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RESUMEN

Son numerosos los virus patdgenos que puedetrasmmitidos al hombre a través del agua y aliogent
causando infecciones en el tracto gastrointestifsibs virus son excretados por las personas auastllegando al
agua y debido a su mayor resistencia a los trataasebiolégicos y fisico-quimicos del agua residugimanecen

en ellas, contaminando el agua de consumo y aloeent

Los moluscos bivalvos que como consecuencia derestimiento en zonas costeras donde se viertensagua
fecales no depuradas o insuficientemente tratadaseatrar particulas viricas mediante la filtracd® agua, y
posteriormente se consumen crudos o poco cocinhdossido asociados con diversos brotes de enfadned
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ABSTRACT

There are plenty of pathogen viruses which cartréesmitted to humans through water and food cgusin
infection in the gastrointestinal tract. These s@sl are excreted by infected people arriving temand due to its
greater resistance to physical-chemical and bioldgitreatments of sewage, remain there, contamipati
consumption water and food, among them bivalve usol that, as a result of their growth in coasehs where it
is dumped untreated or inadequately treated seweae,concentrate virus particles by filtering watand
subsequently consumed raw or undercooked, havedsseciated with various disease outbreaks .

Keywords: Bivalve molluscs, norovirus, hepatitis A virus.

INTRODUCCION

Mas de 140 virus entéricos se encuentran en heces

humanas de personas infectadas. Estos pueden ser

excretados en grandes cantidades y debido a su
mayor resistencia a los tratamientos biolégicos vy
fisico-quimicos de las aguas residuales , estas vir
permanecen en el medio ambiente , y llegar a la
poblacion especialmente a través de la contaminacio
del agua usada para beber, del agua utilizada en

cultivos de vegetales o en cultivos de moluscos
bivalvos, o bien a través de las manos de los
manipuladores de alimentos infectados tanto
sintomaticos como asintomaticos que pueden
contaminar los alimentos en cualquier punto de la
cadena alimenticia, como puede observarse en la
figura (Figura 1) representando un riesgo sanitario
para la poblacion (Kanasinakatte et al 2008; ®thi

al 2008).
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Virus entéricos en heces humanas

| .

' / | '

| Aguas residuales

otras infecciones graves como
meningitis, encefalitis y paralisis,
siendo Norovirus (NoV) y el vi-
rus de la Hepatitis A (HVA) los
agentes etiolégicos mas comunes
a nivel mundial responsables
(Uhrbranda et al 2010).

VIRUS DE LA HEPATITIS A
(VHA)

Alimentos Moluscos Agua consumo

Frutas y hortalizas

El VHA se clasifica por sus

N\

N

Fuente: Rodrigo A (2007)

e

Consumidor

Figura 1. Ciclo de contaminacion.

Estos virus entéricos requieren de células huma-
nas para su multiplicacién y por tanto necesitan de
una célula huésped especifico para su replicagi$n.
por ello, que a diferencia de las bacterias noaseav
poder multiplicar en el alimento. La ausencia de
replicacion y el hecho de que generalmente se
encuentran en bajas concentraciones no aseguran su
salubridad del alimento.

Tabla 1. Principales virus de transmision
hidrica/alimentaria (Fuente: Bosch et al 2008).

Virus Enfermedad
Adenovirus Varias
Enterovirus

Poliovirus Poliomielitis

Echovirus Paralisis

Coxsackievirus | Varias
Hepatitis A Hepatitis Infecciosa
Rotavirus Diarrea
Reovirus Varias
Parvovirus Sintomatologia

inespecifica

Norovirus o Virus| Gastroenteritis
Norwalk
Astrovirus Gastroenteritis
Coranovirus Varias

Son numerosos los virus patdgenos que pueden
ser transmitidos al hombre a través del agua y ali-
mentos (Tabla 1). Estos virus son agentes causantes
de muchas infecciones del tracto gastrointestinal,
infecciones respiratorias, hepatitis, conjuntivitys

caracteristicas morfoldgicas, bio-
quimicas y genéticas, dentro del
géneroHepatovirus y la familia
Picornaviridae. Es el mas resis-
tente de la familia Picornaviridae
y conserva su poder infectivo tras
semanas en el agua de mar, ali-
mentos y superficies. Esta resis-
tencia esta asociada a una excre-
cion fecal prolongada que explica
su modo de transmision, esen-
cialmente por via feco-oral (Deloince et al 1994).

