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En el capítol anterior s’analitzava la distribució 
de diversos virus humans en mol· luscs 
bivalves de 4 països pertanyents a la Unió 
Europea. L’objectiu d’aquest segon capítol 
es centra en l’estudi dels nivells de diferents 
microorganismes proposats com a indicadors 
de contaminació fecal d’origen humà en 
relació amb virus patògens humans. Així, 
s’analitzaren les àrees de producció de marisc 
ja esmentades al capítol I per a diferents 
paràmetres físico-químics i microbiològics 
(Escherichia coli, bacteriòfags F-específics 
d’ARN, colifags somàtics i fags de la soca 
RYC2056 de Bacteroides fragilis). 

Els resultats obtinguts mostraren que la 
temperatura i la salinitat de l’aigua de mar de 
les zones mediterrànies eren, com s’esperava, 
superiors a les de les zones situades a l’Oceà 
Atlàntic i al mar de Skagerrak. Pel que fa als 
diferents bacteriòfags estudiats, els colifags 
somàtics foren detectats generalment a 
nivells més alts que els altres grups. Cal 
destacar que en les àrees mediterrànies es 
detectaren, en general, nivells més baixos 
d’E. coli, fags F-ARN i fags de Bact. fragilis. 
També destaca el fet que els fags F-específics 
d’ARN van mostrar una distribució estacional 
similar a la dels norovirus. 

En total, es recolliren dades d’un total de 
475 mostres que posteriorment s’analitzaren 
estadísticament. D’acord amb l’anàlisi 
estadística, la presència de virus humans 
sembla estar relacionada amb la presència 
de tots i cadascun dels indicadors 
proposats en aquelles àrees més fortament 

contaminades, on E. coli seria probablement 
l’indicador d’elecció. Els fags F-ARN, presents 
en nivells més alts al nord europeu, semblen 
estar significativament relacionats amb 
la presència de contaminació vírica en 
bivalves, amb una capacitat predictiva molt 
dèbil pels virus de l’hepatitis A, adenovirus 
humans i enterovirus i una de major pels 
norovirus. Tanmateix, és important remarcar 
que els bivalves procedents de zones A o B 
netes poden contenir virus humans de forma 
esporàdica, fins i tot, en absència d’E. coli i/o 
fags ARN F-específics. 

Les conclusions extretes del treball són: 

1. Els actuals tractaments de depuració no 
redueixen de forma significativa els nivells de 
bacteriòfags de bacteris entèrics. 

2. Els fags F-específics d’ARN són l’únic 
grup d’indicadors que mostren una relació 
estadísticament significativa amb tots els virus 
humans estudiats. Tanmateix, la utilització 
d’aquests fags en zones poc contaminades 
(amb nivells baixos d’E. coli) no proporciona 
informació addicional sobre la presència de 
virus patògens en mol· luscs bivalves donada 
la presència de virus humans en absència 
d’aquests bacteriòfags. 

3. Els bacteriòfags F-ARN poden ser útils 
com a paràmetre complementari a E. coli 
per a l’avaluació de certs tractaments i en 
determinades localitzacions com ara els 
processos de depuració i norovirus al Regne 
Unit. 

RESUM DEL CAPÍTOL 

APORTACIÓ PERSONAL AL TREBALL 

L’autora d’aquesta tesi realitzà les anàlisis 
d’Escherichia coli, adenovirus humans, 
enterovirus i virus de l’hepatitis A de les 

mostres de mol· lucs bivalves procedents de 
les zones de producció d’Espanya durant 
els 18 mesos de mostreig i també col· laborà 
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en la detecció de norovirus i dels diferents 
bacteriòfags. A més, participà en el disseny 
i el desenvolupament del programa de 
control de qualitat en els diferents laboratoris 
all llarg del projecte, el qual incloïa els estudis 
d’intercalibratge del mètode d’enumeració 
d’Escherichia coli, i en la preparació de les 

cartes de control per a l’avaluació de la 
detecció dels diferents fags estudiats a tots 
i cadascun dels laboratoris participants. 
Finalment, l’autora ha participat activament 
en l’anàlisi dels resultats obtinguts i en la 
preparació del manuscrit. 
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�������� ����� ��� ����� ����������� �� ������ ����� ����
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ANNEX I. Control de qualitat de l’anàlisi  dels bacteriòfags F-específics d’ARN, 
colifags somàtics i fags de Bacteroides fragilis

Les cartes de control proporcionen els límits 
d’acceptabilitat i/o tolerància i el seu ús està 
lligat als processos de control de qualitat i 
calibratge. 

