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SISTEMA DE ALERTA TEMPRANA PARA DETECCION DE SARS COV-2 EN AGUAS
RESIDUALES EN BOLIVIA

1 ANTECEDENTES

A finales del afio 2019 en Wuhan China surgié un nuevo coronavirus denominado
SARS-CoV-2, causante de la enfermedad COVID-19 (denominado por la Organizacion
Mundial de Salud), de acuerdo con las palabras "corona", "virus", mientras que 19 representa
el afio en que surgié (el brote se inform6 a la OMS el 31 de diciembre de 2019) que
rdpidamente se disemind por todos los continentes declarandose una pandemia. Tal
enfermedad presenta un cuadro sintomético con las siguientes caracteristicas de fiebre o
antecedentes recientes de fiebre, tos, dolor de garganta, dificultad para respirar, escalofrios,
diarrea, vomitos y neumonia hasta pacientes asintomaticos u oligosintomaticas (Zhu et al.,
2020), que al no padecer de ningun sintoma pueden pasar desapercibido sin tomar las
medidas de bioseguridad correspondientes, ocasionando mas contagios.

Ante el creciente nimero de casos de la COVID-19, se ha implementado en varios paises el
principio de epidemiologia basada en aguas residuales (Wastewater-Based Epidemiology -
WBE), al ser una herramienta emergente que brinda informacién temporal y espacial sobre
el estado de salud una poblacién en especifica, la WBE se ha implementado desde el 1950
con la identificacion de otros genomas virales causantes de la enfermedad de Hepatitis A,
Hepatitis B, enterovirus, rotavirus y poliovirus (Prado et al., 2012; Romero et al., 2014).

Al respecto, en el afio 2020 la ciudad de Valencia Espafia fue la primera en desarrollar un
sistema epidemiolégico de alerta temprana para la deteccion de SARS-CoV-2 en aguas
residuales, que a través de diferentes cientificos e investigadores que fueron replicando la
metodologia para diferentes paises. Es posible identificar el virus SARS-CoV-2 en aguas
residuales, 7 de 15 pacientes que padecian la COVID-19 mediante un estudio se determiné
qgue tuvieron positividad en heces fecales para SARS-CoV-2 mediante secuenciacion
metagenomica de RNA viral (Cheung et al., 2020).

La vigilancia y monitoreo de las aguas residuales permite la recoleccion de datos estadisticos
sobre los restos de alimentos, medicamentos y diversos insumos que ingiere una comunidad,
funcionando como un indicador temprano de una infeccion o enfermedad en sus primeras
etapas. La presencia confirmada de SARS-CoV-2 en las heces fecales humanas supera por
un periodo prolongado a la presencia positiva en muestras de secreciones del aparato
respiratorio, permitiendo la deteccion temprana de nuevas olas de COVID-19 o como
seguimiento de la circulacion del virus en una poblacion determinada. También podemos
aproximar una cantidad de personas infectadas que puedan estar excretando el virus, viendo
si va en aumento o disminucién. La deteccion del virus en las muestras fecales tiene una
media de 28 dias desde la aparicidén del primer sintoma, y un promedio de 11 dias mas que
las pruebas positivas extraidas de muestras de secreciones respiratorias (Wu. et al., 2020).

2 INTRODUCCION

En Bolivia, el Fondo Regional para la Cooperacion Triangular en América Latina y el Caribe
ha aprobado el Proyecto de Cooperacion Triangular (CoTriSan), entre los paises de Costa
Rica, Bolivia y Alemania para la implementacion de Estrategias de Saneamiento en ciudades



intermedias (como medida de accion para la deteccion del SARS-CoV-2), teniendo dentro de
sus lineas de accién el disefio e implementacién de un Sistema de Alerta Temprana de
deteccién del SARS-CoV-2 en aguas residuales.

El Proyecto consistid en establecer un Sistema de Alerta Temprana piloto, en una zona
especifica de la ciudad de Santa Cruz de la Sierra, donde se establezcan todas las
condiciones de trabajo que permitan generar las alertas para uso y toma de decisiones por
parte de las autoridades en salud a nivel local, asi como para la posible generacion de
politicas y estrategias epidemiologicas de prevencion a nivel Nacional. Para lograr estos
objetivos de manera ordenada y eficiente, se ha un Centro de Control y Monitoreo (CCM) en
una plataforma web, en el que se ha cargado el modelo hidraulico dinamico de la red de
Alcantarillado Sanitario en operacion (simulacién efectuada en la fase inicial del proyecto),
sectorizando en 5 zonas de trabajo. Este modelo constituye ya una herramienta operativa
para la mejora en la prestacion de servicios de saneamiento por parte de la Cooperativa de
Servicios Publicos de Agua Potable y Alcantarillado Plan Tres — COOPLAN R.L.

Para el levantamiento periodico de informacién, se conformaron brigadas de campo quienes,
con ayuda de una aplicacion maovil (sistema operativo Android), introducen los datos del
analisis de parametros in situ, basicos y moleculares, de las muestras de agua residual
colectadas de forma semanal en puntos de control de las 5 zonas priorizadas en el area de
servicio con Alcantarillado Sanitario de COOPLAN, como la informacién levantada in situ
como la remitida por los laboratorios especializados en biologia molecular de la cuantificacion
de trazas virales por dos métodos (RT-qPCR y RT-LAMP), aplicando 4 bases genéticas y
moleculares del COVID-19, tales como N1, N2, E y RdRp.

Adicionalmente, se monitoreo parametros fisicoquimicos y microbiolégicos a traves de un
laboratorio externo legalmente establecido, informacion cargada al sistema informatico para
correlacionar el conjunto de datos recabados. Los resultados se muestran en la misma
herramienta informética (CCM), incluyendo gréficas y proyecciones probabilisticas, sobre las
cuales es posible avanzar hacia una etapa reactiva para el control de la dispersion del virus
en el area de intervencion.

El proyecto incluyo la capacitacién por parte de expertos de Costa Rica, el intercambio de
documentacion técnica de alcance internacional, a forma de estandarizar la metodologia y
procedimientos a ser aplicados en el contexto Nacional.

3 DISENO DE LA SISTEMATIZACION

3.1 Objetivo general

Sistematizar las acciones efectuadas y resultados obtenidos del cumplimiento de indicadores
en el disefio e implementacion de un Sistema de Alerta Temprana (SAT) de detecciéon de
SARS-CoV-2 en aguas residuales.

3.1.1 Objetivos especificos

- Revision de antecedentes de concepcion del Proyecto y de conformacion del comité
técnico - cientifico de coordinacion y ejecucion de acciones interinstitucionales.



- Evaluar a detalle el cumplimiento de indicadores de la planificacion general del Proyecto
de Cooperacion Triangular para el Saneamiento, Macroproceso Sistema de Alerta
Temprana (SAT) para la deteccion de SARS-CoV-2 en aguas residuales.

- Sistematizar los principales resultados obtenidos de las distintas consultorias
efectuadas en el marco del alcance y objetivos del Proyecto.

3.2 Eje delasistematizacion

El enfoque central de la sistematizacion es la organizacion, ordenamiento y sistematizacion
de de la informacion existente, resultado de la ejecucion del Proyecto de Cooperacion
Triangular para el Saneamiento entre Bolivia, Costa Rica y Alemania, macroproceso “Sistema
de Alerta Temprana (SAT) para la deteccion de SARS-CoV-2 en aguas residuales’.

De esta forma, poder consolidar en un solo documento los principales actuados y resultados
obtenidos de la intervencion e interrelacion entre los distintos actores del sector saneamiento,
especialistas en Epidemiologia y biologia molecular, ademas del cumplimiento multitemporal
del propdsito y objetivos del proyecto, respecto al disefio e implementacion de un Sistema de
Alerta temprana de deteccion de SARS-CoV-2 en aguas residuales sanitarias.

3.3 Metodologia implementada

3.3.1 Revisioén, ordenamiento y recojo de lainformacion disponible

Revision e identificacion de todas las actividades, informes y guias desarrolladas en la gestion
2021 - 2022. A continuacion, se mencionan las fuentes de informacion empleadas:

- Documento de la Planificacion general de actividades como Cooperacion Triangular
(CoTriSan), entre los paises de Costa Rica, Bolivia y Alemania para la “Estrategia de
Saneamiento en ciudades intermedias (como medida de accion para la deteccién del
SARS-CoV-2)".

- Capacitaciones e intercambio de experiencias para el disefio e implementacion del
Sistema de Alerta Temprana para la deteccién de SARS-CoV-2 en aguas residuales
sanitarias.

- Taller Virtual de intercambio de experiencias sobre la determinacién de SARS-CoV-2 en
aguas superficiales, presentado por la Dra. Maria Teresa Alvarez de la Facultad de
Ciencias Farmacéuticas y Bioguimicas de la Universidad Mayor de San Andrés — UMSA
(Grabacién de la capacitacion efectuada el dia 09 de diciembre del 2021).

- Taller Virtual de intercambio de experiencias sobre la metodologia de detecciéon de SARS-
CoV-2 en aguas residuales implementado en Costa Rica, presentado por el Dr. Pablo
Cesar Rivera del Instituto Costarricense de Acueductos y Alcantarillados — AYA (Grabacion
de la capacitaciéon efectuada el dia 10 de diciembre del 2021).

- Gestiones de Implementacion del Centro de Control para el Monitoreo de Aguas
Residuales.

