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RESUMEN
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pandemias. En la actualidad se sabe que el material genético
del virus puede sobrevivir por varios dias en agua residual, sin
embargo, se necesita generar mas informacion para entender
mejor la cinética de la carga viral en matrices acuaticas a
través del tiempo. El objetivo de este trabajo fue determinar
la cinética de deteccién de RNA de SARS-CoV-2 a través del
tiempo en diferentes matrices acuaticas. Cada una de las
matrices acuaticas (Marina, influente, efluente y potable) fue
inoculada y evaluada por 62 dias para determinar la cinética
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SARS-CoV-2 en agua ambiental. / SARS-CoV-2 in environmental water.

ABSTRACT

SARS-CoV-2 is present in corporal fluids of individuals with symptomatic or asymptomatic
infections, these fluids are deposited on different water matrices, including drainage water;
therefore, wastewater surveillance of RNA of SARS-CoV-2 has emerged as a promising tool as
an early warning of potential outbreaks. It is known that the viral genetic material is present in
wastewater for several days. However, more data on SARS-CoV-2 is needed to better understand
the viral load kinetics in raw water matrices. This work aimed to assess the viral load decay
of SARS-CoV-2 RNA in different raw aquatic matrices to evaluate the RNA stability through
time. Each water matrix (seawater, influent wastewater, effluent wastewater, and tap water) was
inoculated and evaluated for 62 days to determine the viral load kinetic decay by RT-PCR in
real-time. SARS-CoV-2 RNA was detected in all water matrices during the experiment. Effluent,
influent, and seawater water matrices harsh conditions constraint SARS-CoV-2 RNA detection,
with a half-life of 15.24, 43.24, and 32.38 days, and T, values of 50.63, 143.64, and 107.54 days
respectively. Meanwhile, in tap water, the viral genetic material remained for the longest time
without significant changes. This study successfully demonstrates that the viral load is affected
by the physicochemical characteristics of the water matrix yet confirms that the surveillance of
recreational waters and wastewater for SARS-CoV-2 can be a valuable tool for WBE (Wastewater-
based epidemiology) as a leading indicator of changes in COVID-19 burden in a community.

KEY WORDS:SARS-CoV-2, water, viral load kinetics, genomic surveillance, environment.

Introduccién

El SARS-CoV-2 es un virus clasificado en la subfamilia de los coronavirus, llamado
asi por sus caracteristicas y se encuentra estrechamente relacionado con otros virus de
importancia clinica como el SARS-CoV y el MERS-CoV (Li et al.,, 2020). El coronavirus es
un virus de RNA monocatenario envuelto con proteinas en forma de corona en su superficie
y un tamano que varia de 60 a 220 nm. El SARS-CoV-2 se detectd por primera vez en la
ciudad de Wuhan, en la provincia de Hubei en China, y se propagé rapidamente a otros paises
(WHO, 2020a), produciendo una enfermedad clinica conocida mas tarde como enfermedad por
coronavirus 2019 (COVID-19) (WHO, 2020b). Una amplia gama de sintomas (sintomas similares
a la neumonia y gastrointestinales) y secuelas amenazan la vida de los infectados (Grant et al.,
2020). Hasta el afio la 2022, la COVID-19 ha cobrado mas de 6,9 millones de vidas en todo el
mundo, ademas, el SARS-CoV-2 ha infectado a aproximadamente 768 millones de personas,
y muchas mas permanecen sin ser diagnosticadas debido a estrategias de rastreo deficientes,
especialmente en los paises en desarrollo (WHO, 2022). A principios de 2021, la variante de
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preocupacion Delta (B.1.617.2) representaba una amenaza global al sustituir las otras variantes
en muchas regiones del mundo. El 26 de noviembre de 2021, la variante Omicron (B.1.1.529)
fue declarada variante de preocupacion por la Organizacion Mundial de la Salud debido a
las mutaciones en esta variante que representan un riesgo mas significativo de reinfeccion
(WHO, 2021).

