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Resumen

En el presente proyecto se evalud la presencia de material gendmico de SARS-CoV-
2 en muestras de agua residual durante un intervalo de 8 meses, en la canalizacion
del rio Tijuana y las plantas tratadoras de agua residual (PTAR) en Tecate B.C. Se
utilizo la epidemiologia de agua residual como herramienta, con el fin de generar una
correlacion entre los casos activos y el numero de copias gendmicas en los sitios de
muestreo representativos. Se cuantific6 ARN viral (6.8 Log10 copias/L) en cuatro
puntos diferentes del cauce del rio Tijuana, mientras que en las muestras de las PTAR
no se detecté material gendémico viral. Con base en los resultados del nimero de
copias gendmicas por litro de ARN viral, la poblacion expuesta por sitio, datos
demograficos y epidemioldgicos, se realizé una estimacion del intervalo de nimero
estimado de personas infectadas (IN) y la prevalencia del virus utilizando el modelo
Montecarlo en los diferentes sitios de muestreo. Con el analisis de los datos se
determind que el porcentaje de la poblacion infectada oscila entre 0.2-1.8% IN,
mientras que los datos oficiales informan un porcentaje entre 0.1-0.4% IN. Este
estudio pretende demostrar la utilidad del modelo de epidemiologia de agua residual
para la vigilancia epidemiol6gica de SARS-CoV-2 en agua residual con el fin de

analizar la prevalencia de material genémico viral.
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1.1 Familia Coronavirus.

La extensa familia Coronaviridae, son de acido ribonucleico (ARN) de cadena
positiva. Su nombre es atribuido a las coronas que tiene en la superficie que son
parecidas a espigas en forma de corona en su superficie. Estos virus fueron
identificados y descritos por primera vez a mediados de 1960, tras ser detectados en
cavidades nasales de pacientes, y pueden causar enfermedades leves como el
resfriado coman o Covid-19 (Hinojosa et al., 2020). Los coronavirus (CoVs) son virus
ARN monocatenarios de sentido positivo, poseen envoltura, son altamente diversos
y causan trastornos respiratorios, digestivos, hepaticos y neuroldgicos de severidad
variable en un amplio rango de especies animales, incluyendo al ser humano, en
guien pueden causar enfermedades graves. Los CoVs se agrupan en cuatro géneros:
Alfacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus y Deltacoronavirus. Respecto
a los Betacoronavirus, dos de ellos han sido de gran interés para la comunidad
cientifica y la salud mundial en los ultimos diecisiete afios: el causante del sindrome
respiratorio agudo severo (SARS) y el causante del sindrome respiratorio del Medio
Oriente (MERS) (Palacios et al., 2021).

Los coronavirus presentan una alta tasa de mutacion, situacion que se vuelve
problematica al generar nuevas enfermedades emergentes y pandemia; siendo

trascendental su estudio (Hinojosa et al., 2020)

1.2 Sars-CoV-2.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) denomina COVID-19 a la infeccion
causada por un nuevo virus de la familia coronavirus. Actualmente, el nombre
cientifico de referencia para el virus es Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus-2 (SARS-CoV-2) (Garcia, et al 2021).

Se han identificado dos caracteristicas gendmicas notables en el SARS-CoV-2
(Figura 1). La primera es la optimizacion de la unién de su proteina espiga S (S, de
su término original en inglés Spike) al receptor humano enzima convertidora de

angiotensina 2 (ECA2) (Oliva Marin, 2020). La proteina (S) facilita la union del virus

12



al receptor de la célula huésped, la proteina (M) ayuda a mantener la curvatura de la
membrana y la union con la nucleocapside, la proteina (E) juega un papel importante
en el ensamblaje y liberacion del virus y la proteina (N) forma parte de la
nucleocdpside al unirse al material genético viral. La proteina accesoria (HE) se halla
solo en algunos [3-coronavirus y su actividad esterasa facilita la entrada del virus en

la célula huésped, ademas, de ayudar en su propagacion (Pastrian, et al 2020).

SARS-CoV-2

(+)ssARN

Proteina N
Nucleocapside

Proteina E

Envoltura

16 proteinas no estructuradas

Figura 1. Estructura del SARS-CoV-2 (Oliva Marin, 2020).

1.3 Transmision.

Las guias publicadas describen 3 vias de transmision: a través de gotas, por contacto
y aerosoles. La transmision por gotas ocurre, por ejemplo, cuando las gotas
respiratorias las emite una persona infectada mediante la tos o el estornudo, estas
gotas son posteriormente inhaladas por una persona que se encuentra a una
distancia préxima (menos de 2 m). La transmision por contacto puede ocurrir cuando
una persona toca un objeto o una superficie contaminada por el SARS-CoV-2 y
posteriormente se toca la boca, la nariz o los 0jos. La transmisién por aerosoles se
puede dar cuando gotas respiratorias se combinan con el aire formando aerosoles y
gue podrian llegar a causar infeccion cuando son inhaladas en una elevada cantidad
en un ambiente relativamente cerrado. Es necesaria e imprescindible la disponibilidad
de los elementos de proteccion adecuados para evitar una tasa de contagio elevada

entre el colectivo asistencial (Garcia, 2021; Hinojosa et al., 2020).

El nimero de reproduccion basica (R0) es el nUumero promedio de casos nuevos que

genera un caso dado a lo largo de un periodo infeccioso. Es importante mencionar
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gue el RO no es un valor fijo, puede cambiar con el tiempo y se altera a medida que
nuestro comportamiento cambia y segun se desarrolla inmunidad contra el virus, por
ejemplo, para SARS- CoV-2 es variable segun el momento de la pandemia. En la
actualidad, el RO se ha calculado por la OMS en 1.94 (indice de confianza (IC) 95%:
1.4-2.5), similar al determinado en Wuhan de 2.2 (IC 95%: 1.4-3.9). Sin embargo, se
han reportado RO de hasta 10 en pacientes conocidos como «super transmisores»
(Aguilar et al., 2020).

Hay muchas rutas potenciales para la transmisiébn de patdgenos entéricos
excretados. La capacidad de un patdgeno entérico para transmitirse por cualquiera
de estas vias depende en gran medida de su resistencia a los factores ambientales,
gue controlan su supervivencia y su capacidad para ser transportado por el agua o el
aire, a medida que se desplaza por el ambiente. Algunas rutas pueden considerarse
rutas “naturales” para la transmision de enfermedades transmitidas por el agua, pero
otras, como el uso de Agua residual (AR) domésticas para la recarga de aguas
subterraneas, proyectos de acuicultura a gran escala o disposicidn de pafales
desechables en suelo, son en realidad rutas nuevas. creado por actividades humanas
modernas (Gerba, 2015).

1.4 Epidemiologia del Sars-CoV-2.

Desde la confirmacién de los primeros casos de COVID-19 hasta el 15 de enero de
2021, se han notificado 91.492.398 casos acumulados confirmados de COVID-19,
incluidas 1.979.507 defunciones en todo el mundo, lo que representa un total de
23.326.521 casos confirmados adicionales de COVID-19, incluidas 422.122
defunciones, desde la Ultima actualizacion epidemiologica publicada por la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) el 11 de diciembre de 2020 (Bulut y
Kato, 2020; Ganesh et al., 2021; Garcia, 2021).

Tal como la OMS comunicd en el documento titulado “Ocurrencia de variantes de
SARS-CoV-2 en las Américas. Informacién preliminar”, publicado el 11 de enero de

2021, la aparicion de mutaciones es un evento natural y esperado dentro del proceso
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de evolucion de los virus. Desde la caracterizacion gendmica inicial del SARS -CoV-
2, este virus se ha dividido en diferentes grupos genéticos. De hecho, algunas
mutaciones especificas definen los grupos genéticos virales (también denominados
linajes) que circulan actualmente a nivel global. Por diversos procesos de
microevolucion y presiones de seleccidén, pueden aparecer algunas mutaciones
adicionales, generando diferencias al interior de cada grupo genético (denominadas
variantes). Es importante mencionar, que la denominacion de clado, linaje, variante,
etc., son arbitrarias y no corresponden a una jerarquia taxonémica oficial (Halaji et al.,
2021; Koelle et al., 2022; Salzberger et al., 2021).

1.5 Epidemiologia molecular de SARS-CoV-2.

Gracias a un esfuerzo sin precedentes se han conseguido secuenciar mas de 40.000
genomas completos del SARS-CoV-2 en paises de todo el mundo. Esto ha permitido
gue plataformas como Nextstrain (Figura 2) hayan podido mostrar practicamente a
tiempo real la epidemiologia genémica del virus y como ha ido transmitiéndose a lo
largo del tiempo por los diferentes paises afectados (Flores et al., 2021; Oude et al.,
2021).

r a SARS-CoV-2 imaging b SARS-CoV-2 structure € Phylogeny of SARS-CoV-2
Enveloped viruses

Orthomyxoviridae
Spike protein SARS-CaV-2 [ a-coronavirus

Enclosed RNA |\

[ p-coronavirus
‘f-coronavirus
S-coronavirus

Coronaviridae

Togavirdae

I Rhabdoviridae
Paramyxoviridae

Bl Filoviridae
Flavivindae

W Hantaviridae

Non-enveloped viruses
Bl Caliciviridae
. B Picomaviridae

Figura 2. Caracteristicas de SARS-CoV-2 (Larsen y Wigginton, 2020a).
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1.6 Epidemiologia basada en agua residual (EBAR).

