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El principal objectiu del present capítol fou 
analitzar la contaminació vírica de mol· luscs 
bivalves simultàniament en diferents zones 
de la geografia europea de manera que 
s’abastés un ampli ventall de poblacions i 
característiques físico-químiques del medi. 
D’altra banda, els laboratoris participants 
en l’estudi desenvoluparen i optimitzaren 
una metodologia pel processament de 
mol· luscs bivalves basada en l’elució en 
tampó glicina pH 10 i per a la detecció de 
virus per tècniques d’amplificació molecular. 
El protocol seleccionat fou validat al mateix 
temps que s’analitzava la distribució i 
concentració de patògens virals humans 
en diferents condicions durant 18 mesos en 
quatre països (Espanya, Grècia, Regne Unit 
i Suècia). Així mateix, s’examinà la qualitat 
microbiològica de les àrees de producció 
de marisc segons els estàndards bacterians 
recollits en les normatives europees. 

Els diferents estudis d’intercalibratge realitzats 
entre els laboratoris participants mostraren 
uns nivells d’eficiència similars i satisfactoris 
en quant a l’aplicació de la metodologia 
de detecció de virus entèrics. A més a més, 
el procediment escollit mostrà una elevada 
sensibilitat: 1-10 partícules víriques pels AdH 
i EV, i entre 1 i 100 equivalents genòmics pel 
VHA. 

Pel que fa la distribució de virus entèrics, 
s’aïllaren adenovirus humans, enterovirus i 
norovirus com a contaminants de mol· luscs 
bivalves en totes les àrees analitzades. Cal 
destacar la detecció del virus de l’hepatitis 
A en totes les zones d’estudi excepte Suècia. 
En descriure la distribució estacional de la 
contaminació per virus entèrics dels bivalves, 
els norovirus resultaren ser l’únic grup amb 
un patró estacional al llarg del període de 
mostreig, amb les concentracions més baixes 
durant els mesos més càlids. Aquest patró es 

veia recolzat per la relació estadísticament 
significativa entre NV i temperatura, com 
veurem al Capítol II. 

La qualitat microbiològica de les zones de 
producció de marisc fou inferior a l’esperada 
segons la seva classificació original excepte a 
Espanya. No obstant, s’observà que aquelles 
zones més fortament contaminades segons 
els nivells observats d’Escherichia coli, eren 
també aquelles on s’aïllà una major proporció 
de virus. Finalment, els actuals tractaments de 
depuració demostraren la seva eficàcia en 
la reducció dels nivells d’E. coli, però no en 
l’eliminació de partícules víriques.

Les conclusions extretes del treball són: 

1. S’ha desenvolupat un procediment per a 
la detecció de virus humans en mol· luscs 
bivalves que pot ésser estandarditzat i 
validat de forma efectiva en diferents 
laboratoris. 

2. Els patògens vírics amb major importància 
epidemiològica en l’etiologia de 
gastroenteritis associades al consum de 
marisc, NV i VHA, s’han aïllat en bivalves 
dirigits al consum humà directe i que 
complien la normativa vigent. 

3. Tot i que en zones fortament contaminades 
segons els paràmetres bacterians es 
detecta una major proporció de virus 
humans i, per tant, E. coli hi seria útil com 
a indicador, cal tenir en compte que en 
zones més netes amb nivells molt baixos 
o nuls d’E. coli també es poden aïllar virus 
patògens. 

4.  Els adenovirus humans detectats per PCR 
es relacionaren amb la presència dels 
altres virus humans estudiats i podrien ser 
d’utilitat com a índex de contaminació 
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vírica d’origen humà en mol· luscs 

