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INTRODUCCION

El virus SARS-CoV-2 estd compuesto por una
nucleocapside que engloba su material genético y la
proteina N, rodeada por una membrana bilipidica, que
contiene las proteinas M y E, y una corona de espinas,
que contienen la proteina S. La proteina S se encarga de
unirse a los receptores ACE2 presentes en gran variedad
de células del cuerpo humano, sobre todo en el epitelio
alveolar pulmonar y en el epitelio intestinal, en donde
se aloja de forma persistente. Cuando el virus se une a
estos receptores, se puede desencadenar una cascada
inflamatoria que origina la enfermedad COVID-19, que
incluso puede llegar a desencadenar la muerte del
individuo. Un porcentaje importante de infectados no
desarrollan la enfermedad y permanecen asintomaticos
aunque su cuerpo esté invadido por el virus. De hecho,
SARS-CoV-2 se excreta en las heces de las personas
infectadas, tengan o no sintomas de COVID-19, desde
el inicio de la infeccidon hasta mucho tiempo después
de dar negativo en muestras nasofaringeas'. Por eso,
las estaciones depuradoras de aguas residuales (EDAR)
sirven como sistemas de vigilancia epidemioldgica y
permiten conocer la verdadera magnitud de la pandemia
de COVID-19 a partir del andlisis de la cantidad de virus
presente en sus aguas.

La estrategia epidemioldgica basada en el rastreo del
virus en aguas residuales no comete sesgos relacionados
con el muestreo de individuos que a menudo genera
datos incompletos o sesgados, por lo que constituye
una herramienta complementaria al rastreo de los
casos positivos que se lleva a cabo desde los sistemas
de salud. La deteccién del virus en aguas residuales
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permite poder cuantificar la cantidad de virus presente
en todo el conjunto de la poblacién de forma global.
Imaginando a la poblacién infectada como si fuera un
iceberg, en la parte superior visible flotante estarian las
personas sintomaticas que se detectan en los sistemas de
salud, mientras que las personas asintomaticas, aquellos
casos invisibles no detectados, que representan un gran
porcentaje de las personas infectadas, se representan en
la parte inferior sumergida del iceberg.

El dia 3 de abril de 2020, Nature news informa sobre
que las aguas residuales pueden revelar la verdadera
magnitud de la epidemia de coronavirus y constituir una
herramienta muy valiosa para establecer sistemas de
alerta temprana que pudieran predecir nuevos brotes?.
Desde entonces, numerosos grupos de cientificos de
muchos paises del mundo nos hemos puesto en marcha
en el rastreo del coronavirus en aguas residuales®?.
Ademas, desde final del 2020, la comunidad cientifica
internacional se ha tenido que enfrentar a un nuevo reto;
la emergencia de nuevas variantes del virus. Asi, el 17
de marzo de 2021, la Comision Europea publica varias
recomendaciones sobre la vigilancia de SARS-CoV-2 y
sus variantes en las aguas residuales (https://eur-lex.
europa.eu/eli/reco/2021/132/0j). Consecuentemente,
numerosos equipos de trabajo comenzamos a analizar el
material genético de SARS-CoV-2 presente en las aguas
residuales en busca de nuevas variantes de importancia
epidemioldgica®*®®*. El proyecto COVIDBENS surgié a
principios de abril de 2020, en plena primera ola de
COVID-19, cuando solo disponiamos de la referencia de
Gertjan Medema?, y alguna noticia que nos informaba de
que en Murcia habian empezado a rastrear SARS-CoV-2 en
aguas residuales. EDAR Bens S.A, empresa de depuracion
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de aguas residuales que da servicio a aproximadamente
400 000 habitantes de los ayuntamientos de A Corufa,
Arteixo, Cambre, Culleredo y Oleiros (figura 1), nos
encomendo el rastreo del virus en aguas residuales que
llevamos haciendo ya dos afios.

Figura 1. Area metropolitana de A Corufia que vierte sus
aguas residuales a la EDAR de Bens (WTTP Bens)
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OBJETIVOS DE COVIDBENS

1. Seguimiento de la epidemia a tiempo real
mediante la monitorizacion de la carga viral
de SARS-CoV-2 en las aguas residuales del area
metropolitana de A Coruia.

Desarrollo de modelos estadisticos que permitan
estimar el nimero de personas infectadas por
SARS-CoV-2 en la poblacién, incluyendo personas
sintomaticas y asintomaticas.

Servir como sistema de alerta temprana que
permita prever futuras olas epidémicas antes que
el sistema sanitario.

Deteccion de mutaciones de SARS-CoV-2 en
el agua residual mediante tecnologias de
secuenciacién de ultima generacion.

Determinacion de la frecuencia de las variantes en
la poblacién a tiempo real empleando modelos
estadisticos.