El estudio de las AR como herramienta epidemioldgica (WBE, del inglés wastewater-
based epidemiology) se fundamenta en la elevada correlacion existente entre los
contaminantes y biomarcadores detectados en estas matrices, y datos cualitativos y
cuantitativos de las poblaciones de las cuales provienen (Figura 3). Esta herramienta
esta siendo utilizada en la deteccion de perfiles de resistencia a antibiéticos a partir
de metagenomas alrededor del mundo, revelando diferencias notables en diversidad
y abundancia de acuerdo con los niveles de sanitizacion de origen. A nivel de viromas
(coleccion total de virus), una de las principales preguntas de investigacion
pendientes es la estandarizacibn de técnicas de extraccion, purificacion,
secuenciacion y analisis bioinformético, con la finalidad de evitar sesgos sistematicos
(Velastegui et al., 2022a).

D%

3 =T
- Consumption
heath risk

I-.| nil

Figura 3. Concepto de interaccion de datos a partir de las
aguas residuales como herramienta para la epidemiologia y la

sociologia (Corominas et al., 2020).

La EBAR se ha convertido en el método de referencia para medir las variaciones
epidemiologicas de un patdgeno con respecto al tiempo en un area o poblacion
determinada, asi como para hacer comparaciones entre poblaciones. Otros estudios

con metodologia similar han conseguido estimar la exposicion de la poblacién a
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plaguicidas, estimar el consumo de farmacos en zonas concretas, la estimacion de
factores de riesgo de salud de una poblacién y, actualmente, la popular y mediatica
cuantificacion del SARS-CoV-2 en las aguas residuales para realizar el seguimiento

de la propagacion del virus en una comunidad concreta (Corominas et al., 2020).

El analisis de virus en AR se lleva realizando desde hace afios; (proyecto
Underworlds de América del Norte, por citar algun ejemplo). A partir de la pandemia
COVID-19 se ha popularizado la aplicacion de la EBAR para la vigilancia de
epidemias. Existen ya resultados preliminares exitosos sobre la efectividad de la
EBAR para esta finalidad. Cabe remarcar, ademas, que también se podria hacer
seguimiento de epidemias causadas por otros agentes patdégenos como bacterias y
hongos. Se prevé un gran aumento en el numero de estudios en esta tematica
durante los proximos meses (Agrawal et al., 2021; Aguiar et al., 2020). La sensibilidad
de EBAR depende de la carga viral en las heces de las personas infectadas. La
deteccion del SARS-CoV-2 en las AR podria ser menos sensible que la de norovirus,
porque la carga viral del SARS-CoV-2 en las heces es 1-2 logio mas baja que
norovirus (Hata et al., 2021; Wu et al., 2021).

1.7 Aguas Residuales (AR).

Se consideran AR a los liquidos que han sido utilizados en las actividades diarias de
una ciudad (domésticas, comerciales, industriales y de servicios). Comunmente las
AR suelen clasificarse como:
e Aguas Residuales Municipales: Residuos liquidos transportados por el
alcantarillado de una ciudad o poblacion.
e Aguas Residuales Industriales: provenientes de las descargas de Industrias
de Manufactura.

Una forma de clasificar es en base al contenido de contaminantes que contiene, asi

Sé conocen comao.
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1. Aguas negras: a las AR provenientes de inodoros, es decir, aquellas que
transportan excrementos y orina, ricas en solidos suspendidos, nitrogeno y
coliformes fecales.

2. Aguas grises: a las provenientes de tinas, duchas, lavamanos y lavadoras, que
aportan solidos suspendidos, fosfatos, grasas y coliformes fecales, esto es,
aguas residuales domésticas, excluyendo las de los inodoros.

3. Aguas negras industriales: a la mezcla de las aguas negras de una industria
en combinaciébn con las AR de sus descargas. Los contaminantes
provenientes de la descarga estan en funcién del proceso industrial, y tienen
la mayoria de ellos efectos nocivos a la salud si no existe un control de la
descarga (Raffo y Ruiz, 2014).

1.8 Plantas Tratadoras de Agua Residual (PTAR).

Es una instalacion donde a las AR se les retiran los contaminantes, para hacer de
ella un agua sin riesgos a la salud y/o medio ambiente al disponerla en un cuerpo
receptor natural (mar, rios o lagos) o por su reusé en otras actividades de nuestra

vida cotidiana con excepcion del consumo humano (no para ingerir 0 aseo personal).

1.9 Agua Residual Tratada (ART).

Las AR son conducidas a una PTAR donde se realiza la remocién de los
contaminantes, a través de métodos bioldgicos o fisicoquimicos. La salida (efluente)

del sistema de tratamiento es conocida como Aguas Residuales Tratadas.

1.9.1 Niveles de Tratamiento del AR.

En la formulacion, planeacién y disefio de un sistema de tratamiento se pueden
considerar objetivos diferentes, teniendo en cuenta la disponibilidad de recursos
econdémicos y técnicos, asi como los criterios establecidos para descarga de

efluentes o eficiencias minimas y, eventualmente, motivaciones ecolégicas.

En un desarrollo gradual de sistemas de tratamiento se pueden considerar, como
objetivos iniciales y principales del tratamiento de aguas residuales, los siguientes:

1. Remocion de la demanda bioquimica de oxigeno (DBO).
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2. Remocioén de solidos suspendidos.

3. Remocidén de patogenos.
Posteriormente ha sido comun agregatr:

4. Remocioén de nitrégeno y fosforo.
Finalmente se involucra:

5. Remocidén de sustancias organicas refractarias como los detergentes, fenoles

y pesticidas.

6. Remocion de trazas de metales pesados.

7. Remocion de sustancias inorganicas disueltas.
La complejidad del sistema de tratamiento es, por tanto, en funcién de los objetivos
propuestos. Teniendo en cuenta el gran namero de operaciones y procesos
disponibles para tratamiento de agua, es comun hablar de pretratamiento, tratamiento
primario, tratamiento secundario y tratamiento terciario o avanzado de AR (De la
Pefia et al., 2013).

En general, el pretratamiento tiene como objeto remover del AR aquellos
constituyentes que pueden causar dificultades de operacién y mantenimiento en los
procesos posteriores o que, en algunos casos, no pueden tratarse junto con los

demas componentes del AR.

El tratamiento primario se refiere cominmente a la remocion parcial de sélidos
suspendidos, materia organica u organismos patdégenos, mediante sedimentacion u
otro medio, y constituye un método de preparar el agua para el tratamiento
secundario. Por lo regular, el tratamiento primario remueve alrededor del 60% de los
solidos suspendidos del AR cruda y un 35 a 40% de la DBO (Galindo et al., 2020).

1.9.2 Tipos de tratamiento de AR.

Un sistema de tratamiento de AR es seleccionado de acuerdo con los objetivos que
se fijen al buscar la remocion de los contaminantes. Existen diferentes sistemas de
tratamiento que implican procesos biolégicos, procesos fisicoquimicos, y en

ocasiones se presentan ambos. En México para el tratamiento de AR municipales
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generalmente se emplean métodos bioldgicos los cuales se subdividen en las

siguientes categorias: aerobios y anaerobios.

Ya en la clasificacion dada por el tipo de crecimiento (adherido y/o suspendido), los
sistemas de tratamiento son nhombrados de acuerdo con el principio de operacion
(p.e. lodos activados, zanjas de oxidacion, lagunas anaerobias, pelicula fija, filtros
percoladores, etc.). Una de las tecnologias mas utilizadas en México es la de lodos
activados (CONAGUA, 2016).

1.10 Importancia que tiene el tratamiento de AR.

En la formulacién, planeacion y disefio de un sistema de tratamiento se pueden
considerar objetivos diferentes, teniendo en cuenta la disponibilidad de recursos
econdmicos y técnicos, asi como los criterios establecidos para descarga de

efluentes o eficiencias minimas y, eventualmente, motivaciones ecoldgicas.

1. Proteger la Salud Publica y el Medio Ambiente. Si las AR van a ser vertidas a
un cuerpo receptor natural (mar, rios, lagos), sera necesario realizar un tratamiento
para evitar enfermedades causadas por bacterias y virus en las personas que
entran en contacto con esas aguas, y también para proteger la fauna y flora

presentes en el cuerpo receptor natural.

2. El Relso del Agua Tratada. Existen actividades en las que no se requiere utilizar
agua potable estrictamente y que se pueden realizar con agua tratada, sin ningun

riesgo a la salud, tales como:

e Riego de Areas Verdes: (glorietas, camellones, jardines, centros
recreativos, parques, campos deportivos, fuentes de ornato).

e Industriales y de servicios: (lavado de patios y nave industrial, lavado de
flota vehicular, sanitarios, intercambiadores de calor, calderas, cortinas de

agua, etc.).
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En este caso, la funcion del tratamiento de las AR sera el garantizar que no
existiran efectos nocivos a la salud por entrar en contacto con el agua tratada en
las actividades antes descritas. Este tipo de objetivos involucran tratamientos de
mayor nivel, que generalmente involucran la implementacion de las mejores
tecnologias y las calidades logradas son casi tan buenas como las generadas

para el agua potable (De la Pefia et al., 2013).

