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Resumen

Introduccion: La cuantificacion de SARS-CoV-2 en aguas residua-
les es una herramienta que permite determinar la tendencia de la circu-
lacion viral en un area geografica determinada. Objetivo: Cuantificar
el virus SARS-CoV-2 en 15 plantas de tratamiento de aguas residuales
en diferentes ciudades de Chile para establecer una comparacion con
las variables de: 1) casos activos por cada 100.000 habs.; ii) positi-
vidad diaria (casos nuevos); y iii) fases del plan de confinamiento.
Metodologia: SARS-CoV-2 se concentrd a partir de muestras de
aguas residuales. Para obtener el nimero de genomas del virus por
litro se realizé una cuantificacion absoluta utilizando qRT-PCR. Re-
sultados: Entre enero y junio de 2021 se procesaron 253 muestras,
siendo todas positivas para la presencia del virus. Asimismo, se logrd
determinar que la tasa de casos activos por cada 100.000 habs. es la
variable que mejor se ajusta a las tendencias obtenidas con la cuan-
tificacion de la carga viral en las aguas residuales. Conclusiones: La
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Abstract

Background: The quantification of SARS-CoV-2 in wastewater
is a tool that allows determining the trend of viral circulation in a
particular geographical area. Aim: To quantify the SARS-CoV-2
virus in 15 wastewater treatment plants in different Chilean cities
to establish a comparison with the variables of: i) Active cases per
100,000 inhabitants; ii) daily positivity (novel cases); and iii) phases
of the lockdown strategy. Methods: SARS-CoV-2 was concentrated
from wastewater samples. To obtain the number of virus genomes per
liter, absolute quantification was performed using qRT-PCR. Results:
Between January and June 2021, 253 samples were processed, all of
which were positive for the presence of the virus. Likewise, it will be
determined that the rate of active cases per 100,000 inhabitants is the
variable that best fits the trends obtained with the quantification of the
viral load in wastewater. Conclusions: The quantification of SARS-
CoV-2 in wastewater as a continuous strategy is an efficient tool to
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cuantificacion de SARS-CoV-2 en las aguas residuales de manera
permanente es una herramienta eficiente para determinar la tendencia
del virus en un area geografica determinada y, en conjunto con una
vigilancia gendmica, puede constituirse en una vigilancia centinela
ideal generando alertas sobre futuros brotes.

Palabras clave: SARS-CoV-2; epidemiologia basada en aguas
residuales (EBAR); tasa de casos activos; vigilancia gendmica; vi-
gilancia centinela.

Introduccion

a pandemia de COVID-19 causada por el virus SARS-CoV-2

se ha transformado en el mayor desafio de salud publica en

la historia de la medicina moderna'. El diagnéstico de esta
enfermedad se realiza a través de pruebas individuales, ya sea mediante
una prueba de antigenos o bien mediante reaccion de polimerasa en
cadena (RPC; en inglés e internacionalmente se identifica con la sigla
PCR) de transcripcion reversa en tiempo real (RT-RT-PCR o qRT-
PCR)?. De esta manera, el principal criterio utilizado para la toma
de medidas sanitarias y para el desarrollo de programas de vigilancia
en los diferentes paises ha sido el nimero de casos confirmados por
estas pruebas®. Sin embargo, se ha demostrado que solo las personas
que presentan los sintomas o bien aquellas que han estado en contacto
directo con un caso positivo se realizan el test** salvo que sean incluidos
en operativos de busqueda activa de casos, que permiten identificar
preventivamente las personas infectadas de manera asintomatica. Por
otra parte, aquellas personas que presentan sintomas muy leves de
la enfermedad o son asintomaticos se realizan el test con muy baja
frecuencia, lo cual se ha ido incrementando a lo largo de la pande-
mia*®’. Esto subestima la cantidad total de personas infectadas y por
tanto, hay un desconocimiento de la circulacion real del virus a nivel
comunitario®’, situacion que es mucho mas seria en paises de bajos y
medianos ingresos entre los cuales se encuentra Chile'. Este escenario
estimuld la implementacion de un sistema de vigilancia ambiental
menos costoso que el testeo persona a persona, como es la deteccion
y cuantificacion del virus en las aguas residuales'.