Es un virus pequefio, de 27 nm de diametro, de
forma esférica y carente de envoltura. Mediante mi-
croscopia electrénica se ha visto que posee una es-
tructura de simetria icosaédrica, con 12 pentameros
Contiene un genoma de una hebra de RNA positivo,
es decir, el RNA viral actia como mensajero.

Este acido nucleico es capaz de generar un total
de 11 proteinas distintas, cuatro de las cualegndar
lugar a la capside que envuelve el genoma. Estas
cuatro proteinas se denominan VP1, VP2, VP3 y
VP4, con peso molecular de 33, 27 y 29 kilodalton
(kD) respectivamente las tres primeras; y la Ultima
VP4, consta solamente de 17 aminoacidos y su
funcién no esta claramente definida.

Debido a sus caracteristicas estructurales, el
genoma del VHA presenta gran estabilidad genética
en todas las cepas aisladas, por lo que parecpiser
existe un solo tipo antigénico. No presenta antigen
comunes con otros virus hepatotropos, por lo que no
existen reacciones cruzadas que dificulten el disgn
tico ante un cuadro clinico. Esta estabilidad geaét
hace que el VHA sea un virus muy estable y
resistente a los agentes fisicos y quimicos, lo que
explica su gran facilidad para transmitirse a tsalel
agua y alimentos en condiciones teéricamente adver-
sas para el virus; no se afecta por agentes gimemh
normalmente a otros picornavirus, y en condiciones
de humedad del 42% aproximadamente, es estable a
temperaturas de 60 °C durante una hora, 25 °C-duran
te un mes, 5 °C durante tres meses, o durante afios
cuando se mantiene en congelacién a —20° C. Resiste
igualmente altos grados de acidez (pH 2), y ladecci
del éter, cloroformo y detergentes no-iénicos. Tam-
bién puede sobrevivir durante dias o meses en agua
dulce, agua salada, suelo y sedimentos marinos, asi
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como en heces desecadas o en superficies de
poliestireno.

Los viriones son relativamente resistentes a los
desinfectantes comunes. ElI VHA no se inactiva por
cloraminas o por acido percloroacético, pero si en
autoclave a 120° C durante 20 minutos, por radia-
ciones ultravioleta, glutaraldehido, formalina, et
propiolactona, permanganato potasico, yodo, cloro o
compuestos clorados, y con formol diluido 1:400
durante 3 dias a 37° C, o durante 5 minutos a@00°
La hepatitis A es una enfermedad distribuida de fo
ma universal, si bien, factores como el nivel socio
econdémico y las condiciones higiénico-sanitarias
hacen variar el grado de endemismo entre unas zonas
y otras. La prevalencia de anticuerpos anti-VHA
totales en una poblacién nos indica el grado de
endemicidad de ésta. En los paises subdesarrgllados
la practica totalidad de la poblaciéon se encuentra
inmunizada tras haberse infectado, casi siempre de
forma asintomatica, durante la infancia. Por el
contrario, en los paises industrializados, con rasjo
habitos higiénicos dificultan la inmunizacion infién
apareciendo casos clinicamente mas aparentes en
edades tardias.

La prevalencia de anticuerpos frente al virusade |
hepatitis A, va aumentando con la edad: en Espafia e
del 5 % a los 7 afios, 18 % a los 13, 40 % entre los
20-29 afios y mas del 80 % en los mayores de 30
afos, si bien estos valores estdn en descenso.

En nuestro pais el nimero de casos declarados en
2011 fue 5 caso0s/100.000 habitantes, y para
Andalucia de 10,1 casos/100.000 habitantes.

Aunque la mortalidad por hepatitis A es baja,
oscilando entre 0,1 y 0,2%, tiene una elevada morbi
lidad y coste economico sanitario a nivel mundial
(World Health Organization, 1995).

El periodo de incubacién es de 15-50 dias (media
28). El periodo de maxima transmisibilidad compren-
de las dos semanas anteriores al inicio de lacalini
(ictericia). el cuadro comienza bruscamente con una
serie de sintomas comunes al de todas las hepatitis
viricas, tanto de caracter inespecifico (fiebrelesya
tar, nauseas, vomitos, astenia), como especifieos d
alteracion hepética. Puede cursar de forma subalini
o siguiendo las tres fases tipicas: estadio préoté
(con los sintomas generales ya descritos), ictérico
(que puede mantenerse un tiempo medio de 1-3
semanas), y de convalecencia (que permanece hasta
la normalizacion de las enzimas séricas). Las
transaminasas pueden permanecer positivas hasta
varias semanas 0 meses, dependiendo de la gravedad
del cuadro. En general es un proceso benigno (sobre
todo en nifios), siendo rara la aparicion de hepatit
fulminante. No se relaciona con cirrosis ni con
carcinoma hepético (Espigares Garcia 2006).