Informar a las autoridades y al publico en general
de la evolucién de la pandemia haciendo una
labor de servicio publico.

MUESTREO

Se emplearon muestreadores automaticos para
recoger muestras compuestas integradas de 24 horas
desde el 14 de abril del 2020 hasta la actualidad.
La frecuencia del muestreo fue variable durante el
transcurso de la epidemia.

LA CARGA VIRAL EN EL AGUA RESIDUAL SE
CORRELACIONA CON LOS CASOS CLIiNICOS

En primer lugar, se analiz6 la correlacién entre
distintas variables: caudal, pluviometria, humedad,
temperatura, numero de casos reportados por el
sistema sanitario, carga de virus en el agua residual, etc.
Asi, mediante una matriz de diagramas de dispersion,
se encontré que la correlacién mas fuerte, de todas las
observadas entre las diferentes variables, se establecia
entre los casos de COVID-19 y el logaritmo de la carga
viral detectada en el agua residual (figura 2).
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ESTIMACION DE PORTADORES EMPLEANDO LOS
MODELOS ESTADISTICOS DE COVIDBENS

Se usaron modelos de regresién lineal y log-lineal
simple y multivariantes, modelos no paramétricos y
modelos semiparamétricos, como GAM y LOESS, para
estimar el nimero de personas portadoras de COVID-19
(sintomdticas y asintomaticas) en la poblacién a partir
de los datos de carga viral en el agua®. Para ello, se
emplearon datos clinicos locales y del estudio de

seroprevalencia nacional ENE-COVID®*. Se encontraron
cuatro modelos estadisticos capaces de estimar el
numero total de portadores con una fiabilidad de casi el
90 %. Uno de ellos consistié en un modelo muy simple de
regresion lineal que emplea una sencilla formula a través
de la cual es posible intercalar el valor de carga viral en el
agua residual para extraer el nimero de portadores. Asi,
desde la segunda ola, en julio de 2020, los modelos han
permitido mostrar la evolucién del nimero de portadores
de SARS-CoV-2 (figura 3).

Figura 3. Numero estimado de portadores de SARS-CoV-2 (sintomdticos y asintométicos) en el
conjunto de los ayuntamientos de Cambre, Culleredo, Oleiros, Arteixo y A Coruiia desde el 16
de julio hasta la actualidad, segun el modelo log-linear formulado por COVIDBENS
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Figura 4. Iceberg que representa la salud global de la poblacién del area metropolitana de A
Coruna infectada por SARS-CoV-2. En azul se representa el nimero real de personas portadoras
y en verde el nimero de personas portadoras estimadas empleando los modelos de COVIDBENS
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En un iceberg que representa el nimero de personas
infectadas en la poblacién (figura 4), se puede observar
el “iceberg verdadero” (en color azul), que constituye el
conjunto de personas portadoras, sean o no Vvisibles,
y otro “iceberg estimado” (en color verde), que se
corresponde con las personas estimadas empleando los
modelos estadisticos de COVIDBENS y que muestra una
forma y un tamano ligeramente diferentes al anterior, ya
que se tiene en cuenta el margen de error del 10 % que
cometen las estimaciones.

COVIDBENS COMO SISTEMA DE ALERTA TEMPRANA

La carga viral y el nUmero de casos reportados a lo
largo del tiempo (manuscrito en preparacion) se puede
observar en la figura 5. La curva azul representa los

casos activos de COVID-19 reportados por el sistema
sanitario, datos cedidos semanalmente por la Direccion
Xeral de Saude Publica (DXSP), de la Xunta de Galicia
(XUGA). En la curva roja se representa la carga virica en
el agua residual (nimero de copias de ARN del virus por
litro de agua). Paralelamente, se ha representado (curva
verde) el porcentaje de personas vacunadas en el area
metropolitana, datos cedidos por la DXSP, XUGA.

En la figura 5 se muestra la superposicion de la carga
viral en el agua residual (curva roja), los casos activos
de COVID-19 (curva azul), datos cedidos por la DXSP de
la Xunta de Galicia, desde el 14 de abril de 2020 hasta
la actualidad. En la curva verde se muestran los datos
de vacunacion desde el dia 27 de diciembre hasta la
actualidad (porcentaje de vacunados al menos con

Figura 5. Evolucion de la epidemia de COVID-19 en el &rea metropolitana de A Corufia
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una sola dosis), datos cedidos por la DXSP de la Xunta
de Galicia. Las lineas verticales informan sobre la alerta
temprana. Se sefiala con areas de color gris el periodo de
transicién a las nuevas variantes dominantes que han ido
apareciendo.

