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Introducción 

El agua dulce es un 
recurso natural vital 
para el  desarrollo 

social y económico del 
ser humano 

Contaminación 
fecal 

 

Gastroenteritis 
Virales 

Rotavirus 
Norovirus 

Adenovirus 
y Astrovirus 

Murray et al 1997; Abbaszadega M. et al 2001; Katayama et al 2002, 

 Fenwick et al 2006; Lewin  et al 2007 y  Straub TM et al 2003 



• Identificar un agente microbiano como patógeno asociado a 
una determinada enfermedad y con impacto en salud.  

• Identificar posibles vías de transmisión.  

• Evaluar el nivel de inmunidad poblacional y la disponibilidad 
de vacunas. 
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Objetivo Principal de la Estadía 

• Aprender una metodología para evaluar  el 

riesgo de infección por exposición humana a 

rotavirus, presentes en aguas superficiales 



Evaluación Cuantitativa de Riesgo 

Microbiológico (QMRA). 

 

 

Una estimación  matemática  de la relación 

entre  la dosis administrada  y la probabilidad 

de infección. 
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Colectas 
 Antequera (CA, Arroyo Ycuasati)  & Las Mercedes (CLM, Arroyo Las Mercedes.  

En un periodo de 2015 a 2016 (una colecta por mes por 

punto) N=24 muestras de aguas superficiales 



Actividades 

1. Concentración de partículas virales  

 

2. RT-PCR para la detección de Rotavirus, Norovirus 
y Astrovirus 

 

3. Cuantificación del genoma de Rotavirus por PCR 
en Tiempo Real  

 

4. Evaluación  de riesgo de infección por exposición 
humana a rotavirus, presentes en aguas 
superficiales (QMRA) 

 

 

 

 

 

 



ACTIVIDAD #1 

 

Concentración de partículas virales 



2 Litros 

2mL 

EFICACIA DE RECUPERACIÓN DEL 49% 

Método de la Floculación 

Calgua et al 2008 



1,5 L 
Pellet 

Método PEG (Polietielenglicol) 

Sobrenadante es el concentrado 15mL 

EFICACIA DE RECUPERACIÓN DEL 25% 



ACTIVIDAD #2 

 

RT-PCR para la detección de Rotavirus, 

Norovirus y Astrovirus en matrices 

acuosas superficiales 



RT-PCR para la detección viral 

Región  Referencias 

Rotavirus Gen de la VP7 Gouvea et al 1990 

Norovirus Entre la región RdRp-

VP1 

Monroe et al 2004 

Astrovirus Gen VP34 Sakamoto et al 2000 



Cauce Antequera 

Resultados 

Rotavirus Astrovirus

Colecta

CA 1

CA 2

CA 3

CA 4

CA 5

CA 6

CA 7

CA 8 ND

CA 9

CA 10

CA 11

CA 12

Norovirus

Cauce Antequera (CA)

región 

cápside
VP7 GII GI



Genotipos circulantes. Resultados 

ArroyoYcuasati 

Rotavirus 

Astrovirus 



Cauce Las Mercedes 

Resultados 

                                Cauce Las Mercedes

Rotavirus                            Norovirus Astrovirus     

VP7 GII GI
region 

capside

Colecta

CLM1

CLM 2

CLM 3

CLM 4

CLM5

CLM6

CLM 7 ND

CLM8

CLM9

CLM10

CLM11

CLM12

Genotipos circulantes de Astrovirus 



ACTIVIDAD #3 

 

Cuantificación del genoma de Rotavirus 

por PCR en Tiempo Real de las 

muestras de aguas 



Cuantificación del genoma de Rotavirus mediante q-PCR 

con sondas Taqman® para el gen NSP3 

a) Curva estándar de la qPCR de RV 

utilizando las siguientes diluciones del 

plásmido PP7 + NSP3: 10E6, 10E5, 10E4, 

10E3, 10E2 y 10 copias genómicas (cg).  

 

 b) Recta patrón utilizada para interpolar el 

número de copias genómicas iniciales a 

partir del valor umbral (threshold, Ct).  
 