En este escenario, muchas investigaciones se centraron en identificar marcadores de
presencia de SARS-CoV-2 en muestras ambientales; por ejemplo, SARS-CoV-2 en superficies
(Kumar et al., 2020; Pasquarella et al., 2020; Razzini et al., 2020; Zhou et al., 2020), muestras de
aire (Chia et al., 2020; Lednicky et al., 2020; Razzini et al., 2020), y el agua (Bivins et al., 2020;
Haramoto et al., 2020) siendo este ultimo de gran relevancia. Sin embargo, aun deben realizarse
estudios a largo plazo sobre la deteccidon del RNA del SARS-CoV-2 en diferentes matrices de
agua. En este sentido, Basavaraju et al. (2021) sugieren el estudio epidemiolégico del coronavirus
en aguas residuales con dos propdsitos: deteccidén temprana de brotes y estimacion del nimero
de personas infectadas para ayudar a mitigar su impacto en la comunidad. Por lo tanto, la
epidemiologia basada en aguas residuales (WBE por sus siglas en inglés) se convierte en una
valiosa herramienta de alerta temprana para dirigir acciones de salud publica, donde las aguas
residuales y otras matrices acuaticas son utiles para la vigilancia de patégenos. La presencia de
SARS-CoV-2 en la orina y las heces de pacientes infectados se ha confirmado mediante gPCR en
varios paises (Kim et al., 2020). Sin embargo, detectar el genoma viral o fragmentos de material
genético en fluidos corporales no garantiza necesariamente la presencia de una particula de
virus infecciosa. Ademas, los virus excretados a través de la materia fecal tienden a permanecer
agregados en la matriz de agua debido al movimiento browniano o la nucleacioén de particulas
acuaticas (Mitic et al., 2021); debido a lo anterior es posible encontrar SARS-CoV-2 en matrices
acuaticas. El objetivo de este estudio fue evaluar la tasa de recuperacion del RNA del SARS-
CoV-2 en diferentes matrices acuaticas crudas: aguas residuales (no tratadas y tratadas), agua
de mar y agua del grifo, para determinar la tasa de descomposicion del RNA del SARS-CoV-2 en
condiciones controladas.

Material y Métodos

Matrices de agua

Se seleccionaron cuatro tipos de agua para probar la identificacion y cuantificacién de
RNA a través del tiempo en diferentes matrices de agua: agua de mar (M), dos aguas de plantas
de tratamiento: una del efluente (E) y otra del influente (l) y agua del grifo (T). La ausencia de

SARS-CoV-2 en cada matriz de agua antes de la inoculacion se determiné mediante RT-PCR en
tiempo real como se describe en este trabajo.

Sitios de muestreo

Se tomaron 500 mL de cada muestra de agua de los sitios para este experimento.
a) Agua de mar de Navolato, Sinaloa, México, “Nuevo Altata” 24°38'42"N 107°59'23"0; b) Agua
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del grifo de Campo El Diez Culiacan, Sinaloa, México 24°44'02"N 107°27'17"0; y c) Las muestras
de aguas residuales correspondieron a influentes y efluentes de una planta de tratamiento
de aguas residuales, Culiacan, Sinaloa, México 24°42'31’N 107°25'00"W. Los parametros
fisicoquimicos in situ (pH, potencial de oxidacion-reduccion, sélidos disueltos totales, oxigeno
disuelto, conductividad, resistividad, salinidad, sigma del agua de mar, turbidez y temperatura)
de cada tipo de agua se midieron con el medidor multiparamétrico Hanna HI9829 (Hanna, USA),
para determinar las condiciones iniciales para cada tipo de agua (Tabla 1).

Configuracion de microcosmos

Se colocaron 35 mL de agua en tubos coénicos de 50 mL y se agregd una alicuota de
2 mL de la muestra previamente confirmada como positiva mediante RT-PCR para un volumen
final de 37 mL. El tubo inoculado se agité suavemente y se incubé a temperatura ambiente
(24 °C) durante 62 dias. Las concentraciones iniciales de RNA del SARS-CoV-2 en las muestras
se determinaron con una curva estandar utilizando RNA sintético cuantitativo SARS-CoV-2: ORF,
E, N (ATCC) en diluciones seriadas 105, 104, 103, 102, 10" copias uL"".

Extraccion de RNA

La extracciéon de RNA para la deteccién del SARS-CoV-2 en los diferentes microcosmos
se realiz6 en diferentes intervalos de tiempo durante 62 dias; EI RNA fue extraido por TACO™
Nucleic Acid Automatic Extraction System (GeneReach, Taiwan), utilizando alicuotas de 200 pL
de cada microcosmos. La integridad del RNA después de la extraccion se determiné mediante
electroforesis en gel de agarosa en condiciones de desnaturalizaciéon (Figura suplementaria 1).

