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Virologia ambiental

-Se encarga de estudiar la presencia, cuantificacion y diversidad viral en
diferentes matrices ambientales: agua, superficies, alimentos vy aire.

-Tiene mucho que ofrecer y proponer para la salud publica: prevencion de la
transmision de enfermedades y mantenimiento o restauracion de la calidad del
medio ambiente.

-Genera conocimiento el cual permite que el ambiente se torne mas saludable,
aportando a mantener la salud publica, reduciendo los casos de enfermedad
causados por microorganismaos.

Prado y Miagostovich, 2014, Sanae, 2016. Carballal y
Oubina, 2014.
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SARS-CoV-2 en aguas residuales

-Desde los primeros casos de COVID-19 hubieron reportes de deteccion
molecular de SARS-CoV-2 en aguas residuales de Holanda, EEUU, Francia y
Australia.

-Se han reportado en concentraciones de hasta 10° cg/L en aguas residuales sin
tratar y 105cg/L en aguas residuales tratadas.

-Monitoreo continuo de SARS-CoV-2 en aguas residuales de multiples zonas
geograficas.



SARS-CoV-2 en aguas residuales
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SARS-CoV-2 en aguas residuales
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Epidemiologia de COVID-19 a traves
del estudio de aguas residuales.

-WBE: herramienta para rastrear circulacion viral en una comunidad, estimar
prevalencia, diversidad genetica y distribucion geografica.

-Aplicacion practica para identificar virus excretados en heces en una region y
comparar entre regiones.

-Observar cambios por intervenciones de salud publica (aislamiento social,
lockdown, distanciamiento social).

Kitajimay col. 2020.



Metodos para la concentracion viral en
aguas residuales

-Numerosos metodos se han desarrollado para la concentracion de virus a partir
de aguas residuales.

-Membranas electronegativas
-Ultrafiltracion
-Ultracentrifugacion
-Polietilenglicol

-Floculacion por leche en polvo
-Policloruro de aluminio

-Limitado conocimiento respecto a la recuperacion de virus envueltos.



Evaluacion de metodos de
concentracion viral de bajo costo

a partir de aguas residuales.




Evaluacion de metodos de concentracion

Metodos evaluados: 50uL BCoV (105 cg/ul)
50uL pp7 (108 cg/uL)

-Polietilenglicol (Lewis y Metcalf 1088)
-Policloruro de Aluminio (Randazzo y col. 2020)
-Floculacion con leche en polvo (Calgua y col. 2013)

-Concentracion y extraccion viral

-gPCR BoCV vy pp7 .




Table 1
Percentage of recovery success and recovery efficiency of PP7 in thres independent experiments. Each experiment was performed with a different zample in duplicate.

R ., 6.2 % 107, 3.0 = 107 and 6.1 » 107 genomic copies were inoculated in experiment 1, 2 and 3 respectivaly.
ecuperacion S
pp7 PEG pracipitacion EM flocculasion Alumimum polychloride flocculadon
Sample Concentrated sample” % of Sample  Concentrated sample” % of Sample  Concentrared % of recovery
recovery recovery sarmple”
1a 256,867 0.4 12 3,633,333 6.2 1a 333 Q.0005
1b 456,567 0.7 1b 310,000 0.E 1b 333 Q.0005
. 121/ - 1a 1/
Experiment 1 12 1710 2,673,000 4.3 10 15,400,000 26.53 10 6567 0.0106
1b 1/ 1b 1/
1b 1,10 6,373,000 11.3 10 17,666,565 283 10 : 13,883 0.0224
Za 9,568,667 154 2a 2,150,000 73 Za 667 0.0023
2b 2,918,667 4.9 2b 2,663,333 9.5 2b 1oo0 0.0034
. 2al/ 2a 1/
Experiment 2 2a 1/10 18,833,333 336 - 1,065,004 3.5 o ND ND
b 1/ b1/
2b 1,10 13,416,667 27 10 213,333 2B 10 : Sooo0 0.0169
3a 3,394,667 3.6 32 1,901,233 31 3a 667 0.0011
3b 3,874,167 6.4 3b 2,336,333 3.E 3b 1167 Q.001e
’
Experiment 3 32 1/10 4,083,333 67 i; L 13,385,000 220 i'; Yo o ND
3b 17 b1/
3b 110 9,500,000 13.6 10 10,905,000 175 10 : 167 Q.0003

PEG SM Al

% Recuperacion PP7 5.7 52 0.0016

Deteccion PP7 100% (12/12) 100% (12/12) 83% (10/12)




