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Resumen: 

Introducción:La detección molecular de material genético de SARS-CoV-2 en aguas resi-
duales representa una herramienta innovadora y complementaria en la vigilancia ambiental 
de COVID-19. Dado que estas aguas contienen fragmentos genéticos del virus procedente 
de las heces fecales de personas infectadas o portadoras, lo que ofrece una valiosa informa-
ción para la toma de decisiones en salud pública.
Objetivo: Determinar cuantitativamente la carga viral de SARS-CoV-2 en aguas residuales 
de la ciudad de Ibarra, con el fin de proporcionar datos que apoyen estrategias de vigilancia 
ambiental. 
Material y Métodos: Estudio descriptivo observacional, se recolectaron muestras de aguas 
residuales en diferentes colectores de la ciudad de Ibarra, para la identificación y cuantifica-
ción molecular del virus SARS-CoV-2 con la técnica RT-q-PCR y correlacionar los resultados 
con el comportamiento epidemiológico de la enfermedad COVID-19.
Resultados: El estudio comparó la concentración viral y los casos confirmados de COVID-19 
reportados, utilizando promedios de concentraciones virales obtenidos de muestras de 
aguas residuales y los datos oficiales del Ministerio de Salud Pública. Se observó un au-
mento del 12% en los casos de COVID-19 y una reducción del 35% en los valores de Ct, 
indicando un incremento en la carga viral. Estos hallazgos sugieren una correlación directa 
entre la concentración de SARS-CoV-2 y la incidencia de casos de COVID-19.
Conclusión: La monitorización de aguas residuales mediantes técnicas moleculares emerge 
como una herramienta eficaz para la vigilancia ambiental del comportamiento epidemiológi-
co de COVID-19. 

Palabras clave: Aguas residuales, COVID-19, Técnicas de Diagnóstico Molecular, Vigilancia 
Sanitaria Ambiental.

Molecular detection of SARS-CoV-2 in wastewater as a
component of environmental surveillance of the COVID-19

Abstract

Introduction: Molecular detection of SARS-CoV-2 genetic material in wastewater presents a 
novel and complementary tool in the environmental surveillance of COVID-19. This is due to 
the presence of genetic fragments of the virus in the fecal matter of infected or carrier indivi-
duals found in wastewater, providing valuable information for public health decision-making.
Objective: To quantitatively determine the viral load of SARS-CoV-2 in the wastewater of 
Ibarra city, aiming to provide data that supports environmental surveillance strategies.
Materials and Methods: This observational descriptive study involved collecting wastewater 
samples from Ibarra city's collectors. The identification and molecular quantification of the 
SARS-CoV-2 virus were conducted using the RT-q-PCR technique. The results were then 
correlated with the epidemiological behavior of COVID-19.
Results: The study compared viral concentration with the confirmed COVID-19 cases, using 
average viral concentrations from wastewater samples and official data from the Ministry of 
Public Health. A 12% increase in COVID-19 cases and a 35% decrease in Ct values were 
observed, indicating an increase in viral load. These findings suggest a direct correlation be-
tween the concentration of SARS-CoV-2 and the incidence of COVID-19 cases.
Conclusion: Wastewater monitoring through molecular techniques emerges as an effective 
tool for the environmental surveillance of the epidemiological behavior of COVID-19, enhan-
cing public health response capabilities.

Keywords: Wastewater; COVID-19; Molecular Diagnostic Techniques; Environmental Health 
Surveillance.
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Introducción

La humanidad se ha enfrentado a una de las cri-
sis sanitarias más radicales en este siglo, posible-
mente derivadas del cambio climático, la conta-
minación antropogénica y la diversidad viral, que 
ha acelerado el ritmo evolutivo de los virus princi-
palmente. El 60% de las infecciones en seres hu-
manos son de origen zoonótico, así como el 75% 
de las enfermedades emergentes y reemergentes1, 
sumado a los episodios ambientales y sociales 
drásticos hacen prever nuevas situaciones críticas 
en los próximos años2,3. Investigaciones aplicadas 
previas predijeron una posible pandemia por la fa-
milia de los Coronavirus, al analizar la diversidad 
viral, vías de diseminación y, sobre todo, la redistri-
bución geográfica de uno de los principales reser-
vorios y vectores de los géneros Alphacoronaviri-
dae y Betacoronoviridae, que se ha comprobado 
su eventual contagio al ser humano4,5.