Deteccion de SARS-CoV-2 en muestras de agua

Ladetecciondel SARS-CoV-2serealizo mediante RT-PCRentiemporeal, laretrotranscripciéon
del RNA viral y la PCR se realizaron mediante RT-gPCR de 1 paso de GoTag® utilizando el kit de
deteccion 2019-nCov CDC (IDTechnologies, EUA) con los cebadores y sondas de la siguiente
manera: 2019-nCoV_N1-F 5-GAC CCC AAAATC AGC GAAAT-3’, 2019-nCoV_N1-R 5-TCT GGT
TAC TGC CAG TTG AAT CTG-3’, 2019-nCoV_N1-P 5-FAM-ACC CCG CAT TAC GTT TGG TGG
ACC-BHQ1-3’, 2019-nCoV_N2-F 5-TTA CAA ACA TTG GCC GCA AA-3’, 2019-nCoV_N2-R 5'-
GCG CGA CAT TCC GAA GAA-3’'y 2019-nCoV_N2-P 5-FAM-ACAATT TGC CCC CAGCGC TTC
AG-BHQ1-3’ para detectar dos regiones del gen de nucleocapside del SARS-CoV-2. Las muestras
se consideraron positivas cuando se detectaron amplicones N1 y N2. El protocolo de termociclado
se realiz6 en un instrumento CFX 96 (Bio Rad, EUA) con una mezcla de reaccidn de la siguiente
manera: agua libre de nucleasas (3.1 pL), mezcla de Primer/Sonda (1.5 yL), GoTaq Probe gPCR
Master Mix con dUTP (10 pL) y Go Script RT Mix para RT-qPCR de 1 paso (0.4 pL).

Se empled el amplicén N1 del gen N del SARS-CoV-2 para cuantificar la carga viral en
cada microcosmos siguiendo la férmula propuesta por Liotti ef al. (2021), utilizando RNA sintético
cuantitativo SARS-CoV-2: ORF, E, N (ATCC) en diluciones seriadas 10°, 104, 103, 102, 10" copias
uL", cada muestra se analizé por triplicado (n = 3) mediante RT-gPCR (CFX 96, Bio-Rad). Los
valores de la curva estandar se utilizaron para determinar el nUmero de copias en muestras
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desconocidas. Para calcular la carga viral, se utilizo la siguiente férmula: Numero de copias virales
(copias/ mL) = (1000/Ve) (Ev/Ea) donde, Ve: volumen de muestra para extraccién; Ev: muestra
eluida de extraccion y Ea: volumen extraido utilizado para la amplificacion.

Analisis estadisticos

Los resultados obtenidos se sometieron a un ANOVA de dos vias, comparacion de medias
de Tukey (matriz de factores de agua y dias) y los graficos de efectos principales se realizaron
con GraphPad 8.0.1 (Prism). EI mismo software se utilizé para realizar los analisis de One-phase
decay para determinar los valores de vida media, r2, RSME y k para cada matriz de agua. Se
utilizaron valores K para calcular el T, el tiempo requerido para lograr una reduccion del 90 %
(un logaritmo) como se describe en (Ahmed et al., 2020).

Resultados y discusiéon

La cinética in vitro del RNA del SARS-CoV-2 se determiné en diferentes matrices de agua:
agua de mar, dos aguas residuales (influente y efluente) y una matriz de uso doméstico (agua del
grifo). Todas las muestras de agua tenian un pH similar ~ 7. El agua de influente tuvo el porcentaje
mas bajo de oxigeno disuelto, seguido por el agua del grifo (0 y 0.2 ppt TDS, respectivamente),
y el influente también fue el agua mas turbia. El agua de mar presenté mayor conductividad que
cualquier otra, asi como el valor de salinidad mas alto (Tabla 1). Después de inocular el SARS-
CoV-2 en cada microcosmos de tipo de agua, cada uno se analizé durante los siguientes 62 dias
periédicamente para determinar el tiempo maximo que se podia detectar el RNA del SARS-CoV-2
(Tabla suplementaria 1).

Tabla 1. Parametros fisicoquimicos del agua

Matriz acuatica

Parametro Unidad

Marina Influente Efluente Potable
pH pH 7.97 7.28 7.30 7.09
ORP? mV 155.5 -118.4 164.7 3235
Oxigeno disuelto % 7.5 0.0 6.7 0.2
Conductividad mS/cm2 54.80 1.046 0.955 0.287
Resistividad MQ-cm 0.0 0.0010 0.0010 0.0035
TDS? ppt Tds 27.32 492 477 144
Salinidad PSU 36.14 0.48 0.47 0.14
Sigma de agua marina ot 23.9 - 0.0 0.0
Turbidez FNU 12.3 262 7.9 0.0
Temperatura °C 26.03 28.31 28.54 24.25

"Potencial de oxido-reduccion, 2 Solidos solubles totales

Revista Bio Ciencias 10, €1529. 5



SARS-CoV-2 en agua ambiental. / SARS-CoV-2 in environmental water.

