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•
A b s t r a c t

E l iz a b e t h D H i l b o r n . R i s k o f G a s t r o i n te s t in a l I l ln e s s f r o m C o n s u m p t io n o f R a w C l a m s :

R e s u l ts o f a C l i n ic a l T r i a l (U n d e r t h e D i r e c t i o n o f D r . M a r k D . S o b s e y )

A r a n d o m iz e d c l in ic a l t r ia l w a s p e r f o rm e d t o i n v e s t ig a t e t h e a s s o c i a t io n b e tw e e n c o n s u m p t io n

o f r a w c la m s a n d d e v e lo p m e n t o f g a s t r o in t e s t i n a l d i s e a s e a n d in f e c t i o u s h e p a t it is in h e a lt h y

v o l u n t e e r s 9 3 8 v o l u n t e e r s w e r e r a n d o m iz e d in t o 3 g r o u p s . T h e f ir s t (c o n t r o l) g r o u p c o n s u m e d

n o s h e llf is h T h e s e c o n d g r o u p c o n s u m e d s h e llf i s h h a r v e s t e d f r o m N a t io n a l S h e llf is h S a n it a t io n

P r o g r a m
'

a p p r o v e d '

g r o w in g w a t e r s in N a n
'

a g a n s e t t B a y . T h e th i rd g r o u p c o n s u m e d s h e l lf i s h

f r o m t h e s a m e g r o w in g w a t e r s t h a t w e r e t h e n d e p u r a t e d fo r 3 0 d a y s t o f u r t h e r r e d u c e p o t e n t i a l

p a t h o g e n s . S u b je c t s \ «^ r e f e d s h e ll f i s h o n 1 o f 7 f e e d in g d a t e s t h e n f o l lo w e d b y t e le p h o n e a n d

w r it t e n q u e s t io n n a ir e f o r 6 0 d a y s t o a s s e s s r a t e s o f g a s t r o in t e s t i n a l il ln e s s a n d ja u n d ic e f o ll o w in g

e x p o s u r e I ll n e s s r a t e s in v o l u n t e e r s u bj e c t s w e r e a s s e s s e d a t 1
,
2 , 4 ,

a n d 8 w e e k s a f t e r

e x p o s u r e

T h e s h e llf is h f r o m t h e 2 s o u r c e s w e r e a n a ly z e d f o r p r e s e n c e o f s t a n d a r d a n d p r o p o s e d

m ic r o b i a l in d i c a t o r s o f f e c a l c o n t a m i n a t i o n W h e n m e a s u r e d a t tt i e h a r v e s t s it e , d e p u r a t e d c l a m s

h a d s ig n if ic a n t ly (p < 0 0 5 ) f e w e r t o t a l c o l if o rm s
,
E n t e r o c o c c i a n d C p e r f ri n g e n s t h a n d a m s d ir e c t l y

h a r v e s t e d f r o m N a r r a g a n s e t t B a y (W ii c o x o n r a n k s u m t e s t , 2 - t a i le d ) .

R a t e s o f d ia r rh e a r e p o r t e d f o r w e e k 1 w e r e s ig n if ic a n t ly (p < 0 0 5 ) h ig h e r in t h e g r o u p e x p o s e d

t o c l a m s d e r iv e d d i r e c t ly f r o m t h e B a y c o m p a r e d t o d ia r r h e a r a t e s in s u b je c t s w h o a t e d e p u r a t e d

c la m s (M a n t e l- H a e n s z e l X
^
t e s t ) o r t o d ia r r h e a r a t e s in c o n t r o l s ( F is h e r

'

s e x a c t t e s t 2 - t a i le d )
R e l a t i v e r i s k o f d ia r r h e a in t h e f ir s t w e e k a f t e r I n g e s t io n o f d i r e c t ly h a r v e s t e d r a w c la m s , w a s 2 .

8 6

(9 5 % C . I : 1 0 0 - 8 14 ) c o m p a r e d t o c o n t r o ls a n d 2 2 1 (1 . 0 9 - 4 4 6 ) c o m p a r e d t o t h o s e w h o a t e

d e p u r a t e d c la m s . N o s u bje c t s r e p o r t e d ja u n d ic e d u r in g t h e f o l lo w - u p p e ri o d

Wh e n il ln e s s r a t e s o f s u b je c t s w e r e a n a l y z e d w it h le v e l s o f m ic r o b ia l i n d ic a t o r s i n c l a m m e a t

m e a s u r e d in R . I , E n t e r o c o c c i e n u m e r a t e d b y t h e B E A A m e t h o d w e r e s ig n if ic a n t ly a s s o c ia t e d

w it h s u b s e q u e n t d e v e lo p m e n t o f d i a r r h e a l Ill n e s s d u ri n g t h e f ir s t w e e k o f f o ll o w - u p (M a n t e l-

H a e n s z e l X ^
t e s t , p < 0 0 5 ) Wh e n E . c o li

,
e n u m e r a t e d b y t h e M F m e t h o d a t t h e fe e d i n g s it e in

N . C ,
w a s c a t e g o ri z e d in t o 3 l e v e ls

,
X

^
a n a l y s is fo r t r e n d in d ic a t e d t h a t t h e r e w a s a s ig n if i c a n t

a s s o c ia t io n (p < 0 0 5 ) b e tw e e n E . c o li a n d d ia n t i e a l ill n e s s .
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V I

A c k n o w l e d g m e n t s

I w o u l d l i k e t o t h a n k D r s . C h r i s t i n e M o e
,
M a r k S o b s e y a n d D a v id W e b e r f o r t h e ir

s u p p o r t a n d g u id a n c e t h r o u g h o u t t h i s p r o j e c t . I n a d d it io n I w o u l d l i k e t o t ha n k D r s C a r l

S h y a n d G re g Sa m s a f o r t h e ir p o s i t iv e c r it ic is m a n d a s s i s t a n c e d u r i n g t h e d a t a a n a l y s i s

a n d d r a f t i n g o f t h is r e p o r t .

I n p a r t i c u la r
,
I w o u l d l i k e to t h a n k H o w a r d a n d S a r a h f o r th e i r lo v e a n d s u p p o r t w h i c h

m a d e it p o s s i b le f o r m e t o p u r s u e m y e d u c a t i o n a l g o a l s .
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C H A P T E R I

I N T R O D U C T IO N

B iv a lv e m o l l u s c a n s h e l lf i s h s u c h a s E a s t e r n o y s t e r s {C r a s s o s t r e a v i rg i n ic a ) ,
m u s s e l s

{M y ti l u s e d u l i s ) a n d h a r d c la m s {M e r c e n a r i a m e r c e n a r ia ) a r e f i lt e r f e e d e r s
,
d e r iv i n g

n u t r i e n ts f r o m p a r t i c u la t e s i n t h e w a t e r o f t h e ir h a b it a t In th e c o u r s e o f f e e d i n g , t h e y m a y

c o n c e n t r a te p a th o g e n s a n d o t h e r c o n t a m i n a n t s i n t h e i r d ig e s t i v e s y s t e m s a n d i n o t h e r

t is s u e s a t le v e l s 1 0 to 1 0 0 t im e s g r e a te r t h a n i n t h e s u r r o u n d i n g w a te r (4 ) . E x te n s i v e

c o o k i n g w i ll d e s t r o y pa t h o g e n s
,
b u t m a n y p e r s o n s e n jo y e a t i n g th e w h o le a n im a l r a w o r

p a r t ia l ly c o o k e d , t h e r e b y e x po s i n g th e m s e l v e s t o p o te n t ia l in f e c t io n .

E a r l y in t h e tw e n t ie th c e n t u r y ,
c o n s u m p t io n o f c o n t a m i n a t e d m o l l u s c a n s h e l lf i s h

r e s u lt e d i n l a rg e t y p h o i d f e v e r o u t b r e a k s a lo n g th e e a s t e r n s e a b o a r d o f th e U n it e d St a t e s

In 1 9 2 5
,
in r e s p o n s e t o th i s t h r e a t t o t h e p u b l ic h e a lt h

,
r e g u l a t io n s w e r e p r o p o s e d to l im i t

h a r v e s t i n g o f m o l lu s c a n s h e l lf is h to a r e a s f r e e o f c o n t a m in a t i o n b y s e w a g e o u t f l o w (8 ).

G e n e r a l a d h e r e n c e t o s h e llf is h g r o w i n g w a te r (c o a s ta l w a te r s w h e r e s h e l lf i s h a r e

p r o d u c e d ) a n d s h e l lf is h m i c r o b i o l o g i c a l s ta n d a r d s a d o p t e d b y s ta t e s t h r o u g h t h e N a t io n a l

Sh e l lf i s h S a n ita t io n P r o g r a m (N S S P ) h a s s t o p p e d t h e l a r ge ty p h o i d e p id e m ic s
,
b u t o th e r

p a th o g e n s h a v e e m e r g e d a s pu b l ic h e a lt h c o n c e r n s .

A v a r ie ty o f fo o d - b o r n e p a t h o g e n s a r e k n o w n to b e a s s o c i a t e d w it h c o n s u m pt i o n o f

r a w m o l lu s c a n s h e l lf i s h a n d m a n y o f t h e s e c o m e f r o m f e c a l c o n ta m i n a t io n o f s h e l lf is h

g r o w i n g w a te r s T h e h u m a n e n t e r i c v i r u s e s ,
in c l u d in g N o rw a l k a n d N o n w a lk - l i k e v i r u s e s

a n d h e p a t it i s A v i r u s a r e t h e m o s t im po r ta n t v ir a l p a th o g e n s im p l ic a te d i n s h e l lf is h - b o r n e

o u t b r e a k s (8 ,
4 5

,
3 3 ) E n te r ic v i r u s e s m a y b e i n f e c t iv e in v e r y lo w n u m b e r s (3 2 ,

3 0 ),
a n d

a g e n ts s u c h a s N o r w a l k v i r u s a r e d if f i c u lt to d e t e c t in s h e l lf is h a n d e n v i r o n m e n t a l

s a m p l e s . In a d d it i o n
,
s o m e s p e c ie s o f b a c t e r i a

,
s u c h a s V i b r i o s p a r e a p u b l ic h e a lt h

t h r e a t
,
e s pe c i a l ly t o t h o s e w i th l i v e r d y s fu n c t io n o r im m u n o s u p p r e s s io n .
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N o rw a lk v i r u s