Las medidas drásticas como el aislamiento físi-
co, confinamiento, restricciones de transporte, 
comercio y educación, que se implementaron en 
respuesta a la pandemia por COVID-19, han de-
rivado en una crisis evidente a nivel global con 
posibles graves consecuencias a largo plazo6. 
Los estudios de las aguas residuales, sobre todo 
para casos donde los agentes etiológicos pueden 
ser eliminados en materia fecal de portadores, así 
como el uso de herramientas ómicas, pueden ser 
considerados dentro de los planes de vigilancia 
ambiental como predictores epidemiológicos7. 

Investigaciones a nivel mundial han demostrado 
que hay presencia de ARN del SARS-CoV-2 en las 
aguas residuales debido a la eliminación de car-
ga viral en las heces de pacientes infectados, ya 
sea sintomáticos o asintomáticos. Esta presencia 
puede persistir durante 14 a 21 días y varía entre 
102 y 108 copias de ARN por mililitro8.

En Ecuador, aún no se han implementado técnicas 
de vigilancia ambiental específicas para el COVID-19. 
Sin embargo, existen estudios que utilizan la cuanti-
ficación viral del Adenovirus Humano para evaluar el 
impacto microbiano en las aguas residuales9. 

Además, Guerrero et al. encontraron genes espe-
cíficos del SARS-CoV-2 (N1 y N2 del gen espe-
cífico N de la región conservada del virus) en las 
aguas residuales de la ciudad de Quito, con con-

centraciones relacionadas a los casos reportados 
y su epidemiología10.

En estas circunstancias actuales, la vigilancia am-
biental puede ser una herramienta eficaz para im-
plementarla junto con los planes de vigilancia epi-
demiológica y coordinar estrategias sectoriales 
para monitorear posibles rebrotes o áreas donde 
aún no se haya detectado la infección debido a 
falta de diagnóstico o presencia asintomática en 
los pacientes11.

El objetivo de este estudio fue determinar la pre-
sencia y cantidad de virus (secuencias genéticas 
conservadas del gen N, gen RdRP y gen E) en 
muestras de aguas residuales de recolectores se-
leccionados y determinar la variabilidad de la car-
ga viral con la ayuda de la tecnología RT-q-PCR, 
así como la presencia y concentración de SARS-
CoV-2 en diferentes sitios de muestreo (recolec-
tores de aguas residuales) para complementar 
datos de salud pública.

Material Y Métodos

En este estudio descriptivo observacional, por 
medio de técnicas de biología molecular para de-
tección de ácidos nucleicos de SARS-CoV-2, se 
analizaron muestras de aguas residuales de seis 
colectores estratégicamente ubicados según la 
densidad poblacional y de la Planta de Tratamien-
to de Aguas Residuales PTAR (cinco parroquias 
con un área total de aprox. de 242,09 kilómetros 
cuadrados y 170.548,69 personas), de una red de 
alcantarillado que fluye en una zona urbana de 
Ibarra-Imbabura, Ecuador; además, los resulta-
dos fueron relacionados con el comportamiento 
epidemiológico de la enfermedad usando como 
indicador los casos activos representados como 
tasa, que se calcula a partir del número de casos 
confirmados por 100 mil habitantes; esta informa-
ción fue tomada a partir de las publicaciones de 
la página oficial de la Dirección de Nacional de 
Vigilancia Epidemiológica.