[RoV]= copias genómicas (q-PCR)x 10 x 4x 2,667 

(2x 0,49) 

Cuantificación del Rotavirus por q-PCR. Resultados 

2L 

2mL 
1000X 

EXTRACCIÓN 

Fenol+Boom 

200uL 1:10 

40uL ARN 

10uL 

ADNc 

1:4 

20uL de ADNc 
7,5uL ADNc para q-PCR 1: 2,667 



Cuantificación del Rotavirus por q-PCR. 

Resultados 

[CA6]=  2,33x 10 x 4x 2,667  =  252,09 copias genómicas/L 

                        (2x 0,49) 

          

CA6=  2,03+2,63= 2,33 

2 

 
Proporción de partículas infectivas por copias genómicas*  

252,09x 10/100=  25,209 partículas infectivas/L 

 

*Chigor et al. 2014  



ACTIVIDAD #4 

 

Cálculo del riesgo de infección humana 

por exposición a rotavirus presentes en 

las aguas en estudio (QMRA)  



Enfoques para evaluar la QMRA 

 Identificación del riesgo. Qué patógeno? Qué enfermedad? 

 Evaluación de la exposición. Número de microorganismos que 

corresponden a una única dosis (q-PCR y cálculo de dosis) 

 Modelo Dosis-Respuesta. Relación entre la dosis viral y las consecuencias 

en salud humana (Probabilidad de infección y desarrollo de la enfermedad) 

 Caracterización del riesgo.  

 Manejo del riesgo 

 

Probabilidad o el riesgo de una infección por n exposiciones debido a 

una dosis d única de patógenos  
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Estimación del riesgo  
 Según reportes* en una exposición por contacto directo, la 

ingestión involuntaria de agua es de aprox.10 mL por cada evento y 

que por año se estima la ocurrencia de aprox. 6 eventos. *  

 Se estima que 10% de las copias genómicas son partículas 

infectivas. **   

dosis = partículas infectivas * 10ml  

Mes [RoV] Copias genomicas/L Dosis en 10mL

Diciembre 252,09 0,252

Febrero 220,17 0,220

Abril 202,32 0,202

Julio 8232,22 8,232

Setiembre 290,33 0,290
 
* Steyn et al, 2004; Westrell et al, 2004; Labite et al, 2010; Schets et al, 2011  



Estimación del riesgo en el año. Resultados  

NSP3

CA 1 0

CA 2 0

CA 3 0

CA 4 0

CA 5 0

CA 6 252.09

CA 7 220.17

CA 8 0

CA 9 202.32

CA 10 0

CA 11 8232.22

CA 12 290.33

766.4275

766,4275------ 100% 

                    X     -------10%  

X= 76,64 partículas infectivas/L 

 
dosis = partículas infectivas * 10ml 

 

DOSIS= 0,766  



Estimación del riesgo en el año. Resultados  

 

http://qmrawiki.canr.msu.edu/app/#/app/dose  

Modelo Dosis-Respuesta  

 

β-Poisson. Constantes 

 

• α = 0,2531  

• N50 = 6,17 
PI (A)= 0,23 Dosis en 10 mL= 0,766 



En otras palabras… 

• Existe 23% de riesgo de infectarse con 

rotavirus viable por contacto directo con el 
agua en cualquier momento a lo largo de un 

año, según los datos analizados. 



Agradecimientos 



GRACIAS 



 

Modelos y parámetros que mejor se ajustan  

según el microorganismo  

 
 



Modelo dosis-respuesta 
Exponencial  

 
 

 PI(d): Es la probabilidad o riesgo de infección en una exposición 

individual a la dosis estimada  

 r: fracción de virus que sobreviven y son capaces de infectar al 

huésped  

 

β-Poisson 

 

 

 
α y β: Constantes de 

infectividad del patógeno 

que caracteriza la 

relación dosis-respuesta  

 

N50: El número de 

patógenos requeridos 

para causar una infección 

en el 50% de la población 

expuesta  