N o rw a lk V i r u s (N V ) a n d r e la t e d S m a ll R o u n d St r u c t u r e d V ir u s e s (S R SV ) m a y b e t h e

m o s t c o m m o n v ir a l a g e n t s o f s h e l lf i s h - a s s o c ia t e d i l l n e s s NV a n d r e la te d s m a l l r o u n d

v i r u s e s a r e m e m b e r s o f t h e C a l i c iv i r i d a e fa m i l y ( 1 3 ). A l l v i r io n s a r e a b o u t 3 0 - 3 5 n m in

d ia m e t e r , c o n t a i n s i n g l e s t r a n d e d
,
+ - s e n s e R NA o f a b o u t 7 . 6 K n u c le o t id e s i n l e n g t h ,

a n d

h a v e a n i c o s a h e d r a l c a p s i d c o n t a i n in g a s i n g le t y p e o f p o ly p e p t i d e o f a b o u t 6 0

k i lo d a lt o n s (4 4 ) T r a n s m i s s i o n is t y p i c a l ly b y th e f e c a l - o r a l r o u te
,
a lt h o u g h th e r e i s a

r e p o r t o f s u s p e c t e d a e r o s o l iz a t io n o f v i r a l p a r t ic le s o c c u r r i n g ,
w h ic h l e d t o w i d e s p r e a d

i n fe c t i o n . (4 2 ) O u tb r e a k s h a v e b e e n a s s o c i a te d w it h in g e s t io n o f s h e llf is h (1 9 , 4 5 ,
2 9

,
5 ) ,

s w im m i n g in c o n t a m i n a t e d w a t e r
,
c o n s u m p t io n o f c o n t a m i n a te d w e l l w a t e r (2 5 ) , p e r s o n to

p e r s o n c o n t a c t a n d i n g e s t io n o f c o m m e r c i a l ly p r o d u c e d i c e (3 ). N o r w a l k a n d N o r w a l k - l i k e

v i r a l in f e c t i o n s a r e c h a r a c t e r iz e d b y a c u te g a s t r o e n t e r it i s w it h i n 2 4 - 4 8 h o u r s o f e x p o s u r e

I ll n e s s is g e n e r a l ly s e lf - l im it in g i n h e a lt h y i n d i v i d u a l s ,
r a n g i n g i n s e v e r i ty f r o m m i ld

a b d o m in a l d is c o m f o r t to s e v e r e d ia r r h e a a n d / o r v o m it in g o f 1 2 - 6 0 h o u r s d u r a t i o n (2 2 )

H u m a n s e r o p r e v a le n c e t o N o rw a lk v i r u s i s w i d e s p r e a d
,
e v e n s e e m i n g l y ,

i n i n f a n ts

G r a y s u r v e y e d 3
,
2 5 0 s e r u m s a m p l e s c o l le c te d i n E n g l a n d f r o m 1 9 9 1 - 1 9 9 2 a n d f o u n d

s e r o p r e v a l e n c e r a n g in g f r o m 2 4 6 % i n 6 - 1 1 m o n t h o ld i n f a n ts , to 8 9 7 % i n p e r s o n s o v e r

6 0 y e a r s o f a g e (1 2 ) L e f k o w i tz r e p o r t e d n o s i g n if ic a n t d if fe r e n c e i n s e r o p r e v a l e n c e

b e tw e e n 3 g r o u p s o f s u bj e c t s c h o s e n f o r h ig h , m o d e r a t e a n d n o s h e l lf i s h c o n s u m p t i o n

A l l g r o u p s w e r e a p p r o x im a te ly 7 0 % s e r o p o s it iv e to N o r w a l k v i r u s
,
s t r e n g th e n in g t h e

a r g u m e n t t h a t c o n ta m in a t e d w a t e r
,
t h e e n v ir o n m e n t a n d p e r s o n t o p e r s o n c o n t a c t m a y b e

t h e p r im a r y r o u te s o f t r a n s m is s io n (2 6 )

P r e s e n c e o f a n t ib o d y t o N V i s n o t u n if o r m ly a s s o c ia t e d w it h a d e c r e a s e d r is k o f i l l n e s s

u p o n s u b s e q u e n t e x p o s u r e t o v i r u s (2 1 ). So m e s tu d i e s h a v e s u g g e s te d t h a t p e r s o n s w it h

p r e e x is t i n g a n t ib o d y t i te r s t o N V m a y a c t u a l l y b e m o r e l i k e l y t o d e v e lo p c l i n ic a l i l l n e s s

a f te r e x p o s u r e to t h e v i r u s (2 , 1 1 )

H e p a t it i s A v ir u s

H e p a t it is A v i r u s (H A V ) is a 2 7 - n m n o n e n v e lo p e d R N A v i r u s i n t h e fa m i l y
P i c o r n a v i r i d a e T h e p r im a ry r o u t e o f t r a n s m i s s i o n is t h e fe c a l - o r a l r o u te V ir u s is s h e d
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3

p r im a r i l y t h r o u g h t h e f e c e s a n d m a y r e m a in in f e c t iv e f o r u p t o 2 w e e k s i n fe c a l m a t e r ia l

T h e v ir u s is v e r y p e r s is t e n t i n s h e l lf is h a n d i n e n v ir o n m e n ta l m e d i a
,
i n c l u d in g s e a w a te r

,

w a s t e w a t e r a n d s e d im e n ts . H AV in f e c t s o n l y h u m a n a n d n o n h u m a n p r im a t e s
,
h e n c e

z o o n o t ic t r a n s m i s s i o n i s n e g l i g ib le in t h e US (1 5 ).

M o l l u s c a n s h e l lf i s h m a y s e r v e a s v e h ic le s w h e n t h e y b e c o m e c o n t a m in a te d a f te r

h a r v e s t b y i n f e c te d f o o d h a n d l e r s (3 0 ) ,
o r w h e n th e y b i o c o n c e n t r a t e HA V f r o m fe c a l l y

c o n t a m in a te d w a t e r d u r in g a c t iv e f i lt e r f e e d i n g . W h e n i n f e c t iv e v i r u s pa r t ic le s in t h e

s h e l lf i s h a r e i n g e s t e d b y a h u m a n h o s t ,
H A V i n fe c t io n m a y o c c u r H A V in f e c t i o n r e s u lt s in

a n i n f e c t io u s h e p a t it is c h a r a c te r i z e d b y p e r ip o r ta l n e c r o s i s a c c o m p a n i e d b y a n i n f i lt r a t i o n

o f m o n o n u c l e a r c e l ls ( 15 ) . T h e d is e a s e h a s a m e a n i n c u b a t i o n pe r io d o f 4 w e e k s a r a n g e

o f 3 - 6 w e e k s . C l i n ic a l i l l n e s s i n a d u lt s is c ha r a c te r iz e d b y f e v e r
, n a u s e a ,

v o m it in g a n d

j a u n d ic e D u r a t i o n o f i l l n e s s is ge n e r a l ly 1 - 2 w e e k s a n d s e v e r ity o f i l ln e s s i n c r e a s e s w it h

a g e ( 1 5 ). D u r a t io n o f c l in i c a l h e p a t i t is m a y a l s o b e p r o l o n ge d i n im m u n o c o m p r o m i s e d

i n d i v id u a l s

HA V h a s a s in g le s e r o ty p e a n d s e r o p r e v a le n c e i n c r e a s e s w ith a g e . A g e a dju s te d

s e r o p r e v a le n c e o f a n t i - H A V i n t h e U S p o p u l a t i o n in 1 9 8 0 w a s 4 0 4 % f o r m a l e s a n d 4 2 . 4 %

f o r f e m a le s (4 3 ) Pr e s e n c e o f a n t i- HA V c o n f e r s a c t iv e im m u n i ty f o r lo n g pe r i o d s o f t im e
,

s o m e t im e s f o r l if e ( 1 5 ). A p p r o x im a te ly 2 5 ,
0 0 0 c a s e s o f H e pa t it is A a r e r e p o r t e d a n n u a l ly

in t h e US (3 0 ) R i s k f a c to r s a s s o c i a t e d w it h i l l n e s s l is t e d i n d e s c e n d in g o r d e r o f

im p o r t a n c e a r e : d a y
- c a r e c e n t e r c o n t a c t

, p e r s o n a l c o n t a c t w it h a HA V i n f e c te d i n d iv id u a l ,

c o n s u m p t io n o f c o n ta m i n a te d fo o d o r w a te r
,
i n t e r n a t io n a l t r a v e l a n d p a r e n te r a l d r u g

a b u s e . A p p r o x im a t e ly 4 2 % o f c a s e s ha d n o i d e n t if ia b l e s o u r c e o f i l l n e s s (4 3 ). I f s

e s t im a t e d th a t 1 9 - 2 5% o f a l l H e p a t it is A i l ln e s s e s m a y b e c o n t r a c te d a f te r c o n s u m p t i o n o f

c o n t a m in a te d r a w s h e l lf is h (3 8 ) .

Vib r io s p .

V ib r io s p e c i e s o f b a c t e r ia in t h e f a m i l y V i b r o n a c e a e
,
a r e im p o r t a n t s o u r c e s o f s h e l lf i s h -

b o r n e d is e a s e . Vi b r i o s a r e h a lo p h i l ic , g r a m n e g a t iv e ,
c u r v e d o r r o d - s h a p e d ba c te r i a t h a t

th r i v e i n w a r m
,
c o a s t a l a n d e s t u a r i n e w a t e r s . Vi b i i o s p e c i e s t h a t h a v e b e e n a s s o c i a t e d

w it h i l l n e s s f r o m s h e llf i s h c o n s u m p ti o n i n c lu d e : Vi b r i o ty p e 0 1 c h o l e r a e
,
V . n o n - 0 1

c h o l e r a e
,
V p a r a l i a e m o l y t i c u s a n d V . v u l n i li c u s
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4

C o n s u m p t i o n o f r a w o y s te r s h a s b e e n l i n k e d w it h o u tb r e a k s o f g a s t r o e n t e r it i s d u e t o

N o n - 0 g r o u p 1 V ib r i o c li o l e r a e (3 0 , 5 0 ). In 1 9 8 6 (2 4 ) a n d 1 9 9 1
,
th e r e w e r e c a s e s o f

c h o l e r a (d u e t o ty pe 0 1 Vib r io c h o le r a e ) a s s o c ia t e d w it h c o n s u m pt io n o f r a w o y s t e r s

h a r v e s te d f r o m t h e G u lf o f M e x i c o a n d E c u a d o r . V . p a r a li a e m o l y t i c u s is a c o m m o n c a u s e

o f s e a f o o d - b o r n e g a s t r o e n te r i t is i n h e a lt h y p e r s o n s (2 0 ) . V . p a r a h a e m o ly t i c u s i n f e c t i o n

m a y b e c h a r a c t e r i z e d b y d ia r r h e a
, n a u s e a ,

v o m it in g a n d a b d o m i n a l p a i n T h e i n c u b a t io n

p e r io d i s a b o u t 4 - 9 6 h o u r s w it h d u r a t i o n o f i l l n e s s o f a p p r o x im a te l y 7 2 h o u r s (3 6 )
G e n e r a ll y V . p a r a h a e m o ly t i c u s g a s t r o e n te r i t is i s s e lf - l im it i n g in h e a lt h y i n d i v id u a ls Vib r i o

v u l n ifi c u s
,
i s a n im p o r t a n t p a t h o g e n p r im a r i ly i n t h o s e w h o a r e im m u n o s u p p r e s s e d o r

h a v e c h r o n ic l i v e r d is e a s e . V . v u l n i f i c u s m a y c a u s e fa t a l s y s t e m ic i n f e c t i o n s ( Vi b r i o

s e p t ic e m i a ) w i th a m o r t a l it y r a te o f g r e a t e r t h a n 5 0% (2 3 ,
3 0 ,

4 6 ). Vi b r io n o n - 0 1 c h o l e r a e

a n d V . p a r a h a e m o l y t i c u s i n f e c t i o n m a y a l s o o c c a s io n a l ly p r o d u c e a fa t a l o u tc o m e i n

im m u n o c o m pr o m i s e d in d i v id u a l s (2 3 ).