Muestreo

Teniendo en cuenta caudales y precipitaciones, con 
la ayuda de herramientas de información geográfica, 
se habilitaron seis puntos de recogida en función del 
área global de aporte de aguas residuales de la po-
blación, incluyendo también una muestra de la PTAR.
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Se tomaron en promedio 120 mL por colector, 
usando recipientes plásticos estériles tratados 
con solución de HCl para eliminación previa de 
restos virales. El protocolo de toma de muestras 
fue VIARAL-CSIC12, en horarios de mayor con-
centración de excreción fecal, de 7h00 a 10h00, 
realizando un muestreo en febrero (M1) y uno en 
marzo (M2) de 2021. 

Para el análisis ambiental de rutina, se contó con 
la colaboración del laboratorio de la Empresa 
Municipal de Agua Potable y Alcantarillado de 
Ibarra (EMAP-I); el estudio molecular se llevó a 
cabo en el laboratorio Clínico SALUDLAB de la 
ciudad de Quito.

Las muestras fueron transportadas a 4°C hasta 
la llegada al laboratorio de EMAP-I en menos de 
dos horas para ser procesadas inmediatamen-
te. Una alícuota sirvió para el análisis ambiental 
y con otra (aprox. 80 mL), se procedió a realizar 
la concentración de aguas residuales para aná-
lisis molecular, con un concentrado final de 500 
µL que se lo conservó a -20°C para su conser-
vación y transporte. 

Concentración de agua y extracción de ARN

La concentración de aguas residuales para aná-
lisis molecular en el laboratorio de EMAP-I, se 
hizo inmediatamente a su llegada, por precipita-
ción con polietilenglicol (PEG 8000) de acuerdo 
con el protocolo propuesto por IDEXX WATER 
13. Para el testeo a ciegas, los concentrados 
fueron codificados por un técnico sin compro-
miso con el estudio y estos se transportaron a 
-20°C para su análisis en el laboratorio de Bio-
logía Molecular SALUDLAB, en menos de 24 
horas de las recolecciones para su correcta 
conservación hasta su procesamiento.

Para la extracción del ARN viral, se utilizó el kit 
Virus DNA/RNA Extraction kit (Spin Column) de 
BIOCOMMA, con membranas de sílica para la 
adsorción en columnas, apto para extracción de 
DNA/RNA en sangre, tejidos, órganos y muestras 
ambientales, cuyo producto puede ser directa-
mente usado para PCR, RT-PCR y qPCR. Todos 
los concentrados congelados fueron testeados 
por un solo operador el mismo día de la llegada 
de las muestras M2, siguiendo las instrucciones 
del fabricante, con reactivos del mismo lote y 

condiciones ambientales sin variación, reducien-
do errores analíticos. Se obtuvo 40uL de eluído a 
partir de 500uL de concentrado.

La cuantificación cualitativa de carga viral fue por 
qRT-PCR, (Reacción en Cadena de la Polimera-
sa por retrotranscripción en tiempo real)14, el kit 
de GeneProof ® (Brno, Czech Republic) fue usa-
do para la amplificación/detección (el máster mix 
listo está listo para el uso lo que reduce errores 
de preparación e incrementa la sensibilidad). Esta 
técnica identifica regiones conservadas del virus 
del gen N (específico de SARS-CoV-2), gen RdRp 
(específico de SARS) y gen E (específico de Coro-
navirus), con una sensibilidad de 66,19 copias/mL. 
Adicionalmente, se incluyó en cada ensayo con-
troles positivos, negativos y el control interno dis-
ponibles para validar la técnica de extracción15. 
Las curvas de amplificación de estos controles 
validan la tecnología y brindan confiabilidad a la 
RT-qPCR, mostrando la alta sensibilidad del pro-
ceso (95%). La lectura de la fluorescencia se hizo 
en el Equipo eQ164 Real-Time PCR. El Sistema 
eQ164CP Real-Time PCR está configurado para 
evaluar la corrida de la PCR y obtener los resulta-
dos, al mismo tiempo, calcula el ciclo del umbral 
(Ct), que es el valor interpolado en la ecuación de 
la recta obtenida con las curvas del calibrado. Se 
utilizó un análisis descriptivo para evaluar los da-
tos recogidos en el estudio, lo que proporcionó 
una visión del comportamiento de los valores de 
Ct, permitiendo identificar variaciones a lo largo 
del tiempo y entre los diferentes colectores.

