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Avances en la deteccion de Material Genético del SARS-CoV-2 en Aguas
Residuales en Costa Rica: 2020

1. Introduccion

En la busqueda de la mejora continua, durante el 2016, la direccién del Laboratorio
Nacional de Aguas (LNA), en favor de la Vigilancia y Control de Calidad del Agua en
sus diferentes usos, establecié una Unidad de Investigacién en Agua, Ambiente y
Salud. En el 2018 y 2019, a través de dicha unidad de investigacion, se logro firmar
un convenio de cooperacion entre la Universidad del Sur de la Florida de los EUA y el
Instituto Costarricense de Acueductos y Alcantarillados (AyA), para que, mediante el
LNA realizara diferentes estudios de identificacion de microorganismos indicadores de
contaminacion fecal en las aguas marinas de playa Jacé y en Puntarenas, ademas de
estudios epidemioldgicos respectivos. En este contexto, algunos profesionales del
LNA, se adiestraron en la deteccion de virus entéricos en aguas de mar. Luego, a
partir de marzo de 2020 y con base en los reportes iniciales que indicaban la excrecion
de particulas virales a través de las heces, el LNA inici6 la revision de literatura y el
disefio de posibles protocolos para la deteccion del SARS-CoV-2 en las aguas
residuales. Estos esfuerzos iniciaron a mostrar resultados positivos cuando en el mes
de mayo, se logré realizar la primera deteccion de particulas de SARS-CoV-2 en
aguas residuales del Centro de Aprehensidn Temporal para Extranjeros en Condicion
Irregular (CATECI), el cual en ese momento albergaba a 12 personas enfermas de
COVID-19. Este hallazgo fue comunicado al pais en la conferencia de prensa habitual

que se realiza todos los dias en la Casa Presidencial.

Luego de esto, el equipo conformado por de la Unidad de Biologia Molecular y el
Departamento de Aguas Residuales, perfeccioné la técnica y establecié programas
de muestreo y analisis, en conjunto con el Ministerio de Salud y la Caja Costarricense
del Seguro Social (CCSS), con criterios epidemiologicos para detectar la circulaciéon
del virus, en las aguas residuales de diferentes zonas y comunidades del pais

En razdn de que ya nuestro laboratorio ha establecido la “Plataforma” para este tipo
de analisis para ser utilizado como alerta temprana de la posible propagacién del virus
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en comunidades, asi como en la vigilancia ambiental, deteccién del mismo en lugares
con vigilancia clinica limitada y en posibles rebrotes, a continuacién, se presentan los

avances en la deteccion del SARS-CoV-2 en aguas residuales en Costa Rica.

2. Objetivos

Actualizar los avances en la deteccion del material genético del virus SARS-CoV-2 en
aguas residuales de Costa Rica a través de la técnica qPCR, con el propdsito de su
utilizacidn como herramienta epidemiolégica complementaria de la circulacion del
virus y como alerta temprana de brotes y rebrotes en las diferentes comunidades del

pais.

3. Metodologia

3.1. Monitoreos

Se indica el numero de campafas de monitoreo realizados desde mayo a noviembre
del 2020, los resultados positivos en la deteccidon del virus, el numero de contagios

por comunidades en las diferentes lineas de tiempo y en lugares especificos.

A partir de mayo de 2020, de la mano con una coordinacién continua en los equipos
de epidemiologia de la Caja Costarricense de Seguro Social y el Ministerio de Salud,
el LNA inicié en forma sistematica el programa de muestreo a nivel nacional con la
intencion de emitir alertas tempranas sobre la aparicion de nuevos brotes de COVID-
19.



Fotos de muestreos realizados

Muestreo re ado en colectores de agua ales de la GAM. Junio, 2020.
Fuente: Laboratorio Nacional de Aguas,

Muestreo reali

Fuente: Laborator



Muestreo realizado en plantas de tratamiento convencionales de agua

8 Fuente: Laboratorio Nacional de Aguas, Junio, 2020




3.2. Contactos con otros paises
Se indican los contactos de intercambio realizados por otras entidades, para abordar

el tema, en otros paises del mundo.

4. Resultados

4.1. Campaias de recoleccion de muestras y matrices analizadas

Se han recolectado muestras de aguas residuales en: sistemas de tratamiento de
aguas residuales, alcantarillas, rios 0 quebradas, cajas de registro, canales de aguas
pluviales, colectores, descargas en cuerpos de agua, tanques sépticos y tanques de

aguas azules de aviones, entre otros.

m Sistemas de tratamiento
| Alcantarillas

m Cajas de registro

5,51% Colectores

m Descargas

0,79% 59,58%

m Rio o quebrada
m Tanques sépticos
9,15% W Tanque aguas azules
m Tangues colectores

0,79% m Otros

0,52%8,41%

Figura 1. Distribucién de los puntos de muestreo de aguas residuales para la vigilancia

epidemiolégica de SARS-CoV-2 a noviembre 2020. Fuente: Laboratorio Nacional de Aguas, 2020.