- Guia para el disefio e implementacion de un Sistema de Alerta Temprana para la Deteccion
de SARS-CoV-2 en aguas residuales.

- Metodologia y Protocolos de deteccion y cuantificacion de SARS-CoV-2 en aguas
residuales.

- Consultorias de Validacion Estadistica de la Metodologia de deteccion y cuantificacion de
SARS-COV-2 en aguas residuales.

- Modelacion hidraulica dinamica de la red de Alcantarillado Sanitario de la Cooperativa de
Servicios Publicos Agua Potable y Alcantarillado Plan Tres mil COOPLAN R.L.



- Resultados obtenidos de la fase operativa del Proyecto y la implementacion de la
metodologia de deteccién y cuantificacion de SARS-CoV-2 en aguas residuales.

4 CONFORMACION DEL COMITE CIENTIFICO INTERINSTITUCIONAL
4.1 Roles Institucionales

Durante la conformacién del sistema de monitoreo de aguas residuales para la deteccién de
virus SARS-CoV-2, se conformé un equipo multidisciplinario con diferentes instituciones
especialistas Sanitarios Hidraulicos, Bioquimicos, Biotecndlogos que facultaron el desarrollo
y cumplimiento de los objetivos propuestos. Las diferentes instituciones participes, son
citadas a continuacion:

Tabla 1; Comité Cientifico Interinstitucional

Universidad Mayor de San Andrés — Facultad de Ciencias Farmacéuticas
y Bioquimicas: Especializada en la formacion de profesionales Quimicos
Farmacéuticos y Bioquimicos con un alto nivel cientifico investigativo y
humanistico con capacidad de vinculacion y respuesta social que busca la
formacion de excelencia y que coadyuve a la solucion de los problemas de
salud de la sociedad a nivel local, regional y nacional.

Cooperativa de Servicios Publicos Agua Potable y Alcantarillado Plan
Tres mil COOPLAN R.L.: Institucién publica encargada de llevar los servicios
basicos de agua potable y Alcantarillado Sanitario a la poblacién de la
ciudadela Andrés Ibanez Plan 3000 municipio de la ciudad de Santa Cruz de
la Sierra (4rea de intervencion con el proyecto piloto).

especializado en analisis clinico, diagndstico molecular e investigacion
cientifica, que contribuye con el desarrollo y crecimiento de nuevos

B Laboratorio de Diagndéstico e Investigacién BIOSCIENCE SRL Laboratorio
investigadores a nivel Nacional.

Universidad Catdlica Boliviana “San Pablo” Unidad Académica Santa
Cruz — Carrera Ingenieria en Biotecnologia: La Facultad de Ingenieria en
Biotecnologia ofrecen sus instalaciones y equipos de laboratorio para
investigaciones cientificas con el fin de aportar al desarrollo de los futuros
profesionales e investigadores altamente competentes en el area de
tecnologia y ciencia para la resolucién de problemas, procesos y toma de
decisiones. La carrera de Ingenieria en Biotecnologia se destaca por formar
parte de proyectos de investigacion tanto internos como externos, en areas
como salud, agroindustrias, medio ambiente, alimentos, entre otras.

Instituto Costarricense de Acueductos y Alcantarillados; Laboratorio
Nacional de Aguas: Departamento encargado de coordinar y ejecutar, en
conjunto con el Ministerio de Salud Publica, la vigilancia de la calidad del agua
en sus diferentes usos y la realizacion de investigaciones relacionadas con el
agua, el ambiente y la salud en Costa Rica.

Universidad de Costa Rica; Instituto de Investigaciones en Salud
(INISA): institucion lider de investigacion en salud a nivel nacional e
internacional, caracterizada por su trabajo de alta calidad en investigacion
cientifica, docencia y accion social, con impacto en las politicas publicas en
salud.




4.1.1 Actores involucrados en el proyecto

Tabla 2: Actores involucrados en el Proyecto

Nombre

Cargo

Ing. Luis Ernesto Arteaga

Gerente General - Cooperativa de Servicios
de Agua Potable y Alcantarillado Plan Tres
Mil — COOPLAN R.L.

Ing. Luis Arturo Copa Calle

Jefe de Control de Calidad PTAR COOPLAN
R.L.

PhD. Maria Teresa Alvarez

Docente - Investigadora jefe del Area
Bioquimica Molecular - Universidad Mayor de
San Andrés.

MSc. Marcelo F. Gutierrez Valverde

Docente - Investigador responsable del Area
de Bioquimica Molecular - Universidad Mayor
de San Andrés.

MSc. Esdenka Pérez Cascales

Gerente General - Laboratorio BIOSCIENCE
SRL

PhD. Natalia Montellano Duran

Directora de la carrera de Ingenieria en
Biotecnologia Universidad Catdlica Boliviana
“San Pablo” UCB

PhD. Pablo Cesar Rivera

Director de Investigacion Agua, Ambiente y
Salud — Laboratorio Nacional de Aguas del
Instituto Costarricense de Acueductos vy
Alcantarillado - AYA

MSc. Luz Chacoén Jiménez

Investigadora Seccion Infecciéon - Nutricion,
INISA

MSc. Kenia Barrantes Jiménez

Investigadora Seccion Infecciéon - Nutricién,
INISA

Lic. Luis César Rivera Montero

Investigadora Seccion Infecciéon - Nutricién,
INISA

Lic. Solimar Colque Taboada

Practicante Cooperacion Alemana GIZ

Abelardo Hermdgenes Mamani Tacachira

Practicante Cooperacion Alemana GIZ

Jhennyfer Cruz Mendez

Practicante Cooperacion Alemana GIZ

Flavia Andrea Justiniano Zarraga

Practicante Cooperacion Alemana GIZ

Ademas de la presencia del personal dependiente de la Cooperacion Alemana GIZ tanto en
Bolivia como en Costa Rica, como ejecutores del Proyecto en todas sus fases.

Nombre

Cargo

Carmen Nuria Marka Arias | Asesora Gobernabilidad y Gestién Interinstitucional
Responsable CoTriSan - OE 2C00

Astrid Sieglinde Michels
Estrada

(Programmleiter/Responsable CoTriSan - OE 2C00

Antonio Macchiavelli Experto Senior en Saneamiento GIZ/PERIAGUA




Asesor técnico Cooperacion Triangular para el

Luis Arley Zlfiiga Picado | Saneamiento Bolivia — Costa Rica — Alemania (CoTriSan)

Asesora Técnica para los Programas Periagua Il y
Cooperacion Triangular para el Saneamiento Bolivia Costa
Rica - Alemania (CoTriSan)

Asesora técnica en Gestién de Saneamiento-OE 2C00
GlZ/CoTriSan - PERIAGUA Il

Karol Vivancos Flores

Susana Jaramillo

5 ANALISIS Y SISTEMATIZACION DEL PROYECTO

5.1 Planificacién inicial del Proyecto

Para el desarrollo del “Sistema de alerta temprana para la deteccion de SARS-CoV-2 en
aguas residuales” se generaron procesos e indicadores con sus respectivas actividades en
respuesta al cumplimiento a los objetivos del proyecto, como se puede observar en la Tabla
2.

Tabla 3: Planificacion CoTriSan — Linea de accion SAT SARS-CoV-2

Proceso Indicadores Actividades
Las autoridades en | Al menos 2 Contacto oficial con instituciones vy
ambos paises | propuestas piloto de | generacion de compromisos (convenios de
cuentan con un | sistemas (1 por ejecucion)
disefio del sistema | pais) de alerta Definicion de roles institucionales

de Alerta Temprana
para deteccion de

temprana para
deteccion de SARS-

Identificacién de condiciones previas para el
area de intervencion

SARS-CoV-2 y | CoV-2yrespuesta | |dentificacion area de intervencion
respuesta al COVID- | al COVID-19 en Seleccion de centros de monitoreo
19~ en  aguas | aguas residuales. Integrar el sistema con el sector salud
residuales.

Modelacion digital de los sistemas de estudio
(monitoreo, seguimiento y gestion de datos)

Seleccion de areas estratégicas para la toma
de muestras

Desarrollo de
protocolos para la
toma de muestras y
analisis de
laboratorio clinico
para la deteccién y
respuesta al COVID-
19 en aguas
residuales.

Recopilacién/identificacion y adaptacién de
informacion existente sobre protocolos
internacionales y sistemas de gestion para
laboratorios de biologia molecular

Conocer la capacidad instalada actual del/los
laboratorios

Seleccionar laboratorio para pruebas PCR,
(evaluar requerimientos de equipamiento)

Desarrollo de protocolo/guia sobre toma de
muestras

Toma de muestras en el sistema modelado

Evaluacioén de la aplicacién de metodologias
de deteccién cualitativas, cuantitativas y/o
mixtas para el Sistema de Alerta Temprana.

Al menos 20
personas
capacitadas (10 por
pais) para el

Entrenamientos virtuales: toma de muestras,
analisis laboratorios (incluye desarrollo de
procesos didacticos para respaldo de las
capacitaciones)




Proceso

Indicadores

Actividades

desarrollo de
andlisis y toma de
muestras de agua
residual.