Resultados

Entre febrero y marzo de 2021, se testearon mues-
tras de aguas residuales de colectores de una 
red de alcantarillado de la zona urbana de Ibarra, 
para identificación de ácidos nucleicos de SARS-
CoV-2 y carga viral usando técnica de PCR, las 
que resultaron positivas; siendo posible analizar 
la cuantificación de su carga viral, además de una 
comparación con los datos epidemiológicos del 
comportamiento de la enfermedad COVID-19 en 
la zona de la población analizada.  

La Figura 1 muestra la presencia de SARS-CoV-2 
en aguas residuales en diferentes colectores y 
cuantificación determinados por umbrales de ci-
clo (Ct), representados en el sistema eQ164CP 
Real-Time V1.0.0.1.
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Figura 1: Amplificación de cargas virales del SARS-CoV-2 en muestras de aguas residuales.

A05 (control interno) muestra validación de la 
tecnología. A06 a B08 muestran curvas de am-
plificación, confirmando la presencia de ácidos 
nucleicos para SARS-CoV-2 y su cuantificación 
en copias expresadas en carga viral. Tomado de 
eQ164CP Real-Time System V1.0.0.1, plataforma 
de SALUDLAB.
Las curvas de amplificación demuestran la pre-
sencia del agente viral en la RT- qPCR en las ca-
torce muestras de aguas residuales analizadas, 
tanto de M1 como de M2.

En la Tabla 1 se muestran los resultados del aná-
lisis molecular de cargas virales a partir de co-
lectores y cuantificación de Ct para los dos pe-
ríodos M1 y M2, confirmando la presencia de 
SARS-CoV-2 en las aguas residuales urbanas de 
la ciudad de Ibarra. Se puede apreciar que la car-
ga viral en M2 sube considerablemente (a menor 
Ct, mayor cantidad de copias virales), referencia 
importante para posterior comparación con datos 
epidemiológicos reportados.

A partir de información de la tasa de infección 
por COVID-19 en la población de la zona testea-
da, se hizo un análisis comparativo. La Figura 2 
muestra el aumento de casos y con respecto a 
la carga viral estimada (Ct) de febrero y marzo de 

2021, lo que indica la relación existente entre el 
comportamiento epidemiológico de COVID-19 y 
la cuantificación de carga viral.El análisis estadís-
tico demostró que, durante el período de estudio, 
se observó un aumento del 12% en los casos de 
COVID-19 y una reducción del 35% en los valo-
res de Ct, indicando un incremento en la carga 
viral. Estos hallazgos sugieren una correlación di-
recta entre la concentración de SARS-CoV-2 en 
las aguas residuales y la incidencia de casos de 
COVID-19 en la región.

Discusión

Los resultados de los análisis moleculares han 
mostrado la presencia de material genético del vi-
rus SARS-CoV-2 en aguas residuales provenientes 
de áreas de actividad epidemiológica (casos con-
firmados de COVID-19), siendo posible también 
estimar la carga viral. Esto ha permitido establecer 
una relación directa altamente significativa entre la 
concentración de carga viral y la tasa de infección 
en la población. Se ha visto que, al incrementar la 
cuantificación de copias de ácidos nucleicos vira-
les, los casos activos en esa población también se 
han incrementado; esta tendencia directamente re-
lacionada, hace sospechar una interrelación entre el 
aumento de casos y la carga viral en aguas residua-
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Tabla 1. Carga viral por Ct en aguas residuales analizadas de los diferentes colectores.