A l l o f t h e Vi b r i o s p e c ie s a s s o c ia te d w i th s h e l lf i s h - b o r n e il l n e s s a r e n a tu r a l ly o c c u r r i n g

i n t h e m a r i n e e n v i r o n m e n t Vi b r io s g e n e r a l l y f a v o r w a r m c o a s t a l a n d e s t u a r in e w a t e r s . In

a d d it io n
,
o f th e s e V ib r io s p e c i e s

,
V . p a r a h e m o l y t i c u s i s m o s t c o m m o n l y is o l a t e d f r o m

f e c e s a n d m a y b e t r a n s m it te d b y f e c a l c o n ta m i n a t io n o f s h e l lf i s h b o t h b e f o r e a n d a f te r

h a r v e s t (3 0 ).

P u b l ic h e a lt h im p a c t

T h e C e n t e r s f o r D i s e a s e C o n t r o l a n d P re v e n t io n (C D C ) r e p o r te d 12 8 o u t b r e a k s a n d

3 7 4 7 c a s e s o f s h e l lf i s h - b o r n e il l n e s s i n t h e 1 0 y e a r p e r i o d f r o m 1 9 7 8 - 1 9 8 7 T h i s

c o n s t it u t e s 3 1% o f a l l s e a f o o d a s s o c i a t e d o u tb r e a k s a n d 6 6 % o f a l l s e a f o o d - b o r n e c a s e s

r e po r te d t o t h e C D C d u r i n g t h is t im e p e r io d (3 0 ). C D C
'

s d a ta w a s d e r iv e d f r o m f o o d -

b o r n e d i s e a s e o u t b r e a k r e p o r ts f r o m s ta te h e a lt h d e p a r t m e n t s R i p p e y a n d V e r be r r e p o r t

3 6 1 o u t b r e a k s a n d m o r e th a n 5 7 9 7 c a s e s o f s h e l lf i s h a s s o c ia te d g a s t r o e n t e r it i s a n d

h e p a t it i s i n t he US f r o m 1 9 7 9 - 1 9 8 8 (3 5 ). R ip p e y a n d V e r b e r
'

s d a t a a r e d e r i v e d f r o m a

v a r ie ty o f s o u r c e s : s t a t e a n d lo c a l h e a lt h d e p a r t m e n t f i l e s
,
b o o k s

,
n e w s a c c o u n ts

,
C D C

r e po r t s
,
P u b l ic H e a lt h S e r v i c e f il e s , c a s e h i s to r ie s a n d a r c h iv a l r e p o r t s (3 0 ). (T a b l e 1 )
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T a b l e 1 : S h e l if i s h - b o m e Il l n e s s
, ( 1 9 7 8 - 1 9 8 7 )

C D C *

N a tu r a l ly O c c u r r i n g A q u a t ic A g e n t s

Vi b r i o p a r a h e m o l y t ic u s

Vi b r i o c h o l e r a e 0 1

Vi b r io c h o l e r a e n o n - 0 1

V ib r io v u l n i fi c u s

Vi b r io m im ic u s

Vib r io h o l li s a e

Vib r io f l u v i a l is

P l e s i o m o n a s

A e r o m o n a s

O u t b r e a k s C a s e s

1 5

2

2

1 7 6

1 4

1 1

N ET S U * *

C a s e s

5 2

1 3

1 2 0

1 0 0

5

5

5

1 8

7

In f e c t i o u s A g e n t s A s s o c i a t e d

w i th F e c a l P o ll u t i o n o f Wa te r

H e p a t it i s ,
u n s p e c i f ie d

H e p a t it i s A

Sa lm o n e l la ( n o n t y p h o i d a l )
Sh ig e ll a

C a m p y l o b a c t e r

N o rw a l k a n d N o r w a lk - l i k e v ir u s e s

N o n - A
,
n o n - B h e p a t it i s

7

3

4

3 3

80

7 7

4 2

1 . 6 4 5

4 5

8 4

1 6

8 2

1

In f e c t i o u s A g e n t s A s s o c i a t e d

w it h P r o c e s s i n g a n d P r e p a r a t io n

C lo s t r id i u m p e r f r i n g e n s 2

St a p h y lo c o c c u s a u r e u s 1

Ba c il l u s c e r e u s 2

2 8

9

6

T o t a l o u t b r e a k s /c a s e s
^

U n k n o w n a g e n t s
^
:

4 0

8 8

4 7 6

3
,
2 7 1

2 , 1 9 8

5 , 0 9 8

*

C e n t e r s f o r D i s e a s e C o n t r o l a n d P r e v e n t io n , A t l a n t a , G e o r g i a
* * R i p p e y a n d V e r b e r

, N o r t h e a s t T e c h n ic a l Se r v ic e s U n it
,
F D A

,
Sh e l lf i s h S a n ita t io n

B r a n c h , D a v is v i l le
,
R h o d e Is l a n d .
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T a b l e 1
,
c o n t .

1 o u t b r e a k s /c a s e s o f k n o w n e t io l o g y

2 T o x i n s
,
a l l e r g ie s

,
u n k n o w n i n fe c t io u s a g e n t s

F r o m :
'

S e a f o o d S a fe t y
'

,
f r o m t h e C o m m i tt e e o n Ev a l u a t io n o f th e S a f e t y o f F is h e ry

P r o d u c t s
,
N a t i o n a l A c a d e m y o f S c i e n c e s

,
19 9 1 .

T h e a c t u a l n u m b e r o f p e r s o n s w h o b e c o m e i l l e v e r y y e a r d u e t o c o n s u m p t io n o f

c o n t a m in a t e d m o l lu s c a n s h e llf i s h is e s t im a t e d to b e m u c h g r e a te r t h a n t h o s e

c a s e s r e c o r d e d (3 0 ). T h i s is d u e t o m i ld
,
u n d i a g n o s e d o r m is d i a g n o s e d i l ln e s s a n d u n d e r

r e po r t i n g b y th e c u r r e n t l y p a s s iv e s u r v e i l l a n c e s y s t e m . S h e l lf i s h - b o r n e i l l n e s s c a u s e s

a p p r e c i a b l e e c o n o m ic c o s t s to s o c ie ty v ia lo s s e s d u e to m o r b id ity ,
m o r ta l it y ,

m e d i c a l

e x p e n s e s a n d d e c r e a s e d p r o d u c t iv i ty

C h r o n ic a l ly i l l o r im m u n o c o m p r o m is e d i n d iv id u a ls m a y b e a t h ig h e r r i s k o f i l l n e s s f r o m

i n f e c t i o u s s h e l lf i s h - b o r n e a g e n ts T h e a g e n t s t h a t p o s e t h e g r e a te s t p u b l i c h e a lt h r i s k

f r o m r a w s h e l lf i s h c o n s u m p t io n a r e p r o b a b l y t h e Vib r i o s p p . N o n - 0 1 V. c h o l e r a e h a s

b e e n i s o l a t e d f r o m u p t o 3 7 % o f a l l U S o y s t e r s s a m p l e d d u r i n g th e w a r m e r m o n th s o f t h e

y e a r . D i a g n o s e d i n fe c t i o n r a t e s a r e i n t h e r a n g e o f 0 5 - 1 . 0 c a s e s / 1 0 0
,
0 0 0 p o p u l a t io n p e r

y e a r (3 0 ). Vi b ri o s m a y c a u s e s e v e r e d i a r rh e a i n h e a lt h y p e r s o n s w h o b e c o m e i n fe c t e d
,

b u t im m u n o c o m p r o m i s e d i n d iv i d u a l s o r th o s e w ith l iv e r d i s e a s e a r e a t r i s k fo r s y s t e m ic

i n f e c t i o n s . In th e s e i n d i v id u a l s t h e h u m o r a l im m u n e s y s te m i s in e f fe c t iv e in t h e f i g h t to

o v e r c o m e th e b a c t e r i a
'

s r a p i d m u l t ip l i c a t i o n i n t h e c i r c u la to r y s y s t e m . T h e r e s u lt i s a

m a s s iv e V i bri o b a c t e r e m i a / s e p t ic e m i a .

T h e r e i s a n e e d t o a s s e s s th e i n c id e n c e o f g a s t r o i n t e s t i n a l d is e a s e a n d h e p a t it i s

f o l l o w in g c o n s u m pt i o n o f r a w s h e l lf i s h o f k n o w n m ic r o b ia l q u a l it y w h i c h a r e h a r v e s te d

f r o m a p p r o v e d w a t e r s . S h e l lf i s h - bo r n e e p id e m ic d is e a s e i s w e l l d o c u m e n t e d (1 9 ,
5 0

,
4 5

,

2 2 ) ,
b u t s tu d i e s d e s ig n e d t o c h a r a c te r iz e t h e e n d e m ic d is e a s e r i s k f r o m i n g e s t io n o f

s he l lf is h f r o m a p p r o v e d w a t e r s h a v e n o t b e e n pe r fo r m e d . M a n y o u t b r e a k i n v e s t i g a t i o n s

h a v e b e e n in c o m p le t e b e c a u s e o f u n k n o w n o r p o o r l y c h a r a c t e r iz e d m i c r o b ia l q u a l ity o f

t h e s h e ll f is h in v o l v e d . M a n y o u t b r e a k s a r e r e l a t e d t o r e c r e a t i o n a l s h e l lf i s h in g o r a r e

a s s o c i a t e d w it h s h e l lf is h f r o m s o u r c e s w h e r e th e w a t e r a n d / o r s h e l lf is h q u a l it y is

u n k n o w n (3 0 ,
1 9

, 3 9 ) .
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In d ic a t o r b a c te r i a

In r e s p o n s e to l a rg e ,
s h e l lf is h - b o r n e o u t b r e a k s o f T y p h o i d F e v e r in t h e 1 9 2 0

'

s
,
t h e

N a t io n a l S h e l lf i s h S a n it a t i o n P r o g r a m ( N S S P ) w a s c r e a t e d a s a c o o p e r a t i v e e f fo r t

b e tw e e n s h e l lf is h p r o d u c in g s ta t e s
,
t h e P u b l ic H e a l th Se r v i c e a n d t h e s h e ll f is h in d u s t r y .