1.10.1 ReUlso en servicios al publico con contacto directo.

Se destina a actividades donde el publico usuario esté expuesto directamente o en
contacto fisico. En lo que corresponde a la Norma Oficial Mexicana (NOM-003-
SEMARNAT-1997) se consideran los siguientes reusos: llenado de lagos y canales
artificiales recreativos con paseos en lancha, remo, canotaje y esqui; fuentes de

ornato, lavado de vehiculos, riego de parques y jardines (SEMARNAT, 1998).

1.10.2 ReUso en servicios al publico con contacto indirecto u ocasional.

Se destina a actividades donde el publico en general esté expuesto indirectamente o
en contacto fisico incidental y que su acceso es restringido, ya sea por barreras
fisicas o personal de vigilancia. En lo que corresponde a esta Norma Oficial Mexicana
se consideran los siguientes relsos: riego de jardines y camellones en autopistas;
camellones en avenidas; fuentes de ornato, campos de golf, abastecimiento de
hidrantes de sistemas contra incendio, lagos artificiales no recreativos, barreras

hidraulicas de seguridad y panteones (Abia et al., 2016; Soller et al., 2016).

1.11 Contaminantes Emergentes y reemergentes.

“Contaminantes emergentes” 0 "nuevos contaminantes”, que no estan regulados y
cuya presencia en el medio ambiente no es necesariamente nueva, aunque Ssus

implicaciones son aun desconocidas (Pérez et al., 2012).

Diversos estudios han demostrado que los contaminantes emergentes se encuentran
en cuerpos de agua; aguas residuales, rios, arroyos, aguas subterraneas y entornos

marinos. Existe la necesidad de estudiar el efecto que producen estos compuestos
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en el ambiente, pues se piensa que pueden causar dafios a la salud y ecolégicos
(Pefa y Castillo, 2015).

En forma adicional a los patdgenos que tradicionalmente se han detectado en el
agua, son causantes de enfermedades emergentes. Este tipo de enfermedades
comprende aquellas cuya incidencia en los seres humanos ha aumentado en las dos

ultimas décadas.

Frente a este fendbmeno surge la necesidad de incluir nuevos indicadores
microbiolégicos debido a que se han encontrado que algunos microorganismos
patdégenos pueden ser mas resistentes a cloracién y otros factores de estrés
ambiental (Castro et al., 2009; Pefia y Castillo, 2015).

Uno de las principales fuentes de contaminantes emergentes son las AR que no
reciben ningun tratamiento y los efluentes de las PTAR, las cuales no estan
disefladas para tratar este tipo de sustancias, por lo que una alta proporcion de estos
compuestos y sus metabolitos no sufren ningin cambio y entran con una gran
toxicidad al medio acuatico, como acuiferos y sistemas marinos, entre otros (Garcia,
2008; Jacobo y Santacruz, 2021; Losa, 2021; Reinoso et al., 2017).

1.12 Virus en sistemas acuéaticos.

La abundancia de virus animales y bacteridfagos (virus bacterianos), en sistemas
acuaticos es variable, de acuerdo con los sitios de muestreo, profundidad y estacion
del afio. Se han reportado datos que van del orden de 107 a 10*! particulas/L en agua
marina superficial. El nimero de virus, de manera similar a las bacterias, decrece
aproximadamente un orden de magnitud entre aguas costeras ricas en nutrientes y
el mar abierto pobre en nutrientes. También se reporta una disminucién de entre cinco
y diez veces en la zona eufdtica a profundidades de 500 m y adn mas para
profundidades abismales.

Existen algunos reportes sobre abundancia viral en diferentes sistemas acuéaticos, los

reportes de virus humanos son de importancia en la epidemiologia en nichos de agua,
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los cuales se centran en el desarrollo de métodos de deteccion y cuantificacion.
(Espinosa et al., 2004).

2. Antecedentes

2.1 Plan de muestreo para la vigilancia epidemiolégica de AR.

La implementacion de una estrategia de muestreo de vigilancia de AR en el contexto
de COVID-19 deberia estar impulsada por las necesidades de salud publica
estatales, tribales, locales y territoriales con un fuerte compromiso de las PTAR. Los
datos de vigilancia de AR tienen como objetivo complementar otros indicadores de
vigilancia de COVID-19 utilizados para implementar medidas de salud publica. Las
intervenciones y medidas de salud publica no deberian basarse solo en los datos
sobre AR. La estrategia de muestreo deberia equilibrar los recursos disponibles y la
capacidad de realizacion de pruebas de deteccion con la necesidad de contar con
datos de salud publica, y es posible que deba actualizarse con el paso del tiempo en
funcién de los conocimientos cientificos mas recientes y las necesidades de salud

publica.

Si el objetivo de la vigilancia de las AR es detectar la presencia del SARS-CoV-2 en
estas, tomar muestras una vez por semana podria ser una frecuencia adecuada. Si
el objetivo es lograr la indicacion temprana de tendencias de infeccion, se necesitan
al menos tres puntos de muestreo dentro de un periodo de tendencia de interés para
llevar a cabo la vigilancia. Hay pocos datos disponibles que describan con qué
rapidez podrian cambiar las concentraciones en las aguas residuales bajo diferentes

situaciones epidemiolégicas (Cruz et al., 2020; OMS, 2020).

2.2 Preparacion de las muestras.

Almacenar y preparar adecuadamente las muestras de AR ayuda a garantizar que
las mediciones de ARN del SARS-CoV- 2 del AR sean precisas.
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e Almacenamiento: refrigerar las muestras a 4 °C inmediatamente después de
recogerlas y, si es posible, procéselas dentro de las siguientes 24 horas para
reducir la degradacion del ARN del SARS-CoV-2 y mejorar la utilidad de la
vigilancia. Si no se puede procesar las muestras dentro de las 24 horas
posteriores a su recoleccién, se agrega un control de recuperacién de matriz
a las muestras antes de refrigerarlas a 4 °C o congelarlas a -20 °C 0 -70 °C.

e Homogeneizacion: tanto las muestras de AR liquidas como las muestras de
lodo primario deben mezclarse bien antes de extraer porciones de las aguas
residuales recogidas para su posterior procesamiento. Se mezclan invirtiendo
las muestras varias veces (en el caso de muestras liquidas) o mediante
métodos de mezclado mecénico. La homogeneizacion de las muestras
también puede incluir procedimientos para descomponer los soélidos de las AR
y desagregar las particulas de virus, por ejemplo, mediante sonicacion.

e Clarificacion de las muestras: clarificar las muestras liquidas de AR al eliminar
los solidos grandes puede facilitar los pasos subsiguientes de concentracion
por filtracion si se utilizan para concentrar la muestra. No obstante, eliminar los
solidos también eliminara el ARN del SARS-CoV-2 adherido a estos solidos.
Se pueden clarificar las muestras usando filtros con gran tamafio de poro (5

pm o mas grande) o centrifugacion (OPS, 2021).

2.3 Métodos de concentracion de virus a partir de muestras ambientales.

Las AR urbanas contienen concentraciones de virus suficientemente elevadas que
permiten la deteccion directa, o tras una etapa sencilla de concentracién. Pero en
ocasiones los virus entéricos se encuentran en el medio acuatico en cantidades muy
pequefias, lo que hace que sea necesario la concentracion de grandes volumenes
de agua. Este paso constituye uno de los problemas principales de la virologia
ambiental. La mayor parte de los métodos de recuperacion de virus aprovechan las
propiedades de los virus como macromoléculas proteicas. Los virus se comportan en
el medio como un coloide hidréfilo en el que la carga eléctrica neta varia en funciéon
del pH y de la fuerza i6nica del medio. Tienen, ademas, la capacidad de adsorberse

sobre particulas en suspension o soportes de cualquier tipo. Un buen método de
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concentracion debe ser lo mas simple, rapido y barato posible, debe proporcionar
altas tasas de recuperacion y ser aplicable a la recuperaciéon de diferentes virus. El
concentrado viral obtenido debe estar libre de posibles sustancias téxicas o
inhibidoras presentes en las muestras para que pueda ser utilizado en los procesos
de deteccion de subsiguientes.

Se han propuesto mas de 30 métodos de concentracion, aungue no existe un método
universal aplicable a todo tipo de agua y a todo tipo de virus. La metodologia debe
escogerse en funcion de los diferentes factores:

a) La concentracion viral, variable segun el tipo de agua, el virus de interés y la
estacion, a la vez que dependiente de factores geogréficos y climaticos.

b) Eltipo de agua, ya que las variaciones en sus caracteristicas fisicoquimicas y
en la cantidad de materia organica afectan a la capacidad de agregacion de
los virus, asi como a la eficiencia de algunos métodos.

c) El tipo de virus, ya que ciertos métodos podrian provocar la inactivacion de

algunos virus (Pina, 2001).
2.3.1 Precipitacion con polietilenglicol (PEG precipitacion).

La precipitacién con polietilenglicol (PEG) se aplica para concentrar virus en las
muestras de AR con 8.0 g de PEG 8000 y 4.7 g de cloruro de sodio (NaCl) a
concentraciones finales de 10% y 1 M, respectivamente. La mezcla se incuba durante
la noche en un agitador a 4 °C. Posteriormente, la mezcla se centrifuga a 10.000 G
durante 30 min. EI sobrenadante se descarta y los sedimentos resultantes se
resuspenden en 500 uyL de tampon fosfato como concentrado de virus (Alexander
et al., 2020; Hata et al., 2021).