Las muestras de RNA positivas detectadas en diferentes momentos se utilizaron para
determinar la carga viral utilizando RNA sintético cuantitativo de SARS-CoV-2: ORF, E, N (ATCC)
en diluciones seriadas 10°, 104, 103, 102, 10'copias pyL" (n = 3). la carga viral de cada muestra de
agua en cada tiempo (n = 3) se determiné siguiendo a Liotti et al. (2021) con el fin de determinar
la concentracion total por mL en cada muestra. Las muestras se analizaron en dos lotes cada uno
con una curva estandar respectiva con valores de E = 92.1 %, R2 = 0.994, Pendiente = -3.526 y
E =88.2 %, R2=0.999, Pendiente = -3.641 (Figuras suplementarias 2 y 3).

ANOVA y analisis de efectos principales
Como era de esperar debido a la naturaleza de las moléculas de RNA, el ANOVA de dos
vias (Tabla 2: Tabla suplementaria 2) indica significancia estadistica no sélo de ambos factores:

dias (p = 0,0001) y matriz de agua (p = 0,0001) considerando la carga viral detectada, sino
también la importancia de la interaccion de ambos factores (p = 0,0001).

Tabla 2. Fuentes de variacién y significancia de cada factor e

interaccion
Fuente de variacion % total de variacién Valor P
Interaccion 22.48 <0.0001
Dias 55.58 <0.0001
Matriz acuatica 20.77 <0.0001
Sujeto 0.5095 0.0003

Elfactordias (Figura 2) tuvo una relacion inversa entre la carga viral y el tiempo transcurrido.
Cuanto mas tiempo permanecio la particula viral del SARS-CoV-2 en el agua; menos RNA
detectado por RT-PCR en tiempo real. Curiosamente, incluso durante todo el tiempo de este
experimento (62 dias), todavia se detect6 RNA del SARS-CoV-2, esto tiene implicaciones en el
uso del RNA como biomarcador para la vigilancia genémica del SARS-CoV-2. Los resultados de
las comparaciones de Tukey del factor principal dias y matriz de agua se presentan en las tablas
suplementarias 3 y 4.

Por otro lado, la matriz de agua tuvo un impacto significativo en la recuperacion del RNA
viral a través del tiempo (Figura 2), destacando la matriz de agua del grifo donde la deteccién
de la carga viral fue constante durante el tiempo del experimento. Ademas, los valores medios
después de 62 dias para las aguas residuales de efluentes y el agua de mar no mostraron
diferencias hasta el final del experimento.
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Matriz de agua y carga viral

La concentracion de RNA viral detectada mostré el mayor decaimiento entre los 9 y 20
dias en matrices de efluentes y aguas residuales influentes, pero no para el agua de mar, donde
el decaimiento fue constante en el experimento post-inoculacion (Figura 2).

Figura 1. Carga viral de SARS-CoV-2 en diferentes matrices acuaticas. Ln (Ct/C0)
de la carga viral vs tiempo en dias posteriores a la inoculacion del microcosmos
(n=3).

Las barras superiores e inferiores representan la desviacion estandar

Se detectdé RNA viral de agua de mar hasta el final del experimento de 62 dias. El agua
de mar es una matriz recreativa donde las personas se reunen en grandes cantidades, a veces
en extrema proximidad, lo cual es un argumento razonable para considerar que el monitoreo del
SARS-CoV-2 puede ser util para los estudios WBE. Mordecai y Hewson (2020) sugieren que
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los miembros del grupo Nidovirales, que incluye coronavirus humanos, pueden distribuirse en
diversos entornos, como el agua de mar; otros estudios han evaluado el riesgo de la presencia
de SARS-CoV-2 en esta matriz ambiental. Hasta la fecha, Sala-Comorera et al. (2021) sugiere
que las particulas virales muestran una rapida perdida de la infectividad en el agua de mar,
también, De Rijcke et al. (2021) detectaron una rapida descomposicion de las particulas virales
en el agua de mar, perdiendo hasta el 99 % de la carga viral en 2 dias de exposicion bajo este
escenario. En nuestro estudio en la matriz de agua de mar, el RNA del SARS-CoV-2 todavia fue
detectable durante 62 dias a 24 °C en condiciones de laboratorio controladas, Ahmed et al. (2020)
comenta sobre la importancia de la temperatura en la deteccion del SARS-CoV-2, encontrando
que las temperaturas cercanas a 4 °C estan relacionadas con una menor descomposicioén en la
carga viral del SARS-CoV-2 en comparacién con 15, 25 y 37 °C. Ademas, la temperatura y los
parametros fisicoquimicos como la salinidad (Tabla 1) representan un obstaculo en la deteccion
del SARS-CoV-2 para la generacion de datos para los estudios WBE.