Un resumen de las muestras recolectadas (totales del proyecto) se muestra a

continuacion:

Cuadro 1. Resumen del total de muestras recolectadas para la vigilancia de SARS-CoV-2 en
aguas residuales de Costa Rica. Fuente Laboratorio Nacional de Aguas, 2020

Solicitud de muestras Numero Recoleccion de muestras Numero
AyA 329 AyA 393
CCSS 99 CCSS 36
Total de muestras 429

4.2. Monitoreo de SARS-CoV-2 en aguas residuales

El analisis de las muestras ha tenido un énfasis epidemiolégico, como alerta temprana
de la aparicion de nuevos y casos y como monitoreo de la prevalencia del virus en
poblaciones especificas. A raiz de esto, el LNA se ha enfocado en el analisis de
muestras de aguas crudas de entradas a los sistemas de tratamiento, por lo que las

muestras de las aguas tratadas se analizaran en un futuro cercano.

Del total de 429 muestras recolectadas, 232 se han analizado, mientras que 150 se
encuentran preservadas (por medio de congelacion) para su analisis posterior. Un

resumen de las muestras analizadas se muestra a continuacion:

m Muestras con niveles detectables de SARS-CoV-2
Muestras con niveles Mo detectables de SARS-CoV-2
m Muestras en estudio

m Muestras sin analizar {congeladas)

Figura 2. Resumen de los resultados del monitoreo de SARS-CoV-2 en aguas
residuales de Costa Rica a noviembre 2020. Fuente: Laboratorio Nacional de Aguas,
2020.



Se ha logrado determinar la presencia de particulas virales de SARS-CoV-2 en 57
muestras recolectadas en plantas de tratamiento de aguas residuales, lagunas de
estabilizacién, alcantarillas, colectores, descargas, asi como en tanques sépticos. Los
resultados detectables se han obtenido en muestras de todas las provincias, excepto
de Cartago y Alajuela. Por otro lado, 175 muestras analizadas han mostrado

resultados no detectables del virus.

Los resultados obtenidos han demostrado la aplicabilidad de la herramienta de
epidemiologia basada en aguas residuales para diferentes sistemas y no solo en
sistemas de tratamiento como plantas o lagunas. Con base en los resultados, se
puede deducir que la técnica utilizada muestra una gran versatilidad de acuerdo con

los sistemas que se deseen monitorear y su naturaleza.

4.3. Principales hallazgos

4.3.1 Primer hallazgo del SARS-CoV-2 en aguas residuales

La primera deteccion de SARS-CoV-2 se realizé en una muestra recolectada el 7 de
mayo en el punto de reunion de las aguas residuales del Centro de Atencién Integral
de Migrantes en Estado Irregular (CATECI) de la Direccion Nacional de Migracion y

Extranjeria, ubicado en los Lagos, Heredia (La Nacién, 2020).

Posteriormente, se siguieron colectando muestras mensualmente en el CATECI, en
las cuales se realizo la deteccidn y cuantificacion del virus. En la figura 3, se puede
observar que, conforme aumenté el niumero de casos activos por COVID-19 en el
CATECI, fue aumentando la concentracién del virus en las aguas residuales, lo cual,
permitid evaluar indirectamente la técnica como un valioso apoyo al seguimiento

epidemiologico de los casos en una comunidad dada.



700 35

600 30

500
25

- 2
£ =
> 400 S
S 20 <
E bt
'S 300 3
(Y] )
& 15 3 -
% 200 2 8
© 10 8 Casos +
100
0 ~ 5
-100 0
Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q
o o o o oS o o oS o o
S N N S 3 N S 3 N S
o oS o o oS o o oS 0 o
& & ¢ @
S N e ¥ J Ny N e N ®

Fecha

Figura 3. Concentracion de SARS-CoV-2 en aguas residuales respecto al numero de
casos positivos activos detectados en el CATECI. CG/mL: concentracion del virus
dada en copias genoémicas por mililitro. Casos+: casos positivos activos por COVID-
19. Fuente: Laboratorio Nacional de Aguas y Ministerio de Justicia, 2020.