2.3.2 Concentracion de virus por ultrafiltracion.

La ultrafiltracion permite la separacidon mecanica de las particulas en funcion de su
peso molecular. Se utilizan membranas con un diametro de poro inferior al tamafio
de los virus (peso molecular nominal limite entre 103 y 106 Da) para permitir su
retencion. La suspension virica puede pasar a traves de la membrana

perpendicularmente o circular tangencialmente a la superficie. Son métodos de gran
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sensibilidad, aunque el caudal de filtracidbn suele ser pequefio y limitado por la
colmatacion de los filtros. Se ha aplicado comunmente a aguas muy limpias y como

meétodo de concentracion secundaria (Forés et al., 2021).

2.4 Extraccion de ARN en SARS-CoV-2.

La extraccion cuantitativa de acidos nucleicos con alta pureza a partir de muestras
complejas es el requisito previo para ensayos de RT-gPCR eficientes y es un paso
crucial en el uso de técnicas moleculares para la deteccidn eficiente de virus en
muestras clinicas. Tanto las concentraciones virales absolutas como relativas
determinaran el éxito de los ensayos moleculares posteriores (Cuadra et al., 2021).
En general, la etapa de lisis de la muestra en la extraccion de ARN inactiva cualquier
virus. Por lo tanto, la muestras después de la lisis se consideran generalmente como
no infecciosa. La inactivacion del virus SARS-CoV-2 a traves de la lisis de la muestra
se ha verificado para algunos kits comerciales (OPS, 2021). El ARN viral se extrae
de los concentrados utilizando el kit de extraccion viral (ZYMO research, 2022).
Actualmente se utilizan dos métodos principales de extraccion de ARN previo a la
RT-gPCR para la deteccibn de SARS-CoV-2: la cromatografia de columna y la

aplicacién de particulas magnéticas (Cuadra et al., 2021; Randazzo, et al., 2020).

La extraccion utilizando cromatografia por columna se basa en la adsorcién reversible
del acido nucleico a un soporte de silice (membrana) bajo condiciones determinadas
de pH y fuerza i6nica que permite su limpieza y posterior recuperacion (Vandeventer
et al., 2012). Por otro lado, el uso de particulas construidas con componentes de
naturaleza magnética se fundamenta en la unién rapida y reversible del &cido
nucleico a estas, seguida de la aplicacion de un campo magnético externo que
permite la separacion del complejo particula-ARN de la fase liquida de la muestra

logrando asi su aislamiento y purificacion (Lee et al., 2018).

2.5 Reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa en tiempo
real (RT-gPCR).

En la PCR a tiempo real, los procesos de amplificacion y deteccion se producen de

manera simultanea en el mismo vial cerrado, sin necesidad de ninguna accién
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posterior. Ademas, mediante deteccion por fluorescencia se puede medir durante la
amplificacion la cantidad de ADN sintetizado en cada momento, ya que la emision de
fluorescencia producida en la reaccion es proporcional a la cantidad de ADN formado.
Esto permite conocer y registrar en todo momento la cinética de la reaccion de
amplificacion (Costa, 2004). Los sistemas de deteccion por fluorescencia empleados
en la PCR a tiempo real pueden ser de dos tipos: agentes intercalantes y sondas
especificas marcadas con fluorocromos y disefiadas (Chung et al., 2021; Park et al.,
2020). Debido a la enorme proyeccion que tienen los ensayos de la PCR en tiempo
real como herramienta Gtil y extremadamente sensible en investigacion clinica,
industrial, biolégica y biomédica, (Adams, 2020; Corman et al., 2020; Heid et al.,
1996).

2.6 Epidemiologia Molecular.

El estudio epidemioldgico molecular de las enfermedades infecciosas tiene por objeto
determinar la relacién clonal que existe entre varios aislados de una misma especie.
Esta informacion es muy util, sobre todo cuando se producen brotes epidémicos
causados por cepas multirresistentes, porque permite determinar el niumero de
clones circulantes, identificar la fuente de contaminacion o reservorio y los vehiculos
de transmision, evaluar la eficacia de las medidas de control dirigidas a evitar la
diseminacién de clones y diferenciar entre infeccién y recidiva (Fernandez, 2004). Los
virus de RNA y muchas bacterias tienen tasas de mutacion y evolucién muy elevadas,
lo que permite que se acumulen suficientes diferencias genéticas en sus genomas
en tiempos muy cortos. El andlisis de genes que evolucionan rapidamente o el de
genomas completos permite la reconstruccion de las relaciones genealdgicas entre
los aislados obtenidos tanto de muestras clinicas como de fuentes ambientales o de

otros origenes ( Gonzélez et al., 2018).

El andlisis del genoma completo de patégenos se ha revelado como una importante
herramienta en el estudio de la epidemiologia molecular de las enfermedades
infecciosas. La existencia de plataformas de publicacion y de analisis de secuencias,

como las ya citadas y otras como NextStrain y GISAID, han permitido la visualizacion
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en tiempo real de las secuencias disponibles de los diferentes paises, facilitando el
estudio de la distribucion del virus y la identificacion de mutaciones que pudiesen
derivar en posibles adaptaciones al hospedador humano o cambios en las
caracteristicas del virus (Zaballos et al., 2020). NextStrain consiste en un conjunto de
herramientas que toman secuencias sin procesar (en formato FASTA, que es un
formato basado en texto para representar secuencias de nucleétidos o secuencias
de aminoéacidos) y metadatos asociados (por ejemplo, hora, sexo, region, pais,
publicaciones, autores y laboratorios) como entrada (lglesias et al., 2021). El primer
genoma de SARS-CoV-2 se reporto el 13 de enero de 2020 y hacia finales de
septiembre del 2020 se habian reportado en la base de datos GISAID mas de
126,000 genomas a nivel mundial, de los cuales mas de 2.200 provienen de
Latinoamérica y el Caribe. La abundancia y la velocidad de la produccién de datos
gendmicos en el contexto de la epidemia es un hecho sin precedentes en la historia
de la humanidad y ha permitido el monitoreo en tiempo real del avance de la
pandemia, el estudio de la introduccion del virus en diferentes territorios, la vigilancia
de la utilidad y aplicabilidad de los métodos diagndsticos y el desarrollo de las
posibles vacunas. Ademas, la informacién temprana aportada sobre la composicién
genética de las cepas de SARS-CoV-2 que llegaron durante los primeros meses fue
crucial para monitorear la diversificacion regional, la fijacion de linajes y la importacion

entre paises vecinos a la region (Alvarez et al., 2020).

2.7 Vigilancia del SARS-CoV-2 en ARy PTAR.

A nivel mundial en el afio 2021 se tiene que el 45.79% de los casos activos
corresponde a la regiéon de Pacifico Occidental, seguido de Europa (32.58%),
América (19.61%), Asia Sudoriental (1.47%), Africa (0.3%) y Mediterraneo Oriental
(0.26%). Durante el curso de la Pandemia en México, se han identificado cinco
diferentes olas pandémicas, las cuales han representado diferentes escenarios para
la implementacion de respuesta organizada por parte de todas las instituciones que
representan al Sector Salud en nuestro pais (Alcocer et al., 2021). El virus SARS-
CoV-2, responsable de la actual pandemia COVID-19. Diferentes estudios asi lo
atestiguan, al haberse detectado la presencia del SARS-CoV-2 en las heces de los
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pacientes y también en las aguas residuales no tratadas (Amirian, 2020; Lodder y
De Roda Husman, 2020).

La vigilancia microbiolégica en AR puede utilizarse como indicador epidemiolégico
para la deteccion de la circulacion del virus en la poblacion, la utilizaciéon de esta
herramienta ha demostrado su sensibilidad, incluso cuando la prevalencia de la
COVID-19 presenta niveles bajos en la poblacién. Resulta muy interesante esta
iniciativa, que va ofreciendo datos semanalmente, en los que se puede ir apreciando,
con un cierto distanciamiento en el tiempo, la relacidén entre la disminucion de los
casos de Incidencia Acumulada y la evolucion de la carga virica en las aguas
residuales analizadas (Mao etal., 2020; Randazzo, Truchado, etal.,, 2020;
Randazzo, Cuevas, et al., 2020; Saguti et al., 2021).

2.8 Numero de infecciones por el Modelo Montecarlo.

Ante el problema de la propagacion de la nueva enfermedad COVID-19, causada por
el nuevo coronavirus SARS-CoV-2, el procedimiento estandar es analizar o ajustar
los datos epidemiolégicos con los modelos matematicos adecuados. Esta
metodologia es muy util, no sélo para determinar los parametros particulares de la
enfermedad, sino también para pronosticar la evolucion de su propagacion mediante
el uso de algunas cifras tipicas de mérito como el tiempo de duplicacion, el tiempo de
pico y los numeros reproductivos basicos y afectivos (Ahmed et al., 2020; Maltezos

& Georgakopoulou, 2021), el cual se muestra en la siguiente ecuacion.