El control intern de qualitat es desenvolupa 
mitjançant mesures realitzades amb materials 
referència. Els materials han de ser estables, 
homogenis i amb una mínima variabilitat 
vial a vial, raó per la qual ha de mesurar-se 
l’homogeneïtat en i entre vials. 

L’objectiu principal del control estadístic de 
la qualitat és la reducció sistemàtica de la 
variabilitat. Amb la introducció de controls 
estadístics del procés, aquest s’estabilitzarà i 
la variabilitat es veurà reduïda. 

I.A.1. Causes de variació: errors 
sistemàtics, deguts a l’atzar i incertesa 
de mesura 

En qualsevol procés de mesura sempre 
existeix un cert grau de variació inherent 
o natural degut a errors a l’atzar. Poden 
trobar-se presents altres menes de variabilitat. 
Aquesta variabilitat és generalment major 
que la variabilitat natural i normalment suposa 
un nivell acceptable del funcionament 
del sistema. Aquestes fonts de variabilitat 
que no formen part de l’esquema de 
les causes fortuïtes s’anomenen  causes 
atribuïbles i normalment, són degudes a errors 
sistemàtics. 

La naturalesa sistemàtica o a l’atzar d’un 
error es determina mitjançant el concepte 
de mesures repetides i depèn de les 
condicions en què es realitzen les mesures. 
Hi ha dos tipus ben definits de condicions: les 
condicions de repetitivitat i les condicions de 
reproductibilitat. 

• Repetitivitat: s’aconsegueix quan el mateix 
operador realitza totes les mesures sobre la 
mateixa quantitat seguint un únic protocol 
ben definit, en condicions d’operació 
idèntiques i durant un curt interval de temps. 
En aquestes condicions tots els errors són 
sistemàtics. 

• Reproductibilitat: diferents operadors 

realitzen algunes de les mesures sobre la 
mateixa quantitat seguint un únic protocol 
ben definit, però en condicions d’operació 
diferents i en temps diferents. En aquest cas, 
no tots els errors són de caire sistemàtic. 

Quan es realitza una mesura existeix una 
variabilitat natural resultat de l’efecte 
acumulatiu de moltes i petites causes, 
essencialment incontrolables. Quan la 
variabilitat natural és relativament petita es 
considera que hi ha un nivell acceptable de 
funcionament del procés. 

En el control de qualitat, a la variabilitat 
natural se l’anomena sistema estable de 
causes fortuïtes. Un procés que funcioni 
només amb causes fortuïtes de variabilitat 
es considera sota control, però si funciona en 
presència de causes atribuïbles es considera 
fora de control. 

Un dels objectius del control de qualitat és 
la detecció ràpida de causes atribuïbles 
o canvis en el procés per tal de poder-ho 
investigar i prendre accions correctives. 

La finalitat del control de qualitat és 
l’eliminació de la variabilitat d’un procés o 
reduir-la al mínim possible. Una de les formes 
de determinar i eliminar la variabilitat d’un 
procés és mitjançant l’ús de diagrames o 
cartes de control. 

La incertesa és un paràmetre associat amb 
el resultat d’una mesura que caracteritza la 
dispersió de valors que es pot atribuir de forma 
raonable a allò que es pretén mesurar. Pot 
representar-se com una desviació estàndard, 
un interval de confiança, etc. 

El concepte d’incertesa no ha de confondre’s 
amb el d’error. Un error de mesura és la 
diferència entre el valor real i l’obtingut. 
Pel contrari, la incertesa pren la forma d’un 
interval dins el qual entra amb una certa 
probabilitat el valor d’allò que es mesura. 