Capacitaciones in situ para el intercambio de
experiencias, metodologias, secuencias
operativas y protocolos institucionales entre
Bolivia y Costa Rica

Evaluacién de las personas capacitadas
sobre su aprendizaje (y aporte tedrico-
practico a la sistematizacion  del
conocimiento)

Sistematizacion y gestion del conocimiento
de avances y resultados

5.1.1 Valoracién del cumplimiento de indicadores del Proyecto

Indicador 1: Implementacion de 2 propuestas piloto de sistemas de alerta temprana para
deteccion de SARs-CoV-2 y respuesta al COVID-19 en aguas residuales.

Tabla 4: Acciones de cumplimiento del Indicador 1

Indicador AEAERCES Acciones ejecutadas
programadas
Al menos 2 | Contacto oficial con | Reuniones sostenidas con el Ministerio de
propuestas piloto de | instituciones y | Salud, Secretaria Departamental de Salud,
sistemas (1 por pais) | generacion de | Servicio Departamental de Salud Santa Cruz
de alerta temprana | compromisos — SEDES, Secretaria Municipal de Salud
para deteccion de | (convenios de | (Santa Cruz de la Sierra), Laboratorios
SARS-CoV-2 y | ejecucion) legalmente  establecidos, Laboratorios
respuesta al COVID- especializados en Biologia Molecular,
19 en aguas Universidad Mayor de San Andrés -—
residuales. Facultad de Ciencias Farmacéuticas vy

Bioguimicas, Universidad Catodlica Boliviana
San Pabilo, Cooperativa de Servicios
Publicos Agua Potable y Alcantarillado Plan
Tres mil COOPLAN R.L. Una vez realizado
el acuerdo con las instituciones interesadas
en ser parte del proyecto, se procedid a
realizar cartas de intenciébn, convenios
interinstitucionales, iniciando la ejecucion del
proyecto con la designacion de atribuciones
y funciones especificas a las contrapartes
involucradas. Ademas de sostener
reuniones con Instituciones Costarricenses:
Laboratorio Nacional de Agua del AyA 'y con
el INISA de la Universidad de Costa Rica,
como las contrapartes del Proyecto.

Definicibn de roles

institucionales

Definiciébn y establecimiento de roles y
funciones posterior a las reuniones
sostenidas, firmas de carta de intencién y
convenios, con las siguientes instituciones:
Cooperativa de Servicios Publicos Agua
Potable y Alcantarilado Plan Tres mil
COOPLAN R.L., Laboratorio de Diagndstico
e Investigacion BIOSCIENCE  SRL,
Universidad Catdlica Boliviana “San Pablo”
Unidad Académica Santa Cruz — Carrera




Actividades

Indicador Acciones ejecutadas
programadas

Ingenieria en Biotecnologia, Universidad
Mayor de San Andrés — Facultad de Ciencias
Farmacéuticas y Bioquimicas,
establecimiento de roles y funciones en el
marco del Proyecto.

Identificacion de | Se realizaron visitas a las diferentes

condiciones previas | instituciones que formaron parte del

para el area de | proyecto; verificando su capacidad operativa

intervencion

en cuanto a la disponibilidad y buen estado
de equipos que faculten el procesamiento y
analisis molecular de las muestras, para
establecer los protocolos y metodologias
estandarizadas. En primer lugar, se visito el
area de servicio (zona de intervencion con el
proyecto — Plan Tres Mil) y las instalaciones
del Laboratorio de la Cooperativa de
Servicios Publicos Agua Potable vy
Alcantarillado Plan Tres mil COOPLAN R.L.,
después el Laboratorio de la carrera de
Ingenieria en  Biotecnologia de la
Universidad Catolica Boliviana y por ultimo el
Laboratorio de Diagnéstico Molecular e
Investigacion BIOSCIENCE SRL., quienes
contribuyeron a traves de sus instalaciones,
personal operativo y designacién de tiempo
para el desarrollo del proyecto en todas sus
fases.

Identificacion area de
intervencion

Se establecié como é&rea de intervencion y
ejecucion del proyecto el area de Prestacion
de servicio de la Cooperativa de Servicios
Publicos Agua Potable y Alcantarillado Plan
Tres Mil COOPLAN R.L., ciudadela del Plan
Tres Mil, Municipio de Santa Cruz de la
Sierra.

Seleccién de centros
de monitoreo

El modelamiento hidraulico del area de
intervencion de la Cooperativa de Servicios
Publicos de Agua Potable y Alcantarillado
Plan Tres — COOPLAN R.L., ha simulado la
hidrodinamica de colectores (tuberias de
recoleccibn de aguas residuales) con
didmetros desde 150 mm hasta el emisario
de 1200 mm. Este ultimo es el que conduce
el agua residual desde la red, hasta la Planta
de Tratamiento de Aguas Residuales
(PTAR), ubicada a aproximadamente 12
kilbmetros en el sector Sudeste del area de
prestacion de servicios. Lo que faculto definir
las camaras de inspeccion establecidas
como puntos priorizados para la toma de
muestra de agua residual.

Integrar el sistema
con el sector salud

Se efectuaron diversas reuniones con las
diferentes instituciones gubernamentales de
los tres niveles de estado dando a conocer




Indicador

Actividades
programadas

Acciones ejecutadas

el alcance del proyecto y metodologia de
intervencion.

Modelacion digital de
los sistemas de
estudio (monitoreo,
seguimiento y
gestion de datos)

En el sistema Informético de seguimiento
denominado Centro de Control y Monitoreo
(CCM) se registran los resultados de la
medicion de los parametros determinados in
situ: Temperatura, Potencial de Hidrogeno
pH, Conductividad Eléctrica, Oxigeno
Disuelto, Sélidos Disueltos Totales - TDS,
Altura del agua (tirante hidraulico), otros
parametros fisicoquimicos a ser
determinados en laboratorio: Demanda
Quimica de Oxigeno DQO, Demanda
Bioquimica de Oxigeno DBOs y parametros
microbiologicos indicadores de
contaminacién fecal: Coliformes
Termotolerantes.

Adicionalmente, se registran resultados de
concentracion de los genomas Vvirales
obtenidos a través del analisis del agua
residual mediante procedimientos RT-gPCR
y LAMP (anteriormente descritos). Los datos
correlacionados, permiten generar graficas
estadisticas por semana de la concentracion
viral y su prevalencia en las é&reas de
estudio.

Seleccion de areas
estratégicas para la
toma de muestras

Estos se determinaron en base al modelo
hidraulico realizado previo a la ejecucion de
la fase operativa del proyecto, cinco puntos
definidos para la toma de muestras de agua
residual. Los dos puntos del extremo Sur
(CP 113 y C 747) correspondera a la
medicion de los parametros moleculares de
las dos cuencas principales del sistema de
alcantarillado sanitario de las EPSAs
COOPLAN y SAJUBA, los otros tres puntos
corresponden a las subcuencas mayores
(CP130, N158 y N669), abarcando en su
totalidad toda el area servida con
Alcantarillado Sanitario de la ciudadela del
Plan Tres Mil.

En el caso de Costa Rica ya contaba con un
area de intervencion definida por el
Laboratorio Nacional de Aguas del Instituto
Costarricense de Acueductos y
Alcantarillado - AYA, donde los puntos de
andlisis seleccionadas para las pruebas con
la metodologia RT-qPCR fueron centros de
agrupacion o instalaciones donde diferentes
ramificaciones sanitarias concordaban para
luego llevar sus afluentes unificados a la
PTAR Los Tajos.




Indicador

Actividades
programadas

Acciones ejecutadas

Sistemas de Alerta
temprana en la
deteccion de SARS-
CoV-2 y respuesta al
COVID-19 en aguas
residuales en el pais
de Bolivia y Costa
Rica.

Bajo la metodologia presentada por Costa
Rica a Bolivia y conforme a la experiencia
obtenida por la Universidad Mayor de San
Andrés a nivel local, ambos paises cuentan
con un Sistema de Alerta temprana para la
deteccion de SARS-CoV-2 y respuesta al
COVID-19 en aguas residuales, con
procedimientos y metodologias
estandarizadas.

Indicador 2: Desarrollo de protocolos para la toma de muestras y analisis de laboratorio
clinico para la deteccion y respuesta al COVID-19 en aguas residuales.

Tabla 5: Acciones de cumplimiento del Indicador 2

Conocer la capacidad

Indicador AGII e Acciones ejecutadas
programadas :

Desarrollo de S .. .. | Revision general y especifica de
Recopilacién/identificacion : , .

protocolos para s protocolos internacionales (paises que
y adaptacion de - : . N

la toma de|: > . efectuaron la vigilancia epidemioldgica en
informacion existente . s

muestras y aguas residuales) con relacion a la toma

analisis de _sobre : prO.tOCOIOS de muestra, sedimentacion, concentracion

. internacionales y sistemas ' ' :
laboratorio o y procesamiento molecular, con referencia
s de gestion para P ;
clinico para la . . . | base de la metodologia aplicada en Costa
L, laboratorios de biologia | - o

deteccion y Rica aprobada por la Organizacion
molecular :

respuesta al Panamericana de Salud - OPS.