_ (SARSW)(WW)(IMB)
B (H)(SARSH)

Donde
IN: numero estimado de personas infectadas (personas);

SARSW: numero de copias de ARN del SARS-CoV-2 por litro de aguas residuales
(copiasl/L);

WW: aguas residuales per capita (L);

IMB: numero de habitantes de la microcuenca (personas);

H: heces per capita (g);

SARSH: numero de copias de ARN del SARS-CoV-2 por gramo de heces (copias/g).
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Las copias de ARN de SARS-CoV-2/L de las AR se modelaron como estimaciones
puntuales para cada fecha de deteccion y lugar de muestreo. El flujo diario de aguas
residuales se calcul6 utilizando el producto del numero de habitantes que vierten AR
a la microcuenca y el promedio de AR per capita generadas en cada municipio
(Cheung et al., 2020; Lescure et al., 2020; Rose et al., 2015; F. Wu et al., 2020).

2.9 Potencial riesgo en salud publica.

La evaluacion del riesgo para la salud humana (HHRA, por sus siglas en inglés) es
el proceso usado para estimar la naturaleza y probabilidad de efectos adversos para
la salud en seres humanos que pueden estar expuestos a peligros en medios
ambientales contaminados con virus de caracter patdogeno, ahora o en el futuro
(Ashbolt et al., 2013).

3. Planteamiento del problema.

La gravedad de esta enfermedad, capaz de poner en peligro la vida de los pacientes,
impacta de manera especialmente intensa a aquellos con factores de riesgo, como
algunas enfermedades crénicas degenerativas. Ademas, su alta capacidad de
transmision ha llevado a la detecciébn de casos en la mayoria de los paises,

clasificAndola claramente como una pandemia. (Miranda et al., 2019).

Los problemas de contaminacién por residuos soélidos urbano-rurales, que sufren los
arroyos, rios, lagunas, lagos y embalses de presas en México, sumado a la recepcion
permanente de AR sin tratar de centros de poblacion, hospitales y comunidades
anexas distribuidas a lo largo y ancho del territorio nacional, se traducen en
problemas de polucion del medio ambiente y riesgos para la salud humana (Mundo,
2012).

Se especula que la presencia del virus en AR indica un riesgo de contaminacion
ambiental que pudiera traducirse en contaminaciones de agua potable, playas, asi

como de frutas y verduras irrigadas con agua contaminada y la generacion de

30



bioaerosoles. Las AR de los hospitales, especialmente las unidades de
enfermedades infecciosas, pueden contener el virus de la epidemia, por lo que
requieren una desinfeccion eficaz antes de descargarlas en aguas naturales (Arora
et al., 2020a).

Otras posibles vias de contagio relacionadas con el agua que se deben evaluar son
las derivadas de la presencia del virus en AR ya puedan llegar a masas de agua para
Su reuso para zonas recreativas y también la supervivencia del virus proveniente de

las heces de la poblacion contagiada (SCIlI, 2023).

Al igual que el SARS-CoV, se ha detectado ARN del recién surgido SARS-CoV-2 en
muestras de heces y en AR. Por lo tanto, se ha postulado que el SARS-CoV-2 de
reciente aparicion se ha detectado en muestras de heces y en AR y que estas podrian
ser una via de infeccién indirecta durante los brotes de SARS-CoV-2 (Bogler et al.,
2020).

En 2001, surge un concepto nuevo, epidemiologia basada en aguas residuales
(EBAR). Primero se propuso para estimar la situacion del abuso de drogas en una
comunidad mediante el andlisis de la concentracion de farmacos en las AR. El
desarrollo de una EBAR répida y econdmica puede facilitar y empoderar a una
autoridad de salud publica local para lograr la vigilancia en tiempo real y la prediccion
de brotes futuros de la pandemia de COVID-19 (Lu et al., 2020).

En los dltimos afos, los cientificos han aplicado la EBAR a una amplia gama de virus
transmitidos por el agua, los alimentos y las heces que las personas infectadas suelen
excretar en alta concentracién. Sin embargo, el concepto de EBAR también se puede
aplicar a virus mas alla de los cominmente asociados con la ruta fecal-oral (es decir,
virus entéricos), ya que la diseminacion viral puede involucrar diferentes fluidos
corporales que finalmente se descargan en las AR urbanas (La Rosa;-et al., 2020a).
Esto puede considerarse como la ruta principal de transmisién del SARS-CoV-2 en
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agua (Figura 4) y las AR porque el SARS-CoV-2 puede seguir siendo infeccioso en

las muestras durante mas de 7 dias a 20 °C (Tran et al., 2021).

Se sabe que los virus envueltos son capaces de retener infectividad durante dias a
meses en ambientes acuosos. Aproximadamente la mitad de los pacientes
sintomaticos eliminan de forma persistente ARN del SARS-CoV-2 en las heces a
niveles que llegan a 108 copias de ARN por muestra de heces, lo que significa que
un solo paciente puede eliminar miles de millones de copias de ARN de SARS-CoV-
2 en las AR a la vez (Trottier et al., 2020).

Como en muchos otros paises, la politica de vigilancia de las autoridades sanitarias
en México se centra en pacientes con sintomas leves a graves, lo que puede
subestimar la propagacion de la pandemia, ya que hasta el 43% de las personas
infectadas son asintométicas. A la fecha, México es el cuarto pais del mundo que
reporta muertes (alrededor de 73,000) causadas por COVID-19, y existe una

necesidad de herramientas de vigilancia mas eficientes (Carrillo et al., 2021).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) subray6 en su orientacién provisional del
23 de abril de 2020 la importancia de gestionar de forma segura las AR. Limitar la
diseminacion del SARS-CoV-2 en el medio ambiente es de gran importancia
considerando que varios animales ya han sido identificados como huéspedes
potenciales y que el agua recuperada podria usarse en riego. El factor de eliminacion
de virus que las PTAR deben proporcionar dependen del uso de agua para reuso.
Para el riego de cultivos comestibles, indican que una eliminacion de 6 logio es
suficiente, mientras que se necesitaria una eliminacién de 12 logio para que el agua

sea potable (Lesimple et al., 2020).
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Figura 4. Descripcién general las vias transmision de SARS-CoV-2 por el agua (Bogler
et al., 2020).

4. Justificacion.

Existe la necesidad de generar mas informacion sobre sus vias de transmision a
través de diversas exposiciones ambientales, incluida la via de las aguas residuales
(AR). Esto se debe a que se sabe que las AR son una fuente importante de
transmision de patdgenos y el agua contaminada con patdégenos debe tratarse con
cuidado. La posibilidad de tal transmision podria ser una preocupacién importante en
areas que no cuentan con instalaciones adecuadas de saneamiento y tratamiento de
agua, ya que la descarga de AR sin el tratamiento adecuado expondria al publico a
la infeccién (Kataki et al., 2021).

El tema del SARS-CoV-2 y sus implicaciones en los recursos hidricos de México,
cobra relevancia por su relacion con las descargas de AR (especialmente las no
tratadas), debido a que la inmensa mayoria de las descargas de aguas servidas de
las grandes ciudades, cabeceras municipales, comunidades de zonas urbanas y
rurales en México se realizan a los rios, arroyos, lagos, lagunas y embalses de
presas, con riesgos potenciales para el medio ambiente y la salud humana,

especialmente en dos de los grandes sectores hidricos de la nacion:

1. El suministro de agua para el consumo humano y usos domésticos.
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2. Elriego agricola para la produccion de alimentos (Mundo, 2012).

Sin embargo, las tendencias longitudinales de los niveles de ARN del SARS-CoV-2
en las AR aun pueden ser Utiles para complementar los métodos de vigilancia
tradicionales, comprender las tendencias en la transmision comunitaria (Larsen y
Wigginton, 2020a).

Es de suma importancia lograr la evidencia para la deteccion de muestras de ARN
del SARS-CoV-2 en las plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR)
municipales para las correlaciones entre los resultados positivos de las muestras de
AR de las PTAR con los datos de salud publica (Arora et al., 2020a).

En numerosas condiciones ambientales, los viriones del SARS-CoV-2 y otros virus
envueltos permanecen infecciosos durante varios dias. Algunos factores que afectan
la infectividad del SARS-CoV-2 en el agua y las AR incluyen la temperatura, el
contenido organico y el pH del agua (Figura 5). Sin embargo, aun se desconoce la
forma en que esto se traduce en riesgo de infeccion, especialmente porque las
actividades humanas y la exposicion al agua difieren entre estaciones y regiones
(Bogler et al., 2020).

Uno de los principales desafios en la investigacion del SARS-CoV-2 en muestras de
AR, es la falta de protocolos estandarizados para su deteccion. Desde la recoleccion
de muestras hasta la concentracion de virus, todavia no existe consenso sobre el
procedimiento mas eficiente. La forma en que se recolecta la muestra o se concentra
el virus parece ser crucial para evitar resultados falsos negativos o concentraciones

informadas inexactas (Bofill y Rusifiol, 2020).

La epidemiologia basada en agua residual (EBAR) puede ser una herramienta
poderosa para estudiar los puntos criticos de epidemias emergentes como COVID-
19, con un potencial de ahorro de costos en comparacion con los examenes médicos
(Carrilloet al., 2021).
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Figura 5. El tiempo de supervivencia de los SARS-CoV y otros virus envueltos en un rango de

temperaturas en diferentes muestras de agua (Larsen & Wigginton, 2020a).
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5. Objetivo General.