La poblacion susceptible la constituyen todos los
individuos no inmunizados. El contacto con el virus
genera una inmunizacién permanente. Cuando los
factores ambientales favorecen la amplia transmisio
feco-oral, y la infeccién se produce en los mas pe-

quefios, se presenta como enfermedad endémica. En
estas condiciones, la enfermedad en adultos es infr
cuente y las epidemias son raras. Bajo buenas-condi
ciones sanitarias, la propagacién del virus esta
restringida y frecuentemente se llega a la edattaadu
sin inmunidad (Pint6 y Saiz 2007). En estas pobla-
ciones no inmunes son probables las epidemias,
siendo normalmente consecuencia de la contami-
nacion del agua o de los alimentos.

NOROVIRUS

El género Norovirus junto a Sapovirus, Vesivirus
y Lagovirus, forman la familiaCaliciviridae. Los
virus que componen esta famiian icosaédricos, no
recubiertos, de genoma constituido por una solaaheb
de ARN (ssRNA) en sentido positivo.

Los norovirus son virus pequefios, con un diame-
tro aproximado de 38 mandmetros, no envueltos e
icosaédricos.

Los viriones se componen de una Unica proteina
estructural de la capside. Las técnicas de cri@sicr
copia electrénica revelan la estructura de simetria
icosaédrica de la capside (Glass et al 200@).
proteina estructural, constituida por 180 molécgidas
pliega en 90 dimeros formando una cubierta continua
con protusiones en forma de arco. Una caractexistic
clave es la existencia de 32 depresiones en foema d
copa, situadas en los ejes del icosaedro, de cuya
denominacién latinazalix, deriva su nombre (Atmar
y Estes, 2001).

Son pequefios virus esféricos, no envueltos, que
tienen un tamafio de entre 28 y 35 nm, que contienen
un genoma (ribonucleico) de ARN monocatenario de
7.3 a 7.6 kb. El genoma de los Calicivirus humanos
consiste en una cadena sencilla de ARN de polaridad
positiva. EI genoma de los Norovirus se organiza en
tres secuencias de lectura abierta (ORF). La ORF1
codifica una poliproteina precursora de las pratein
no estructurales, la ORF2 codifica la proteinaale |
capside y la ORF3 codifica una proteina pequefia
cuya funcion no se conoce. Estudios recientesandic
gue se trata de una proteina estructural menon{Tsa
Yuk et al 2012).

El género norovirus presenta una elevada variabi-
lidad genética que se explica por mutaciones pun-
tuales y por recombinacion entre diferentes fragmen
tos homélogos de ARN que, por coinfeccion, hayan
entrado en una misma célula. Clasicamente, el géner
se ha dividido en dos genogrupos, | y Il (L'Homrhe e
al 2009).

Los estudios mas recientes de epidemiologia
molecular han demostrado que la gran diversidad
genética de norovirus se puede estudiar mejor en
relacion con la proteina principal de la capside sgi
relaciona con la especificidad antigénica y que
permitiria reconocer cinco agrupaciones filogemétic
0 genogrupos Gl a GV, que se subdividen en una
treintena de genotipos. Tres de los genogrupos de
esta clasificacion (Gl, Gll y GIV) afectan a las
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personas, mientras que el genogrupo Gll se ha
descrito en el ganado bovino y el GV, en ratones.

El periodo de incubacién méas habitual es de 24 a
48 horas y la transmisibilidad es maxima durarge la
primeras 24 - 48 horas de la enfermedad.

La enfermedad causada por norovirus suele ser
leve o0 moderada y de curso limitado; a menudo se
presenta en brotes con sintomas clinicos como
nauseas (79 %), vomitos (69 %), diarrea no sangui-
nolenta (66 %), fiebre (37 %) y dolor abdominal (30
%) (Ribes y Buesa 2010). Los sintomas gastroin-
testinales generalmente persisten de 24 a 48 horas
(Mandell et al 2006).