4.3.2. Deteccion de SARS-CoV-2 en aguas residuales de Pavas

En junio anterior, se report6 el hallazgo de particulas de SARS-CoV-2 en el distrito de
Pavas, San José. Los resultados obtenidos dieron pie a que la CCSS realizara analisis
dirigidos en la poblacién de la zona. Pocos dias después de reportados los resultados
de aguas residuales y de realizado el testeo dirigido, se declardé transmision
comunitaria en la GAM. Estos resultados demuestran la coordinacion existente entre
instituciones e ilustran en mayor detalle la utilidad de la epidemiologia basada en

aguas residuales.
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Cuadro 2. Resultado del monitoreo de SARS-CoV-2 en las aguas residuales en la zona de

Pavas.
Resultado Casos activos en el distrito de Pavas, San José.
Fecha de ) _ _ .
muestreo Lugar final SARS- | Una semana después | Dos semanas después | Tres semanas después
CoV-2 del muestreo (24/6/20) | del muestreo (1/7/20) del muestreo (8/7/20)
Los Laureles,
16/06/20 Pavas Detectado 42 132 295

Se observa que los resultados obtenidos en aguas residuales alertaron a las
autoridades de salud acerca de un riesgo incrementado de transmisién en la zona de
Pavas. Dicho riesgo se materializé en las semanas siguientes, donde quedo
evidenciado mediante vigilancia epidemiolégica un aumento progresivo de los casos

activos.

4.3.3. Deteccion de SARS-CoV-2 en aguas residuales de la provincia de
Limén.
Se realizaron muestreos mensuales durante mayo, junio y julio en la estacién de pre-
acondicionamiento del emisario submarino en Limén. Los resultados obtenidos se
muestran a continuacion:

Cuadro 3. Resumen de las determinaciones de SARS-CoV-2 realizadas en las aguas residuales

del cantén central de Limén.

Activos por COVID-19 en el
Fecha de muestreo Resultado SARS-CoV-2 cantén central de Limon
22/05/2020 No detectado 1
18/06/2020 Detectado 14
13/07/2020 Detectado 15

Fuente: Laboratorio Nacional de Aguas, AyA.

Segun se evidencia, los resultados obtenidos concuerdan con la tendencia de
incremento de casos en la regidon. Se continuara con el monitoreo con el fin de verificar
el avance del virus dentro de la poblacién limonense y evidenciar el efecto de las

medidas que se apliquen en dicha zona.
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4.2.4. Deteccion de SARS-CoV-2 en aguas residuales en Golfito (Distrito Golfito)

Muestreos realizados en el mes de junio en diferentes puntos de descarga de aguas
residuales en el mar de Golfito, mostraron resultados no detectables de SARS-CoV-
2. Sin embargo, un mes después, se lograron detectar particulas virales del patégeno

en los mismos puntos:

Cuadro 4. Resumen de las determinaciones de SARS-CoV-2 realizadas en las aguas residuales

del cantén central de Golfito.

Activos por COVID-19 en el
Fecha de muestreo Resultado SARS-CoV-2 cantén central de Golfito
25/06/2020 No detectado 1
25/07/2020 Detectado 7

Fuente: Laboratorio Nacional de Aguas, AyA.

Estos resultados sugieren que las aguas residuales pueden ser un indicativo de
eventos temporales de aumentos de casos o aparicion de rebrotes. Esta informacion

es esencial para los tomadores de decisiones en salud.
4.2.5. Deteccion de SARS-CoV-2 en aguas residuales de la PTAR Los Tajos

La planta de aguas residuales de Los Tajos trata las aguas de 200.000 personas de
la GAM. Este sistema permite monitorear de un modo macro y poblacional, el avance
del virus en la poblacién de San José. Tal y como se ha observado con los datos de
vigilancia epidemioldgica tradicional, la cantidad de enfermos activos en el canton ha
venido en un aumento sostenido desde junio anterior. Estos datos concuerdan con lo
observado en los andlisis de aguas residuales, donde se han obtenido resultados

positivos en varios muestreos realizados tanto en junio como en julio:
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junio y julio de 2020.

Cuadro 5. Resumen de las determinaciones de SARS-CoV-2 en la PTAR Los Tajos durante

Fecha de Resultado Numero de casos activos
muestreo Estacion final SARS- reportados en el cantén central
CoV-2 de San José*

10/06/2020 PTAR Los Tajos Detectado 70

17/06/2020 PTAR Los Tajos Detectado 79

26/06/2020 PTAR Los Tajos Detectado 193

08/07/2020 PTAR Los Tajos Detectado 866

15/07/2020 PTAR Los Tajos Detectado 1716

29/07/2020 PTAR Los Tajos Detectado 3501

05/08/2020 PTAR Los Tajos Detectado 3663

Fuente: Laboratorio Nacional de Aguas, AyA.