Deteccion y cuantificacion de SARS-CoV-2 como epidemiologia basada en agua

residual en plantas tratadoras de agua residual en Tijuana y Tecate B.C., mediante

técnicas de concentracion viral y biologia molecular en el Laboratorio de Analisis

Microbiolégicos de la Facultad de Ciencias Quimicas e Ingenieria, asi como el

Laboratorio de Microbiologia y Biologia Celular de la Facultad de Medicina y

Psicdloga, UABC, de enero del afio 2021 a enero del afio 2022 en Tijuana B.C. como

sistema de vigilancia epidemiolégica basada en agua residual.

5.1 Objetivos especificos.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Obtener informacion cientifica mediante la basqueda en las bases de datos
electronica de la biblioteca central de la UABC tales como; PubMed,
ScienceDirect, Elsevier, EBSCO, SciELo, OMS, OPS, SINAVE, entre otras,
para actualizar la informacion en los antecedentes de la tesis de Doctorado.
Tomar muestras de agua residual en la canalizacion rio Tijuana, asi como en
PTAR de Tecate B.C.

Andlisis de Temperatura, pH, DBO, asi como de flujo de agua en las muestras
tomadas en las PTAR.

Realizar técnicas de concentracion viral en las muestras obtenidas (SARS-
CoV-2) Laboratorio de Analisis Microbiolégicos de la Facultad de Ciencias
Quimicas e Ingenieria UABC-Tijuana.

Deteccién y cuantificaciéon del gen N de SARS-CoV-2 por la técnica de RT-
gPCR en el Laboratorio de Microbiologia y Biologia Celular de la Facultad de
Medicina y Psicologia UABC-Tijuana.

Estimar el numero de infecciones por el Modelo Montecarlo, en los sitios de

muestreo de la canalizacion rio Tijuana y las PTAR en Tecate B.C.
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6. Hipotesis.

Las aguas residuales no tratadas y tratadas de Tijuana y Tecate B.C contiene carga

de ARN viral (SARS-CoV-2) como epidemiologia basada en agua residual.

6.1 Hipotesis nula.

Las aguas residuales no tratadas y tratadas de Tijuana y Tecate B.C. no contienen
carga de ARN viral (SARS-CoV-2) como epidemiologia basada en agua residual.
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7. Experimental

En la tabla 1 se describen los materiales y equipos utilizados en el desarrollo de

este proyecto.

Tabla 1. Materiales y Equipos utilizados en el proyecto de investigacion.

Material/Equipo Catalogo Marca
Termociclador 12011319 Biorad
Campana de flujo laminar BIB-BBS-V1300 Biobase
Micropipetas 1000,200 y 20 _
10635313 Gilson™
pL
Placas RT-gPCR 12749448 Axygen™
Pelicula Selladora 10720181 Thermo Scientific™
Puntillas 1000, 200y 20 pL | 10691213 Fisherbrand™
Microtubos Eppendorf 1.5
10458312 Eppendorf™
mL
Kit viral de ARN rapido R1034 Zymo research
SARS-CoV-2 Nucleic Acid _
_ _ CoV2-32 Zybio Inc.
detection kit
Agua, (para trabajar con
ARN) (tratada con DEPC, _ _
_ . 10245203 Fisher Bioreagents
sin DNAas, sin
RNAsas/biol. mol)
Frascos de reactivo de
vidrio de borosilicato con
i _ _ 11902629 Pyrex™
tapdn de polipropileno 250
mL
Ultracentrifuga 15362177 Thermo Scientific™

Ultracongelador

UF V 500-477L

Binder
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7.1 Sitios de muestreo.

El presente es un estudio transversal, el cual se realizado en dos municipios de Baja
California (Figura 6), en la ciudad de Tijuana se recolectaron muestras de agua
residual en cuatro sitios de interés epidemiologico sobre la canalizacién del rio
Tijuana de agosto 2021 a agosto 2022, en la ciudad de Tecate se tomaron muestras

en los puntos criticos de dos PTAR en el periodo de marzo a mayo 2022. (Tabla 2)

Tabla 2. Descripcion de los periodos de muestreo de agua

residual en la canalizacion del rio Tijuana.

Muestras »
Mes/Afio Muestras Ciudad positivas/mes =stacion
(n) del afio
(n)
09/2021 4 Tijuana 4 Otoiio
10/2021 12 Tijuana 10 Otoiio
11-2021 12 Tijuana 11 Otofio
02-2022 12 Tijuana 2 Invierno
03-2022 8 Tijuana 1 Invierno
03-2022 2 Tecate 0 Invierno
04-2022 4 Tijuana 0 Primavera
04-2022 2 Tecate 0 Primavera
05-2022 8 Tijuana 2 Primavera
05-2022 2 Tecate 0 Primavera
06-2022 7 Tijuana 1 Verano
06-2022 2 Tecate 0 Verano
07-2022 7 Tijuana 0 Verano
Total 82 31(38%)
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Con respecto a la descripcion de los diferentes sitios de muestreo, son: en la
canalizacion del rio Tijuana se toparon 4 diferentes sitios.

1. Monte de los Olivos (MO)

2. IMSS Clinica #1 (C#1)

3. Hospital general de Tijuana (HGT)

4. Plaza Rio (P. Rio)

En la ciudad de Tecate se tomaron muestras de la entrada y salida de dos diferentes
PTAR.

1. PTAR-Tecate

2. PTAR-Cereso “El Hongo”

Las muestras de aguas se captaron una vez a la semana de acuerdo con protocolos
sugeridos de vigilancia de AR del CDC (CDC, 2020). Se captaron 500 mL de AR en
frascos de vidrio estériles y se transportaron hasta el laboratorio manteniendo una
cadena de frio (2 °C a 8 °C), en recipientes de tipo nevera acondicionado con hielo
asegurando temperatura baja en todo el trayecto con el uso de elementos del tipo gel
frio. Las muestras se procesan en el laboratorio dentro de las préximas 24 horas
reduciendo el riesgo la degradacion del material genémico del SARS-CoV-2 de

acuerdo con recomendaciones de la OPS (OPS, 2021).
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Figura 6. Sitios de muestreo en Tijuanay Tecate. A): 1) Monte de los olivos (MO),
2) IMSS Clinica #1 (C#1), 3) Hospital general de Tijuana (HGT), 4) Plaza Rio (P.
Rio). B): 1) PTAR-Tecate y 2) PTAR-Cereso “El Hongo”. Google maps

7.2 Determinacion de los residuos de ARN viral.

Las muestras obtenidas se colocaron alicuotas de 50 mL en tubos cénicos, para la
determinacién del SARS-CoV-2 de acuerdo con la metodologia descrita a
continuacién (OMS, 2020). Se utilizé una combinaciébn de dos técnicas de
concentracion viral, la primera de ellas fue la se ultra centrifugaron para separar la
materia organica. A continuacion, se realizé una dilucién 3:1 del sobrenadante (10
mL) de la centrifugacién con la solucién de polietilenglicol 8000 (30 mL) (8% p/v) y
0.9 g de NaCl (0,3 M) como técnica de precipitacion, la cual se mezclé para llevarla
a incubacion a 4°C durante toda la noche en agitaciébn. Posteriormente se
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centrifugaron a 10,000 G durante 1 h hasta la formacion de un pellet (Hjelmsg et al.,
2017; Lewis y Metcalf, 1988; Rusifiol et al., 2020).

El sedimento viral se resuspendié en agua grado molecular libre de ADNasas y
RNAsas para la extracciéon de ARN con el método automatizado con perlas, seguida
de RT-gPCR con cebadores para el gen de la nucleocapside N. El control positivo
(IDT) es un plasmido que contiene el gen completo de la nucleocapside del SARS-
CoV-2y se utiliza para crear las curvas estandar para los cebadores N1, N2 (Carrillo,
et al., 2021; La Rosa et al., 2020; Westhaus et al., 2021). El resultado se report6 en
namero de copias genomicas por litro de AR. (Haramoto et al., 2020; La Rosa et al.,
2020b; Larsen y Wigginton, 2020b; Medema et al., 2020).

7.3 Numero de infecciones por el Modelo Montecarlo.

La prevalencia de la infeccidén por SARS-CoV-2 en la cuenca de captacion se estimo
mediante un balance de masas sobre el nimero total de copias de ARN viral en las
AR cada dia, medido en las AR por RT-gPCR, y el nUmero de copias de ARN de
SARS-CoV-2 excretadas en las heces por un infectado. Las copias de ARN de SARS-
CoV-2/L de las AR se modelaron como estimaciones puntuales para cada fecha de
deteccién y lugar de muestreo. El flujo diario de AR se calcul6 utilizando el producto
del numero de habitantes que vierten AR a la microcuenca y el promedio de AR per
capita generadas en cada municipio (Cheung et al., 2020; Lescure et al., 2020; Rose
et al., 2015; ¥~ Wu et al., 2020).