En aguas residuales no tratadas (influentes) y tratadas (efluentes), el analisis mostro
que el SARS-CoV-2 es detectable de 0 a 62 dias (1,488 h). El monitoreo de las plantas de
tratamiento de aguas residuales se ha utilizado como una ventana para conocer el estado de
salud de la comunidad a través de la epidemiologia basada en aguas residuales de patégenos
virales, incluido el SARS-CoV-2 (Aguiar-Oliveira et al., 2020). Considerando ambas fuentes de
aguas residuales de una planta de tratamiento: influente y efluente, la carga viral en la muestra
de influente mostré una disminucion constante durante el experimento; mientras tanto, en el agua
efluente, se puede observar una reduccion mas rapida de la deteccion del SARS-CoV-2, en los
primeros 20 dias (Figura 2). Ahmed et al. (2020) demostraron el decaimiento del RNA del SARS-
CoV-2 en aguas residuales no tratadas a 25 °C oscila entre 10.5 y 15.5 dias segun sea necesario
para reducir 1 Log,,. Nuestros resultados muestran una disminucion similar para las etapas
iniciales de las aguas residuales tanto de influentes (aguas residuales municipales no tratadas)
como de efluentes; sin embargo, es importante considerar que las aguas influentes (no tratadas)
y efluentes (tratadas) pueden variar dependiendo de la ubicacion de la planta de tratamiento de
agua, esto se debe a que la composicién del agua de influente depende completamente de las
actividades humanas circundantes.

Finalmente, en el agua del grifo, el RNA del SARS-CoV-2 se pudo detectar a lo largo
del estudio, desde el tiempo 0 hasta el dia 62 (1.488 h), con una variacién minima. Estos
resultados sugieren la estabilidad del material genético viral en este tipo de agua, que no mostro
una reduccion logaritmica notable entre intervalos de tiempo, convirtiéndose asi en un riesgo
potencial para la salud de la comunidad. La falta de condiciones duras en esta matriz (Tabla 1)
podria haber ayudado a la deteccion mas prolongada de toda el agua analizada. Estos resultados
sugieren la idoneidad del agua del grifo como reservorio para particulas virales de SARS-CoV-2
durante tiempos prolongados. A pesar de la baja probabilidad de ocurrencia, este resultado no
solo destaca que el efecto de decaimiento depende de la matriz de agua, sino que también puede
ser una fuente para identificar los riesgos potenciales asociados con el tratamiento suboptimo del
agua del grifo.
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La estabilidad a largo plazo del RNA del SARS-CoV-2 en este estudio refleja el uso
potencial de las aguas residuales como indicador de la presencia de este virus en el medio
ambiente, lo que lo convierte en una herramienta valiosa para la vigilancia epidemiolégica en
etapas tempranas y avanzadas de emergencias sanitarias en paises en desarrollo y desarrollados
(Gerrity et al., 2021; Giraud-Billoud et al., 2021). El uso de la epidemiologia basada en aguas
residuales es relevante para estimar la prevalencia de COVID-19 en las comunidades debido
a la posibilidad de detectar el virus en las aguas residuales antes del estallido de los casos
clinicos; Sin embargo, es necesario implementar una estrategia adecuada para el muestreo y
las pruebas clinicas. La inclusion de parametros ambientales para estudios correlacionales y la
evaluacion o perfeccionamiento de metodologias para mejorar las posibilidades y la sensibilidad
para la deteccion de RNA del SARS-CoV-2 en aguas residuales (Kumar et al., 2020; Randazzo
et al., 2020; Sherchan et al., 2020; Thompson et al., 2020). Polo et al. (2020) también destacé la
importancia de la epidemiologia basada en las aguas residuales, considerando varios factores
como el muestreo, la recuperacion viral y la identificacién del RNA viral como clave para informar
el efecto indirecto sobre los niveles de RNA en las aguas residuales. En este sentido, es crucial
considerar la implementacion de QMRA para evaluar el riesgo potencial de SARS-CoV-2 para
comprender mejor y prevenir su carga sobre la salud humana (Kitajima et al., 2020).