*Se hace la salvedad que la PTAR Los Tajos unicamente recolecta las aguas de 200.000 personas de la GAM,
por lo que las posibles relaciones que se deriven del analisis de estos datos no son extrapolables a todo el cantén
de San José ni mucho menos a la provincia entera.

4.2.6. Deteccion de SARS-CoV-2 en aguas residuales de Santa Cecilia de

Puriscal.

El 28 de julio, se realizé un muestreo en la entrada de la Planta de Tratamiento de
Aguas Residuales de Santa Cecilia, ubicada en Santiago de Puriscal, en el cual, se
detecto el material genético del SARS-CoV-2 en la entrada de la planta, la cual colecta
las aguas residuales de 130 personas aproximadamente. Para este momento, en
Santiago de Puriscal se tenia registro de 13 casos activos de COVID-19, fecha a partir
de la cual se ha mantenido el aumento constante a la fecha, superando ya los 45

casos activos.

4.2.7. Deteccion de SARS-CoV-2 en aguas residuales de Aeropuerto

Internacional Juan Santamaria.

Cuadro 6. Resumen de las determinaciones de SARS-CoV-2 en la PTAR del Aeropuerto

Internacional Juan Santamaria.
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Fecha de Resultado gen N

i Lugar (copias gendémicas SARS-
muestreo CoV-2 /100 mL)
Entrada PTAR Aeropuerto Internacional Juan
24/06/20200 Paero’ No detectado
Santamaria

Hisopo en entrada PTAR Aeropuerto
29/06/2020 _ Detectado*
Internacional Juan Santamaria

Entrada PTAR Aeropuerto Internacional Juan

29/06/2020 No detectado
Santamaria
Entrada PTAR Aeropuerto Internacional Juan
06/08/2020 No detectado
Santamaria
Salida PTAR Aeropuerto Internacional Juan
06/08/2020 paerio En estudio
Santamaria
Entrada PTAR Aeropuerto Internacional Juan
25/09/2020 Paero’ 2 000
Santamaria
Salida PTAR Aeropuerto Internacional Juan
25/09/2020 prerie ™ En estudio
Santamaria

Fuente: Laboratorio Nacional de Aguas, AyA.

*Se detecto la presencia del material genético del SARS-CoV-2 pero no la concentracion no fue cuantificable.

La deteccion del SARS-CoV-2 en cantidades cuantificables sefala circulacion activa
del virus entre la poblacion que aporté materia fecal al sistema de tratamiento
monitoreado. Las particulas virales cuantificadas, pudieron venir de diferentes
poblaciones: la poblacidon que labora en el aeropuerto, la poblacidon que llega a tomar

un vuelo y la poblacion que llega al pais.

Es importante considerar que la deteccion de particulas virales de SARS-CoV-2 en la
PTAR del Aeropuerto Internacional Juan Santamaria se dio a finales de setiembre,
cuando ya el pais recibia una mayor cantidad de vuelos provenientes de paises

europeos y norteamericanos.

Para el mes de agosto, cuando los resultados de los analisis no mostraron sefiales
detectables del material genético de SARS-CoV-2, el aeropuerto recién iniciaba sus

operaciones con vuelos provenientes de Canada y algunos paises europeos.
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Destaca la importancia de los aeropuertos como zonas de importancia epidemioldgica,

donde se dan introducciones de diferentes linajes de virus y donde, a través de un

monitoreo sistematico, es posible conocer de manera practica la circulacion de

diferentes patdégenos de interés en salud publica, incluido el SARS-CoV-2.

4.2.8. Contactos realizados con otros cientificos del mundo.

A continuacién, se presenta los contactos e intercambios realizados con otros

cientificos del mundo:

a.

Se coordiné la donacién de un extractor automatizado de acidos nucleicos por
medio de la colaboracion de la Oficina de Cooperacion y Asuntos
Internacionales del AyA y de Programa de Cooperacion Triangular en materia
agua y saneamiento entre Centroamérica (Costa Rica y El Salvador) y Euskadi
(Pais Vasco).

Bajo el Fondo Regional para la Cooperacion Triangular en América Latina y el
Caribe, se desarrollara entre Costa Rica y Bolivia, con colaboracion de
Alemania, el siguiente proyecto: Sistema de alerta temprana para la deteccion
de SARS-COV2 en aguas residuales. Las consideraciones técnicas de este

proyecto estaran a cargo del Laboratorio Nacional de Aguas.

El LNA ha estado en comunicacion constante con funcionarios de la Empresa
de Acueducto Agua y Alcantarillado de Bogota para discutir aspectos técnicos
de la vigilancia ambiental del SARS-CoV-2.