8. Resultados y discusiones.

Se evaluaron dos genes del SARS-CoV-2, N1 y N2 esto depende directamente del
kit utilizado y aprobado para la deteccion de SARS-CoV-2 alguno autores reportan
haber utilizado genes como (E,S, ORFlab) como lo reportan (Arora et al., 2020a;
Carrillo, Barragan, et al., 2021), esto en cada muestra de AR procedente de cada uno
de los cuatro sitios elegidos en Tijuana y dos PTAR de Tecate B.C. durante el periodo
de agosto 2021- agosto 2022. La cuantificacion de niumero de copias genomicas del

gen N se realizé utilizando las pendientes de las curvas estandar para la
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cuantificacion del gen N1 (Anexo 1) con coeficientes de correlacién de 0,95 (Anexo
2).

8.1 Deteccion de SARS-CoV-2 en agua residual y PTAR.

Se recogieron 82 muestras en total: 74 muestras de AR pertenecen a los cuatro
puntos criticos de muestreo de la canalizacion rio Tijuana, 8 muestras ART en dos
PTAR de la ciudad de Tecate B.C., teniendo que el 38% de las muestras del AR
fueron positivas para al menos uno de los genes del SARS-CoV-2 analizados y 0%

en las muestras de ART (Tabla 3).

Tabla 3. Numero de copias gendémicas en promedio cuantificadas en

cada semana de muestreo en la canalizacion rio Tijuana.

Umbral  No. Copias
# Casos

Fechas Semanas Activos deciclo gendomicas Logl0/L
(Co* (#Cg) *
24/09/2021 S1 7855 36.25 11732.1 7.5
15/10/2021 S2 5590 37.17 1510.7 6.7
23/10/2021 S3 4145 36.99 3549.9 7.0
29/10/2021 S4 3718 36.26 11585.0 7.5
15/11/2021 S5 2770 38.57 1.0 3.5
19/11/2021 S6 2324 37.10 2354.5 6.8
29/11/2021 S7 2951 37.05 2861.2 6.9
10/02/2022 S8 308 0.00 0.0 0.0
17/02/2022 S9 251 36.52 8744.4 7.4
24/02/2022  S10 170 38.12 1.0 3.5
31/03/2022  S11 145 38.98 1.0 3.5
05/05/2022  S12 87 41.405 1.0 3.5

* Media

En cuanto al nUmero total de muestras analizadas se puede observar que nuestra n

(74) es mayor que la mayoria de investigacion en el tema, existen proyectos con un
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minimo de muestras (9) (Ahmed et al., 2020) y otros que su n en muy alta (112)
(Mlejnkova et al., 2020). En esta proyecto se opté por tomar muestras de dos
diferentes nichos de agua: AR y PTAR, mientras que otras investigaciones solo se
enfocaron en un solo nicho, (Farkas et al., 2021; Westhaus et al., 2021). Los mas
relevante en este proyecto es la temporalidad ya que se tomaron muestras durante
un afno, esto permite comparar con diversos factores externo por ejemplo: estaciones
del afo, otro investigadores lo hicieron con menos tiempo, (Gonzalez et al., 2020) lo
hizo durante una semana, mientras que (Claro et al., 2021) lo hicieron durante 11
meses.

La presencia del ARN del SARS-CoV-2 en AR suscita nuevas preocupaciones.
Segun la OMS, debido a los riesgos potenciales de enfermedades infecciosas
relacionadas con el excremento, incluida la posible presencia de SARS-CoV-2, obliga
a que las AR deban tratarse en plantas de tratamiento bien disefiadas (OMS, 2020;
OPS, 2021). Ademas, se sugiere que no hay pruebas sobre la supervivencia de los
virus infecciosos del SARS-CoV-2 en las AR; por lo tanto, los procesos
convencionales de tratamiento de aguas residuales deberian inactivar los virus con
envoltura, incluido el SARS-CoV-2 (Aguilar etal.,, 2020). En este estudio se
obtuvieron resultados mas altos en los periodos de invierno, especificamente de
noviembre a diciembre, que a su vez concuerda con los altos indices de contagios
de COVID-19 en la poblacién de las ciudades analizadas en este mismo periodo
(Sims y Kasprzyk, 2020; Wathore et al., 2020). En cuanto el analisis para la deteccion
de SARS-CoV-2 en ART, no se detectdé material gendmico en ninguno de los dos
sitios de muestreo (PTAR Tecate y PTAR Cereso “El Hongo”) durante todo el analisis
temporal, esto puede depender de diferentes factores externos, como mayor
temperatura, un pH elevado o bajo, contenido de materia organica y la luz solar
facilitan la reduccién de la cantidad de virus (Ardunio et al., 2020). Sin embargo hay
otros trabajos donde si detectan Cg en PTAR en donde (Arora et al., 2020a; Catrrillo,
Barragan, etal.,, 2021) comentan que la deteccion de material genomico viral
dependera de factores externo y tipos de tratamiento de AR.
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Uno de los grandes retos ha sido encontrar la mejor técnica de concentracion viral,
entre las mas utilizadas se tienen las de centrifugacion (ultra centrifugacion) y
precipitacion (Polietilenglicol), asi mismo la confinacion de ambos o con otras
técnicas como filtracion. En nuestro estudio se decidio utilizar la combinacion de las
dos técnicas mas utilizadas, la cual nos permitio tener un mejor concentrado viral. A
la fecha existen pocas guias para la obtencion del concentrado viral, se ha estado
descubriendo conforme avanza la pandemia de SARS-CoV-2. (Alexander et al.,
2020; Alygizakis et al., 2021; Farkas et al., 2021; Pérez et al., 2012; Torii et al., 2022;
Wang et al., 2005)

8.2 Vigilancia del SARS-CoV-2 en ARy PTAR.

La vigilancia microbiolégica en AR puede utilizarse como indicador epidemioldgico
para la deteccidén de la circulacion del virus en la poblacion, la utilizacion de esta
herramienta ha demostrado su sensibilidad, incluso cuando la prevalencia de la
COVID-19 presenta niveles bajos en la poblacion (Lodder y De Roda Husman, 2020).
El presente estudio se monitoreo durante un periodo de tiempo el no. Cg de SARS-
CoV-2, donde los resultados los expresamos en semanas y se compar6 con el
numero de casos activos reportados por la Secretaria de Salud para el municipio de
Tijuana, en el mismo periodo de tiempo, por lo que se observa que existe una relaciéon
estrecha del numero de casos activos/ no. Cg como vigilancia y rastreo de la
poblacion expuesta (Figura 7). Donde se puede observar que la semana 4, 7y 9, son
los picos mas altos, se detectan 6.8-7.5 Logio Cg/L mientras que en otros estudios
reportados hay promedios de 2-5 Logio Cg/L (Carrillo, Barragan, etal., 2021;
Randazzo, Truchado, et al., 2020) resulta muy interesante esta iniciativa, que va
ofreciendo datos semanalmente, en los que se puede ir apreciando la evolucién de
la carga virica en las aguas residuales analizadas (Mao et al., 2020; Randazzo,
Truchado, et al., 2020; Randazzo, Cuevas, et al., 2020; Saguti et al., 2021).
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7855 Casos activos vs #Cg/L en Tijuana B.C
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Figura 7. Prevalencia de casos activos reportados por la Secretaria de Salud contra la concentracion
de numero de copias (Logl0 Cg/l) durante el periodo de muestreo (media de los 4 puntos por

semanas).

8.3 Estimacion de Numero de personas infecciones por el Modelo Montecarlo.

El modelo de Montecarlo permitié obtener una distribucion estimada estadisticamente
aceptable de posibles casos de personas infectadas con SARS-CoV-2. Dado que
este modelo es un método no determinista, informamos los resultados de la siguiente
manera: mediana (valor minimo-valor maximo). Considerando la mediana,
obtenemos los siguientes resultados ordenados (Figura 8), en cuanto al nimero de
personas infectadas por sitio de muestreo: 443, 2025, 498 y 796 personas infectadas
para Monte de los Olivos, Clinica #1, HGT y Plaza Rio, respectivamente.
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IN vs SARSW : puntos de muestreo
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Figura 8. Analisis Montecarlo por cada sitio de muestreo, comparando IN vs
SARSW.

Otros autores reportan promedios de 2-170 (IN) en los diferentes sitios (Ahmed et al.,
2020) que es un promedio bajo comparado con nuestros resultados, sin embargo
existen reportes donde hay promedios muy altos, donde se alcanzan 13,000 (IN), hay
gue analizar que esto depende del #Cg reportadas, la poblacién expuesta, asi como
el volumen de descarga de AR. Asi mismo, se analiz6 la temporalidad de posibles
infecciones durante los periodos semanales, teniendo como resultado lo mostrado en
la figura 9, como semanas con mas proyeccion de personas infectadas: S1 (33969),
S4 (33543) y S9 (25318). Utilizando la mediana de no. Cg por semana en todos los

sitios de muestreo.
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IN vs SARSW durantes las muestras semanales
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Figura 9. Analisis Montecarlo durante los periodos de muestreo semanales.