Table 2
Percentage of recovery succest and recovery efficiency of BCoV in three independsnt experiments. Each experiment was performed with a different zample in

duplicate. 3.2 = ill}?: 1.3 % 10" and 5.7 » 10% genomic copies were inoculated in experiment 1, 2 and 3, respectively.
Recuperacion BCaV Recavery efficiency
BCOV PEG predipitatian 5M flocculation Aluminum polychloride flocculation
Sample Concentrared % of Sample Concentrated rample” % of Sample Concemtrated % of
sampla” reCovery recovery sample recovery
la 48,333 0.2 la 1,139,500 3.6 la ND ND
1k 67,200 0.2 1k 150,187 Q.5 1k ] 0.002
Experiment 1 la 1710 558,335 6 121710 5,055,000 15.6 i; L/ D D
= 1k 1/
1k 1710 1,641,667 3.1 1k 1,10 3,341,667 10.9 10 ND ND
Ia 525, B33 4.0 Ia ND ND Ia ND ND
1) 157,500 1.2 b ND ND b ND ND
Ial/
Experiment 2 Zalslo B91,667 6.7 Zal/l0 ND ND - ’ ND ND
b 1/
b 1710 558,333 4.2 b1/10  ND ND - ND NI
3a 250,833 4.4 3a 2633 Q.05 3a ND ND
3k 235,853 4.1 b 157,000 3.4 b ND ND
Experiment 3 3a 1710 400,000 7.0 Sal/sl0 3333 Q.06 ?; L ND ND
= 3k 1/
3b 1710 291 667 3.1 5b 1,10 1,031,666 154 10 ND ND

PEG SM Al

% Recuperacion BCoV 24 1.9 NC

Deteccién BCoV 100% (12/12) 66% (8/12) 8% (1/12)




Evaluacion de metodos de concentracion

pp7 y BCoV

-PEG metodo con mejores resultados en cuanto a exito de
recuperacion y % de recuperacion,

-Mayor sensibilidad respecto a SM.




Monitoreo de SARS-CoV-2 y RV
en matrices acuaticas de la zona
del parque termal Dayman vy la

ciudad de Salto.
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Sitios de muestreo Dayman >

Agua canada
Dona Jacinta

Agua residual
Dayman

Agua residual
Parque termal
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Muestras Dayman

-Periodo de colecta: 26 de junio de
2020 hasta 5 de julio de 2021

-Colecta:
1 previa a apertura parque
semanales/quincenales/mensuales.

-Total de 104 muestras analizadas.

-Agua residual: 500 mL.
-Agua superficial: 10 L.




Sitios de muestreo ciudad de Salto

Primeros meses:
-Planta de tratamiento efluentes
-Club de pesca

Luego:
-Estacion de bombeo Norte
-Estacion de bombeo Sur
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Muestras Salto

-Periodo de colecta: 2 de julio de
2020 hasta 5 de julio de 2021

-Colecta:
semanales/quincenales/mensuales.

-Total de 60 muestras analizadas.

-Volumen: 500 mL.
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Deteccion/cuantificacion: gPCR
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Resultados PP7

-PP7 amplifico en todas las muestras analizada, a
excepcion de dos muestras de canada, posible
presencia de inhibidores

Muestra Media % recuperacion
Aguas residuales Salto 23

Aguas residuales Termas 23

Efluentes piscina 6

Canada 2




Resultados ARNasa P

-Aguas residuales Salto: Amplifico en las 60 muestras
evaluadas.

-Aguas residuales Termas: Amplifico en 51 de las 52 muestras
evaluadas.

-Efluente piscinas: Amplifico en 21 de las 26 muestras
evaluadas.

-Canada: Amplifico en 10 de las 16 muestras evaluadas.




Resultados SARS-CoV-2

-No se detecto genoma de SARS-CoV-2 en
efluentes de piscina, agua residual del parque
termal Dayman, agua de canada Dona Jacinta.

-Tres muestras positivas en aguas residuales de
Dayman.




Resultados SARS-CoV-2

Casos de COVID-19 y copias genémicas de SARS-CoV-2 detectadas en aguas
residuales de la ciudad de Salto
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Resultados Rotavirus

Positividad Rotavirus Salto
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Conclusiones:

-Ir mas alla de SARS-CoV-2 y aprender de lo que nos dejoé la pandemia.

No es frecuente la determinacion clinica a gran escala de la presencia de un virus en la
poblacion general, esta situacion puntual nos permitio evaluar de forma mas fidedigna la
utilizacion de las aguas residuales como indicadores de la circulacion de un virus en la
poblacion.

-Se observo una clara relacion entre el numero de casos y las concentracion viral en
aguas residuales, lo que confirma el poder de esta herramienta para evaluar de forma
indirecta lo que esta sucediendo en la poblacion en cuanto a circulacién viral.
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