T h e p r o g r a m p r o p o s e d s h e l lf is h g r o w i n g w a t e r q u a l it y r e g u l a t io n s ,
w h ic h r e s t r i c t e d

h a r v e s t o f s h e l lf i s h f r o m p o t e n t ia l l y h a z a rd o u s g r o w i n g w a te r s H a r v e s t r e s t r ic t i o n s

i n c lu d e d : g r o w in g a r e a s n e a r m a jo r s o u r c e s o f p o l l u t io n
,
a r e a s w h e r e s e w a g e m a y

c o n t a m i n a t e t h e w a t e r s
,
a n d i n a r e a s w h e r e m i c r o b io l g ic a l te s t s d e m o n s t r a te g r o w th o f

c o nf o r m b a c te r i a f r o m a n a ly s is o f 1 c c o f g r o w i n g w a t e r (8 ) C o l ifo r m b a c t e r i a a s a g r o u p ,

w e r e c o n s id e r e d i n d i c a t o r s o f f e c a l c o n ta m i n a t io n o f t h e g r o w in g w a t e r T h e s e

s ta n d a r d s
,
i n c lu d i n g t h e u s e o f c o l if o r m in d i c a t o r o r g a n i s m s

,
w e r e a d o p te d b y N S S P

p a r t i c i p a t i n g s ta te s i n 1 9 2 5 T h e s e r e s t r ic t i o n s h e l pe d t o c u r t a i l th e l a r g e t y p h o i d f e v e r

o u t b r e a k s s e e n i n th e e a r ly 2 0
* *̂

c e n t u r y

T o d a y ,
m o d if ic a t i o n s o f t h o s e f i r s t te c h n iq u e s to id e n t if y f e c a l c o n ta m i n a t io n i n

g r o w in g w a t e r s a r e u t i li z e d . G r o w in g w a t e r s t a n d a rd s a r e b a s e d o n a n a l y s i s o f t o ta l

c o nf o r m s o r f e c a l c o nf o r m s (t h e r m o to l e r a n t c o l if o r m b a c te r ia w h ic h a r e m o s t l i k e ly t o

i n h a b it h u m a n a n d a n im a l g a s t r o in te s t i n a l t r a c t s ) p r e s e n t i n 1 0 0 m l o f w a t e r . P r e s e n t ly

t h o u g h , th e r e i s s t r o n g e v i d e n c e t h a t b a c te r i a l i n d ic a to r s o f fe c a l c o n t a m in a t i o n o f

g r o w in g w a t e r s a r e n o t c o r r e l a t e d w it h e n t e r ic v i r u s a n d Vi b r i o n a c e a e c o n c e n t r a t io n s i n

s h e l lf is h (9 , 4 7 ) o r g r o w i n g w a te r s (1 0 ,
7 ). In g e n e r a l

,
t h e e n te r ic v ir u s e s p e r s i s t in

s e a w a te r f o r lo n g e r p e r i o d s o f t im e t h a n i n d ic a to r b a c te r i a (8 ) T h is m e a n s t h a t a g r o w i n g

a r e a r e c e n t l y r e o p e n e d to s h e l lf i s h i n g m a y s t i ll h a v e e l e v a te d l e v e l s o f e n te r i c v ir u s e s

w h ic h m a y p o s e a r i s k t o t h e p u b l i c h e a lt h . O u t b r e a k s o f H A V (3 1 ),
n o n - 0 g r o u p 1 Vib r io

c h o l e r a e (5 0 ) a n d p r e s u m p t iv e NV (5 ) h a v e a l l b e e n a s s o c i a te d w it h c o n s u m p t io n o f

s h e l lf is h h a r v e s te d f r o m N S S P a p p r o v e d a r e a s A lt h o u g h m o s t h u m a n il l n e s s a s s o c ia te d

w it h c o n s u m pt i o n o f fe c a l ly c o n t a m in a t e d s h e llf is h is d u e t o v i r a l pa t h o g e n s . T h e

b a c t e r ia l in d ic a to r s a r e s t il l u s e d
,
a s t h e r e a r e c u r r e n t ly n o p r a c t i c a l m e t h o d s to e v a l u a t e

v i r a l c o n t a m i n a t io n o f s h e l lf is h g r o w i n g w a te r s a n d r e l i a b le v ir u s in d i c a t o r o r g a n i s m s h a v e

n o t b e e n e s ta b l i s h e d (8 ,
3 0 ).
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P r e s e n t ly w e d o n o t h a v e a n i d e a l in d ic a to r o r g a n i s m o f f e c a l c o n t a m in a t i o n i n m a r in e

e n v i r o n m e n t s , b u t i d e a l c h a r a c t e r i s t i c s (4 0 ) w o u ld b e :

- P r e s e n t a n d e a s i ly d e te c ta b le i n th e w a te r w h e n f e c a l c o n t a m i n a t i o n is p r e s e n t .

- N u m be r s o f i n d ic a to r o r g a n i s m c o r r e l a t e w i th a m o u n t o f fe c a l c o n ta m in a t i o n .

- I n d ic a t o r n u m b e r s s ta b le i n t he m a r i n e e n v ir o n m e n t . P e r s i s te n c e m u s t e q u a l o r

e x c e e d fe c a l p a t h o g e n s
,
b u t w i ll n o t in c r e a s e n u m b e r s o r g r o w o n c e in t r o d u c e d in t o

s e a w a t e r

- A b s e n t w h e n t h e r e i s a la c k o f f e c a l c o n t a m in a t i o n .

- D o s e - r e s p o n s e r e la t i o n s h ip ,
b e tw e e n n u m b e r s o f in d ic a to r o rg a n i s m a n d r is k o f

h u m a n e n t e r ic i l l n e s s .

- N o t p a t h o g e n i c fo r h u m a n s .

P o te n t ia l (c a n d id a t e ) i n d ic a to r o r g a n is m s i n c lu d e :

- E n te r o c o c c i : a h u m a n - fe c e s - s p e c if ic g r o u p o f f e c a l s t r e p to c o c c i c l a s s if i e d w it h in

L a n c e f ie ld
'

s s e r o lo g ic a l G r o u p D . O rg a n i s m s i n c lu d e : S . fa e c a l is , a n d

S . fa e c i u m ( 1 4 ).

- Cl o s t r id iu m p e r f r i n g e n s : a n a n a e r o b ic s p o r e - f o r m in g b a c te r iu m o f f e c a l o r ig in w h ic h m a y

b e m o r e pe r s is te n t i n s e a w a t e r t h a n e n t e r i c p a t ho g e n s .

- C o l ip h a g e s : v i r u s e s w h ic h in f e c t c o l if o r m b a c te r i a
. C o l i p h a g e s m a y b e m o r e

r e s i s ta n t t o c h l o r in e t h a n c o l if o r m b a c te r ia a n d th u s m a y b e b e tt e r i n d ic a to r s f o r

e n te r ic v ir u s c o n ta m i n a t io n (1 4 ).

- F - s p e c if ic c o l ip h a g e s a n d s o m a t ic c o l ip h a g e s h a v e b o t h b e e n p r o po s e d a s po t e n t ia l

in d ic a t o r s o f f e c a l c o n ta m i n a t io n

Sh e l lf i s h M ic r o b i a l S ta n d a r d s a n d A n a lv t ic a l M e th o d s

T h e s t a n d a r d s fo r s h e ll f is h g r o w i n g w a te r q u a l it y a r e b a s e d o n t h e a m o u n t s o f t o t a l o r

f e c a l c o n fo r m s p r e s e n t T o m a in ta in a p p r o v e d g r o w in g w a t e r s t a t u s th e to ta l c o l if o r m

m e d ia n M o s t P r o b a b l e N u m b e r (M P N ) m u s t n o t e x c e e d 7 0 p e r 100 m i l l i l it e r s (m l).

,
w it h

< 1 0 % e x c e e d i n g a n M P N o f 2 3 0 p e r 1 0 0 m l . A lt e r n a t iv e l y ,
t h e f e c a l c o l if o r m m e d i a n M P N

m u s t n o t e x c e e d 1 4 p e r 1 0 0 m l .

,
w it h < 1 0 % e x c e e d in g a M PN o f 4 3 pe r 1 0 0 m l (8 ).

T h e s e b a c t e r i a h a v e h i s to r ic a l ly f u n c t i o n e d a s in d ic a to r s o f f e c a l c o n ta m i n a t io n o f

b a t h i n g ,
d r in k in g a n d s h e l lf i s h g r o w in g w a t e r s A l th o u g h c o nf o r m s a n d E . c o li m a y r e f l e c t

l e v e ls o f b a c t e r i a f r o m d i r e c t fe c a l
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c o n t a m i n a t io n o r a ft e r s e w a g e t r e a tm e n t p r o c e s s e s , c o u n t s m a y a ls o b e e l e v a te d in

o r g a n ic a ll y e n r i c h e d w a t e r s S o m e t o t a l a n d f e c a l c o l if o r m s m a y h a v e n o n - f e c a l

e n v i r o n m e n t a l s o u r c e s s u c h a s v e g e t a t io n a n d s o i l .