I.A.2. Base estadística del diagrama de 
control 

Un diagrama típic de control és una 

IA. Introducció a les cartes de control 
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representació gràfica d’una característica 
de qualitat o mesura en funció del número 
de la mostra o del temps. 

Els patrons o materials de referència tenen 
una valor diana mitjà definit, i molt més en 
microbiologia, on es treballa amb individus. 
El gràfic, així doncs, presenta una línia 

central que representa el valor mitjà de la 
característica de qualitat o mesura. En el 
gràfic també es mostren dos, quatre o sis línies 
horitzontals que representen límits de control, 
d’alerta o desviacions (Figura A1). 

Els diagrames de control es classifiquen 
segons el tipus de característica de qualitat, 

és a dir, si es pot expressar com una mesura 
(diagrames de control de variables) o 
mitjançant un atribut (diagrames de control 
d’atributs). Tradicionalment, els diagrames 
de control per a la tendència central i la 
variabilitat s’anomenen diagrames de control 
de variables. A partir d’ara, ens referirem a 
aquest últims. 

L’especificació dels límits de control és una 
de les decisions crítiques que cal prendre 
al dissenyar una carta de control; allunyar 
aquests límits de la línia central redueix el 

risc d’errors de tipus I (on se situarien algunes 
característiques de qualitat fora dels límits, 
la qual cosa indicaria una condició fora de 
control quan no existeix una causa atribuïble), 
però augmentaria el risc d’errors de tipus 
II (on se situarien algunes característiques 
de qualitat dins els límits, que indicaria una 
condició controlada quan de fet, es trobaria 
fora de control i existiria una causa atribuïble). 
Generalment, els límits de control es calculen 
com el valor mitjà ± 3 sigmes (desviació 
estàndard) i el límits d’alerta com el valor 
mitjà ± 2 sigmes. 

Figura A1. Diagrama de control d’individus i rang mòbil. Límits en els cartes de control (modificat de Méndez, 2002)

LSC: límit superior de control; LSA: límit superior d’alerta; LIC: límit inferior de control o d’acció; LIA: límit inferior 
d’alerta
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I.B. Diagrames de control dels materials de referència emprats en els estudis 
d’intercalibratge 

I.A.3. Interpretació d’un diagrama de 
control 

Una carta de control pot indicar una condició 
fora de control quan un o més punts es troben 
fora dels límits o quan els punts exhibeixen un 
patró de comportament no aleatori. 

Una successió d’observacions del mateix 
tipus o tendència major o igual a 8 punts 
representa un patró no aleatori i el procés es 
troba fora de control. 

Si es donen un o més dels següents criteris, el 
procés es troba fora de control: 

1. Punts fora dels límits de control. 

2. Una tendència de 7 o 8 punts ascendent 
o descendent a un o altre costat de la línia 
central. 

3. Dos o tres punts fora dels límits d’alerta o 
advertència però dins els límits de control. 

4. Quatre o cinc punts consecutius més enllà 
dels límits sigma. 

5. Patrons anormals o no aleatoris de dades. 

6. Un o més punts a prop d’un límit 
d’advertència o control. 

En aquesta secció es mostren les cartes de 
control resultat de les titulacions del material 
de referència fetes per a assegurar-ne 
l’homogeneïtat, tal i com s’indica a l’apartat 
“Performance assesment program” de 
l’article.  

Els resultats obtinguts permeten fer una millor 
interpretació de les dades obtingudes en els 
estudis d’intercalibratge, ja que estableixen 
el rang de valors de les suspensions de fags 
distribuïdes com a material de referència. 

Figura B1. Diagrama de control del material de referència del fag X174 (colifag somàtic)
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Figura B2. Diagrama de control del material de referència del fag MS2 (fag F-específic d’ARN)

Figura B3. Diagrama de control del material de referència del fag B56-3 (fag de Bact. fragilis)
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I.C. Diagrames de control dels estudis d’intercalibratge del protocol de 
quantificació de bacteriòfags de bacteris entèrics

Com s’ha esmentat als Materials i Mètodes 
de l’article, els laboratoris participants en 
aquest treball realitzaren estudis d’inter-
calibratge dels protocols de quantificació 
de bacteriòfags a partir del material de 

referència preparat al laboratori 1. 