COVID-19 en Se verifico la capacidad de cada

aguas laboratorio tanto en el departamento de

residuales. Santa Cruz (Laboratorio BIOSCIENCE,

Laboratorio de Biotecnologia - UCB) como

instalada actual del/los | en La Paz (Laboratorio de la Facultad de
laboratorios Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas -
UMSA), disponibilidad de equipos vy
compromiso en la ejecucion del proyecto
en sus distintas fases.
Se valoro la capacidad operativa de cada
. .| laboratorio respecto a la disponibilidad de
Seleccionar laboratorio equipos tanto en la ciudad de La Paz
para pruebas PCR, quip y

(evaluar requerimientos de
eguipamiento)

Santa Cruz, los cuales facultaban la
deteccién de los genes RdRp, E, N1y N2
bases genéticas y moleculares del
COVID-19.

Desarrollo de
protocolo/guia sobre toma
de muestras

Se desarrollo la guia instructiva del
Sistema de Alerta Temprana para la
Deteccion de SARS-COV-2 en aguas
residuales implementado en Bolivia. La
cual describe procedimiento de toma de
muestras, andlisis de parametros, in situ,
basicos y moleculares. Ademas de
procedimientos efectuados del modelado
del Alcantarillado Sanitario, Sistemas de
procesamiento de datos y la métodos de
validacién estadistica de los




Indicador AEeEe Acciones ejecutadas
programadas

procedimientos empleados en el proyecto
con la correlacibn de los distintos
parametros empleados, los in situ,
basicos, complementarios con los
moleculares. En el caso de Costa Rica ya
contaba con la “Guia para el andlisis y la
cuantificacion del SARS-CoV-2 en aguas
residuales, 2021”, siento un actor
fundamental en la estandarizaciéon de
metodologia aplicada en Bolivia.

La fase operativa del proyecto duro 6
meses, con una frecuencia de toma de
muestras de forma semanal, habiéndose
determinado el patrén horario 6ptimo en la
Toma de muestras en el | etapa de calibracion del modelo, por el
sistema modelado andlisis de graficas de cargas
microbioldgicas en las aguas residuales
de los colectores del sistema, por lo que
se generaria en estos horarios una mayor
concentracion de la carga contaminante.
Colecta de muestras de aguas residuales.
Procedimiento de toma de muestra de
agua residual

Procedimiento de colecta, codificado y
transporte de muestras de agua residual,

Evﬁ(l:l;i%?]n de dlg analisis de parametros in situ y basicos y

mpetodolo as de andlisis de paradmetros moleculares, bajo
09 o los siguientes procedimientos:

deteccion cualitativas,

- Concentraciéon de las muestras,

- Extraccién del acido nucleico (RNA)

- Concentracion y Cuantificacion viral,

- Extraccién del cido nucleico (RNA)

- Transcripcion inversa del RNA,

- Reaccion en cadena de la polimerasa
atraves de RT-gPCR (genes N1, N1, E
y RdRp) y aplicacién de RT-LAMP.

cuantitativas y/o mixtas
para el Sistema de Alerta
Temprana.

Indicador 3: Al menos 20 personas capacitadas (10 por pais) para el desarrollo de analisis y
toma de muestras de agua residual.

Tabla 6: Acciones de cumplimiento del Indicador 3

Indicador BT EGES Acciones ejecutadas
programadas
Al menos 20 | Entrenamientos virtuales: | Se efectuaron en fecha 09 al 10 de diciembre
personas toma de  muestras, | del 2021, intercambios de experiencia y
capacitadas (10 | analisis laboratorios | conocimiento respecto a la metodologia y

por pais) para el | (incluye desarrollo de | protocolos de deteccion de SARS-CoV-2 en
desarrollo de | procesos didacticos para | aguas residuales implementado en Costa

andlisis y toma | respaldo de las | Rica para conocimiento de Bolivia.
de muestras de | capacitaciones)
agua residual. Capacitaciones in situ | Del 13 al 17 de diciembre del 2021, personal

para el intercambio de | especializado en Biologia Molecular de la




Indicador

Actividades
programadas

Acciones ejecutadas

experiencias,
metodologias,
secuencias operativas y
protocolos institucionales
entre Bolivia y Costa Rica

Universidad Mayor de San Andrés
capacitaron a personal de COOPLAN,
BIOSCIENCE y la Universidad Catolica
Boliviana en temas referentes a
metodologias, secuencias operativas Yy
protocolos de toma de muestras,
concentrado y andlisis molecular de las
aguas residuales.

De igual forma se efectuaron las
capacitaciones presenciales en Costa Rica
para aplicacion del método RT-LAMP de
deteccibn de SARS-CoV-2 en aguas
residuales, con presencia de personal
laboratorio Nacional de Agua dependiente
del AYA, Instituto de Investigaciones en
Salud (INISA) de la Universidad de Costa
Rica.

Evaluacién de las
personas capacitadas
sobre su aprendizaje (y
aporte tedrico-practico a
la sistematizacion del
conocimiento)

El 17 y 18 de junio del 2022, se efectud de
parte de los especialistas de la UMSA la
valoracion y ajustes de los procedimientos
empleados en la fase operativa del proyecto,
en presencia de todas las contrapartes:
COOPLAN, BIOSCIENCE, UcCB vy
representantes de la GIZ.

Sistematizacién y gestién
del conocimiento de
avances Yy resultados

Se efectud la sistematizacion del Proyecto
de Cooperacién Triangular para el
Saneamiento en todas sus lineas de accion,
exponiendo las acciones efectuadas vy
resultados obtenidos.

6 METODOLOGIA IMPLEMENTADA DE DETECCION DE SARS-COV-2

La metodologia implementada para la deteccion de SAR-CoV-2 en aguas residuales se
resume en las siguientes fases y acciones presentados en la Figura 1.

Figura 1
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El precedente esquema se resume en los siguientes pasos:

® oo T

-

g.

Colecta de muestras de aguas residuales.

Andlisis fisicoquimicos, microbiolégicos y moleculares.

Sedimentacién y centrifugacion de la muestra de agua residual.

Extraccion de RNA viral.

Procesamiento de las muestras mediante RT-gPCR con deteccién de los genes
RdRp, E, N1y N2.

Aplicacion de la técnica RT-LAMP.

Procesamiento y analisis de los resultados en el Centro de Control y Monitoreo.

6.1 Faseinicial

6.1.1

Modelamiento hidraulico del Sistema de Alcantarillado Sanitario

El modelamiento hidraulico del area de intervencion de la Cooperativa de Servicios Publicos
de Agua Potable y Alcantarillado Plan Tres — COOPLAN R.L., ha simulado la hidrodinamica
de colectores (tuberias de recoleccién de aguas residuales) con diametros desde 150 mm
hasta el emisario de 1200 mm. Este ultimo es el que conduce el agua residual desde la red,
hasta la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR), ubicada a aproximadamente
12 kilometros en el sector Sudeste del area de prestacion de servicios.

El operador reporta un total de 15 830 conexiones y la PTAR cuenta con una capacidad
instalada de 1 235 m®hora, con un indice de tratamiento de agua residual de 80,43%
(Indicadores AAPS, 2020).

6.1.1.1 Metodologia implementada para el modelo hidraulico

1)

2)

3)

4)

Recopilaciéon de lainformacidn; referente a la topologia de la red de alcantarillado,
ubicacion de camaras de inspeccion, profundidad y seccién de la topografia del
terreno, caudales de consumo facturado, caudales en la red de alcantarillado,
caudales de salida de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales - PTAR o tanques
de agua potable, tirante, tensién tractiva y velocidad.

Procesamiento de la informacién; traspaso de la informacién de los archivos tipo
“Shape” en el software de modelacion hidraulica SewerGEMS v10.02, procesamiento
de demandas (consumo per capita) para estimar caudales de ingreso al modelo
(caudales descargados en la red) y verificar su comportamiento hidraulico,
procesamiento para modelacion en periodo extendido para la determinacion del
patrén horario de consumo. En este proceso se obtuvieron dos diferentes tipos de
mediciones de parte del operador: 1) los aforos de caudal en la planta de tratamiento
de aguas residuales y 2) aforos de mediciones de caudales salidos de las camaras de
inspeccion de la red de alcantarillado sanitario.

Corrida del modelo; reajustes y depuracion tanto en la parte de topologia de red,
como en el cargado de demandas en el modelo, para realizar las corridas al modelo
hidraulico.

Mediciones de campo; mediciones de campo (aforos de caudal) en puntos
significativos de la red, puntos posteriormente propuestos para efectuar las
mediciones de deteccién de genomas virales de SARS-CoV-2.



5)

6)

Establecimiento de puntos para toma de muestra: Para el levantamiento de
muestras periédicas para la detecciébn de genomas virales, en primera instancia se
efectuo la determinacion de los puntos donde se llevara a cabo esta tarea a través de
inspecciones, destapado de camaras, sondeos, etc. Tras reuniones técnicas con el
equipo de trabajo, se determind que algunos de estos puntos sean parte de aquellos
donde se realizaron los aforos de caudal siendo los mas importantes en temas de
concentracion de parametros contaminantes. Asimismo, comprendiendo la
metodologia del Sistema de Alerta Temprana, se suprimid la toma de puntos en
cuencas pequefas y poco representativas en términos poblacionales.

Con estas consideraciones, la Figura 6 muestra los cinco puntos definidos para la
toma de 5 muestras de agua residual. Los dos puntos del extremo Sur (CP 113y C
747) correspondera a la medicion de los parametros moleculares de las dos cuencas
principales del sistema de alcantarillado sanitario de COOPLAN y SAJUBA, los otros
tres puntos corresponden a las subcuencas mayores (CP1-30, N-158 y N-669).