T h e s ta n d a r d s t o a s s e s s m i c r o b i a l q u a l it y o f s h e l lf i s h a r e b a s e d o n t h e M o s t P r o b a b l e

N u m b e r (M P N ) o f f e c a l c o l if o r m s o r E s c h e r i c h i a c o li (E . c o l i ) o r g a n is m s p e r 1 0 0 g r a m s o f

s h e l lf is h m e a t . In a d d it io n
,
t h e St a n d a r d P l a t e C o u n t (S P C ) i s u s e d to a s s e s s th e n u m b e r

o f a e r o b i c b a c t e r i a l o rg a n i s m s p e r g r a m o f s h e llf is h m e a t . T h e c u r r e n t r e c o m m e n d e d

l im i ts a r e 2 3 0 fe c a l c o l if o r m s o r E . c o l i p e r 1 00 g r a m s s h e l lf is h m e a t
,
a n d a S PC o f le s s

t h a n 5 0 0
,
0 0 0 p e r g r a m m e a t . S h e l lf i s h a r e r e je c te d i f a n y s a m p l e c o n t a in s g r e a t e r t h a n

3 3 0 fe c a l c o l if o r m o r E . c o l i o r g a n i s m s p e r 1 0 0 g r a m s o f m e a t o r if 2 o f 5 s a m p le s c o n t a in

g r e a te r t h a n 2 3 0 o r ga n i s m s p e r 1 0 0 g r a m s . R e je c t io n a l s o o c c u r s if a n y o n e s h e l l f is h

m e a t s a m p le e x c e e d s 1
,
5 0 0

,
0 0 0 S P C o r 2 o f 5 s a m p le s a r e g r e a te r t h a n 5 0 0

,
0 0 0 S PC

(8 )

D e p u r a t i o n

B e c a u s e o f t h e h e a lt h r is k s a s s o c i a t e d w it h fe c a l c o n t a m in a t io n o f s h e l lf i s h
,

d e p u r a t i o n o r c o n t r o l le d p u r if i c a t i o n (c le a n s i n g o f s h e ll f is h b y a l lo w i n g t he m t o f e e d a n d

p u r g e c o n ta m in a n t s i n c l e a n w a te r ) ,
h a s b e c o m e a c o m m o n p r a c t ic e C o n t r o l le d

p u r if ic a t io n w a s d e v e lo p e d i n E u r o p e i n t h e e a r ly 2 0
*^

c e n t u r y i n r e s p o n s e t o s h e l lf i s h -

b o r n e o u t b r e a k s o f i l l n e s s (3 2 ) In t h e U S to d a y ,
a n u m b e r o f c o m m e r c ia l d e p u r a t io n

f a c i l it i e s a r e p r o d u c i n g s h e l lf i s h f o r w h o l e s a le a n d r e t a i l m a rk e ts

G e n e r a ll y ,
t h e p r o c e s s o f d e p u r a t io n c o n s is t s o f h o l d i n g s h e l lf i s h i n a t a n k o f c le a n

s e a w a t e r f o r 4 8 - 7 2 h o u r s i n c o n d i t io n s t h a t e n c o u r a g e p u m p i n g a n d f e e d i n g b e h a v io r in

th e a n im a l s D e p u r a t io n f a c i li t ie s m a y u t i l i z e r e c i r c u la t in g w a t e r s y s t e m s o r c o n t in u o u s

f lo w th r o u g h s y s t e m s In e it h e r c a s e
,
s e a w a te r is p u m p e d f r o m a c le a n s o u r c e o r i s

f ilt e r e d a n d pu r if ie d b e f o r e it c o n t a c ts t h e s h e l lf is h .

Im p o r t a n t p h y s ic a l p a r a m e t e r s fo r e f fe c t iv e d e p u r a t io n b y s h e l lf i s h a r e : t e m pe r a t u r e
,

p H ,
s a l in i ty , t u r b i d it y ,

a s w e ll a s ph y to p l a n k to n a n d d is s o lv e d o x y ge n c o n t e n t o f t h e w a t e r

(3 7 ) O p t im a l t e m p e r a t u r e r e q u i r e m e n t s f o r e l im i n a t i o n o f p a t h o g e n s v a r y b y p a t h o g e n

a n d s h e l lf i s h s p e c ie s . A t a p p r o x im a t e ly 2 0
°
C , H a r d c la m s h a v e b e e n s h o w n t o e l im i n a t e
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1 0

E . c o li , f e c a l c o l if o r m s
, p o li o v ir u s a n d C o x s a c k i e v i r u s B 4 to n o n d e te c ta b l e l e v e ls w it h in 4 8

h o u r s (3 2 ). In o n e s tu d y ,
6 d a y s o f d e p u r a t i o n o f H a r d c la m s a t 1 6

°

C ,
a c h i e v e d a 1 lo g

r e d u c t io n i n S - 13 c o l ip h a g e c o n c e n t r a t io n Wh e n t h e t e m pe r a t u r e w a s i n c r e a s e d to

2 4
°
C

, p h a g e le v e l s w e r e n e g l i g ib l e a f te r 7 2 h o u r s (3 2 ). V . p a r a h a e m o ly t ic u s is m o s t

r a p i d ly e l im i n a t e d a t 1 5
°
C (3 2 ,

3 7 ) T h e p H o f s e a w a te r s h o u ld b e m a i n t a i n e d i n t h e

r a n g e o f p H 7 - 8 4 (3 2 ) O p t im a l s a l in i ty
'

s f o r d e p u r a t i o n o f E . c o l i a n d p o l i o v i r u s f r o m

H a r d c la m s v a ry f r o m 2 2 - 3 1 p p t (3 2 ) T u r b i d it y i s d u e t o s u s p e n d e d p a r t ic u l a t e s i n t h e

w a te r c o lu m n T h e w a t e r m u s t c o n t a i n s u f f i c i e n t m ic r o n u t r ie n t s f o r t h e s h e l lf i s h t o f e e d ,

b u t e x c e s s i v e t u r b i d it y a t t e n u a t e s u lt r a v io le t (UV ) l ig h t p e n e t r a t io n (3 7 ),
c o m p ro m i s i n g t h e

w a t e r d i s i n fe c t i o n p r o c e s s .
D is s o l v e d o x y g e n (D O ) v a r i e s w i th t e m p e r a t u r e a n d s a l i n it y ,

b u t m u s t b e s u f fic ie n t t o a l lo w n o r m a l ph y s i o lo g i c f u n c t io n i n g o f th e s h e l lf i s h .

M ic r o b io lo g ic a l q u a l it y o f t h e w a te r m u s t be m o n it o r e d t o p r e v e n t i n t r o d u c t io n o f

b a c t e r i a l c o n ta m i n a t io n . F e c a l c o l if o r m s a r e m o n it o r e d i n th e i n f l o w w a t e r
,
b u t a r e n o t

u s e f u l a s in d ic a to r s o f e n t e r i c v i r a l c o n t a m i n a t i o n ( 3 2 ,
4 ). In th e US ,

UV l ig h t d i s i n f e c t io n

is t h e m e t h o d o f c ho i c e t o r e d u c e m ic r o b i a l p a t h o ge n s in t h e i n f lo w w a te r (4 ) . T h i s

m e t h o d h a s t h e a d v a n t a g e o f s a n it iz a t io n w i t h o u t t h e u s e o f c h e m ic a l a g e n t s w h i c h m a y

im p a ir p h y s i o lo g i c f u n c t io n o f t h e s h e l lf is h o r w h ic h m a y p r o d u c e h a r m f u l r e s id u e s in t h e ir

m e a t

T y p ic a l l y , i n t h e U S , s h e ll f i s h d e s t in e d f o r d e p u r a t io n a r e h a r v e s t e d f r o m a r e a s

d e f i n e d a s n o w o r s e th a n r e s t r i c te d b y t h e N S SP T o ta l c o l if o r m s m u s t b e

< 7 0 0 / 1 0 0 m l s e a w a te r
,
fe c a l c o l if o r m s m u s t b e < 8 8 / 1 0 0 m l s e a w a te r (3 2 ). S h e l lf is h

d e p u r a t io n f o r 4 8 - 7 2 h o u r s e f f e c t i v e ly r e d u c e s le v e l s o f e n te r i c b a c te r i a l o rg a n is m s
,
b u t i s

l e s s e f fe c t iv e a t r e d u c in g e n t e r ic v i r u s p a t h o g e n l o a d s (4 ) . D e p u r a t io n i s n o t a s u b s t it u t e

fo r c a r e f u l a p p l i c a t io n o f t h e p r i n c ip l e s o f s h e l lf i s h s a n it a t i o n .

C u r r e n t i n d i c a to r s o f f e c a l c o n t a m i n a t i o n o f s h e l lf is h g r o w i n g w a t e r s a r e u n r e l i a b le f o r

p r e d ic t i n g r is k s o f s h e l lf i s h - b o r n e i l l n e s s d u e t o n o n - b a c te r ia l p a t h o g e n s ,
n o t a b ly e n t e r ic

v i r u s e s . V i r u s e s a r e m o r e p e r s is te n t i n s h e llf is h h a b it a t s a n d s h e l lf is h t h a n a r e e n t e r i c

b a c t e r ia
,
i n c l u d i n g t h e c o l if o r m in d ic a t o r s . T h e c u r r e n t c l a s s if i c a t i o n s y s t e m f o r

e s t a b l is h i n g a p p r o v e d w a te r s m a y n o t a s s u r e a lo w r i s k o f v i r a l p r e s e n c e i n s h e l lf i s h t h a t

a r e h a n / e s te d f r o m a r e a s im p a c te d b y s u b s t a n t i a l s o u r c e s o f h u m a n f e c a l w a s t e s
,
d e s p it e

l o w le v e l s o f c o l ifo r m b a c t e r i a i n t h e w a t e r a n d th e s h e l lf i s h T h is s t u d y w a s i n t e n d e d t o

q u a n t if y t h e r i s k s o f ga s t r o i n te s t i n a l i l l n e s s a s s o c i a t e d w it h i n g e s t io n o f r a w s h e l lf i s h
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1 1

( H a r d c l a m s ) h a r v e s te d f r o m a p p r o v e d g r o w in g w a t e r s , a s w e l l a s c o n s u m p t io n o f

s h e l lf i s h d e r iv e d f r o m t h e s a m e s o u r c e
,
th e n s u bj e c t e d t o s u b s t a n t i a l c o n t r o ll e d

p u r if i c a t i o n in c le a n s e a w a te r .

S t u d y o b je c t iv e s

• T o i n v e s t ig a te t h e a s s o c i a t i o n b e tw e e n in ge s t io n o f r a w H a r d c la m s o f d if fe r e n t

m i c r o b io l o g ic a l q u a l ity a n d r i s k s o f s u b s e q u e n t e n te r i c i ll n e s s i n v o lu n te e r c o n s u m e r s .

• T o d e t e r m in e if c la m s h a r v e s t e d d ir e c t ly f r o m N S S P a p p r o v e d g r o w i n g w a t e r s

im p a c t e d b y s u b s t a n t ia l f e c a l p o l l u t i o n s o u r c e s
, p o s e a m e a s u r a b le r is k o f

g a s t r o i n te s t in a l i l ln e s s o r h e p a t i t i s if c o n s u m e d r a w
,
a n d if th e r is k is l o w e r f r o m c l a m s

s u bje c t e d t o f u r t h e r m i c r o b ia l p u r if ic a t i o n (d e p u r a t io n ).

• T o d e t e r m in e if t h e c u r r e n t m ic r o b i a l s t a n d a r d s f o r s a n it a t io n o f s he l lf is h g r o w i n g

w a t e r s
,
w h i c h a s s e s s i n d ic a t o r b a c te r i a (to ta l a n d f e c a l c o l if o r m s ) ,

a r e s u f f ic ie n t t o

p r o t e c t a g a in s t g a s t r o in t e s t in a l d i s e a s e o r h e p a t it i s i n p e r s o n s w h o i n g e s t t h e s h e l lf i s h

d e r iv e d f r o m t h e m .