Carga viral de RNA de SARS-CoV-2 en diferentes matrices ambientales

Se utilizd GraphPad 8.0.1 (Prism) para determinar los valores de vida media (dias
necesarios para el decaimiento del RNA total), r? (ajuste del modelo), RSME (error cuadratico
medio de la raiz) y k (constante de la tasa de decaimiento) para cada matriz de agua. Se
utilizaron valores k para calcular el T, [tiempo requerido para lograr una reducciéon del
90 % (un logaritmo)]. El comportamiento del agua del grifo durante los 62 dias del experimento
no tuvo un ajuste apropiado (0.1297) para el modelo One-phase decay. Sin embargo, este
modelo era adecuado para las otras tres matrices de agua con r2de 0.8930 a 0.9240 (Tabla
suplementaria 5); el tiempo mas rapido para la vida media del RNA del SARS-CoV-2 fue en las
aguas residuales del efluente con un promedio de 15 dias. Dado que el agua efluente de las
plantas de tratamiento tiene tratamientos fisicos y quimicos antes de ser liberada a la naturaleza,
este entorno representa un lugar inhéspito para la deteccion de RNA viral. La vida media mas
prolongada de todas las matrices de agua fueron las aguas residuales de influentes con 43
dias; esta agua podria considerarse un ambiente dificil para la supervivencia del SARS-CoV-2
y por tanto la deteccion de RNA viral. Sin embargo, sus caracteristicas fisicoquimicas dependen
enteramente de la poblacion cercana y de las actividades desarrolladas en la comunidad.
Debido a eso, la deteccidon del RNA viral del SARS-CoV-2 podria variar de una comunidad a
otra. Curiosamente, hasta la finalizacién del experimento (62 dias), el agua efluente requirié
alrededor de 50 dias para la reduccion de un logaritmo; Mientras tanto, el agua influente requiere
143 dias en promedio para la misma reduccion. El agua de mar tiene parametros fisicoquimicos
diferentes a las otras matrices de agua; sin embargo, tiene una tasa de decaimiento similar a la
del agua de influente con una vida media de 32, 23 dias y una T,, de 107 dias.
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Figura 2. Decaimiento de la carga viral de RNA de SARS-CoV-2 en matrices

acuaticas ambientales, se presentan valores de vida mediay T, para cada una de

las matrices. r? para el analisis de decaimiento de una fase del efluente, influente
y agua de mar fue de 0.89, 0.92 y 0.89 respectivamente.

En este estudio, demostramos con éxito las diferentes cinéticas de deteccién de RNA del
SARS-CoV-2 en diferentes matrices de agua donde se demostré que la dinamica del SARS-CoV-2
tiene el potencial de ser utilizada como una herramienta de monitoreo. Sin embargo, nuestro estudio
se limita a las condiciones controladas en el entorno del laboratorio. Por lo tanto, se necesita mas
informacion sobre las otras variables ambientales que podrian afectar la deteccion del RNA del
SARS-CoV-2. A este respecto, Ahmed et al. (2020) evalué la desintegracién del SARS-CoV-2
bajo diferentes temperaturas (4, 15, 25 y 37 °C); sus resultados sugieren que la temperatura es
un factor esencial para la estabilidad y descomposicién del SARS-CoV-2 en muestras de agua
como aguas residuales no tratadas, aguas residuales esterilizadas en autoclave y agua del grifo.
A pesar de las limitaciones de nuestro estudio, los resultados nos permiten dar a entender que
las aguas residuales son una matriz esencial para la vigilancia del material genético viral para
WBE, ampliamente estudiada en los ultimos afios como producto de la emergencia sanitaria de
COVID-19 por SARS-CoV-2 (Ahmed et al., 2020; Gerrity et al., 2021). Sin embargo, la deteccion
del RNA viral del SARS-CoV-2 no puede relacionarse con la integridad estructural del virus, mas
aun, algunos estudios demuestran la ausencia de efectos citopaticos en cultivo celular cuando se
expone al SARS-CoV-2 aislado de aguas residuales y rios (Rimoldi et al., 2020), en algunos casos
detectando la descomposicion en la infectividad después de solo 4 h, también se ha encontrado
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que esta velocidad de proceso depende de la matriz de agua en la que esta presente el SARS-
CoV-2 (Sala-Comorera et al., 2021). Sin embargo, en una matriz de agua menos dura, como el
agua del grifo, es posible encontrar particulas virales infecciosas del SARS-CoV-2 durante 35 dias
(Fukuta et al., 2021); Se necesitan mas estudios para aplicar el cultivo celular y la microscopia
para determinar su potencial infectivo de las particulas virales aisladas en este estudio.