Analisis hidraulico para la obtencidon de concentraciones: La dinamizacion del
modelo corresponde a la aplicacion de varias herramientas, ademas del software de
modelacion. Este si bien puede simular el comportamiento hidraulico completo a partir
de un escenario, no permite la proyeccion de algunos resultados, como ser el caudal,
velocidad o tirante de agua en cada tramo, dado que estos son producto del calculo
de acuerdo con el procesamiento de consumos Yy descargas cargado al sistema. Sin
embargo, para la obtencion de cargas contaminantes, es necesario estimar el caudal
de flujo al momento de la toma de la muestra.

En este sentido, si la carga contaminante de parametros esta en funcion a la cantidad
de agua gque pasa en ese momento por los puntos de control, la medicion del tirante
de agua en ese instante permitira, a través de la aplicacién de la hidraulica en el
modelo calibrado (formula de R. Manning), el calculo del caudal que estaria pasando
por estos puntos.

En cuanto a la informaciéon de macro medicion a través de mediciones de caudal en
salidas de tanques de almacenamiento y/o ingresos a la PTAR, se analiz6 la
informacion recabada por la EPSA, en la etapa de calibracién del modelo.

Otras recomendaciones técnicas Utiles para calibrar un modelo hidraulico:

1)

2)

3)

Verificacion de la topologia de la red de manera sectorizada (pequefias subcuencas)
donde se evallen las caracteristicas de los componentes principales de la red, cotas
de salida e ingreso de cada tramo, a fin de comparar con los planos as built y verificar
la pendiente real de cada tramo.

Cada area servida de la poblacion puede tener comportamientos de uso diferentes en
funcioén al tipo de viviendas o establecimientos que estén en el gar. En este caso, la
data de medicién de sistemas de agua potable es importante para poder estimar el
comportamiento de manera sectorizada en cada sistema o circuito de agua

Realizar estudios de costumbres de uso del agua potable y verificar posibles valores
para el célculo del coeficiente de retorno.



4) Estudio de mediciones en diferentes tramos de la red de alcantarillado para verificar y
calcular posibles variaciones de coeficiente de rugosidad y evaluar la incidencia de
este valor en las ecuaciones de R. Manning en los tramos de estudio.

6.2 Creacion del CCM

Para la conformacion de la base dinAmica de datos, la interpretacion de los resultados y el
seguimiento histérico de la evolucién del virus dentro del &rea de estudio se ha proyectado
conformar un Sistema Informéatico de seguimiento. El sistema ha sido denominado Centro de
Control y Monitoreo (CCM), el cual permite gestionar los datos con la velocidad que requiere
un sistema de alerta temprana tanto para la implementacion de acciones preventivas como
principalmente en la etapa posterior (denominada etapa reactiva).

Definidas las condiciones técnicas de la interfaz entre las bases de datos generadas por el
modelo hidraulico y las requeridas por la herramienta, se elaboraron diferentes diagramas de
entidad relacion, diagrama fisico de la base de datos, de forma de facultar el manejo facil e
interaccion de los datos recogidos por las brigadas de campo (programacion front-end). Este
proceso se ha llevado a cabo para la generacién automatica de reportes y su inequivoca
interpretacion, en funcién de los criterios cientificos generados en el proyecto piloto por los
especialistas. Asimismo, se realizaron diagramas UML (estructura y comportamiento)
tomando en cuenta los siguientes parametros: andlisis de muestra, método epidemiolégico,
lectura y reporte de datos.

En el sistema se registran los resultados de la medicion de los parametros determinados in
situ: Temperatura, Potencial de Hidrogeno pH, Conductividad Eléctrica, Oxigeno Disuelto,
Solidos Disueltos Totales - TDS, Altura del agua (tirante hidraulico), otros pardmetros
fisicoquimicos a ser determinados en laboratorio: Demanda Quimica de Oxigeno DQO,
Demanda Bioquimica de Oxigeno DBOs y parametros microbiol6gicos indicadores de
contaminacion fecal: Coliformes Termotolerantes. Adicionalmente, se registran resultados de
concentracion de los genomas virales obtenidos a través del andlisis del agua residual
mediante procedimientos RT-gPCR y LAMP (anteriormente descritos). Los datos
correlacionados, permiten generar graficas estadisticas por semana de la concentracion viral
y su prevalencia en las areas de estudio.

Figura 2: Centro de Control y Monitoreo — CCM
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EPIDEMIOLOGIA BASADA EN
AGUAS RESIDUALES

Por primera vez en medio, se ha propiciado una sinergia
entre laboratorios de biologia molecular, calidad
fisicoquimica y bacteriolégica de aguas residuales. Los
resultados son la base para un analisis probabilistico de
datos con el que SMART pretende “adelantarse al virus”.
Ingenieria biotecnolégica, epidemiologia, ingenieria
sanitaria y estadistica, son la base de esta ciencia del

futuro, para generar resiliencia en nuestra sociedad.
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Fuente: Elaboracién propia
6.2.1 Aplicacion moévil digital

Se desarrollé una aplicacion movil para generar trazabilidad en la colecta de las muestras de
parametros in situ, basicos, complementarios y moleculares con vinculacion directa al Centro
de Control y Monitoreo (CCM), de forma de dar seguimiento en tiempo real de las muestras
de agua residual. Dentro de la aplicacién movil todas las instituciones colaboradoras estan
autorizadas a subir datos, leer resultados y estar informados de todo el proceso operativo
dentro del proyecto en sus diferentes fases.

6.3 Fase operativa

6.3.1 Puntos, frecuencia, codificado de muestras

Con base a los resultados del modelamiento hidraulico de la red de Alcantarillado Sanitario
del area de servicio de la Cooperativa de Servicios Publicos de Agua Potable y Alcantarillado

Plan Tres — COOPLAN R.L., se establecieron 5 puntos representativos de toma de muestras
de agua residual ubicados en cdmaras de inspeccion codificadas de la siguiente manera:

Tabla 7: Puntos de toma de muestras



Punto 1 N669
Punto 2 N158
Punto 3 CP130
Punto 4 CP113
Punto 5 Cr47

Figura 3: Puntos para toma de muestra dentro del Sistema de Alcantarillado Sanitario.
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Fuente: Bellido (2021).

La toma de muestras se ha efectuado con una frecuencia semanal (1 dia a la semana), por 6
meses, empleandose como indicador fecal el parAmetro Coliformes Termotolerantes y se ha
establecido la relacibn de carga contaminante, a través de la multiplicacion de las
concentraciones de Coliformes Termotolerantes por el caudal instantdneo de descarga en
ese mismo momento. Este procedimiento se ha efectuado en 15 muestras simples (1 cada
hora) por un periodo de 15 horas continuas en los dos puntos representativos identificados
enlared (Camaras CP113y C747), con esta caracterizacion hidraulica, se identificé el horario
Optimo de toma de muestras de agua residual, entre horas 09:00 a 11:00 am.

Cada envase de muestra fue etiquetado con los siguientes datos: fecha, hora de muestreo,
codigo de la cAmara de inspeccion, como se exhibe en la Tabla 7. Asimismo, se siguieron los
protocolos de muestreo, cadena de custodia y levantamiento de datos de campo referenciales
(coordenadas, condiciones climaticas y responsable de toma de muestra).

Tabla 8: Codificacion de muestras colectadas



Cdédigo camara N669

Fecha 29/05/22
Hora 09:00
Cddigo N6692905220900

Fuente: Elaboracion propia

6.3.2 Materiales, insumos y equipos empleados en la fase operativa

Tabla 9: Materiales, insumos, equipos empleados en la fase operativa

Toma de muestras

Jarra de plastico de 2L
Envases esterilizados (1000 ml)
Etiquetas, rotulador
Conservadora (25 litros)
Multiparamétrico

Agua destilada

Flexédmetro

Concentracioén viral

Tubos Falcon (50 ml)
Agua destilada

Bafio maria

Macro centrifuga
Agitador de tubos Vortex

Extraccion del acido
nucleico (RNA) viral

Micropipetas 5 a 1000 pl.

Tips con filtro de 50, 200 y 1000 pl.

Kit de extraccion de RNA - IBI SCIENTIFIC.
Tubos de 1,5ml.

Rotulador.

Agitador de tubos Vortex.

Microcentrifuga.

Gabinete de Bioseguridad Clase |l

Pre-PCR

Control negativo (agua libre de RNAsas)

Tips de 10 pl desechables con filtros.

Micropipeta (1-10 pL).

Microtubos de Pre-PCR (50 pL).

Master Mix para los genes RdRp y E (Logix Smart
(COVID-K-002)

Cabinas con luz UV para PCR

RT-gPCR
(Genes RdRp y E)

Control positivo

Ciclador magnético y computadora

Cabinas con luz UV para PCR

Muestras de RNA

Mix especificas para SARS CoV-2 Logix Smart SARS-
CoV-2 (COVID-K-002). Test Kit CO-DIAGNOSTICS, INC.