• T o d e te r m i n e if th e c u r r e n t m i c r o b ia l s ta n d a rd s f o r s a n it a t i o n o f m o l lu s c a n s h e l lf is h
,

w h ic h u t i l iz e in d ic a t o r b a c t e r ia (f e c a l c o li fo r m s
,
E . c o l i a n d a e r o b ic p l a t e c o u n t

b a c t e r ia ),
a r e s u f f ic ie n t t o p r o t e c t a g a i n s t g a s t r o i n t e s t i n a l d i s e a s e o r h e p a t i t i s i n

pe r s o n s w h o i n g e s t t h e s h e l lf is h .

• T o in v e s t i g a t e if le v e l s o f £ c o li , C l o s t r id i u m p e r f ri n g e n s , E n t e r o c o c c i , Vi b r io s p e c i e s .

S t a n d a r d p l a t e c o u n t b a c t e r ia , F - s p e c if i c c o li p h a g e o r s o m a t ic c o l ip h a g e s a r e b e t te r

i n d i c a to r s o f fe c a l c o n t a m in a t io n o f s h e l lf is h t h a n t o t a l o r fe c a l c o l if o r m s . T o

d e te r m in e w h ic h in d i c a t o r s
,
if a n y ,

a r e p r e d ic t iv e o f d e v e l o p m e n t o f g a s t r o i n te s t in a l

d is e a s e i n h u m a n v o l u n te e r c o n s u m e r s o f r a w H a r d c la m s .
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1 2

C H A P T E R l i

R E S E A R C H D E S IG N A N D M E T H O D S

O v e r v i e w

T h e s t u d y w a s a r a n d o m i z e d c l i n ic a l t r ia l d e s i g n e d to i n v e s t ig a t e th e a s s o c i a t i o n

b e tw e e n c o n s u m p t io n o f r a w H a r d c l a m s o f t w o d if fe r e n t m ic r o b io lo g ic a l q u a l it ie s
,
a n d

s u b s e q u e n t d e v e l o pm e n t o f g a s t r o in te s t in a l d is e a s e a n d h e p a t i t i s i n h e a lt h y v o l u n te e r s

r e c r u it e d f r o m th e U n iv e r s i ty o f N o r t h C a r o li n a a t C h a p e l H i l l c o m m u n ity .

N i n e h u n d r e d e i g h ty f iv e v o l u n t e e r s w e r e b lo c k r a n d o m i z e d in to 3 g r o u p s .

A p p r o x im a te ly 1 5 0 s u b je c ts w e r e a s s i g n e d to e a c h o f 7 f e e d in g d a t e s T h e c o n t r o l g r o u p

d i d n o t i n g e s t c l a m s T h e s e c o n d g r o u p i n g e s te d r a w c la m s h a r v e s t e d f r o m a p p r o v e d

g r o w i n g w a te r s , t h e n d e p u r a t e d f o r 3 0 d a y s d ir e c t ly a f te r h a r v e s t t o f u r t h e r r e d u c e

p a t h o g e n i c m ic r o o r g a n is m l e v e ls G r o u p t h r e e in g e s t e d s h e llf is h h a r v e s t e d d i r e c t ly f r o m

t h e s a m e a pp r o v e d g r o w i n g w a t e r s

M ic r o b io lo g ic a l p a r a m e te r s f o r s h e l lf i s h g r o w i n g w a t e r s a n d s h e l lf is h w e r e w it h i n

N S S P g u id e l i n e s
,
a n d t h e r e fo r e m e t a ll S ta t e a n d F e d e r a l g u id e l i n e s f o r w h o le s o m e n e s s

a n d p u r it y . B a s e d o n th e i r s a n it a r y q u a l ity ,
t h e s h e l lf i s h w e r e s im i la r to t h o s e w h ic h m a y

b e p u r c h a s e d f r o m w h o le s a l e s o u r c e s , a t r e t a il o u t l e t s o r r e s t a u r a n ts . T h e s t u d y p r o t o c o l

w a s r e v ie w e d a n d a p p r o v e d b y th e C o m m it te e f o r R e s e a r c h In v o lv i n g H u m a n S u bj e c t s .

G r o w i n g w a te r s a n d th e s h e l lf is h h a r v e s te d f r o m t h e m w e r e a n a l y z e d f o r b a c t e r i a l a n d

b a c t e r i o p h a g e i n d i c a t o r s o f f e c a l c o n t a m i n a t io n T h e s h e l lf i s h w e r e a n a l y z e d b o th a t t h e

h a r v e s t s it e
,
a n d t h e n a g a i n a f te r t r a n s p o r t t o th e fe e d i n g s ite t o a s c e r t a i n if t h e r e w a s

a n y d if fe r e n c e i n b a c t e r ia o r b a c te r i o p ha g e l e v e ls a f t e r 1 2 - 1 8 h o u r s in t r a n s p o r t T h e

le v e ls o f s t a n d a r d a n d p r o po s e d m ic r o b i a l In d ic a to r s o f p a th o g e n ic o rg a n i s m s w e r e

m e a s u r e d i n s u b s a m p le s o f e a c h b a t c h o f s h e l l f is h in g e s t e d b y e a c h g r o u p .

R a t e s o f i l ln e s s w e r e c a lc u l a t e d f r o m d a t a o b t a in e d i n 4 w r i t t e n f o l lo w u p

q u e s t io n n a i r e s I n a d d it i o n
,
te l e p h o n e i n te r v ie w s w e r e a d m i n i s t e r e d to e a c h s u b je c t to

c r o s s c h e c k d a t a p r o v id e d o n th e 1
^ *
f o l lo w - u p q u e s t io n n a i r e , a s w e l l a s t o e n c o u r a g e

c o n t i n u e d p a r t i c i p a t io n in t h e s t u d y .
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S u b je c t s e l e c t i o n

R e c r u itm e n t w a s a c o n t i n u o u s p r o c e s s o v e r th e 6 m o n t h - lo n g s tu d y p e r io d t o

a c c o m m o d a t e m o n t h ly f e e d in g d a te s . A d v e r t is e m e n ts i n th e U n iv e r s i t y o f N o r t h C a r o l in a

a t C h a p e l H i l l s tu d e n t n e w s p a pe r r a n d u r i n g th e e n t i r e 6 m o n th s t u d y pe r i o d F l y e r s w e r e

p o s t e d o n c a m p u s b u l l e t i n b o a r d s in a n a t t e m p t t o r e c r u it m a x im a l n u m b e r s o f p o t e n t i a l

s tu d y p a r t i c i p a n ts B e c a u s e o f th e m e t h o d s o f n o t if y i n g po t e n t ia l s u b je c ts o f t h e s t u d y ,

th e m a jo r it y o f p a r t ic ip a n t s w e r e o b t a i n e d f r o m t h e U n iv e r s it y c o m m u n it y S u bj e c t s w e r e

c o n t i n u o u s ly r e c r u it e d a n d a s s i gn e d to t h e n e x t s c h e d u le d fe e d i n g t h a t c o u ld

a c c o m m o d a te t h e ir s c h e d u le . A p p r o x im a t e ly 1 5 0 p e r s o n s pe r f e e d in g d a t e w e r e

r e c r u it e d f o r a t o t a l o f 7 f e e d i n g d a te s A t o t a l o f 9 8 5 p e r s o n s w e r e in it i a l ly r e c r u ite d .

S e l e c t io n c r it e r i a in c l u d e d s u b je c ts i n go o d h e a l th
,
w it h n o s e v e r e c h r o n i c d i s e a s e o r

d i s o r d e r s o f t h e ga s t r o i n te s t i n a l t r a c t
,
h e p a t o b i li a r y ,

o r r e n a l / u r i n a r y s y s t e m s . Su b je c ts

c o u ld n o t c u r r e n t ly b e t a k in g a n t i b io t i c s ,
im m u n o s u p p r e s s iv e d r u g s o r c h e m o t he r a pe u t ic

a ge n ts . Pa r t ic ip a n t s m u s t h a v e b e e n a t le a s t 1 8 y e a r s o f a ge

A l l s u b je c t s s ig n e d a c o n s e n t fo r m a n d a g r e e d to c o m p le te a n d r e tu r n t h e 4 f o l lo w - u p

q u e s t io n n a ir e s
,
s u bj e c t s w e r e g iv e n a $ 2 5 . 0 0 p a r t i c i pa t io n p a y m e n t f o r c o m p l e t i o n o f t h e

s tu d y O t h e r s t i p u la t io n s o f p a r t ic i p a t i o n in t h e s tu d y i n c l u d e d a b s te n t io n f r o m e a t in g r a w

s h e l lf i s h f r o m a n y s o u r c e in t h e 3 0 d a y s b e f o r e a n d a ft e r t he f e e d i n g d a te t o a v o id

m i s c l a s s if ic a t io n o f t h e s u bj e c t s
'

e x p o s u r e s t a t u s .

S t u d y d e s ig n

A r a n d o m i z e d c l i n i c a l t r ia l w a s c o n d u c te d w it h f e e d in g da t e s e n c o m p a s s in g th e 6

m o n t h s b e tw e e n J u l y ,
1 9 8 8 t o J a n u a r y 1 9 8 9 . Be c a u s e t h e r e c a n b e s e a s o n a l v a r i a t i o n i n

t he le v e l s o f m i c r o b ia l c o n t a m in a t io n o f t he s he l lf is h a n d t h e ir g r o w i n g w a t e r s
,
t h e s t u dy

c o n s is t e d o f 7 s e p a r a te f e e d i n g d a te s
,
b e tw e e n J u l y 1 5

,
1 9 8 8 a n d J a n u a r y 3 0

,
1 9 8 9

,

a p p r o x im a te l y 1 pe r e v e r y c a l e n d a r m o n t h
,
d e pe n de n t o n c la m a v a i la b i l it y .

F o r t h e e n t i r e s t u d y , a t o t a l o f 9 8 5 s u b je c t s w e r e r a n d o m iz e d b y b l o c k s o f 1 2 s u b je c ts

i n t o 3 e x p o s u r e g r o u p s ; c o n t r o ls
,
h ig h a n d l o w e x p o s u r e . T h e c o n t r o l c o n s i s te d o f 1 9 7

u n f e d s u b je c t s T h e s u bj e c t s in th e lo w e x p o s u r e g r o u p i n g e s t e d 6 u n c o o k e d c la m s
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d e r iv e d f r o m a p p r o v e d N a r r a g a n s e t t B a y ,
R h o d e Is la n d w a t e r s , a n d t h e n d e p u r a te d f o r

3 0 d a y s in R h o d e Is la n d b e f o r e s h ip m e n t t o N C . T h e h i gh e x p o s u r e g r o u p s u b je c t s

i n g e s t e d 6 u n c o o k e d c l a m s h a r v e s t e d d ir e c t ly f r o m a p p r o v e d w a t e r s in th e We s t M id d l e

B a y r e g i o n o f N a r r a g a n s e t t B a y ,
R h o d e Is la n d .

