografica, se ha
identificado que el SARS-CoV2 ha
sido detectado en heces fecales e hiso-
pados rectales de pacientes activos y

privadas invertir en este tipo de estu-
dios, ya que es de mucha importancia
y de bien comin detener/eliminar o
frenar de buena manera la longevidad
temporal de esta pandemia que esté

fallecidos por esta enfermedad y que cobrando muchas vidas.

la vida de transmisiéon principal es la
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