APORTACIÓ PERSONAL AL TREBALL 

L’autora d’aquesta tesi ha participat en 
el desenvolupament de la tècnica de 
detecció de virus entèrics així com en els 
diferents estudis de valoració de qualitat 
de la mateixa. D’aquesta manera, va fer els 
estudis de sensibilitat límit a partir d’estocs 
de cultiu cel· lular i a partir d’homogenats 
de mol· lusc dopats amb poliovirus 1, a més 
d’avaluar la tècnica per a possibles falsos 
negatius per PCR deguts a la presència 
d’inhibidors en els extractes de mol· lusc. 
També realitzà les anàlisis per a l’avaluació 
dels nivells d’Escherichia coli, adenovirus 

humans, enterovirus i virus de l’hepatitis A de 
les mostres de mol· luscs bivalves procedents 
de les zones de producció espanyoles durant 
els 18 mesos de mostreig. D’altra banda, 
tipificà les mostres positives per a enterovirus, 
a part d’estudiar l’infectivitat de les mateixes 
en cultiu cel· lular. També participà en la 
quantificació d’adenovirus humans en 
col· laboració amb els altres laboratoris 
participants. Finalment, ha participat 
activament tant en la discussió dels resultats 
obtinguts pels quatre laboratoris participants 
com en la preparació del manuscrit. 

bivalves. 
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ANNEX I. Localització de les zones de mostreig

Espanya─ La zona de producció B està 
localitzada a la badia del Fangar, al Delta 
de l’Ebre, amb una fondària màxima en 
la part central de 4 m. S’hi practica tant el 
marisqueig lliure com el cultiu de mol· luscs 
en suspensió i en parcs de cultiu. El musclo 
(Mytilus galloprovincialis), la cloïssa (Tapes 
decussatus i Ruditapes semidecussatus), i 
l’ostró (Crassostrea gigas) són les espècies 
cultivades de major importància. A les zones 
lliures es crien la cloïssa autòctona (Tapes 
decussatus), el catxel (Cerastoderma edule) i 
la tellerina (Donax trunculus), tot i que aquesta 
darrera viu a la part més exterior de la badia, 
gairebé en aigües obertes. El sistema de 
cultiu del musclo i l’ostró és en suspensió, la 
profunditat de cultiu oscil· la entre 0,5 i 2,5 m 
en funció de la ubicació del viver. En aquest 
polígon hi ha aproximadament 70 estructures 
fixes o vivers. L’afluència d’abocaments és 
bàsicament d’origen agrícola i ramader, tot 
i que en la part més exterior de la badia hi 
conflueixen aigües més o menys depurades 
de les poblacions que es troben a la 
capçalera de l’hemidelta esquerre. 

L’àrea A és una zona de cultiu en fileres o long 

lines que s’extèn des de la desembocadura 
amb el riu Sènia fins a la bocana de la 
badia dels Alfacs. El polígon de cultiu de 
bivalves està fondejat a una profunditat 
d’aproximadament 15 m. Aquest tipus de 
viver  flotant està format per  estructures 
totalment flexibles i suspeses a la columna 
d’aigua entre 4 i 10 m i fixades al fons per 
un sistema de cordes i anclatges que els 
hi permet aguantar els temporals de vent i 
mar que són freqüents en aquestes aigües. 
Es cultiva majoritàriament l’ostró (Crassostrea 
gigas), existeixen bancs naturals de tellerina 
(Donax trunculus)  i xirla (Chamalea gallina) 
que són explotades pel sector de la pesca 
local. Els abocaments d’aigua dolça no estan 
tant caracteritzats com els de les badies. Rep 
les aigües de la badia dels Alfacs i de les 
poblacions costaneres del voltant, així com 
també d’una fàbrica de ciment. 

El tercer punt de mostreig es troba al nord-
oest de la Península Ibèrica, a la costa 
atlàntica. Es tracta d’una zona de classificació 
desconeguda on es cultiven amb objectius 
comercials ostres (Ostrea edulis) i musclos (M. 
galloprovincialis). 
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Figura I.1. Zones de producció de marisc al Delta 
de l’Ebre (Tarragona, Espanya). S’assenyalen les 
zones A i B on es van fer els mostreigs. 
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Regne Unit─ Es seleccionaren zones 
pertanyents a les 3 categories descrites a la 
normativa europea. També s’inclogué una 
zona “prohibida” per tal d’obtenir dades de 
bivalves amb alts nivells de contaminació. 