La epidemiologia basada en las aguas residuales (EBAR) ha sido
aplicada desde el afio 2005 para trazar drogas ilicitas y medicamentos
de alto uso en la poblacion'>*. Aunque su potencial para la deteccion
de diversos patdgenos ha sido comprobado, el caso mas exitoso de
una vigilancia sistematica en aguas residuales ha sido la iniciativa de
erradicacion de la polio!>1®,

Si bien todos los coronavirus epidémicos humanos (SARS-CoV,
SARS-CoV-2 y MERS-CoV) producen sintomas respiratorios, han
demostrado que también causan sintomas gastrointestinales. Pero
no solo los pacientes que presentan sintomas gastrointestinales estan
eliminando el virus a través de las heces, ya que se ha comprobado
que las personas asintomaticas también presentan una elevada carga
viral, tanto en orina como en las deposiciones'”'¥; por tanto, estos virus
han podido ser detectados en forma exitosa en las aguas residuales.
Esto ha permitido que en mas de 70 paises se haya implementado un
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determine the trend of the viral circulation in a delimited geographical
area and, combined with genomic surveillance, it can constitute an
ideal sentinel surveillance alert on future outbreaks.

Keywords: SARS-CoV-2; wastewater-based epidemiology WBE;
active case rate; genomic surveillance; sentinel surveillance.

seguimiento del virus SARS-CoV-2 en esta matriz, constituyéndose en
una medida complementaria a la vigilancia realizada por los sistemas
de salud”. La acumulacion de evidencia en este sentido ha llevado a
la comunidad cientifica a proponer la deteccion del SARS-CoV-2 en
aguas residuales como una herramienta de vigilancia permanente, que
permita una monitorizacion constante del agente y que, a su vez, sea
complementaria con la vigilancia de otros patogenos®.

Materiales y Métodos

Ciudades participantes del estudio

En este estudio participaron 15 plantas de tratamiento de aguas
residuales ubicadas en cuatro regiones de Chile. En la Figura 1 se
muestran las ciudades involucradas. En la Region de Atacama fueron
consideradas las ciudades de Copiap6, Chanaral, Caldera, Tierra
Amarilla y Diego de Almagro, cada una con su respectiva planta de
tratamiento. En la Region de Valparaiso se consideraron cuatro plantas
de tratamiento: la planta Almendral en la ciudad de San Felipe; la planta
Cordillera en la ciudad de Los Andes; la planta 2 Norte que presta
servicios a las ciudades de Vifia del Mar, Quilpué y Villa Alemana; y
la planta Loma Larga que presta servicios a la ciudad de Valparaiso.
En la Region Metropolitana se evaluaron dos plantas de tratamiento:
Mapocho-Trebal y La Farfana, que prestan servicio al conurbano mas
grande de Chile, el Gran Santiago. Finalmente, en la Region del Biobio
se consideraron cuatro plantas de tratamiento: San Pedro de la Paz,
Coronel y Los Angeles que prestan servicio a las ciudades del mismo
nombre y en la misma region se considero la planta de tratamiento de
Concepcion que presta servicio a las ciudades de Chiguayante, Hualpén,
Talcahuano y Concepcion. En cuanto a las caracteristicas demograficas
de las ciudades participantes, en la Region de Atacama se incluyd a
75% del total regional, 61% en la Region de Valparaiso, 71% en la
Region Metropolitana y 64% en la Region del Biobio. Esto equivale
a 42% del total de la poblacion del pais segun el censo de 2017. Los
mapas se crearon utilizando el software de codigo abierto Quantum
GIS version (QGIS) 3.18-Ziirich (qgis.org/es/site/) bajo una licencia
Creative Commons (www.gny.org/licenses).

Obtencion de muestras

En cada una de las plantas de tratamiento participante de este
estudio, se tomd una muestra semanal entre los meses de enero y julio
de 2021. La muestra consiste en una composicion de 24 horas del
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Figura 1. Ciudades donde se recolectaron
muestras de aguas residuales desde plantas de
tratamiento de aguas residuales: (A) Regién
de Atacama; ciudades: Copiapd, Chafaral,
Caldera, Tierra Amarilla y Diego de Almagro.
(B) Region de Valparaiso; ciudades: Valparai-
so, Vina del Mar, Quilpué, Villa Alemana, Los
Andes y San Felipe. (C) Regién Metropolitana;
ciudad: Conurbano del Gran Santiago. (D) Re-
gion del Biobio; ciudades: San Pedro de la Paz,
Coronel, Los Angeles, Chiguayante, Hualpén,
Talcahuano y Concepcién. Los mapas de la
derecha representan un aumento de (B), (C)
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agua del afluente de las plantas de tratamiento (previo a
cualquier tratamiento) con un volumen final de 1 litro de
agua. Una vez tomada la muestra, esta llegaba refrigerada
hasta cada uno de los laboratorios y era procesada durante
el mismo dia.