Hablando del seguimiento epidemiolégico la herramienta que se ha utilizado durante
la pandemia para un monitoreo ambiental en los diferentes tipos de aguas es WBE.
Hay una diferencia entre los nichos de agua donde se hace el monitoreo enfocado
en el nidmero de copias genOmicas detectadas, esto dependerd del tipo de
tratamiento que tiene esta agua, de los factores ambientales (pH, humedad, flujo de
agua, y temperatura) que influye en la concentracién encontrada como, por ejemplo,
en las PTAR existen factores externos, como tipo de tratamiento, cantidad de grasas,
pH vy Flujo de agua que puedan impedir la deteccion. En cuanto a la diferencia que
existe entre los 4 sitios que se muestreo en este proyecto en la canalizacion del rio
Tijuana, se puede observar diferentes flujos de AR, se logré observar algunas
compuertas cercanas a los hospitales (sitio #2 y sitio #3) que se notaba la salida de
AR con detergentes. Todo esto influye de manera directa como factor externo en la
deteccién de virus (Foladori et al., 2022; Giron et al., 2021; Gonzalez et al., 2020;
McCall et al., 2020; Michael et al., 2020; Orive et al., 2020; Velastegui et al., 2022b).
Debido a que no existe evidencia definitiva sobre el riesgo de contagio directo de la
poblacidén expuesta.. Sin embargo, estos datos no pueden aproximarse mucho a los

casos notificados oficialmente a menos que aumente el nivel de respuesta de las
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pruebas gubernamentales (Ahmed et al., 2020; J. R. Gonzalez et al., 2021; Hasan
et al., 2021). Para maximizar el potencial de los diversos esfuerzos de WBE en curso,
se propone un esfuerzo global para coordinar las metodologias y el intercambio de
datos para maximizar los rendimientos de EBAR para los brotes actuales y futuros
de la enfermedad. La comunidad también se beneficiara de la inclusion de controles

y estandares cuantitativos apropiados.

9. Conclusiones.

La epidemiologia basada en agua residual se ha convertido en una herramienta
factible en el mundo, en México hay poca evidencia, aunque su aplicacién esta en
fase temprana, es necesario hacer mas seguimiento en diferentes temporalidades,
esto con el fin de general mas informacién de como se comporta el virus en agua,
para conocer la prevalencia de SARS-CoV-2 utilizando la deteccion de los genes (N,
RdRp, E,) mediante la técnica de RT-gPCR con el fin de cuantificar el nUmero de
copias genomicas de ARN viral. Ha sido un reto durante todo en periodo de
pandemia, encontrar el mejor método de concentracion de ARN viral, ya que la
técnica de recuperacion dard la pauta para monitoreos futuros hablando de

concentraciones mas elevadas de material viral.

La opcién que se utilizd en el presente trabajo fue la combinacion de técnicas
(ultracentrifugacion y precipitacién) para asi optimizar y tener mejores resultados
analizando AR. Por otra parte, los resultados mostraron una coincidencia significativa
con los casos confirmados en la ciudad de Tijuana, pero la ciudad de Tecate con las
PTAR no hay resultados positivos que concluyan alguna correlacién con la poblacién
estudiada. Esto nos indica que el proceso de tratamiento de las aguas residuales en
ambas PTAR en Tecate B.C. podrian eliminar ARN de SARS-CoV-2. Este estudio
intenta proporcionar cierta estimacion en los diferentes puntos de muestreo utilizando
el método Montecarlo, el cual simula un nimero de personas que se pueden
contagiar en correlacion con el nUmero de copias gendmicas detectadas en cada sitio
de muestreo. En general, este estudio demostro el potencial de la deteccion del

SARS-CoV-2 en las aguas residuales como herramienta de alerta temprana y
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prediccion de la propagacion de la enfermedad. Este seguimiento puede ayudar a las
autoridades a tomar medidas apropiadas y rapidas en salud publica para contener

cualquier posible brote de COVID-19 en sus comunidades.
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11. Anexos

11.1 Anexo 1

Curva de calibracion para gen N (nucleocépside) SARS-CoV-2
Se realiza curva de calibracion para poder hacer la conversion de los valores
obtenidos de Ct a niumero de copias gendémicas por muestra.
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Curva de calibracion gen N ¥ =-9858.2x + 372966
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Posteriormente con los datos obtenidos de la curva la pendiente y la ordenada al
origen para asi realizar el célculo de #Cg por muestra
Numero de copias genomicas = lﬂ(“_b},.f’m

Para la interpretacion final los resultados se muestran en Log 10 #Cg/L por cada sitio
de muestreo.

11.2 Anexo 2

Andlisis estadistico para intervalos de confianza

Se realiz6 el andlisis para intervalos de confianza, de la estadistica descriptiva, por
grupos, segun el grupo de muestras (sitio de muestreo y semanas) para el numero
de copias gendémicas (#Cg). Y a su vez se analizé los resultados de la prediccion (IN)
en dos grupos (por delegacion y semanas).

Log 10

#Cd(Semana) Datos #Cg/L(Semana) Datos #Cg/L(Semana) Datos
Media 3528.5 Media 10585449.4 Media 5.3
Error|tipico 1312.9 Error tipico 3938717.1 Error tipico 0.7
Mediana 1932.6 Mediana 5797746.4 Mediana 6.8
Moddg 1.0 Moda 3000.0 Moda 3.5
Desvjacién Desviacion Desviaciéon
estandar 4548.0 estandar 13644116.1 estandar 2.4
Variahza de la Varianza de la Varianza de la
muestra 20684656.2 muestra 186161905436276.0 muestra 6.0
Curtgsis -0.2 Curtosis -0.2 Curtosis 0.1
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Coeficiente de

Coeficiente de

Coeficiente de

asimetria 1.1 asimetria 1.1 asimetria -1.0
Rando 11732.1 Rango 35196253.6 Rango 7.5
Minimo 0.0 Minimo 0.0 Minimo 0.0
Maximo 11732.1 Maximo 35196253.6 Maximo 7.5
Suma 42341.8 Suma 127025393.3 Suma 63.9
Cuenta 12.0 Cuenta 12.0 Cuenta 12.0
Mayar (1) 11732.1 Mayor (1) 35196253.6 Mayor (1) 7.5
Menar(1) 0.0 Menor(1) 0.0 Menor(1) 0.0
Nivellde Nivel de Nivel de

confianza(95.0%) 2889.7 confianza(95.0%) 8669057.8 confianza(95.0%) 1.6

oo
H#Cd{Semana) Datos #Cg/l (Semana) Datos #Cg/L (Semana) Datos
Medi 35285 Media 10585449.4 Media 53

i I i I
117321 Range 351962536 Range +5
423418 Suma 1270253933 Suma 639
12.0 Cuenta 12.0 Cuenta 12.0
11732.1 Mayor{1) 35196253.6 Mayer{1} 5
0.0 Menor(1) 0.0 Menor(1) 0.0

Nivel de Nivel de
Log 10

#Cqg(Total #Cq/L(Total #Cqg(Total Dat

M) Datos M) Datos M) 0S

Media 10047.2 Media 30141676.5 Media 3.1

Error tipico 6483.8 Error tipico 19451289.6 Error tipico 0.4

Mediana 1.0 Mediana 3000.0 Mediana 3.5

7

N



Moda 0.0 Moda 0.0 Moda 0.0
Desviacion Desviacion Desviacion
estandar 51870.1 estandar 155610316.8 estandar 3.3
Varianza de 26905078 Varianza de 2421457068105 Varianza de
la muestra 53.5 la muestra 8800.0 la muestra  10.6
Curtosis 61.4 Curtosis 61.4 Curtosis -1.5
Coeficiente Coeficiente Coeficiente
de asimetria 7.8 de asimetria 7.8 de asimetria 0.4
Rango 414522.2 Rango 1243566666.7 Rango 9.1
Minimo 0.0 Minimo 0.0 Minimo 0.0
Maximo 414522.2 Maximo 1243566666.7 Maximo 9.1

195.
Suma 643022.4 Suma 1929067293.3 Suma 3
Cuenta 64.0 Cuenta 64.0 Cuenta 64.0
Mayor (1) 414522.2 Mayor (1) 1243566666.7 Mayor (1) 9.1
Menor(1) 0.0 Menor(1) 0.0 Menor(1) 0.0
Nivel de Nivel de Nivel de
confianza(9 confianza(9 confianza(9
5.0%) 12956.8 5.0%) 38870300.6 5.0%) 0.8

—oe—0
#Cg{Fotal #Cg(Total #Cg(Fotal Dat
M) Datos M) Datos M) os

Meoda 00 Meoda 00 Meoda 00
Varianza-de 26905078 Varianza-de 2421457068105 Varianza-de

195
Suma 6430224 Suma 19290672933 Suma 3
Menor(1} 0.0 Menor(1} 0.0 Menor(1} 0.0
Nivel de Nivel de Nivel de
confianza(9 confianza(9 confianza(9




IN(Sitio)

Media

Error tipico
Mediana
Moda
Desviacion estandar
Varianza de la
muestra
Curtosis
Coeficiente de
asimetria
Rango
Minimo
Maximo
Suma

Cuenta

Mayor (1)
Menor(1)

Nivel de
confianza(95.0%)
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IN(Semana) Datos
Media 10216.4
Error tipico 3801.4
Mediana 5595.6
Moda 2.9
Desviacion estandar 13168.4

Varianza de la
muestra
Curtosis
Coeficiente de
asimetria

Rango
Minimo

confianza(95.0%)

173407067.2

0.2

1.1
33969.1
0.0
33969.1
122596.6
12.0
33969.1
0.0

8366.8

Dates
102164
380614
55956
29
131684
1734070642
02
11
339691
60
339691
122596-6
120
339691
66
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