= Cabinas con luz UV para PCR
» FIREScript RT cDNA Synthesis KIT 5x HOT FIREPoI®
RT-gPCR Evagreen® Qpcr
(Genes N1y N2) = Combi-Spin, Mini centrifuga/agitador vortex
= Applied Biosystems™ Termociclador Veriti™
= StepOnePlus™ Real-Time PCR System
= Micropipetas de (1-10 pL; 2-20 pL; 20-200 pL; 100-1000
ML)
= Tips con filtro (10 pL; 20 pL; 200 pL; 1000 pL)
= Microplaca
= Rotulador
* Incubador IF110 Memmert Single DISPLAY
= Epoch Microplate Spectrophotometer — BioTek
= Buffer de LAMP
RT-LAMP = Las absorbancias 430nm (Amarillo) y 560nm (Rojo) en el
lector de microplacas (Epoch Microplate
Spectrophotometer -BioTek)
=  Primer MIX de LAMP.

= Alcohol al 70%
= Guantes nitrilo
= Barbijos KN-95
= Mandil de laboratorio
Mandil de laboratorio descartables
= Mascara de proteccion facial
= Cofia
= Protector de zapatos

Bioseguridad - EPP

6.4 Andlisis de parametros in situ, basico y complementarios

6.4.1 Parametros in situ

Determinacién del tirante hidraulico, efectuando la medicién de la distancia vertical del punto
mas bajo de la seccién de la cAmara (confluencia de varios colectores) a la superficie libre
del agua a traves de una varilla metdlica introducida de forma vertical, donde se procede a
medir con un flexo (cm) la parte humedecida con el agua residual.

6.4.2 Parametros basicos

A través del equipo multiparamétrico HI 98494, se mide diferentes parametros basicos como
ser: pH, Conductividad Eléctrica, Oxigeno Disuelto (OD), Temperatura y Soélidos Disueltos
Totales (TDS).

6.4.3 Paradmetros fisicoquimicos y microbiol6gicos

Los pardmetros DBO5, DQO y Coliformes Termotolerantes fueron analizados por un
laboratorio subcontratado, legalmente establecido.



Figura 4: Toma de muestra de agua residual

A: Medicion de tirante B: Pardmetros in situ C: Etiquetado D: Toma de muestra para andlisis molecular E: Toma de muestra para analisis
microbioldgicos y fisicoquimicos F: Conservacion y transporte de la muestra.



6.5 Anélisis molecular

ETAPA |

Concentracion viral

ETAPA II

Extraccion del acido nucleico (RNA) viral.

ETAPA 111

Cuantificacion viral.

Tabla 10: Fase operativa - Etapas |, Il y llI

Etapa | - Concentracion de las muestras: Ver descripcion de procedimientos
empleados en la tabla 11, 12y 13.

Etapa Il - Extraccion del acido nucleico (RNA) viral: Una vez obtenido el pellet de cada
punto de muestreo se procede a la extraccion del RNA viral, a traves del kit IBI-
SCIENTIFIC. En caso de no procesar las muestras el mismo dia, se debe conservar 200
mg de muestra sélida a - 20 °C, para poder efectuar la extraccion del RNA viral.

Condiciones del reactivo antes de trabajar:

Antes de usar verificar si se afadié etanol absoluto al AD Buffer.

Antes de usar verificar si se afiadio etanol absoluto al Wash Buffer.
Mezclar todos los reactivos de forma invertida 3 a 5 veces antes de usar.

Etapa lll - Procedimiento de cuantificacion viral: Para la deteccion molecular del SARS
CoV-2 se efectuaron dos técnicas: RT-gPCR y RT-LAMP, las mismas que fueron realizadas
en los laboratorios especializados como BIOSCIENCE SRL. en la ciudad de Santa Cruz
(amplificacion de los genes RdRp y E) y en la Universidad Mayor de San Andrés-Facultad
Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas en la ciudad de La Paz (amplificacion de los genes
N1y N2).

Condiciones del reactivo antes de trabajar:

Se debe trabajar con las alicuotas del Mix, el mismo se debe usar sobre hielo.

El control negativo y el control positivo se deben trabajar en cabinas de flujo laminar
separadas.

Nota: Los procedimientos a detalle empleados en cada fase se encuentran descritas en las
tablas subsiguientes.



6.6 Procedimientos Empleados

Tabla 11: Etapa |

ETAPA |

CONCENTRACION VIRAL

Paso I:
Pasteurizacion

Llevar las botellas a bafio maria durante 90 min a una
temperatura de 60 °C.

Paso Il:
Concentracion
de sedimento

1.

w

Distribuir la muestra de la botella una vez pasteurizada
en 8 tubos de centrifugacién de 50 ml y etiquetarlos con
los codigos de las botellas.

. Centrifugar los 8 tubos a 5000 revoluciones por minuto

por 5 minutos.

Descartar el sobrenadante.

Agregar la muestra nuevamente, repetir el
procedimiento cuatro veces mas, hasta tener una
cantidad considerable de sedimento aproximadamente
2 a 5 gr., (En la prueba piloto se observdé que el
sedimento de 1 litro de muestra de agua residual es
suficiente).

. Finalmente, todos los pellets que correspondan al

mismo punto de muestreo se deben agrupar en un solo
tubo Falcon.

. La muestra esta lista para su procesamiento, en caso de

no usarla se debe congelar a -20 °C bien etiquetada y
en un congelador de muestras biologicas
potencialmente contaminadas y que tenga la sefial de
riesgo bioldgico.

-

o)

A: Bafio maria B: Fraccionamiento de la muestra C: Centrifugacion
D: Union de las muestras en un tubo E: Vortex F: Obtencion del
solido




Tabla 12:; Etapa ll

ETAPA I EXTRACCION DEL ACIDO NUCLEICO (RNA) VIRAL
Paso I: Lisis 1. Transfiera 200 mg de muestra a un tubo de centrifuga de 1,5 ml, con la ayuda de una espatula.
2. Agregar 200 ul de tampon fosfato salino o buffer fosfato salino (PBS) para evitar que el solido pueda tapar las
columnas durante la extraccion de RNA.
Centrifugar a 5000 rpm durante 1 min
Transferir 200 ul de la muestra (sobrenadante) a otro tubo de 1,5 ml.
Agregue 400 ul de VB lisis Buffer a la muestra y luego mezcle con el agitador de tubos Vortex.
Incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Paso_ I_I: _ Agregue 450 ul de tampdn AD Buffer (asegurese de que se haya agregado etanol) al lisado de muestra.
Precipitacion de Agite vigorosamente el tubo en el Vortex y realice un spin.
los acidos Coloque una columna en un tubo colector de 2 ml.
nucleicos

Transfiera 600 pl de la mezcla de lisado a la columna.
Centrifugar a 14000 rpm durante 1 minuto.
Desechar el contenido liquido y vuelva a colocar la columna VB en el tubo colector de 2 ml.
Transfiera la mezcla restante a la Columna VB.
Centrifugar a 14000 rpm durante 1 minuto.
Deseche el tubo colector de 2 ml que contiene el sobrenadante.
Transfiera la columna VB a un nuevo tubo colector de 2 ml.

Paso lll; Lavados

Agregue 400 ul de tampdn W1 a la columna y luego centrifugar a 14000 rpm durante 30 segundos.
Desechar el contenido liquido y vuelva a colocar la columna VB en el tubo de recolector de 2 ml.
Agregue 600 pl de Wash Buffer a la columna.

Centrifugar a 14000 rpm durante 30 segundos.

Desechar el contenido liquido y vuelva a colocar la columna en el tubo colector de 2 ml.
Centrifugar a 14000 rpm durante 3 minutos para secar la matriz de la columna.

Paso IV: Elucion
del RNA viral

PwbdpPRlo~wdREIBOONOOAWDNEIOO D W

Coloque la columna VB seca en un tubo limpio de 1,5 ml.

Agregue 50 yl de agua libre de RNAsa al centro de la matriz de la columna.

Deje reposar durante al menos 3 minutos para garantizar que la matriz absorba el agua libre de RNAsa.
Centrifugar a 14000 rpm durante 1 minuto para eluir el acido nucleico purificado.




| 5. Obtencidn de 50 ul de RNA viral.

Figura 5: Extraccién de RNA viral

A: Etiquetar tubos B: Sustraer la muestra solida C: PBS y muestra sélida D: Uso de columnas de silice E: Centrifugacion F: Obtencion
del RNA viral.




Tabla 13: Etapa Il

ETAPA Il

CUANTIFICACION VIRAL

Paso I: Pre-PCR

=

El efectuar el procedimiento se debe realizar dentro de la cabina de flujo laminar nivel II.

. Descongelar el Mix de PCR y dispensar 5ul a cada microtubo de acuerdo con la cantidad de muestras, incluidos

control positivo y control negativo
Posteriormente se agrega 5 ul de agua libre de RNAsa como control negativo, se cierra el microtubo y se procede
al etiguetado.

Paso Il: RT-
gPCR
(genes RdRp- E)

5.
6.

. Trasladar los microtubos que contienen el Mix a la cabina del &rea de PCR, en la cual se encuentran las muestras

de RNA viral y el control positivo.
Agregar en orden 5 ul de muestra (extracto de RNA viral) a cada microtubo, cerrar y etiquetar.

. Una vez cerrados los microtubos que contienen el Mix y las muestras, se transfiere el control positivo con 5 i, se

cierra y etiqueta.

Trasladar los microtubos al Ciclador magnético (previamente se debe abrir el programa y registrar los codigos de las
muestras), introducir los microtubos al Ciclador magnético siguiendo el mismo orden registrado en el programa del
equipo, realizar una verificacion de los codigos de las muestras y controles antes de cerrar el Ciclador

Una vez realizada la verificacién, se procede a dar inicio al programa de amplificacién

Proceder a la lectura e interpretacion de los resultados.