Meétodos de concentracion del virus
Para concentrar las particulas virales en una muestra
de agua residual se pueden usar diferentes metodologias,
como son la ultrafiltracion, ultracentrifugacion, preci-
pitacion con polietilenglicol (PEG) o floculacion con
leche descremada, entre otras. La eleccion del método de
concentracion depende de varios factores tales como la
disponibilidad de equipos, de reactivos de laboratorio, el
tiempo requerido para el procesamiento de las muestras y
la naturaleza de la matriz de aguas residuales. Los labora-
torios integrantes de este consorcio utilizaron tres métodos
para la concentracion de particulas virales desde matrices
de aguas residuales, los que se describen a continuacion:
* Floculacién con leche descremada: Para concentrar
en forma efectiva el virus SARS-CoV-2 se modifi-
caron los protocolos presentados por Melgago et al.,
(2018) Guerrero-Latorre et al., (2020) y Calgua et al.,

(2008)*%, Brevemente, un volumen entre 100 y 500
mL de agua residual fue llevado a un pH final de 3,5
utilizando HCI IN, para luego afiadir 5 mL de leche
desnatada prefloculada al 1% p/v. Esta mezcla se
mantuvo en agitacion por 8 h a temperatura ambiente.
Posteriormente la muestra fue centrifugada a 4.000 x
g por 40 min a 4 °C. Finalmente, el pellet obtenido
fue resuspendido en 4 mL buffer fosfato 1X (PBS) y
almacenado a -80 °C hasta su uso.

Concentracion por polietilenglicol 8000 (PEG): Se
modifico el protocolo descrito por Wu et al., (2020)*.
A partir de 120 mL de muestras de aguas residuales
con pH neutro, se afladen PEG y NaCl a la muestra
en proporciones de 10 y 2% p/v, respectivamente.
Luego de una incubacion a 20 °C durante 15 min en
un agitador orbital ajustado a 150 rpm. Después de
la incubacion, la muestra se centrifugd a 8.000 x g
durante 30 min a 4 °C para producir un sedimento. La
mayor parte del sobrenadante se descartd, dejando 2-5
mL volumen en el cual se resuspendi6 el sedimento.
Luego de centrifugar nuevamente a 8.000 x g durante
5 min a 4 °C, se obtuvo un precipitado final (1 mL)
que se proceso para obtener el ARN.
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o Ultracentrifugacion: 42 mL de cada muestra se con-
centraron mediante ultracentrifugacion a 100.000 x g
por 1 hy el sedimento se resuspendio en 3,5 mL de
buffer glicina 0,25 N pH 9,5. Luego de una incubacion
durante 30 min, los virus se concentraron mediante
ultracentrifugacion a 100.000 x g durante 1 h. El
sedimento se resuspendi6 en 200 pL de PBS estéril
pH 7,2 y se almaceno a -80 °C hasta su uso®.

Método de extraccion de ARN

Los métodos de extraccion utilizados constan de dos
pasos. El primero es la resuspension del pellet obtenido
en TRIZOL® (Thermo-Fisher), siguiendo el protocolo
de Rio y cols., (2010)*® hasta la obtencion de la fase
acuosa. Posteriormente, para extraer el ARN desde la fase
acuosa se utilizo un kit de purificacion comercial. Los kits
utilizados por los diferentes laboratorios miembros del
consorcio fueron los siguientes: 1) Quick-RNA-tm Viral
Kit (Zymo Research,USA); ii) E.Z.N.A Nucleic Acid
Purification System (Omega, USA); iii) QlAamp® Viral
RNA Mini (QIAGEN, USA).

