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Optimización de métodos

Aguas residuales-epidemiología (Wastewater-
based Epidemiology, WBE)
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SARS-CoV-2 y WBE



SARS-CoV-2 y WBE

120nm

HCoV-229E, HCoV-OC43, HCoV-NL63 y 
HCoV-HKU1: resfriado común

SARSCoV1, MERS, SARSCoV2: síndrome 
respiratorio agudo

Coronavirus humanos



SARS-CoV-2 y WBE

Excretados por un porcentaje alto de infectados en 
concentraciones de hasta 108CG/g heces

120nm



Adenovirus
Rotavirus
Norovirus

Enterovirus
Hepatitis A Virus
Hepatitis E Virus

…

Virus desnudos

Virus con envuelta

¿Qué método usar 
para concentrar virus 

con envuelta?

SARS-CoV-2 y WBE



Concentración DetecciónMuestreo

SARS-CoV-2 y WBE

Límite de detección (LOD)
Límite de cuantificación (LOQ)Eficiencia de RecuperaciónRepresentativo

Bioseguridad (BSL-2)
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Optimización de mètodos

¿Cómo evaluar
métodos de 
concentración? Añadiendo virus “surrogate” o substitutos: cálculo de % de recuperación

Comparar la eficiència de dos o más métodos con muestras reales



Debris elimination
4800xg, 30 min

Pipette
Concentrator
Innovaprep
CP Select
Ultrafiltration Tips 
150KDa

Centricon® Plus-70 30kDa

Floculación Leche descremadaOptimización de mètodos

Resultados en 24 
horas



Eliminación material en suspensión
4800xg, 30 min Centricon® Plus-70 30kDa

Pipette Concentrator
Innovaprep
CP Select
Ultrafiltration Tips 
150KDa

Dopar muestras
Bacteriofago MS2

Murine Hepatitis 
Virus (MHV) DIANA: SARS-CoV-2

CONTROL PROCESO/RECUPERACIÓN: MS2 y MHV

CONTROL CONTAMINACIÓN FECAL VIRAL:
Adenovirus humanos, poliomavirus JC
(crassphage, PMMV)

200-800µl 
concentrado

viral

Extracción
ARN

Detección
qPCR

Optimización de mètodos



N1, N2

Kits qPCR

RNA
referencia

Optimización de mètodos



Viurs Surrogates (substitutos)
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No statistically significant 
differences were observed 
between both concentration 
methods for naturally 
occurring viruses in 
wastewater (p-value 0.783).

Virus presentes en aguas residuales
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Virus presentes en aguas residuales



Optimización de mètodos

Caracterizar y validar el método
empleado!

*LoD95% and LoQ values are 
given in genome copies 
detected per liter of the 
original wastewater sample. 
CI: confidence interval; SD: 
Standard deviation; CV: 
coefficient of variation. 
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Parámetros
normalizadores



A falta de métodos estandarizados es aconsejable usar 
métodos caracterizados (límites detección) y 
validados, utilizar material de referencia, incluir
controles de proceso y virus indicadores u otros
parámetros normalizadores

En un futuro será importante disponer de los métodos
más sensibles posibles, que analizen un V de agua 
residual lo más representativo posible con el fin de
detectar posibles reemergencias del virus
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