Conclusiones

En este estudio, demostramos la estabilidad y cinética de la deteccion de RNA del SARS-
CoV-2 en diferentes matrices de agua. El efecto de los factores ambientales en la capacidad de
supervivencia del SARS-CoV-2 en ambientes acuaticos puede ayudar en el analisis de riesgos
y la planificacion de la infraestructura de saneamiento. Las duras condiciones del agua de mary
las aguas residuales limitan la recuperacion del RNA del SARS-CoV-2, mientras que, en el agua
del grifo, el material genético viral permanecio durante mas tiempo. La vigilancia del agua de mar
y las aguas residuales para el SARS-CoV-2 puede ser un indicador principal de la dinamica de la
carga de COVID-19 o su posible reaparicion en una comunidad y servir como una herramienta
para la epidemiologia basada en el agua, especialmente donde los recursos son limitados. La alta
estabilidad del RNA del SARS-CoV-2 en varias matrices de agua es valiosa como herramienta
para la vigilancia viral, pero también para estudios de QMRA ya que los datos implican estas
aguas como rutas viables de diseminacién y posiblemente transmisién del SARS-CoV-2.
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Tablas y Figuras Complementarias

Tabla suplementaria 1. Deteccion del RNA de SARS-CoV-2 por RT-
PCR en tiempo real en diferentes matrices acuaticas

Matriz acuatica

Tiempo (h) Dias (d)
Marina Influente Efluente Potable

0 0 + + + +
120 5 + + + +
216 9 + + + +
480 20 + + + +
816 34 + + + +
1,152 48 + + + +
1,488 62 + + + .

(-): Sin deteccion de ARN de SARS-CoV-2, (+): Deteccién de ARN de SARS-CoV-2.

Tabla suplementaria 2. Valores P del ANOVA (Analisis de varianza) de
dos vias del Ln(Ct/C0) con comparaciéon de medias de Tukey (n=3)

Tabla
ANOVA ss DF  MS F (DFn, DFd) Valor P
iy F (18, 48)
Interaccién 747 18 4.15 = 9102 P<0.0001
Dias 1847 6 3078 (4449,35.59) b noo1
= 675.1
Matriz 69.02 3 23.01 F(3,8)=108.7  P<0.0001
acuatica
Sujeto 1693 8 02116  F(8,48)=4.642 P=0.0003

Residuos 2188 48 0.04559
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Tabla suplementaria 3. Comparaciones de Tukey del factor principal

dias.

ﬁ(:’nrlrtlil;algzc(iizn'l?:key Dif. medias 323??’ Ic ¢Significancia? Resumen ;lfl::traZO
Ovs.5 0.1892 -0.3069 a 0.6853 No ns 0.813
Ovs.9 0.9394 -0.01485a1.894 No ns 0.0546
Ovs. 20 2.1 0.8951 a 3.325 Si i 0.001
Ovs. 34 2.677 0.8702 a 4.484 Si ** 0.0035
Ovs. 48 4.063 2.078 a 6.049 Si o 0.0002
0vs. 62 3.515 1.443 a 5.587 Si ** 0.0012
5vs. 9 0.7502 0.1394 a 1.361 Si * 0.0139
5vs. 20 1.921 0.4134 2 3.428 Si * 0.0108
5vs. 34 2.488 0.6354 a 4.341 Si ** 0.0074
5vs. 48 3.874 1.855 a 5.894 Si o 0.0004
5vs. 62 3.326 1.323a5.328 Si * 0.0014
9vs. 20 1.171 -0.5908 a 2.932 No ns 0.2969
9vs. 34 1.738 -0.2044 a 3.680 No ns 0.0899
9vs. 48 3.124 0.9043 a 5.344 Si ** 0.0052
9vs. 62 2.576 0.4522 a 4.699 Si * 0.0151
20 vs. 34 0.5671 -0.5540 a 1.688 No ns 0.5738
20 vs. 48 1.953 0.6091 a 3.298 Si * 0.0041
20 vs. 62 1.405 -0.2135 a 3.023 No ns 0.104
34 vs. 48 1.386 0.7506 a 2.022 Si o 0.0001
34 vs. 62 0.8377 0.1055 a 1.570 Si * 0.0222
48 vs. 62 -0.5485 01010052220 No ns 0.0527
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Tabla suplementaria 4. Comparaciones de Tukey del factor principal
matiz acuatica.