La zona A consisteix en un parc de cultiu 
comercial d’ostres (Ostrea edulis) localitzat 
en un gran estuari al sud-est del Regne 
Unit. L’estuari està obert al mar i presenta 
poblacions naturals d’ostres i musclos (M. 
edulis). Rep afluències de diferents rius 
pel nord i per l’est i l’impacte de petites 
descàrregues secundàries d’aigües residuals. 

En la zona A/B hi ha poblacions naturals 
d’escopinyes i es cultiven musclos i ostres 
amb fins comercials. No rep aportacions 
d’aigües residuals encara que a la regió hi ha 
diverses ciutats. 

La zona B1 es troba també a un estuari del 

Grècia─ Es seleccionaren diversos punts de 
mostreig de manera que es cobrissin totes 
les àrees de producció gregues. S’assignà un 
codi numèric a cada punt per tal de protegir 
la confidencialitat dels resultats. 

Els punts 1 a 5 es troben a la costa central 
grega i principalment, es tracta de platges de 
sorra amb poques pedres, separades d’aigües 
recreatives entre 500 i 1000 m i allunyades 
de qualsevol punt de descàrrega d’aigües 
residuals. Els punts 1 i 2 estan classificats com 

a zones B i s’hi cultiven ostres (Ostrea edulis). 
El punt 3 està classificat com a zona A i s’hi 
cultiven musclos (M. galloprovincialis) com als 
punts 4 i 5, també classificats com a zones A. 

Els punts 6 a 8 es troben al nord de Grècia i són 
platges amb sorra i capes de fangs d’entre 
1 i 7 metres. Aquestes zones de producció 
estan allunyades de descàrregues d’aigües 
residuals i zones recreatives. Aquestes zones 
de producció de musclos estan classificades 
com a zones A. 

sud d’Anglaterra i s’hi cultiven ostres. L’entorn 
està altament poblat, amb petites poblacions 
properes als parcs de cultiu. Es tracta d’un 
punt que rep descàrregues d’aigües residuals 
crues, primàries i secundàries. També es veu 
afectat pel sistema de desguàs en cas de 
tempestes locals. Malgrat la seva classificació 
com a zona B, aquesta àrea s’ha vist 
associada diverses vegades amb brots de 
gastroenteritis. 

La zona B2 està localitzada en un gran port 
natural a la costa sud d’Anglaterra, on es 
cultiven ostres i musclos amb fins comercials. 
Rep les aigües de rius per l’est i es veu 
fortament influenciat per les marees. És una 
àrea fortament poblada i el port s’usa per a 
nombroses activitats recreatives i esportives. 
Al nord i a l’est hi ha tres grans emissors 
secundaris d’aigua residual, a més d’altres 
descàrregues menors, però intermitents. No 
obstant, degut en part a la influència de 

Capítol I

Figura I.2. Zones de producció de marisc a Grècia. Amb una estrella 
s’indiquen els punts de mostreig. 
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Suècia─ Es seleccionaren tres àrees al sud de 
Suècia, a la costa del mar de Skagerrak. La 
classificació de dues de les zones estudiades 
es basa en estudis previs d’enumeració d’E. 
coli, sense tenir valor oficial ja que en cap de 
les zones es dóna explotació comercial de 
mol· luscs bivalves. 

El punt 1 correspondria a una àrea B; és una 
costa amb sorra i roques i hi desemboca un 
riu que travessa zones agrícoles, ramaderes 
i estacions depuradores. Es troba a la part 
interna d’un petit fiord amb connexió oberta 
al mar de Skagerrak. A la zona hi ha diverses 
cases amb sistemes particulars d’aigües 
residuals de tal forma que es dóna un cert 
grau de filtració. 

El punt 2 és una àrea no classificada.  La 
costa és rocosa i amb molts corrents. Les 
cases particulars estan connectades a 
l’estació depuradora local que abasta 3 000 
persones. Els efluents d’aquesta depuradora 
són a dos quilòmetres i mig al sud del punt de 
mostreig, tot i que els corrents connecten tots 
dos punts. 

El punt 3 correspondria a una àrea A, 
localitzada a un fiord i envoltat de cases 
d’estiueig i iots recreatius. Està en contacte 
estret amb diferents activitats agrícoles i 
urbanes. A 13 quilòmetres al nord-est, trobem 
una planta depuradora que dóna servei a 
aproximadament 40 000 persones. 

les marees, aquestes aportacions d’aigües 
residuals queden diluïdes i en general, es 
tracta d’una zona neta. 