Fecha Área de aporte 
(m2)

Origen de la mues-
tra (colector)

Detección viral 
(gen N, gen RdRP 

y gen E)

Umbral de ciclos 
(Ct)

10/2/2021

M1

10/3/2021

M2
 

134000,00

1550133,91

9758093,43

9529464,50

19473398,52

2886676,69

43331767,04

134000,00

1550133,91

9758093,43

9529464,50

19473398,52

2886676,69

43331767,04

Alpargate

La Victoria

Av. Carchi

Ajaví 1

Ajaví 2

Piedra Chapetona

Entrada PTAR

Alpargate

La Victoria

Av. Carchi

Ajaví 1

Ajaví 2

Piedra Chapetona

Entrada PTAR

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

23,99

24,10

25,84

25,46

25,14

25,50

24,81

13,23

17,27

16,13

17,08

16,61

16,61

16,77

Figura 2. Casos confirmados de COVID-19 y carga viral estimada. Se observa la relación directa entre 
casos COVID-19 y la concentración viral estimada. 
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les. Aunque no está claramente respaldado, estu-
dios en otras regiones aseguran que esta estrecha 
relación se debe a la mayor excreción de material 
genético en heces por un mayor número de pacien-
tes infectados, sean portadores o sintomáticos, más 
no por un riesgo de contagio en fuentes de aguas 
residuales, tomando en cuenta que la inactivación 
viral en este ambiente se presenta a causa de facto-
res como la inestabilidad relativa en virus envueltos, 
dilución de copias virales (carga viral escasamente 
infecciosa) y por la baja conservación de partículas 
víricas infecciosas, resultando un riesgo que si no es 
inexistente, sí es extremadamente bajo16. 

Carducci y sus colaboradores en 2020, comparan 
diferentes técnicas de biología celular y molecu-
lar, concluyendo que el método más sensible para 
detectar coronavirus en muestras de aguas resi-
duales es la RT-qPCR17, un método que ha sido 
replicado en esta investigación mostrando un 
buen desempeño.

La técnica de RT-qPCR ofrece una ventaja de 
gran importancia al permitir cuantificar por es-
timación del umbral de corte (Ct) la carga viral 
a detectarse, factor de alta relevancia si se re-
quiere comparar con datos epidemiológicos del 
comportamiento de la enfermedad estudiada; no 
solo limitándose a COVID-19, sino a varias pa-
tologías donde las heces fecales son una fuente 
rica en material genético antigénico, que abre las 
puertas en la investigación epidemiológica y vigi-
lancia ambiental.

Estimar el grado de la prevalencia de la enferme-
dad es posible a través de la detección de par-
tículas virales en colectores de aguas residuales 
de una población, su cuantificación se ajusta a 
tendencias de la evolución de la enfermedad en 
los distintos sectores analizados, de esta forma, 
este método puede ser validado como una herra-
mienta de vigilancia epidemiológica de la infec-
ción. Esta metodología de vigilancia ambiental, 
ya ha sido aplicada para investigar el compor-
tamiento y evolución de otros virus como polio-
virus, enterovirus, Hepatitis A, entre otros, ofre-
ciendo un conocimiento que genere estrategias 
para el control de estas enfermedades, así como 
colaborar en la detección precoz de posibles re-
brotes en ciertas épocas del año o con otras va-
riables determinantes, complementando planes 
estratégicos de control sanitario.

La conclusión más relevante que surge a partir 
de este estudio es que el uso de esta tecnología 
representa una alternativa accesible, económica, 
no invasiva, de alta cobertura poblacional y que 
ofrece la oportunidad de conocer específicamen-
te la tendencia de la circulación viral en zonas 
a investigar. Es clave en zonas de difícil acceso 
sanitario, lo que facilita obtener información en 
dichas zonas y población vulnerable. Esta herra-
mienta, junto con un adecuado plan de vigilancia 
epidemiológica, se constituye como una certera 
vigilancia centinela, incluso podremos conocer 
anticipadamente nuevas variantes que surgirían 
en brotes y su comportamiento.
 
Concluimos entonces que el uso de esta metodo-
logía de análisis en aguas residuales como vigi-
lancia ambiental es una necesidad sanitaria de la 
comunidad que puede ser no sólo aplicada para 
SARS-CoV-2, sino para varios patógenos pueden 
ser monitoreados (poliovirus, influenza, enterovi-
rus, virus respiratorios, vibrio cólera, etc)18.
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