Els resultats obtinguts per a cadascun dels 
bacteriòfags es presenten en forma dels 
següents diagrames de control. 

Figura C1. Diagrama de control de la quantificació del fag X174 al laboratori 1 (Espanya)

Figura C2. Diagrama de control de la quantificació del fag MS2 al laboratori 1 (Espanya)
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Figura C3. Diagrama de control del prócés de quantificació del fag B56-3 pel laboratori 1 (Espanya)

Figura C4. Diagrama de control de la quantificació del fag  X174 al laboratori 2 (Grècia)
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Figura C5. Diagrama de control de la quantificació del fag MS2 al laboratori 2 (Grècia)

Figura C6. Diagrama de control de la quantificació del fag B56-3 al laboratori 2 (Grècia)
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Figura C7. Diagrama de control de la quantificació del fag X174 al laboratori 3 (Regne Unit)

Figura C8. Diagrama de control de la quantificació del fag MS2 al laboratori 3 (Regne Unit)
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Figura C9. Diagrama de control de la quantificació del fag B56-3 al laboratori 3 (Regne Unit)

Figura C10. Diagrama de control de la quantificació del fag  X174 al laboratori 4 (Suècia)
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Figura C11. Diagrama de control de la quantificació del fag  MS2 al laboratori 4 (Suècia)

Figura C12. Diagrama de control de la quantificació del fag  B56-3 al laboratori 4 (Suècia)
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Es detectaren alguns problemes metodològics 
en la realització de les anàlisis dels tres fags 
per part del laboratori 3 (Figures C7, C8 i C9), 
ja que s’obtingueren valors baixos inesperats. 
El problema es solucionà en canviar el medi 
de cultiu comercial; resultats posteriors a 
aquest canvi entraren dins el rang de valor 
acceptables. 

Les diferències entre el valors promig 
obtinguts pels diferents laboratoris s’explica, 
d’una banda, per la diferència en el nombre 
de persones de cada laboratori que feren 
les anàlisis. D’altra banda, la variabilitat del 
lot distribuït (veure figures B1 a B3) podria 
ser responsable d’una part d’aquestes 
diferències, ja que els resultats sempre 
depenen de l’heterogeneïtat natural  de 
qualsevol mostra. Cal dir que les titulacions 
fetes per testar l’homogeneïtat dels material 
de referència foren realitzades per diverses 
persones, fet que contribueix a augmentar 
la variabilitat dels resultats obtinguts en les 
figures B1 a B3.  Així doncs, el promig obtingut 
pel laboratori 2 en  les anàlisis dels fags F-ARN 
i dels colifags somàtics (figures C4 i C5 ) és 

inferior a l’obtingut pels altres laboratoris, però 
és consistent amb la variabilitat dels materials 
de referència proporcionats.  Pel que fa a les 
anàlisis del fags B56-3, podem observar en 
les corresponents figures (C3, C6, C9 i C12), 
que els valors mitjans obtinguts per tots els 
laboratoris són molt inferiors als observats 
en la figura B3. Aquests mals resultats són la 
conseqüència de problemes descongelació 
durant el transport.  A l’analitzar un segon lot, 
els resultats obtinguts foren correctes. 

Finalment, com es pot observar a les figures 
C1 a C12, el nombre de vials testats per cada 
laboratori és diferent i va des dels 20 vials 
analitzats pels laboratoris 1 i 2, als 16 analitzats 
pel laboratori 3 i als 8 testats pel laboratori 
4. Malgrat el baix nombre de vials testat en 
aquest darrer laboratori, cal fer constar que 
els resultats obtingut són  molt acurats, amb 
una variabilitat mínima i dins el rang de valors 
establerts per l’heterogeneïtat del material de 
referència. Les suspensions de fags estàndards 
foren utilitzades en els laboratoris 3 i 4 per a 
seleccionar materials, resoldre problemes 
tècnics i confirmar alguns resultats. 