El punt C, també al sud, rep l’afluència de 
rius i d’emissors d’aigües residuals, crues i 

secundàries. 

Finalment, el punt D és una zona prohibida 
localitzada en una badia tancada i que no 
està sotmesa a la influència de les marees. 

Figura I.3. Zones de producció de marisc al Regne Unit

Figura I.4. Zones de producció de marisc a Suècia. Amb 
un recuadre s’assenyala l’àrea de mostreig. 
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ANNEX II. Iniciadors utilitzats

Taula II.1. Iniciadors utilitzats en l’amplificació per reacció en cadena de la polimerasa imbricada d’adenovirus, 
enterovirus i virus de l’hepatitis A

Virus (regió) Posició Reacció Iniciador
Mida del 
producte

Seqüència 5’ → 3’

Adenovirusa

Ad40 (hexó) 18858-18883 Primera hexAA1885
301pb

GCCGCAGTGGTCTTACATGCACATC

Ad40 (hexó) 19136-19158 Primera hexAA1913 CAGCACGCCGCGGATGTCAAAGT

Ad40 (hexó) 18937-18960 Imbricada nehexAA18937
143 pb

GCCACCGAGACGTACTTCAGCCTG

Ad40 (hexó) 19051-19079 Imbricada nehexAA19591 TTGTACGAGTACGCGGTATCCTCGCGGTC

Enterovirusb,c

CV B4 (5’NTR) 64-83 Primera Ent 1
540 pb

CGGTACCTTTGTACGCCTGT

Polio 1 (5’NTR) 578-597 Primera Ent 2 ATTGTCACCATAAGCAGCCA

Polio 1 (5’NTR) 430-450 Imbricada neEnt 1
123 pb

TCCGGCCCCTGAATGCGGCTA

CV B4 (5’NTR) 547-567 Imbricada neEnt 2 GAAACACGGACACCCAAAGTA

Virus hepatitis Ad

VHA (5’NTR) 332-352 Primera HAV 1
368 pb

TTGGAACGTCACCTTGCAGTG

VHA (5’NTR) 680-700 Primera HAV 2 CTGAGTACCTCAGAGGCAAAC

VHA (5’NTR) 371-391 Imbricada neHAV 1
290 pb

ATCTCTTTGATCTTCCACAAG

VHA (5’NTR) 641-661 Imbricada neHAV 2 GAACAGTCCAGCTGTCAATGG

Taula II.2. Iniciadors utilitzats en l’amplificació per reacció en cadena de la polimerasa imbricada de la 
regió  ORF1 dels norovirus

aPosició dels inciadors segons la regió de l’hexó d’Ad2 
bPosició dels inciadors segons la regió 5’ no traduïda (5’NTR) de coxsackievirus B4 
cModificat de Gow i col.,1991
dPina i col., 1998b

Iniciador Posicióa Genogrup 
diana

Reacció
Mida del 
producte

Seqüència 5’→ 3’

SM31b 4871-4853
I

Primera
190 pb

CGATTTCATCATCACCATA

G1b 4679-4696 Primera TCNGAAATGGATGTTGG

SM31b 4607-4588
II

Primera
270 pb

CGATTTCATCATCACCATA

G2b 4338-4355 Primera AGCCNTNGAAATNATGGT

E3b 4868-4355
I

Imbricada
112 pb

ATCTCATCATCACCATA

GAc (Ando) 4754-4773 Imbricada GTGAACAGNATAAANCANTGG

E3b 4605-4588
II

Imbricada
113 pb

ATCTCATCATCACCATA

NIb 4492-4512 Imbricada GAATTCCATCGCCCACTGGCT

aLa posició és relativa respecte la regió ORF1 dels norovirus
bGreen i col., 1998
cMaguire i col., 1999
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Taula II.3. Iniciadors emprats en la tipificació de la regió hipervariable VP1 d’enterovirus (Casas i col., 2001)