Comparaciones Dif. medias 95.00% IC de dif. ¢Significancia? Resumen Valor P ajustado

multiples de Tukey

0

5
Efluente vs. Influente 0.5922 -0.2612 a 1.446 No ns 0.105
Efluente vs. Marina 1.201 0.2531 a 2.150 Si * 0.0236
Efluente vs. Potable 0.4036 -0.3802 a 1.187 No ns 0.2067
Influente vs. Marina 0.6093 -0.5756 a 1.794 No ns 0.1778
Influente vs. Potable -0.1886 -0.4457 a 0.06861 No ns 0.1163
Marina vs. Potable -0.7978 -1.915a0.3194 No ns 0.1012

9
Efluente vs. Influente -0.1226 -1.202 a 0.9569 No ns 0.9533
Efluente vs. Marina 1.986 0.6146 a 3.357 Si * 0.0148
Efluente vs. Potable 0.3444 -0.7645 a 1.453 No ns 0.6192
Influente vs. Marina 2.108 0.7092 a 3.507 Si * 0.0163
Influente vs. Potable 0.467 -0.4596 a 1.394 No ns 0.2915
Marina vs. Potable -1.641 -2.995 a -0.2873 Si * 0.0278

20
Efluente vs. Influente -1.632 -3.081 a-0.1817 Si * 0.0388
Efluente vs. Marina -2.199 -3.528 a -0.8687 Si * 0.0143
Efluente vs. Potable -3.046 -4.270 a -1.822 Si ** 0.0025
Influente vs. Marina -0.567 -1.065 a -0.06883 Si * 0.034
Influente vs. Potable -1.414 -2.351 a-0.4775 Si * 0.0184
Marina vs. Potable -0.8471 -1.708 2 0.01334 No ns 0.0522

34
Efluente vs. Influente -1.086 -2.076 a -0.09517 Si * 0.0418
Efluente vs. Marina -0.7155 -1.502 a 0.07083 No ns 0.0669
Efluente vs. Potable -4.367 -5.213 a -3.521 Si o 0.0001
Influente vs. Marina 0.3701 -0.4515a1.192 No ns 0.2181
Influente vs. Potable -3.281 -4.286 a -2.276 Si ** 0.0046
Marina vs. Potable -3.651 -4.446 a -2.857 Si o 0.0002
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Continuacion

Tabla suplementaria 4. Comparaciones de Tukey del factor principal
matiz acuatica.

Comparaciones
multiples de Tukey

48
Efluente vs. Influente
Efluente vs. Marina
Efluente vs. Potable
Influente vs. Marina
Influente vs. Potable

Marina vs. Potable

62
Efluente vs. Influente
Efluente vs. Marina
Efluente vs. Potable
Influente vs. Marina

Influente vs. Potable

Marina vs. Potable

Dif. medias

0.09641
-0.7748
-4.394
-0.8712
-4.491
-3.619

0.4389
0.3439
-4.136
-0.09508
-4.575

-4.48

95.00% IC de dif.

-1.989 a2.182
-1.296 a -0.2541
-5.084 a-3.704
-2.767 a 1.024
-6.296 a -2.685
-4.239 a -3.000

-0.9070 a 1.785
-0.9178 a 1.605
-5.390 a -2.882
-1.318a 1.127

-5.784 a -3.367

-5.471 a-3.490

¢Significancia?

No
Si

No
Si
Si

No
No
Si
No
Si
Si

Resumen Valor P ajustado
ns 0.9872
* 0.0182
ax 0.0001
ns 0.2387
** 0.0054
o 0.0001
ns 0.5942
ns 0.6856
** 0.001
ns 0.9864
ax 0.0006
i 0.0002

Tabla suplementaria 5. Decaimiento de la carga viral de SARS-CoV-2
en matrices acuaticas crudas

K [95%IC]

Vida media [95%IC]

’-2
RSME

Dias T,,

Efluente

0.0461 [0.025 a 0.071]

0.8930

0.7806

49.85

Revista Bio Ciencias 10, €1529.

15.01[9.724 a 27.53]

Influente

0.9240

0.6386

117.47

0.0196 [0.

35.36 [18.

003 a 0.0372]

62 a 180.5]

Marina

0.0215 [0.0004 a 0.0473]
32.23 [14.64 a 1403]
0.8959

0.5637

107.09

15



Lira-Morales et al., 2023.

ISSN 2007-3380

Figura suplementaria 1. Gel de integridad en condiciones desnaturalizantes del
RNA extraido por el sistema TACO™ Nucleic Acid Automatic Extraction. Gel de
agarosa al 2%, 50 V por 60 min
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Figura suplementaria 2. Curva estandar empleada para la cuantificacion de SARS-
CoV-2 en diferentes matrices acuaticas

Figura suplementaria 3. Curva estandar empleada para la cuantificacion de SARS-
CoV-2 en diferentes matrices acuaticas
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