Deteccion del virus mediante qRT-PCR

La deteccion del virus se realizé cargando entre 3y 5
pL del extracto de ARN, amplificando las dianas N1, N2,
ORFlab*y S*. El gen que codifica para la RNAsaP huma-
na se utilizd como control de calidad del material genético.
Las secuencias de los cebadores para la amplificacion de
cada una de las dianas se muestran en la Tabla 1. Los kits
de amplificacion utilizados por los diferentes laboratorios
fueron los siguientes: i) Master Mix Taqgman® Fast Viral
1-Step (ThermoFisher Scientific, USA); ii) TagMan
2019-nCoV Assay Kit vl (ThermoFisher Scientific,

USA); iii) Brilliant IIT Ultra-fast gqRT-PCR Master Mix
(Agilent Technologies); iv) KiCqStart® One-Step Probe
RT-qPCR ReadyMix™ (Sigma Aldrich). Todos estos
kits se encuentran validados por el Instituto de Salud
Publica de Chile para su uso en la deteccion del virus
SARS-CoV-2. En todos los laboratorios se utilizé mas de
una diana para la amplificacion del material genético de
SARS-CoV-2. Una muestra se considera positiva cuando
amplifica positivamente para N1, RNAsaP y cualquiera de
las otras dianas utilizada para la amplificacion del virus
y cuyo Ct sea inferior a 40.

Estimacion del numero de copias del genoma de
SARS-CoV-2 en las aguas residuales

Para determinar el nimero de copias genomicas en las
aguas residuales se realizd una cuantificacion absoluta
del material genético. Para ello se construyeron curvas
de calibracion en base a plasmidos individuales que
contenian copias de las dianas de SARS-CoV-2. Los
plasmidos fueron adquiridos en IDT DNA Technologies.
Para la dianas basadas en el gen N se utilizo el plasmido
2019-NCoV_N_Positive control. Con este plasmido se
construyeron curvas de calibracion basadas en el nimero
de copias entre 1 x 10° hasta 1 x 10° copias (1.000.000
a 1 copias). El nimero de copias gendmicas se obtuvo
mediante el valor del Ct de cada una de las muestras en
cada reaccion de qRT-PCR el cual es interpolado en la
ecuacion de la recta obtenida con las curvas de calibrado.
El valor obtenido corresponde al nimero de copias de
equivalentes genomicos del virus SARS-CoV-2 por litro
de agua residual?’. Como consenso a nivel de multiples
estudios, la carga viral se reporta en base al numero de
equivalentes gendmicos entregados por la diana N 12831,

*La deteccion de las dianas ORF1lab y S son en contexto de un kit cerrado protegido [TagMan 2019-nCoV Assay Kit v1 (ThermoFisher Scientific,
USA)]; por tanto, no se cuenta con la secuencia de los cebadores utilizados para su amplificacion por qRT-PCR.

Tabla 1. Cebadores utilizados en la amplificacion de diferentes dianas de SARS-CoV-2

Secuencia
N,F GACCCCAAAATCAGCGAAAT
N, R TCTGGTTACTGCCAGTTGAATCTG
Sonda FAM-ACCCCGCATTACGTTTGGTGGACC-BH1
N,F TTACAAACATTGGCCGCAAA
N,R GCGCGACATTCCGAAGAA
Sonda N, FAM-ACAATTTGCCCCCAGCGCTTCAG-BHQ1
RNAsaPF AGATTTGGACCTGCGAGCG
RNAsaPR GAGCGGCTGTCTCCACAAGT

Sonda RNAsaP FAM-TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG-BHQ!1

Nombre original Orientacion
2019-nCoV_N1-F Forward
2019-nCoV_N1-R Reverse
2019-nCoV_N1-P

2019-nCoV_N2-F Forward
2019-nCoV_N2-R Reverse
2019-nCoV_N2-P

RP-F Forward
RP-R Reverse

RP-P

Diana N: Gen que codifica para la proteina de la nucleocapside del virus. Diana RNAsaP: Codifica para gen que humano utilizado como
control. *La deteccion de las dianas ORF1ab y S son en contexto de un kit cerrado protegido [TagMan 2019-nCoV Assay Kit v1 (Thermo-
Fisher Scientific, USA)], por tanto, no se cuenta con la secuencia de los cebadores utilizados para su amplificacién por gRT-PCR.
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Analisis de datos
Con el fin de establecer una relacion entre los casos

de COVID-19 y la concentraciéon de copias de ARN

de SARS-CoV-2 detectadas en las aguas residuales, se

obtuvo un promedio mensual de los datos obtenidos y

se realizd una comparacion grafica con tres variables

oficiales reportadas por el Ministerio de Salud de Chile

(MINSAL-gob.cl/pasoapaso/cifrasoficiales/) para cada

una de las regiones. Las variables utilizadas fueron las

siguientes:

e (Casos activos comunales totales, los cuales fueron
divididos por la poblacién total comunal generando
de esta forma la tasa de incidencia de casos activos
reportados por cada 100.000 habs.;