Iniciador Posició a Reacció Polaritat
Mida del 
producte b

Tm (ºC) Seqüència 5’→ 3’ c

vp1-1s 2764-2809 Primera Positiva
828 pb

58,1 GGTTYGAYITGGARITIACITTYGT

vp1-1a 3612-3637 Primera Negativa 60,1 TGIGAYTGRTAYCTIKYKGGRTARTA

vp1-2s 2874-2898 Imbricada Positiva

609 pb

60,8 ARWTWATGTAYRTICCICCIGGIG

vp1-2a 3507-3529 Imbricada Negativa 63,3 CCIGTKKWRCAIYKRCAYCTIGC

vp1-3a 3507-3531 Imbricada Negativa 61,3 CCIGTKKIRCAIYIRCAYCIIGCIA

aPosicions relatives a la soca Barty d’echovirus 9 (nº d’accès: X92886)
bLa mida de l’amplicó pot variar depenent de la mida de la seqüència hipervariable 
cPosicions degenerades: I (deoxiinosina); Y (T/C); S (C/g); R (A/g); M(A/C); W (T/A); K (T/g) 
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ANNEX III. Desenvolupament de la metodologia aplicada en l’estudi

III.A. Comparació dels dos mètodes d’elució i concentració de partícules víriques a 
partir d’homogenats de mol· luscs bivalves  

En l’etapa inicial d’aquest projecte, i amb 
l’objectiu de seleccionar la metodologia 
apropiada per a l’aïllament i la detecció de 
virus en bivalves, es feren estudis comparatius 
entre els mètodes proposats pels laboratoris 
participants. Aquests dos mètodes es 
descriuen més detalladament  a l’apartat 

“Elution and concentration of viral particles 
and nucleic acid extraction” dels Materials 
i Mètodes de l’article. En la Taula III.A.1 es 
mostren els resultats obtinguts pels quatre 
laboratoris participants amb tots dos mètodes 
en l’anàlisi d’ostres amb alts nivells de 
contaminació mencionat en l’article. 

Virus       
estudiats

Laboratoris participants
1 2 3 4

M
èt

od
e 

1

NV I Positiu Negatiu Positiu Positiu

NV II Positiu Negatiu Positiu Positiu

Ad Positiu Positiu Positiu Positiu

EV Positiu Positiu Negatiu Positiu

VHA Positiu No testat Negatiu Positiu (dèbil)

M
èt

od
e 

2

NV I Positiu (dèbil) Negatiu Negatiu Positiu

NV II Positiu (dèbil) Negatiu Positiu Negatiu

Ad No testat Positiu Positiu Negatiu

EV Positiu Positiu Negatiu Positiu

VHA Positiu No testat Positiu Negatiu

Taula III.A.1. Comparació de dos mètodes d‘anàlisi de virus entèrics en mol· luscs bivalves realitzada al novembre de 
1999*

* Mètode 1: mètode basat en l’elució dels virions en tampó glicina; mètode 2: basat en la utilització directa de 
l’extracció d’àcids nucleics. 
* NV: norovirus, Ad: adenovirus, Ev: enterovirus; VHA: virus de l’hepatitis A
* Laboratori 1: Barcelona (Espanya); laboratori 2: Patras (Grècia); laboratori 3: Weymouth (Regne Unit); laboratori 4: 
Umeå (Suècia) 
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III.B.1. Selecció de la velocitat d’ultracentrifugació 

Es va introduir una modificació al mètode 
descrit per Pina (1998b) i Muniain-Mujika 
(2000) per a la concentració de partícules 
víriques de mostres de bivalves. La velocitat 
d’ultracentrifugació va reduir-se fins a 
81 584×g ja que va demostrar ser suficient 

per a la sedimentació de tots els virus humans 
estudiats i, d’altra banda, es reduïa la 
presència d’altres molècules al sediment. A 
la Taula III.B.1. es mostren els resultats de PCR 
obtinguts després de processar dues mostres 
de musclos a les dues velocitats assajades.