Paso lll: RT-
gPCR
(Genes N1y N2)

Transcripcion inversa del RNA

1.
2.

3.

Preparar en la cabina de PCR el material necesario y el kit a utilizar.

En microtubos de 200 pl afiadir 15 pl del mastermix de la Reverso transcripcion (FIREScript RT cDNA Synthesis
KIT).

Afadir en orden 5 pl de la muestra (extracto de RNA viral) a cada microtubo, cerrar y etiquetar.

Trasladar los microtubos al termociclador (Applied Biosystems™ Termociclador Veriti™) (45 minutos: 10 minutos a
25°C, 30 minutos a 60°C, 5 minutos a 80°C)

. Retirar los microtubos para el siguiente paso.

Reaccion en cadena de la polimerasa




bR

2

Preparar cabina de PCR el material necesario y el kit a utilizar

En microtubos de PCR afiadir 15 pl de mastermix de la PCR en tiempo real (5x HOT FIREPol® Evagreen® PCR)
Agregar 5 pl de muestra (DNA copy) a cada microtubo de PCR.

En microtubos de PCR aparte de las muestras con 15 pl de mastermix agregar 5 pl del control Positivo y del control
negativo (agua libre de nucleasas) y cerrar todos los tubos.

Preparar la reaccion tanto para el gen N como para el gen P.

Trasladar los microtubos de PCR al termociclador en tiempo real (StepOnePlus™ Real-Time PCR System)
configurar el equipo segun el protocolo del kit (15 minutos a 95 °C, 45 ciclos de 10 segundos a 90°C y 30 segundos
a 58°C)

Proceder a la lectura e interpretacioén de los resultados.

Paso
LAMP

V:

RT-

Pwn

O NG

. Realizar una lectura de microplaca sin reactivos e irradiar la cabina con luz UV para evitar interferencias y una

degradacion del RNA, conservar la microplaca siempre tapada para evitar interferencias de Ph (figura 13).
Identificar los pocillos para cada muestra

Agregar 12,5ul buffer de LAMP colorimétrico a cada pocillo

Agregar 2 pl de un preparado de Primers (cebador F3 2uM, cebador B3 2uM, FIP 16uM, BIP 16uM, LoopF 8uM y
LoopB 8uM)

Agregar 1yl de muestra de RNA

Enrasar hasta 20ul con agua libre de nucleasas

Incubar la Microplaca a 60°C por 30 minutos en la incubadora (Applied Biosystems™ Termociclador Veriti™)
Lectura de resultados.




Figura 1. RT-gPCR (deteccion de genes RdRp, E, N1y N2)




Figura 2: RT-LAMP (deteccion de genes RdRp, E, N1y N2)

=~

A: Trabajar sobre hielo B: Separar microtubos C: Preparando master-Mix D: Dispensar el master-Mix E: Agregando el
RNA viral de las muestras F: Preparacion del Ciclador.

A: RNA viral para procesamiento B: Identificacion de pocillos C: Agregando reactivos D: Incubacion de la microplaca
E: Reactivos y muestras F: Lectura de resultados.



6.7 Procesamiento y analisis de los resultados

Los datos obtenidos fueron procesados de forma semanal, introduciéndolos al Centro de
Control y Monitoreo (CCM), resultados del analisis de los pardmetros in situ y basicos como
ser: Tirante Hidraulico (cm), temperatura, Potencial de Hidrogeno pH, Conductividad
Eléctrica, Oxigeno Disuelto, Sdlidos Disueltos Totales - TDS (ppm). Parametros fisicos
quimicos y microbiol6gicos como ser: Demanda Quimica de Oxigeno DQO (mg/l), Demanda
Bioguimica DBO5, Coliformes Termotolerantes (NMP/100ml), y el andlisis molecular
mediante la técnica de RT-gPCR Y RT-LAMP efectuada para diversos genes (RdRp, E, N1y
N2) efectuado en los departamentos de Santa Cruz y La Paz, a traves de los especialistas en
Biologia Molecular como contraparte del Proyecto.

Esquema 1: Areas donde se efectud el andlisis molecular

En el departamento de Santa Cruz se efectu6
la deteccidén de los genes RdRp y el gen E, a
traves de los Kits:

Mix especificas para SARS-CoV-2 Logix
Smart SARS-CoV-2 (COVID-K-002) Test
Kit CO-DIAGNOSTICS. INC

En el departamento de La Paz se efectud la
deteccion de los genes N1y N2 a traves de:
Kit FIREScript RT cDNA Synthesis

Kit 5x HOT FIREPoI® Evagreen® PCR

7 VALIDACION DE PROCEDIMIENTOS Y METODOLOGIAS EMPLEADAS

7.1 Sitio de estudio

Descripcion y delimitacion del area de estudio e intervencion resultado de la modelacién
hidraulica de los colectores de aguas residuales que facultaron la identificacién de los puntos
de toma de muestra, los cuales describen su representatividad, accesibilidad y poblacién
servida.

Para el establecimiento de la frecuencia de toma de muestras y metodologia de cuantificacion
de la carga viral de SARS CoV-2 se us6é como marcadores moleculares los genes N1, N2, E
y RdRp, mediante dos técnicas RT-gPCR y RT-LAMP. Adicionalmente se analizaron
parametros fisicoquimicos y biolégicos complementarios a ser de forma de correlacionar el
contenido de materia fecal con la carga viral, en nuestro caso fueron empleados como ser
TSD, DQO, DBO5 y NMP de Coliformes Termotolerantes (Gonzalez et al., 2020; Haramoto
et al., 2020; Kitajima, 2020).



7.2 Construcciéon de la base de datos

A partir de los datos experimentales y reportes epidemioldgicos se construyeron dos bases
de datos, la primera describe la carga viral de SARS-CoV-2 en cada punto de muestreo,
levantada de forma semanal por el periodo de intervencion con el proyecto piloto (Saguti et
al., 2021; Wu, Xiao, Zhang, Gu, et al., 2020; Wu, Xiao, et al., 2020).

La segunda base de datos refleja el comportamiento epidemiolégico de la pandemia de
SARS-CoV-2 durante el mismo periodo de tiempo, considerando el nimero de casos
positivos, personas hospitalizadas y fallecidos por la enfermedad en el area de estudio (Bar-
Or et al., 2020; Bogler et al., 2020).

Los datos de la carga viral fueron corregidos respecto a la concentracion de heces en aguas
residuales estimada con los pardmetros fisicoquimicos y biolégicos descritos previamente
(Peccia et al., 2020; Polo et al., 2020).

7.3 Balance de masas

A partir de la primera Base de datos se estimd el nUmero real de personas infectadas en el
area de estudio mediante un balance de masas de acuerdo con la siguiente formula:

( Copias de RNA ) . (litros de agua residual)
litros de agua residual por dia

(gramos de heces) . ( Copias de RNA )
persona — dia por gramo de heces

Personas infectadas =

Este balance de masas incorpora la incertidumbre de cada variable considerada mediante
una simulacion de Monte Carlo (F. Ahmed et al., 2021; W. Ahmed et al., 2020). Para esto
toma el nimero de copias como una estimacion puntual en cada camara de inspeccion y
como el maximo y minimo respecto a una distribucién uniforme cuando se considera toda el
area de estudio. El flujo diario de aguas residuales de la poblacién estimada se estableci6 en
100 L/persona/dia, como lo descrito para paises en vias de desarrollo (Tscharke et al., 2019).

Los gramos de heces por persona fueron modelados respecto al log10 con una distribucion
normal de media de 2.386 y desviacién estandar de 2.115 (Brown et al., 1996; Rose, et al.,
2015). Finalmente, el numero de copias de RNA por gramo de heces fue modelado con una
distribucion log-uniforme de 2.56 a 7.67 (Medema et al., 2020). Cada estimacién se corrio
10000 veces, obteniéndose la mediada de personas infectadas por dia en cada localidad y
respecto a todos los marcadores moleculares empleados en el estudio (D'Aoust et al., 2021;
Fongaro et al., 2020).

7.4 Analisis estadistica de los datos obtenidos
7.4.1 Correlacion

Se estim6 la significancia estadistica de la correlacion existente entre la prevalencia
determinada mediante el balance de masas y los descriptores epidemioldgicos de la segunda
base de datos (W. Ahmed et al., 2020; Medema, Heijnen, et al., 2020). Los p -valor fueron
corregidos usando el método Benjamini Hochberg, para una tasa de falso descubrimiento de
0.1 (Chavarria et al., 2020; Wu, Xiao et al., 2020).

La correlacion fue empleada para comparar los datos a nivel de marcadores moleculares, en
cada area de la zona de estudio y respecto a la utilidad de los factores de correccion.



Adicionalmente se realizaron correlaciones simples entre los resultados obtenidos en las dos
metodologias empleadas RT-qPCR y RT-LAMP (Chavarria-Mir6 et al., 2020; D'Aoust et al.,
2021).

7.4.2 Modelo de regresion

Para determinar el tiempo de latencia entre la deteccién de la sefal en aguas residuales
respecto a la sefial obtenida por los descriptores epidemiologicos se construyé un modelo de
regresion de series temporales, asumiendo una distribucién de Poisson para la carga viral de
SARS-CoV-2 en aguas residuales, e incluyendo la incertidumbre asociada tomar en cuenta
la sobre dispersion y la autocorrelacion entre variables explicativas (Li et al., 2021; Peccia et
al., 2020; Peccia et al., 2020; Xiao et al., 2021).