Son virus estables dentro de un amplio rango de
temperaturas, sobreviven a la congelacion, refuiger
cion, calentamiento a 60°C y a la accién de algunos
desinfectantes clorados, acidos, alcohol y sol@son
antisépticas de higiene de manos (Khan et al 2010).

Los mecanismos de transmision para norovirus
son usualmente de persona a persona, aunque los
alimentos, incluyendo los moluscos y el agua, estan
bastantes implicados en la transmision (Xerry et al
2008).

MOLUSCOS BIVALVOS

Los moluscos bivalvos son un grupo de animales
acuaticos, invertebrados, de cuerpo blando no
segmentado, constituido por una bolsa que contiene
las visceras y el pie. Esta bolsa o cuerpo pudde es
desnuda, o revestida de una concha. La concha esta
formada por dos valvas unidas entre si por una
articulacion con dientes, también llamados pelecipo
dos o lamelibranquios.

Son organismos sedentarios que en su proceso de
alimentacion, filtran un gran volumen de agua de ma
(hasta 20 litros por hora) de manera que retienen y
concentran las particulas en suspension presentes e
ésta no solamente particulas nutrientes, sino tambi
otras particulas y microorganismos, que van acumu-
lando, y que pueden ser contaminantes quimicos y
bioldgicos, los cuales pueden ser potencialmerte pa
tégenos, y pueden provocar una infeccion al hombre
(Koopmans 2002).

Dichos moluscos, como consecuencia de su creci-
miento en zonas costeras donde se vierten aguas
fecales no depuradas o insuficientemente tratadas,
son capaces de concentrar particulas viricas ntedian
la filtracién del agua, y posteriormente por consu-
mirse crudos o poco cocinados, han sido asociados
con diversos brotes de enfermedad (Le Guyader et al
1996; Lees 2000; Murchie et al 2005).

Ha sido ampliamente demostrado que el consumo
de moluscos bivalvos infectados por virus patégeno
humanos, puede provocar un cierto namero de
enfermedades en el hombre. Estas enfermedades son
muy diversas, encontrandose entre las que cabe- dest
car la gastroenteritis producida por norovirus, la
hepatitis virica de tipo A, la intoxicacion paralize
por molusco (Myrmell et al 2004).

Son productos alimentarios que estan directamen-
te implicados en la aparicién de epidemias de Hepa-
titis A en varios paises como los EEUU, China, Espa
fia e Italia (Chironna et al 2004; Amri 2011).

Depuraciéon de moluscos

La buena calidad y salubridad de los moluscos va
a depender también de la calidad sanitaria del dgua
la que proceden, que a su vez dependera de que los
procesos de depuracion de la misma se lleven a cabo
correctamente y aseguren su seguridad para el
consumo.

La depuraciéon es un proceso que consiste en la
inmersion de los moluscos en una corriente de agua
de mar limpia de tal manera que los animales pueda
retomar su actividad normal de bombeo y expulsar
los contaminantes de sus branquias y aparato intes-
tinal durante un periodo de tiempo que puede waria
desde unas horas hasta varios dias, para asi eganud
la actividad filtradora, eliminar los contaminantes
evitar la recontaminacién y mantener la viabiligad
calidad. De la misma manera, las instalaciones de
estos sistemas deben funcionar manteniendo unos
buenos niveles de higiene alimentaria para prevenir
contaminaciones cruzadas entre los distintos lkbees
moluscos o0 una recontaminacién de los mismos
(Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion, 2010).

Por otra parte, aunque la depuracién de los
moluscos contribuye a reducir los niveles de carga
bacteriana y por tanto el riesgo por infeccionofCr
et al 2007), se ha demostrado que es insuficiearee p
eliminar los virus completamente (Lees 2000; Le
Guyader 2010).

Asimismo, este peligro se ve potenciado debido a
la tendencia a consumir estos alimentos crudos o
poco cocinados, o sometidos a vapor, pues la resis-
tencia de los virus a procesos culinarios es mayor
que la de las bacterias, y no se garantiza su
inactivacion. Esto convierte a los moluscos bivalvo
en la principal fuente de brotes viricos de origen
alimentario.