I.D. Interpretació dels resultats obtinguts 
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ANNEX II. Control de qualitat de l’anàlisi d’Escherichia coli per una tècnica del 
número més probable de 5 tubs i 3 dilucions  

Tal i com es comenta a l’apartat de Materials 
i Mètodes de l’article, es va dur a terme un 
programa de control de qualitat del protocol 
d’enumeració d’Escherichia coli. En aquest 

procés es distribuiren materials de referència 
que consistien en tres lots de lentícules 
comercials la composició de les quals es 
mostra a continuació: 

Les Figures II.1, II.2 i II.3 són representacions 
gràfiques dels resultats obtinguts en l’estudi 
dels lots 1, 2 i 3, respectivament. Aquests 
gràfics estan construïts de forma semblant 
als diagrames de control mostrats en l’Annex 
I per facilitar-ne la comprensió. Així doncs, els 
límits inferior i superior d’acció es defineixen 
com més o menys dues vegades la desviació 

estàndard del promig, i els límits inferior i 
superior d’alerta com a tres vegades aquesta 
desviació estàndard. Com es veu a les figures, 
cada laboratori va analitzar un nombre 
de resultats diferents per tal d’avaluar els 
diversos operadors involucrats en el procés i, 
també, per a controlar la resolució d’alguns 
problemes tècnics. 

Figura II.1. Resultats, expressats com a log10(n +1), de l’anàlisi del lot 1. En blau, valors obtinguts pel laboratori suec, 
en vermell pel britànic, en verd per l’espanyol i en lila pel grec. 

Taula II.1. Formulació de les lentícules emprades en els estudis d’intercalibratge del protocol de quantificació 
d’Escherichia coli 

Lot Codi Organisme Promig UFC/lentícula Rang
1 NCTC 9001 Escherichia coli 64 (BA)- 42 (MLSB) 46-97 (BA); 27-63 (MLSB)
2 NCTC 9528 Klebsiella aerogenes 112 (BA)- 48 (MLSB) 99-124 (BA); 37-58 (MLSB)
3 NCTC 9001 Escherichia coli 1,5x103 -

NCTC: National Collection of Type Cultures, Central Public Health Laboratory, Regne Unit. 
BA: agar Columbia basat en l’agar sang; és un agar ric.  
MLSB: brou lauril sulfat utilitizat en el mètode de filtració estàndard per a E. coli. 
El rang d’UFC per lentícula només es dóna per aquelles lentícules amb un nombre baix d’UFC. Pels  recomptes superior 
no es dóna rang ja que són promitjos aproximats. 
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Els resultats foren molt satisfactoris, i només 
en dos casos els valors obtinguts caigueren 
fora dels límits d’acció. El lot 2 donà en 
un sol cas un resultat positiu. Com es veu 
a la Taula II.1, aquesta mostra correspon 
a Klebsiella aerogenes, que fermenta la 
lactosa amb producció d’àcid a 37ºC i, 
per tant, dóna positiu  en el brou glutamat 
mineral modificat, però que al no presentar 
activitat β-glucuronidasa a 44ºC, no hauria 
de confirmar aquest positiu en l’agar triptona 

bilis glucurònid.  Així doncs, aquest valor erroni 
es deuria a una contaminació de la mostra. 
Pel que fa als dos valors inesperadament 
baixos obtinguts pel laboratori anglès en 
les anàlisis dels lots 1 i 3, es dugué a terme 
una investigació on es trobà que l’agar 
cromogènic proporcionat per certa casa 
comercial disminuïa la recuperació de 
certes soques d’E. coli. Es canvià el medi 
i s’analitzaren dues mostres més per a 
confirmar la resolució del problema.

Figura II.3. Resultats, expressats com a log10(n +1), de l’anàlisi del lot 3. En blau, valors obtinguts pel laboratori suec, 
en vermell pel britànic, en verd per l’espanyol i en lila pel grec. 

Figura II.2. Resultats, expressats com a log10(n +1), de l’anàlisi del lot 2. En blau, valors obtinguts pel laboratori suec, 
en vermell pel britànic, en verd per l’espanyol i en lila pel grec. 