III.B. Modificacions introduïdes en el processament de les mostres de mol· luscs 
bivalves   

III.B.2. Extracció amb cloroform

La resuspensió del sediment obtingut en 
la ultracentrifugació es veu dificultada pel 
greix present en certes espècies de bivalves, 
especialment ostres, ostrons i cloïsses. Per 
eliminar aquest greix es feu una extracció de 
cloroform del sobrenedant obtingut després 
de la centrifugació a 39 800 x g. 

El protocol seguit fou el següent: es reparteix 
el sobrenedant en tubs de 50 ml i s’afegeix 
cloroform en una relació 1:7 v/v i es barreja 
enèrgicament en un vòrtex. Posteriorment, 
es centrifuga a 2 000 x g durant 15 minuts 
a temperatura ambient en una centrífuga 
Beckman TJ-6 (rotor basculant TH4). El 
sobrenedant obtingut ja es pot ultracentrifugar 
(Figura B.1). 

Aquest sobrenedant és més clar que el 
no tractat amb cloroform i a més, no 
presenta impureses. Els pèl· lets obtinguts a 
l’ultracentrifugar són més petits i transparents, 
no presenten el típic doble botó fosc al 
centre i transparent (corresponent al greix) 
als voltants. Finalment, la sensibilitat a nivell 
d’amplificació d’ADN no es veu reduïda. Figura B.1. Resultat de l’extracció de cloroform

Virus analitzats

Adenovirus Enterovirus Virus de l’hepatitis A
Velocitat 171369 x g 81585 x g 171369 x g 81585 x g 171369 x g 81585 x g

Mostra 1 N P N P N N

Mostra 2 dP P N P P P

Taula III.B.1. Comparació dels resultats d’amplificació per PCR després d’ultracentrifugar dues mostres de musclos a 
dues velocitats diferents*

* N: negatiu per PCR; P: positiu per PCR; dP: positiu dèbil per PCR 
* Les velocitats d’ultracentrifugació estan calculades segons el radi mig del rotor 70.1 Ti de Beckman. Pel radi màxim, 
les velocitats correspondrien a 229 600 x g i 100 000 x g respectivament. 
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III.B.3 Ultrafiltració

Annexes

S’intentà substituir el pas d’ultracentrifugació 
per un d’ultrafiltració que ja havia estat 
aplicat amb èxit pel nostre grup de recerca 
per a l’elució i concentració de partícules 
víriques a partir d’aigua residual (Pina i col., 
2001a). 

Amb aquest objectiu, s’usaren unitats 
d’ultrafiltració per centrifugació Ultrafree®-15 
(Millipore), les quals contenen una membrana 
Biomax™ d’alt cabal de poliètersulfona 
de pes molecular nominal límit (NMWL) 
de 100 000 Da. Aquesta membrana reté 
les partícules majors de 100 000 Da (virus) i 
permet el pas de partícules menors. 

Aquestes unitats presentaren problemes de 
colmatació que intentàrem resoldre seguint 
diferents estratègies. Així doncs, s’augmentà 
el temps de centrifugació a 2 170 x g de 15 
a 30 minuts per intentar netejar l’homogenat 
d’impureses. Amb aquest objectiu també 
s’augmentà la velocitat del segon pas de 
centrifugació de 39 800 x g durant 45 min 
a 48 400 x g 1h. Finalment, s’afegí un pas 
d’extracció amb cloroform descrit al punt 
anterior. En la Figura B.2 es resumeixen els 
canvis respecte el processament habitual de 
les mostres de mol· lusc bivalve. No obstant, 
malgrat els canvis introduïts no s’aconseguí 
eliminar el problema de colmatació dels 
filtres. 

Figura B.2. Modificacions introduïdes en el processament dels mol· luscs bivalves de cara a aplicar ultra-
filtració. En negreta, es resalten els passos on s’han introduït canvis. 

1) processament de mol· luscs bivalves vius
2) elució i homogenització amb tampó glicina pH 10 1:5 p/v
3) agitació magnètica durant 15 min
4) ajustar pH 7
5) centrifugació a 2 170 x g durant 30 min a 4ºC
6) centrifugació a 48 400 x g durant 1 h a 4ºC
7) extracció amb cloroform
8) pre-filtració
9) ULTRAFILTRACIÓ