En esta figura se distinguen perfectamente las 6
olas de COVID-19 en el &rea metropolitana de A Corufa.
En las lineas de puntos verticales se puede observar
como las subidas en la carga viral (lineas de puntos en
rojo) anticiparon el posterior incremento en los casos
reportados por el sistema sanitario (lineas de puntos en
azul) en las sucesivas olas epidémicas, demostrandose la
eficacia de COVIDBENS como sistema de alerta temprana.
Los periodos de transiciéon de una variante a otra estan
sefalados en la gréfica con zonas grises.

RASTREO DE SARS-CoV-2 AGUAS ARRIBA

Desde diciembre del 2020 el equipo comenzd a
analizar las aguas residuales procedentes de los 5
ayuntamientos del area metropolitana por separado
(figura 6), lo cual permitié determinar brotes con mayor
precision.

Ademads, a principios de 2021, COVIDBENS llevé a cabo
el rastreo en residencias de mayores. Este sub-proyecto
resultdé muy util para saber que las vacunas estaban
funcionando, pues muchos residentes recién vacunados
se habian infectado y excretaban gran cantidad de virus
en sus heces sin llegar a desarrollar la enfermedad. Este
hecho, abrié una gran puerta a la esperanza, pues nos
informd por primera vez sobre que la eficacia de las
vacunas.
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Figura 6. Evolucién de la carga viral de SARS-CoV-2 detectada en las aguas residuales de los 5
ayuntamientos del drea metropolitana de A Coruia, desde el 19 de diciembre de 2020 hasta
la actualidad. Se sefalan en gris los periodos de transicion a las variantes alfa, delta y dmicron
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EMERGENCIA Y EVOLUCION DE LAS VARIANTES DE
SARS-CoV-2

A principios de 2021 el equipo de COVIDBENS comenzé
arealizar la secuenciacion del material genético del virus
en aguas residuales de muestras del drea metropolitana
de A Coruna. Los primeros andlisis arrojaron valiosa
informacién que revelé que esta metodologia permite
detectar nuevas variantes emergentes antes de que
estas sean detectadas en muestras nasofaringeas. Esto
implica que COVIDBENS puede servir también como
sistema de alerta epidemioldgica temprana de nuevas
variantes preocupantes, ya que es capaz de anticiparse
a la aparicién de una nueva variante.

Paralelamente a la deteccién de mutaciones, se
desarrollé un método estadistico de maxima verosimilitud

que permite estimar las proporciones de las variantes
de SARS-CoV-2 en la poblacion del area metropolitana
de A Coruna a tiempo real en base a lecturas gendmicas
obtenidas mediante secuenciacion del material genético
del virus presente en las muestras de agua residual
(manuscrito en preparaciéon). Asi, desde principios de
mayo de 2021, COVIDBENS reporta semanalmente la
evolucion de las variantes mediante la representacién de
su porcentaje a lo largo del tiempo (figura 7).

COVIDBENS Y SU LABOR DE SERVICIO PUBLICO

COVIDBENS ha estado reportando informes
semanalmente a los gobiernos locales, autonémicos
y nacionales desde la segunda ola, asi como a
autoridades del dmbito sanitario. Los datos reportados
se actualizan semanalmente en su pdgina web

Figura 7. Evolucién en el porcentaje de las variantes de SARS-CoV-2 encontradas en
las muestras de agua residual del drea metropolitana de A Corufia desde el mes de
mayo de 2021 hasta la actualidad a lo largo del tiempo
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(https://edarbens.es/covid19/) de libre acceso al publico
en general. COVIDBENS ha estado realizando una
importante labor de difusién de los datos a través de
redes sociales, medios de comunicacién y actividades
de divulgacion cientifica, en el ambito nacional e
internacional.

CONCLUSIONES

1. El analisis de la carga viral en el agua residual
constituye una valiosa herramienta para
comprender la verdadera magnitud de la
epidemia, ya que incluye a todas las personas
infectadas, tengan o no sintomas.

2. El andlisis de la carga viral en el agua residual
funciona como sistema de alerta epidemioldgica
temprana anticipdndose a los brotes con una
antelacién considerable con respecto al sistema
sanitario.

3. Los modelos estadisticos desarrollados en
COVIDBENS permiten estimar el numero de
personas portadoras de SARS-CoV-2 en la
poblacién.

4. La secuenciacion del material genético de SARS-
CoV-2 en el agua residual permite determinar
las mutaciones y variantes presentes en la
poblacién y anticiparse a la aparicion de una
variante preocupante promoviendo la vigilancia
epidemioldgica de mutaciones a tiempo real.

5. Los modelos estadisticos de COVIDBENS permiten
estimar el porcentaje de las variantes en la
poblacién a tiempo real a partir de los datos de
mutaciones.

6. COVIDBENS funciona de forma exitosa como
herramienta epidemiolégica basada en aguas
residuales.
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