T h e s u bj e c t s w e r e f o ll o w e d f o r d e v e lo p m e n t o f g a s t r o i n te s t i n a l il l n e s s o r ja u n d i c e f o r a

t o ta l o f 6 0 d a y s a f t e r th e fe e d i n g d a te b y m e a n s o f 4 w r it t e n f o l lo w - u p q u e s t io n n a ir e s

p r e p a r e d a n d r e t u r n e d b y th e s u bj e c t s a t 1 w e e k
,
2 w e e ks

,
4 w e e k s a n d 8 w e e k s p o s t

e x p o s u r e .

A l l s u b je c t s w e r e c o n t a c te d b e tw e e n 6 a n d 10 d a y s a f te r t h e f e e d i n g d a te b y

te l e p h o n e T h i s i n it i a l f o l lo w - u p e f fo r t s e r v e d 2 p u r p o s e s A l l s u b je c t s w e r e r e m in d e d t o

r e t u r n t h e i r q u e s t i o n n a i r e s
, a n d i l l s u b j e c t s w e r e r e m in d e d t o c o n t a c t o u r s t a f f ph y s i c i a n

f o r f r e e m e d i c a l s e r v i c e s a n d s p e c im e n c o l l e c t io n A b r ie f o r a l q u e s t i o n n a i r e w a s

a d m i n i s t e r e d d u r in g w h ic h w e e s ta b l i s h e d ; c u r r e n t s t o o l f r e q u e n c y a n d if s u bje c t s

e x pe r i e n c e d a n y a b d o m i n a l d i s c o m fo r t
,
v o m it in g , d ia r r h e a

,
f e v e r o r o th e r s y m pt o m s . If

s o ,
d a te s

, t im e s a n d f r e q u e n c y o f s y m p to m s A n a l y s i s a n d r e s u lt s o f t h e o r a l

q u e s t i o n n a i r e w i l l n o t b e a d d r e s s e d h e r e .

Su b je c t e x p o s u r e m e t h o d s

A p p r o x im a t e ly 1 5 0 s u b je c ts w e r e a s s e m b le d m o n th l y a t th e U n iv e r s it y o f N o r t h

C a r o l in a H o s p it a ls
'

c a f e te r i a i n C h a p e l H i l l , N o r t h C a r o l i n a . E a c h s u b je c t w a s r a n d o m l y

a s s ig n e d a g r o u p (C o n t r o l , H ig h o r L o w E x po s u r e ) w i th i n b lo c ks o f 12 s u bj e c ts
,
by u s i n g

a r a n d o m n u m b e r ta b l e . Id e n t if i c a t i o n n u m be r s w e r e a s s i g n e d w h i c h i n c l u d e d a e x p o s u r e

c a te g o ry c o d e A c o lo r - c o d e d c a r d a n d 4 q u e s t io n n a ir e s in s ta m p e d ,
s e lf - a d d r e s s e d

e n v e lo p e s w e r e d is t r i b u te d t o e a c h p a r t ic i p a n t . C o l o r e d c a r d s d e s i g n a te d g r o u p

a s s i g n a t io n to a id s u b je c ts i n id e n t if ic a t io n o f t h e ir o w n g r o u p
'

s fe e d i n g t a b le

C o n t r o l s u b je c t s l e f t t h e c a f e t e r i a u n fe d
,
b u t s o m e c h o s e t o c o n s u m e o n e o f t h e s o f t

d r i n k s p r o v id e d f o r a ll p a r t ic i p a n ts . T h e c o n t r o l g r o u p in ge s te d n o c la m s b e c a u s e to

e f fe c t i v e ly s t e r i l iz e r a w c la m s by r a d i a t io n o r he a t , th e o r g a n o l e p t ic q u a l i ty is m a r k e d ly

a lt e r e d
, p o s s ib ly r e n d e r in g t h e c l a m s u n p a l a t a b le T h e r e f o r e i t w a s e le c te d t o m a i n t a i n
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u n f e d c o n t r o ls g iv e n t h e im p o s s ib i l it y o f b l in d i n g p a r t ic i p a n t s a s t o c o n t r o l s t a t u s a n d h a v e

t h e m i n g e s t s h e l lf is h .

C h i l l e d c la m s w h ic h w e r e m a i n t a in e d a t < 7 2 ^ C (< 4 5 0 F ) w e r e w a s he d in t a p w a t e r ,

s c r u b b e d , th e n o p e n e d a t t h e s ite . T h e L o w a n d H ig h E x p o s u r e g r o u p s u b j e c t s (a i l

b l i n d e d a s to e x p o s u r e s t a t u s ) w e r e e a c h s e r v e d 6 r a w
,
s h u c k e d c l a m s a lo n g w it h t h e i r

c h o i c e o f c o c k ta i l s a u c e
,
h o t p e p p e r s a u c e o r le m o n w e d g e s f r o m th e ir r e s p e c t iv e

,

s e p a r a t e c o l o r c o d e d ta b l e s . A s u b j e c t h a d t o p r e s e n t h i s / h e r c o l o r e d c a r d to r e c e i v e

t h e ir 6 c l a m s t o h e lp p r e v e n t r e t u r n s fo r s e c o n d h e lp i n g s . A l l c la m s w e r e c o n s u m e d

w it h i n 6 0 m i n u t e s o f r e m o v a l f r o m r e f r i g e r a t io n . S u bje c t s i n g e s t e d n o o th e r fo o d o r d r i n k

a t t h e f e e d i n g s it e A l l s u bje c t s w e r e i n s t r u c t e d to e a t t h e ir c l a m s in t h e h o s p i ta l c a f e t e r ia

a n d w e r e o b s e r v e d b y s t u d y c o o r d i n a to r s .

N a r r a o a n s e t t B a y

N a r r a g a n s e t t B a y i s a la r g e e s t u a r y i n e a s t e r n R h o d e Is l a n d
,
f e d b y t h e Pr o v id e n c e

R iv e r t o th e n o r th
,
t h e W o o n a s q u a tu c k e t a n d t h e P a w tu x e t R i v e r s to t h e w e s t

,
a n d t h e

T a u n t o n R iv e r t o th e e a s t w h e r e it f l o w s p a s t F a l l R i v e r
,
M a s s a c h u s e t t s T h e b a y i s

b o u n d e d o n t he n o r th b y t h e la r g e m e t r o po l it a n a r e a o f P r o v i d e n c e / P a w tu c k e t , R . I .
.

W a rw i c k
,
R I . i s s i tu a t e d o n t h e w e s t e r n s h o r e o f t h e m i d b a y . H i s to r i c a l ly , th e u p p e r

N a r r a g a n s e t t B a y h a s b e e n h e a v i ly im p a c t e d b y t h e te x t i le a n d je w e l r y i n d u s t r ie s in

P r o v i d e n c e
,
s o m e o p e r a t i n g s i n c e t h e e a r l y 1 9 0 0

'

s T o d a y , t h e m a jo r s o u r c e s o f p o ll u t i o n

i n N a r r a g a n s e t t B a y a r e s e w a g e a n d w a s t e w a t e r f lo w in g in to t h e b a y , je w e lr y a n d

m e ta l lu r g y i n d u s t r ia l p o l l u t i o n ,
a n d s o m e c h e m i c a l a n d p h a r m a c e u t ic a l m a n u f a c t u r i n g .

T h e u p p e r B a y h a s b e e n c lo s e d to s h e l lf i s h i n g f o r y e a r s d u e t o p o ll u t io n (F ig u r e 1 )
T h e u p p e r b a y w h i c h e n c o m p a s s e s t h e p r o h i b it e d a r e a is t h e po r t io n o f t h e b a y n o r t h o f a

l i n e d r a w n b e tw e e n C o n im i c u t P o i n t o n th e w e s te r n s h o r e a n d N a y a tt P o in t o n t h e

e a s t e rn s h o r e . T h i s l in e d e m a r c a t e s th e p r o h ib i te d a r e a to t he n o r th f r o m t he

c o n d i t i o n a ll y a p p r o v e d a r e a to t h e s o u th A l in e d r a w n a c r o s s t h e m id b a y f r o m t h e

s o u t h e r n m o s t t i p o f W a rw ic k N e c k a c r o s s t o t h e n o r t h e r n p o i n t o f P r u d e n c e Is l a n d
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d e m a r c a t e s c o n d it i o n a l l y a p p r o v e d w a t e r s t o t h e n o r t h a n d a p p r o v e d w a te r s t o th e s o u t h .

T h e c o n d i t io n a l ly a p p r o v e d p o r t i o n o f t h e b a y is c l o s e d w h e n e v e r r a i n f a l l e q u a l s o r

e x c e e d s 0 . 5 i n c h e s w it h in a 7 d a y p e r i o d . T h e a p p r o v e d a n d c o n d it io n a l ly a p p r o v e d

a r e a s r e m a i n t h e m o s t im p o r t a n t a r e a f o r c o m m e r c ia l s h e l lf i s h in g a s t h e e n v i r o n m e n t a l

c o n d i t io n s a r e m o s t f a v o r a b le f o r g r o w t h o f H a rd c l a m s . T h e lo w e r r e a c h e s o f th e b a y ,

s o u t h o f Q u o n s e t P o i n t o n t h e w e s te r n s h o r e a n d S a n d y P o in t o n P r u d e n c e Is la n d , d o n o t

h a v e s h e l lf i s h p o p u l a t i o n s la r g e e n o u g h t o s u s ta i n a c o m m e r c i a l f is h e ry (4 8 ) A l l g r o w in g

a r e a s a r e m o n ito r e d b y t h e s t a t e o f R h o d e Is l a n d t o e n s u r e b a c t e r i a l i n d i c a to r o r g a n is m s

a r e w it h i n N SS P s a n it a t io n g u id e l i n e s . T h e c la m s f o r t h i s s tu d y w e r e a l l ha r v e s te d f r o m

t h e a p p r o v e d a r e a a p p r o x im a t e ly 1 / 2 m i le s o u th o f W a r w ic k N e c k a n d a b o u t 1 / 4 m i le w e s t

o f P r u d e n c e Is l a n d . (F i gu r e 1 (2 8 ))

N a r r a g a n s e t t B a y is s im i l a r to o t h e r n o r t h e r n E a s t C o a s t e s tu a r i e s w h ic h h a v e

h is t o r ic a ll y p r o d u c e d l a r g e n u m b e r s o f s h e l lf i s h . P o r t io n s o f M a s s a c h u s e t ts B a y a n d

B u z z a r d
'

s B a y , M a s s a c h u s e t t s
, pa r ts o f L o n g Is l a n d So u n d a n d N e w Y o r k B a y ,

N e w Y o r k

h a v e a ll h a d s h e l lf i s h g r o w i n g a r e a s a d v e r s e l y im p a c t e d b y u rb a n d e v e lo p m e n t ,

a n t iq u a te d w a s t e d i s po s a l m e t h o d s a n d i n d u s t r i a l w a te r po l l u t i o n A lth o u g h t h e s e b o d ie s

o f w a te r s h a r e s im i la r h is to r ie s o f a d v e r s e im p a c t s f r o m c o a s t a l d e v e lo p m e n t
,
e a c h is

u n iq u e d u e t o s u r f a c e w a t e r f lo w p a t te r n s
,
v a r i a t io n s in in d u s t r i a l d is c h a r g e s

,
a n d

p a t te r n s o f d e v e lo p m e n t .