» Positividad del test de PCR al dia de toma de la mues-
tra;y

e Las fases de nivel de confinamiento establecidas
por las autoridades gubernamentales (Tabla 2). Si la
fecha de los datos del MINSAL no coincidiera con la
fecha de la obtencién de muestras, se utilizaron los
datos de la fecha inmediatamente posterior. En Chile,
el plan de confinamiento (denominado “Plan paso a
paso”) consistid en cuatro fases bien caracterizadas
siendo la fase 1 la mas restrictiva y la fase 4 la mas

Tabla 2. Variables consideradas en este estudio

Region de Atacama

Region de Valparaiso

Region Metropolitana

Regiodn del Biobio

MIN MAX Media
TI CA 37,98 440,19 218,15
RNA AR 895 1.528.708 764.802
Fase 1 4 -
Positividad 1% 25% 10%
TI CA 125,8 635,2 308,3
RNA AR 494 57.040.630 28.520.562
Fase 1 3 -
Positividad 6% 17% 10%
TI CA 949,2 5.835,1 2.908,9
RNA AR 5.000 6.675.721 3.340.361
Fase 1 2 -
Positividad 6% 18% 10%
TI CA 146,7 470,9 267,7
RNA AR 514 118.046 16.276
Fase 1 2 -
Positividad 5% 16% 11%

i) TI_CA: Tasa de casos activos al dia de la medicién de la carga de ARN en las aguas residuales
por cada 100.000 habs.; ii) RNA AR: Concentracion de ARN en las aguas residuales medido en
unidades genémicas (UG) por litro (L) (UG/L); iii) Fase: fase del plan de confinamiento en el mo-
mento de la medicion; iv) Positividad: Casos positivos (nuevos) al momento de la medicién. Para
cada variable se presenta el valor minimo, el méximo y la media para cada una de las regiones
entre los meses de enero y junio de 2021.
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permisiva. La fase 1 consistia en un nivel maximo de
confinamiento, con restriccion completa de movilidad
para las personas los siete dias de la semana. Por otra
parte, la fase 2 consistia en un nivel maximo de con-
finamiento y restriccion completa de movilidad para
las personas durante el fin de semana. En la fase 3, se
elimina el confinamiento, pero se establecen aforos
limitados de personas en el transporte publico y en los
lugares cerrados. Finalmente, en la fase 4 se eliminan
completamente las restricciones de movilidad y se
aumenta el aforo de las personas en lugares cerrados.
Los casos activos fueron representados como tasa, que
se calcula como niimero de casos activos reportados
por cada 100.000 habs. (Tabla 2). El promedio, el valor
maximo, el valor minimo y la moda de todos los datos
analizados (concentracion de las copias de ARN de
SARS-CoV-2, tasa de casos activos por 100.000 habs.,
positividad de la prueba de PCR y fases de nivel de
confinamiento) fueron obtenidos en las cuatro regiones
en el periodo de enero y junio 2021 (Tabla 2).

Resultados y Discusion

Entre enero y junio de 2021, fueron procesadas 253
muestras de plantas de tratamiento en todas las ciudades
mencionadas, de las cuales todas resultaron positivas,
abarcando a mas de 8 millones de personas, lo que
equivale segun el censo de 2017 a casi un 42% de la
totalidad de habitantes del pais. La media de los valores
de Ct detectadas fue de 34,25. En lo que respecta a la
cuantificacion, la carga mas alta obtenida se logré en la
ciudad de Santiago el dia 20 de enero de 2021, con un
valor de 6.675.720 UG/L, mientras que el valor de carga
mas bajo detectado se observo en la ciudad de Los Andes
el dia 17 de marzo de 2021, con un valor de 494 UG/L
(Tabla 3). De manera general, una de las caracteristicas
mas importantes de los resultados obtenidos es que, en
todas las ciudades, excepto en la Region Metropolitana,
la tendencia de aumento y disminucion de ambas (i) la
tasa de casos activos por cada 100.000 habs. (Figura
2A, 2D, 2G y 2J) y de (ii) la positividad de la prueba de
PCR (Figura 2C, 2F, 21y 2L), siguieron la tendencia de
aumento y disminucion de la concentracion de copias de
ARN de SARS-CoV-2 detectadas en las aguas residuales.
Por otra parte, cuando se analiza la tendencia comparada
con las fases del plan de confinamiento (Plan paso a
paso) vemos que también hay una gran coincidencia,
ya que, si bien hay una baja sustancial en la movilidad
de las personas, el numero de personas infectadas que
permanece en sus hogares es alto; por tanto, hay una
constante eliminacion de particulas virales al sistema
(Figura 2B, 2E, 2H y 2K). La fase 1 de confinamiento
total es también la fase de mayor circulacion viral detec-
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Tabla 3. Caracteristicas de las campanas de muestreo realizadas por los diferentes miembros del consorcio