Legislacion aplicable a moluscos bivalvos

En la UE, los requisitos estipulados en la
Directiva sobre la Inocuidad de Moluscos Bivalves s
sustituyeron a partir del 1 de enero de 2006 pprire
sitos similares, pero no idénticos, en la reglamen-
tacion consolidada sobre la higiene de los alinento
que abarca todos los alimentos de origen animal. En
concreto, los requisitos que deben cumplir las empr
sas de la industria alimentaria se presentan en el
Reglamento (CE) N° 853/2004 que incluye reglas
especificas de higiene para alimentos de origen
animal.

En la UE, la clasificacion de las zonas de
produccién se especifica en el Reglamei@&) N°
854/2004 que incluye reglas especificas para la-org
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nizacion de controlesficiales sobre productos de

origen animal destinados al consumo humano. Esta

clasificacion se basa en los niveles Eseherichia

coli presentes en muestras de moluscos.

En Espafia resulta indispensable aplicar una nor-
mativa para controlar la calidad sanitaria de tasa
destinadas a la produccidn, asi como un reglamento
de salubridad de los moluscos bivalvos. Como
consecuencia de la adhesion de Espafia a la comu-
nidad europea, se ha efectuado la adecuacion de la
normativa nacional sobre la materia a lo estabtecid
por la directiva del consejo 91/492/CEE. Asi pses,
ha establecido el Real Decreto 308/1993 y 571/1999
en los que se aprueba la reglamentacién técnico-
sanitaria que fija las normas aplicables a la predu
cion y comercializacién de moluscos bivalvos vivos,
gasterépodos y equinodermos destinados al consumo
humano directo o a la transformacién previa a su
consumo.

Las zonas de produccion se han clasificado de
acuerdo a las siguientes categorias:

— Zonas tipo A: en dichas zonas, los moluscos
bivalvos vivos tendran menos de 300 coliformes
fecales o0 menos de 230 NMP de E.coli, por cada
100 gramos de carne de molusco y liquido
intervalvar. Los moluscos extraidos de estas
regiones podran ser destinados al consumo
humano directo.

— Zonas tipo B: los moluscos bivalvos en estas
zonas presentan un indice igual o inferior a 6000
coliformes fecales 0 4600 NMP de E.coli por cada
100 gramos de carne en el 90 % de las muestras.
Los animales procedentes de estas zonas
destinaran al consumo humano tras someterse a
un tratamiento de depuracion o de reinstalacion.

— Zonas tipo C: los moluscos bivalvos de estas
zonas representan un indice inferior a 60000NMP
de E.coli por cada 100 gramos de carne. Los
moluscos extraidos de estas zonas podran ser
destinados al consumo humano tras su
reinstalaciéon durante un periodo minimo de 12
meses, 0 tras una depuracién intensiva a fin de
cumplir las condiciones mencionadas
anteriormente.

Una depuracion efectiva requiere una correcta
recoleccion, transporte y almacenamiento previas a
depuracion, segun el Reglamento (CE) n°® 853/2004
del Parlamento Europeo y del Consejo, de 29 dé¢ abri
de 2000 por el que se establecen normas especificas
de Higiene de los Alimentos de origen animal.
Ademas de la manipulaciéon, es preciso un disefio y
funcionamiento adecuados en las instalaciones-y pr
cesos de eliminacion y separacion de contaminantes.

El mantenimiento de unos buenos niveles de
higiene alimentaria y del buen estado de las imstal
ciones es muy importante para prevenir contamina-
ciones cruzadas entre diferentes lotes de moluscos
una recontaminacion de los mismos.

De acuerdo con el Reglamento (CE) n® 1073/2005
de la Comision de 15 de noviembre de 2005, en
relacién con los criterios microbiol6gicos, apliah
estos productos alimenticios, se establece para la
calidad microbioldgica de los moluscos bivalvos de
consumo publico, la ausencia de Salmonella y un
maximo de 230 NMP/100 g de carne y liquido
intervalvar deE. coli.

Sin embargo, varios estudios han mostrado que
las bacterias no son unos indicadores fiables de
contaminacion viral en moluscos (Croci et al 2000;
Lees 2000), pues como hemos comentado anterior-
mente, los virus entéricos son mas resistentes a la
inactivacion y a los procesos de depuracion, gse la
bacterias. Existiendo una falta correlacion ewrtre
indicador establecido por la legislacién y la pre-
sencia/ausencia de virus entéricos tales como VHA y
norovirus (Croci et al 2005; Serraca et al 2009;
Baggi et al 2001; Amri et al 2011)
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