EI LNA ha brindado asesoria técnica al Ministerio de Ambiente de Honduras en
su iniciativa de empezar un sistema de monitoreo de SARS-CoV-2 en aguas
residuales del pais centroamericano. De igual manera, a las Autoridades del
Canal de Panama con el fin de que se inicie un monitoreo ambiental de este

coronavirus en los cuerpos de agua por los que vela dicha institucién.

. EI LNA ha participado de lleno en las discusiones, reuniones y colaboraciones

del grupo de colaboracion mundial Illamado “COVID-19 WBE
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COLLABORATIVE?, el cual engloba investigadores y profesionales en aguas
residuales y epidemiologia de diferentes organizaciones y universidades

alrededor del mundo.

f. EILNA expuso sus logros junto con AySA (Buenos Aires, Argentina) a un grupo
de expertos en aguas residuales de Latino América en un congreso en linea
organizado por el Banco de Desarrollo de América Latina (CAF) en julio

anterior.

g. Se presento la propuesta del proyecto de monitoreo de SARS-CoV-2 en aguas
residuales en el concurso “Ideas en Accion 2020” en la categoria Excelencia
Innovadora Empresarial, promocionado por el Banco Interamericano de
Desarrollo. Se obtuvo un lugar en los 3 finalistas, siendo la evaluacion final en
diciembre 2020.

h. Se obtuvo la aprobacién de asignacion de presupuesto de parte de Comision
Nacional de Emergencias para apoyar las gestiones de muestreo,

procesamiento y analisis de resultados de deteccién de SARS-CoV-2.

i. Se presentaron los avances del proyecto en “SARS-CoV-2 Wastewater
Surveillance NSF Research Coordination Network Kickoff Meeting” en
septiembre del 2020. Congreso coordinado por la Fundacién Nacional de
Ciencias de Estados Unidos.

j- En octubre de 2020, se presentaron detalles del proyecto en el congreso de

Agua y Salud de la Universidad de Carolina del Norte en Chapell Hill.

5. Conclusiones y recomendaciones

El analisis de los resultados obtenidos hasta la fecha nos permite realizar las

siguientes conclusiones y recomendaciones:
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5.1. Conclusiones

Es evidente que el desarrollo de las técnicas de biologia molecular, en la deteccion de
material genético del virus y otros microbios patdégenos en aguas, ha abierto una
ventana de oportunidades en el diagnéstico y epidemiologia de las enfermedades

entéricas y respiratorias.

En el caso de la deteccion mediante la técnica de PCR del material genético del SARS-

CoV-2 en aguas residuales las conclusiones por el momento son:

e La técnica permitid servir como alerta temprana de la circulacién del virus, en
comunidades como: Limoén, Pavas, Desamparados, San José, Golfito, entre

otros.

e Lalineadetiempo en la deteccion del virus en las aguas residuales de la Planta
de Tratamiento de Aguas Residuales de Los Tajos (PTAR-Los Tajos), ha sido
concordante con el crecimiento o circulacion del SARS-CoV-2 en el cantén de

San José.

e La deteccion continua en los muestreos realizados en las aguas residuales del
Centro de Aprehension temporal para extranjeros, ademas de comprobar la
sensibilidad de la técnica de la PCR, ha sido concordante con el crecimiento

del numero de casos positivos en los migrantes.

e La deteccion del material genético del virus en las aguas residuales de los
centros de reclusion como el de San Sebastian permite considerar la técnica

como una herramienta util en poblaciones definidas.

e El trabajo conjunto realizado entre los funcionarios de la CCSS, el Ministro de
Salud y el Laboratorio Nacional de Aguas de AyA, ha demostrado la importancia
de las fortalezas de la coordinacién interinstitucional para afrontar situaciones

de emergencia como la actual pandemia.

¢ Los contactos, alianzas y convenios generados a nivel internacional durante el

estudio de SARS-CoV-2 en aguas residuales, permitiran al Laboratorio
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Nacional de Aguas estar a la vanguardia en las técnicas, herramientas y
enfoques que combinan epidemiologia y biologia molecular en estudios

ambientales.

5.2. Recomendaciones

En el contexto y escenario de la prolongacion de la actual pandemia, la herramienta
de epidemiologia basada en aguas residuales sera muy importante para adelantarse
a futuros rebrotes de la COVID-19, en diferentes regiones del pais.

Se recomienda la utilizacién de herramientas en biologia molecular para la evaluacion
de sistemas de tratamientos de aguas residuales, relacionados con la remocion de

virus y patdégenos humanos en general.
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