Region de Atacama Region de Valparaiso

22 de marzo de 2022
895,04 copias/L
Diego de Almagro

26 de enero de 2021

20 de enero de 202
5000 copias/L
Trebal
8 de marzo de 202

Fecha de mayor carga obtenida
UG/L*

Sitio de menor carga obtenida

18 de junio de 2021
494 copias/L
Cordillera
17 de marzo de 2021

Menor carga obtenida

Fecha de menor carga obtenida

Region Metropolitana

UA uv UdeCh-PUCV-UNAB
Mayor carga obtenida  UG/L* 1.528.708,24 copias/L 57.040.630 copias/L 6.675.720,89 copias/L
Sitio de mayor carga obtenida Diego de Almagro Cordillera La Farfana

ucsc

1 22 de enero de 2021
514,01 copias/L
San Pedro de la Paz
1 19 de febrero de 2021

Region del Bio-Bio

118.045,25 copias/L

San Pedro de la Paz

Bello; UCSC: Universidad Catolica de la Santisima Concepcion. *La carga se expresa en unidades gendmicas (UG) por litro (UG/L)

UA: Universidad de Atacama; UV: Universidad de Valparaiso; UdeCh: Universidad de Chile; PUCV: Pontificia Universidad Catélica de Valparaiso; UNAB: Universidad Andrés
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Figura 2. Gréaficos de tendencia de la copias de RNA SARS-CoV-2 (cg/L) detectadas en aguas residuales con tasa de incidencia de casos activos x 100,000 habs. (2A, 2D,
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tada en las aguas residuales. En resumen, la tendencia
de la concentracion de copias de ARN de SARS-CoV-2
en las aguas residuales en el periodo estudiado siguid
la tendencia que era esperada para todas las variables
consideradas. Al ver la robustez de todas las variables,
sin duda alguna la que presenta mayor valor epidemio-
légico para este trabajo es la de casos acumulados por
cada 100.000 habs. En primer lugar, porque esta variable
refleja mucho mejor la historia natural de la enfermedad,
ya que las personas contagiadas estan liberando el virus
constantemente a las aguas residuales, tanto cuando son
pre-sintomaticas como después que han terminado los
sintomas. En segundo lugar, se propone la tasa de casos
acumulados por cada 100.000 habs. porque los pasos del
plan de confinamiento dependen precisamente de este
valor. Finalmente, hay que mencionar que la positividad
diaria varia demasiado entre una ciudad y otra, incluso
a lo largo del tiempo; por tanto, es la variable menos
robusta para establecer una relacion con la carga de ARN
medida en las aguas residuales™.

Después de analizar los resultados se puede afirmar
que, la deteccion de SARS-CoV-2 en las aguas residuales
es una herramienta eficiente y rapida para ser utilizada
como un sistema de alerta de brotes de COVID-19 y
complementario a otros sistemas de vigilancia para im-
plementar acciones en salud publica efectivas.

Uno de los principales problemas de este tipo de
estudios es que las correlaciones o modelos obtenidos
necesitan de una gran cantidad de datos para que tengan
un valor estadistico aceptable. En el caso de los resultados
presentados por el consorcio, uno de los problemas fue
precisamente encontrar un periodo en que la medicion
fuese consistente en todas las ciudades donde se realiz6 el
estudio. Esto redujo sustancialmente la cantidad de datos,
de alli que sea necesario incorporar un mayor numero de
muestras para realizar analisis mas complejos. Ademas,
para que dichos analisis estadisticos de correlacion y
modelamiento predictor complejos sean exitosos, se
requiere que se consideren y ajusten multiples variables
como por ejemplo: (i) se desconoce el nimero real de
casos positivos dentro de las ciudades estudiadas, debido
ala gran cantidad de portadores con sintomatologia leves
y asintomaticos que no se han incluido en las estadisticas
epidemiologicas del MINSAL, ya que no acuden a hacerse
alguna prueba confirmatoria; (ii) la duracion de la excre-
cion varia entre individuos y a lo largo del tiempo; y (iii)
las variables ambientales (por ejemplo, eventos de lluvia,
temperatura, entre otros), aumentan las incertidumbres
vinculadas a la correlacion entre la deteccion de ARN del
SARS CoV-2 en muestras de aguas residuales y el nimero
de casos activos de COVID-19 reportados?. Esto podria
estar entregando una posible explicacion del porqué de
todas las regiones medidas, la Region Metropolitana fue
la que menos se ajustd la tendencia entre las variables