Este andlisis fue llevado a cabo mediante una aproximacion Bayesiana dada las multiples
fuentes de incertidumbre y los factores asociados a la trayectoria de la carga viral que no
pueden ser cuantificados directamente, todos los analisis y gréaficos fueron realizados en el
entorno de programacion R (Peccia et al., 2020; R Development Core Team, 2019).

8 CAPACITACIONES E INTERCAMBIO DE EXPERIENCIAS

8.1 Intercambio presencial de experiencias entre Costa Ricay Bolivia

Se efectuaron reuniones virtuales y presenciales entre equipo técnico - cientifico de Costa
Rica (Laboratorio Nacional de Aguas del Instituto Costarricense de Acueductos y
Alcantarillado - AYA) y Bolivia (Especialistas en Biologia Molecular de los departamentos de
Santa Cruz y La Paz), de forma de conocer la metodologia de deteccion y cuantificacion de
SARS-CoV-2 implementada en Costa Rica bajo la técnica de RT-qPCR. Lo cual faculto y
fortalecio al establecimiento de una metodologia estandarizada que pueda ser aplicada en el
contexto Nacional.

De la misma forma, Bolivia a traves de especialistas en Bioguimica Molecular de la
Universidad Mayor de San Andrés capacito de forma presencial a los representantes de
Laboratorio Nacional de Aguas del Instituto Costarricense de Acueductos y Alcantarillado -
AYA Costa Rica (julio 2022), en la implementacién de la técnica de RT-LAMP para la
deteccion de SARS-CoV-2 en aguas residuales.

8.2 Entrenamientos virtuales

En fecha 09 y 10 de diciembre del 2021, la Dra. Teresa Alvarez jefe del Area Bioquimica
Molecular - Universidad Mayor de San Andrés — UMSA, presento la metodologia empleada y
resultados obtenidos en su investigacion “Deteccion de SARS-CoV-2 en aguas superficiales
de la ciudad de La Paz”.

En la misma fecha, representante del Laboratorio Nacional de Aguas del Instituto
Costarricense de Acueductos y Alcantarillado - AYA, presento la metodologia andlisis y
cuantificacion de SARS-CoV-2 en aguas residuales implementado en Costa Rica, detallando
su aplicabilidad y funcionalidad para los tomadores de decision a nivel gubernamental.

Resultado de este intercambio de experiencias y conocimiento entre los especialistas, se
valoraron las condiciones y alcance de las metodologias aplicadas en ambos paises (Ver
Tabla 13), reforzando sus capacidades y conocimientos al respecto, coadyuvando al
desarrollo de la fase operativa del Proyecto.



Tabla 14: Experiencias obtenidas en Bolivia y Costa Rica

Costa Rica

Bolivia

Proyecto de deteccion de SARS-
CoV-2 implementado para aguas
residuales

Proyecto de deteccibn de SARS-CoV-2
implementado para superficiales con
descarga de aguas residuales sanitarias.

Método de concentracion: Filtracion
de membrana de ésteres de
nitrocelulosa de 0,45 um, con MgCls.

Método de concentracion: Inactivacion del
virus a 60 °C y sedimentacion por
centrifugacion directa

Extraccion de RNA mediante el kit
RNeasy PowerWater.

Extraccion de RNA mediante el kit IBI-

SCIENTIFIC

Técnicas de cuantificacion utilizadas:
RT-PCR.

Técnicas de cuantificacion utilizadas: RT-
qPCR y RT-LAMP.

Genes detectados: N1, N2 y N3.

Genes detectados N1y N2

Imagen 1y 2: Talleres de intercambio de experiencia

\

- Prevesca gt

Figura 3. Vigilancia de la Prevalencia puntual y Alerta temprana del incremento

de casos de personas infectadas con SARS-CoV-2. SARS-CoV-2 en el rio La

Paz, municipio de La Paz (La Paz - Bolivia) desde el 27 de mayo al 10 de
viembre de 2021. L (> 18 aflos).

8.3 Capacitaciones presenciales a nivel local

Especialistas en Bioquimica Molecular de la Universidad Mayor de San Andrés efectuaron
un taller presencial en el departamento de Santa Cruz del 13 al 17 de diciembre del 2021, de
forma de establecer un espacio de intercambio de conocimiento y experiencias que faculto
definir la metodologia a implementarse de detecciobn de SARS-CoV-2 en aguas residuales
sanitarias, a traves de las técnicas de RT gPCR y RT- LAMP, como herramienta metodolégica

epidemioldgica prioritaria para la ejecucion del Sistema de Alerta Temprana.

Imagen 3, 4y 5: Capacitaciones en Santa Cruz




Capacitacion procedimiento de toma Anélisis de datos obtenidos en el
de muestra espectrofotometro

La segunda capacitacion e intercambio de conocimientos entre los distintos actores se realizé
el 17 y 18 de junio del 2022, con la finalidad de valorar los resultados obtenidos a medio
término de la fase ejecutiva del proyecto, valorar las capacitades obtenidas desde la
capacitacion inicial, efectuar la compatibilizaciébn y estandarizacion de metodologias
empleadas para el analisis molecular a traves de las técnicas RT-gPCR y RT-LAMP
implementados en el departamento de La Paz y Santa Cruz.

Las instituciones participes en ambos eventos fueron las siguientes:

Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas de la Universidad Mayor de San
Andrés.

Cooperativa de Servicio de Agua Potable y Alcantarillado Sanitario Plan Tres Mil
COOPLAN R.L.

LABORATORIO BIOSCIENCIE - Laboratorio de Diagndstico Molecular e Investigacion.
Universidad Catolica Boliviana UCB — Carrera de Ingenieria en Biotecnologia.

Personal Técnico Cooperacién Alemana GIZ — CoTriSan.



9 DEBILIDADES EN EL DESARROLLO DEL PROYECTO

El Empleo de diferentes kits para andlisis en RT-qPCR conllevo a obtener resultados
diferenciados en ambos departamentos (Santa Cruz y La Paz), procediéndose a evaluar la
sensibilidad del termociclador empleado en el Laboratorio BIOSCIENCE SRL de Santa Cruz
para determinar la diferencia de resultados y emplear el mismo Kit InVitrogen para la
deteccion del SARS-CoV-2 en ambos departamentos, de esta forma se uniformizo los datos
y estandarizo la metodologia empleada, resolviendo la problemética desatada al inicio del
fase operativa. Los Kits empleados en funcién a la capacidad operativa de cada laboratorio,
fueron los siguientes:

TestKit CO-DIAGNOSTICS: Empleado los primeros meses del Proyecto en el departamento
de Santa Cruz. Sin embargo, este no era muy sensible al momento de detectar el umbral de
los ciclos (CT) de otros genes de interés N1y N2.

InVitrogen: El Kit de InVitrogen empleado en el departamento de La Paz, respaldo los
resultados positivos obtenidos en la Fase operativa del proyecto, a comparacion con los casos
clinicos de la 5ta Ola (incremento relevante de casos positivos por COVID-19) siendo mas
sensible a la hora de detectar el umbral de ciclo (CT). Lo que condujo a establecerse de forma
oficial su empleo hasta finalizar la fase operativa del Proyecto en ambos departamentos.

10 CONCLUSIONES

El Proyecto faculto el disefio e implementacion de un Sistema de Alerta Temprana para
deteccion de SARS-COV-2 en Aguas Residuales, con procedimientos y metodologias
estandarizadas por especialistas en el rubro, implementado por primera vez en Bolivia.

Costa Rica a traves de los representantes del Laboratorio Nacional de Aguas del Instituto
Costarricense de Acueductos y Alcantarillado - AYA, con base a su experiencia y en el marco
de la Cooperacion triangular fortalecié a Bolivia en el establecimiento y disefio de una
metodologia de deteccion de SARS-CoV-2 en aguas residuales.

A traves del Centro de Control y Monitoreo (CCM) se logré predecir el incremento sustancial
de casos positivos de COVID-19, por la circulacion del virus de forma exponencial en las
aguas residuales, correlativos a los datos clinicos de quinta ola de la pandemia. Sin embargo,
no se logré hacer incidencia en las autoridades del Salud de los distintos Niveles de Estado,
para el empleo de los datos obtenidos.

Se ejecuto y dio cumplimiento al 100% los indicadores de la planificacién general del
Proyecto, teniendo Unicamente como punto débil el involucramiento del sector Salud, pese a
los esfuerzos de invitacion y socializacion de actuados efectuados.

La conformacion de un equipo multidisciplinario conducido por especialistas en Biologia
Molecular permitié implementar y dar cumplimiento a cada uno de los objetivos propuestos,
macroprocesos, indicadores y acciones especificadas programadas dentro de la CoTriSan —
linea de accion SAT SARS-CoV-2. La predisposicion de uso de ambientes, equipos y
personal operativo de parte de la EPSA COOPLAN, Laboratorio de Diagndstico e
Investigacion BIOSCIENCE SRL, UMSA - Facultad de Ciencias Farmacéuticas vy
Bioquimicas, UCB — Carrera de Biotecnologia fueron aspectos fundamentales para concluir
de forma satisfactoria cada fase del Proyecto.
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