epidemiolodgicas y la concentracion de SARS-CoV-2 en
las aguas residuales. Uno de los motivos principales a
que haya ocurrido esta respuesta es el elevado volumen
recibido por las plantas de tratamiento; esto podria diluir
la concentracion de las particulas virales dificultando la
deteccion real del virus siendo necesario un ajuste de
concentracion por caudal tal como lo sugerido en algunas
publicaciones®34,

Con el apoyo de la SEREMI de Ciencias de la Ma-
crozona Centro Sur, a comienzos de 2021 conformamos
el Consorcio de Laboratorios Universitarios de Aguas
Residuales donde participan la Universidad de Atacama,
la Universidad de Valparaiso, la Pontificia Universidad
Catolica de Valparaiso, la Universidad Andrés Bello,
la Universidad de Chile y la Universidad Catolica de la
Santisima Concepcion. Uno de los principales desafios
que se debieron enfrentar para hacer una comparacion de
los resultados a nivel nacional, fue armonizar y validar
los protocolos de trabajo. Para la concentracion del virus
desde las aguas residuales se validaron tres métodos:
precipitacion con polietilenglicol; floculacion con leche
descremada y ultracentrifugacion. Otro punto impor-
tante fue establecer el tipo de curva patron para realizar
la cuantificacion absoluta. Todos los laboratorios del
consorcio trabajaban ya con plasmidos que contienen el
gen especifico que va a ser amplificado; por tanto, es la
metodologia que quedo validada para la implementacion
de esta técnica a nivel nacional. Finalmente, se establecio
que el valor de carga viral seria reportado en base al gen
N1; sin embargo, para que la muestra sea valida, al menos
tiene que ser positiva para N1 y cualquiera de las otras
dianas propuestas por la CDC? o0 la Union Europea’. Res-
pecto al kit de amplificacion por PCR se sugiere utilizar
cualquiera de los autorizados por el MINSAL de Chile.

Conclusiones

La deteccion y cuantificacion permanente de SARS-
CoV-2 en aguas residuales permite medir la tendencia de
personas infectadas con el virus (asintoméaticos y sintoma-
ticos) en un area geografica determinada, sin la necesidad
de llegar a realizar pruebas masivas de qRT-PCR o de
antigeno en la poblacion. El mayor valor epidemiologico
de esta técnica se consigui6 al ser comparada con la
tasa acumulada de casos activos; asimismo, el consorcio
pudo confirmar que la carga viral entregada por el valor
de la diana N1 es el mas robusto, tanto geografica como
temporalmente; por tanto, es el que se debe utilizar para
entregar este valor.

Una de las grandes conclusiones obtenidas es que
esta tecnologia representa una alternativa mucho mas
econdmica, menos invasiva, anonimizada y nos permite
conocer la tendencia de la circulacion viral en el area
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seleccionada. Por otra parte, también nos permite obtener
informacion de zonas donde no llega el sistema de salud,
universalizando asi la informacion en zonas menos favo-
recidas. Esta herramienta, en conjunto con una vigilancia
gendmica, se constituye como una verdadera vigilancia
centinela que nos permitird conocer de forma anticipada
las nuevas variantes que van circulando y el comporta-
miento que van teniendo. Todo esto nos lleva a concluir
que la implementacion de la vigilancia centinela de las
aguas residuales es una necesidad pais y no sdlo para
SARS-CoV-2, ya que muchos otros patogenos pueden
ser monitoreados (influenza, poliovirus, enterovirus, virus
respiratorios estacionales, vibrio colera, bacterias resisten-
tes a los antimicrobianos, etc). El consorcio universitario
es solo el primer paso, pero constituye la plataforma ideal
para la implementacion a nivel pais.
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