G r o w in g w a t e r s a m p l i n g ; N a r r a g a n s e t t B a y s h e l lf i s h c o l le c t io n s i te

H a r v e s t s it e s w e r e s u r v e y e d a n d d iv id e d i n t o q u a r t e r s . A 1 l i te r w a te r s a m p le w a s

c o l le c te d a s e p t i c a l ly in a s t e r i l e b o t t l e b y l o c a l t e c h n i c i a n s f r o m e a c h q u a r t e r a t a d e p t h o f

1 m e te r . W a te r s a m p l e c o n t a in e r s w e r e t ig h t l y c a p p e d a n d p la c e d im m e d ia te ly o n ic e

(m a in ta i n e d a t 4 ^ C ),
a n d t r a n s p o r te d t o t h e U S F o o d a n d D r u g A d m in i s t r a t io n

,
N o r t h e a s t

T e c h n ic a l Se r v i c e s U n it l a b o r a t o r y i n K in g s t o w n
,
R . I

. f o r a n a l y s e s . Le v e l s o f to t a l a n d

f e c a l c o nf o r m s
,
E . c o li , Cl o s t r i d i u m p e r fri n g e n s a n d E n te r o c o c c i s p e c ie s w e r e m e a s u r e d

a p p r o x im a t e l y e v e ry 2 w e e k s th r o u g h o u t th e s t u d y p e r i o d i n c lu d i n g a t th e t im e o f ha r v e s t

t o a i d i n a s s e s s m e n t o f d y n a m i c w a te r q u a l it y c o n d it io n s . W a te r q u a l it y d a ta w a s n o t

a n a ly z e d a n d it w i l l n o t be a d d r e s s e d in t h is do c u m e n t .
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1 8

D e p u r a t io n o f s t u d y c l a m s

T h e D a v i s v i l l e ,
R h o d e Is la n d d e p u r a t i o n f a c i l it y w a s u t il i z e d s o le ly t o p u r ify th e c l a m s

u s e d i n t h is s t u d y . T h i s i s a p i l o t s c a l e d e p u r a t io n p la n t o w n e d a n d o p e r a t e d b y t h e U S

F o o d a n d D r u g A d m i n i s t r a t io n , N o r t h e a s t T e c h n i c a l Se r v ic e s U n it a s a r e s e a r c h a n d

t r a i n i n g fa c i li ty . T h e f a c i l it y h a d a c a p a c i ty o f a p p r o x im a te ly 5 0 0 l it e r s w it h a f l o w r a t e o f

2 0 l it e r s / m in u t e in a f lo w th r o u g h s y s te m w i th in f l o w w a te r d e r i v e d f r o m N a r r a g a n s e t t

B a y (F i g u r e 2 ) B a y w a t e r w a s d i s i n f e c t e d w it h U V r a d ia t io n b e f o r e e n t e r i n g t h e

d e pu r a t i o n ta n k F e c a l c o nf o rm s w e r e m e a s u r e d i n th e w a t e r a f te r d i s i n fe c t io n . I n f l o w

w a te r s a n it i z a t i o n w a s d e s ig n e d t o m a in t a i n z e r o f e c a l c o nfo r m s pe r 1 0 0 m l w a te r . T h e

te m p e r a t u r e w a s m a i n t a in e d a t a m i n im u m o f 1 0
°
C . Sa l i n it y r a n g e d f r o m 2 8 - 3 0 pa r t s p e r

t h o u s a n d D is s o lv e d O 2 (D O ) w a s n o t m o n it o r e d
,
b u t t h e s u r f a c e a r e a t o w a t e r v o l u m e

r a t io w a s h ig h a n d a p p a r e n t ly p r e c lu d e d p r o b l e m s w i th lo w D O A p p r o x im a t e ly 3 5 0 c la m s

p e r 3 0 d a y p e r io d w e r e m a in ta i n e d i n a m o n o la y e r h e ld o f f t h e b o t t o m o f th e d e p u r a t io n

t a n k o n s t a i n l e s s s t e e l s c r e e n s . C l a m s w e r e m a i n t a i n e d i n th e d e p u r a t io n f a c il it y f o r a

m i n im u m o f 3 0 d a y s b e f o r e h a r v e s t f o r e a c h f e e d in g d a t e s (3 4 ).

F i g u r e 2 S c h e m a t i c o f D a v i s v i l le ,
R . I . D e p u r a t i o n T a n k

I n f l o w w a t e r

?̂5 \ St a n d p i p e

§ i 1 2 "

8 '

5 0 0 l i t e r d e p u r a t i o n t a n ic
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1 9

W a t e r m ic r o b i o lo g i c p r o c e d u r e s

T o t a l a n d f e c a l c o l ifo r m s a n d E . c o l i \N e r e e n u m e r a t e d b y th e M o s t P r o b a b le N u m b e r s

(M P N ) m e th o d ( 1 ) u s i n g f i v e tu b e s a n d f o u r d i lu t io n s o f la u r y l s u lf a te la c to s e b r o th (L S L B )
w h ic h w a s i n c u b a te d a t 3 5 ° C A f te r 4 8 h o u r s

,
t u b e s w e r e e x a m i n e d a n d s c o r e d a s

p r e s u m p t i v e ly p o s it iv e if g r o w th a p p e a r e d a n d g a s h a d f o r m e d P o s it iv e c u lt u r e s w e r e

t r a n s f e r r e d i n t o b r i l l ia n t g r e e n la c t o s e b il e b r o t h (B G L B B ) ,
t h e n t u b e s w e r e i n c u b a t e d a t

3 5 ° C f o r 4 8 h o u r s . C o l if o r m b a c t e r i a w e r e c o n f i r m e d a f te r t u b e s w e r e e x a m i n e d a n d

f o u n d p o s it i v e fo r g r o w t h a n d g a s f o r m a t i o n . F e c a l c o l if o r m s w e r e a n a l y z e d b y

t r a n s f e r r in g b a c t e r ia f r o m g ro w t h a n d g a s p o s it iv e t u b e s o f L S L B i n t o E C b r o t h

s u p p le m e n te d w it h l OOu g / m l M U G T u b e s w e r e in c u b a te d a t 4 4 . 5 ° C f o r 2 4 h o u r s .

T u b e s w e r e t h e n e x a m i n e d f o r g r o w t h p lu s g a s to s c o r e f o r f e c a l c o l if o r m s
,
a n d e x a m i n e d

b y m e a n s o f a 3 6 6 n m w a v e l e n g t h u l t r a v i o le t l i g h t s o u r c e f o r t h e f l u o r e s c e n t m e t a b o l i te s

o f M UG p r o d u c e d b y E c o l i (4 9 )

C lo s t r i d iu m p e r f r i n g e n s w e r e q u a n t if ie d b y a M P N m e t h o d
,
u s i n g f iv e t u b e s a n d t h r e e

d i l u t i o n s . E a c h tu b e c o n t a in e d 1 0 m l o f w h o l e m i l k a n d 0 . 2 g ir o n p o w d e r (4 1 ,
4 9 ) .

E n te r o c o c c i w e r e q u a n t if ie d b y a M P N m e t h o d u s i n g f i v e tu b e s a n d t h r e e d i l u t i o n s o f

a z i d e d e x t r o s e b r o th w h i c h w e r e i n c u b a t e d a t 3 5 ° C f o r 4 8 h o u r s . T u b e s w h i c h s h o w e d

t u r b id it y w e r e t r a n s f e r r e d o n t o m o d if ie d m E a g a r
,
w h ic h w a s i n c u b a t e d a t 4 1° C fo r 24

h o u r s . B l u e c o l o n ie s w e r e c o u n t e d a s c o n f ir m e d E n t e r o c o c c i (4 9 ).

C la m h a r v e s t , s t o r a g e a n d t r a n s p o r t p r o c e d u r e s

C l a m s w e r e h a n / e s t e d f r o m t h e B a y b y m e a n s o f a b o a t d r e d g e o r r e m o v e d d i r e c t l y

f r o m t h e d e p u r a t io n fa c i l i ty a t m o n th l y i n te r v a l s t h r o u g h o u t t he s tu dy pe r io d . H a r v e s te d

c l a m s w e r e s c r u b b e d
,
w a s h e d i n p o t a b le w a te r a n d s o r t e d a t t h e s it e . T h e s h e l lf is h w e r e

r a p id ly c o o le d t o < 7 . 2 ° C a n d p a c ke d o n
'

b l u e ic e
'

ty p e f r o z e n c h i l l pa c k s t o m a in ta in a

c h i l le d s ta te a n d m i n im iz e m ic r o b i a l g r o w t h e n r o u te t o th e fe e d i n g s it e (8 ). S h e l lf is h

w e r e t r a n s p o r te d o v e r n ig h t f r o m t h e h a r v e s t s i te s to th e N o r t h C a r o l i n a H o s p i ta ls
'

c a f e t e r ia i n C h a pe l H i l l , N o r th C a r o l in a v i a o v e r n ig h t a ir e x p r e s s s e r v i c e . U p o n a r r iv a l a

p o r t io n o f t h e
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2 0

s h e l lf is h w e r e r e m o v e d f o r m ic r o b i o lo g i c a l a n a l y s i s . R e m a in in g c l a m s w e r e m a i n ta i n e d a t

< 7 . 2 o C i n t h e h o s p i ta l c a f e te r i a r e f r ig e r a t i o n u n its u n t i l th e y w e r e o pe n e d a t th e f e e d i n g

s i te . C l a m s w e r e c o n s u m e d w it h i n 6 0 h o u r s o f h a r v e s t (T a b le 2 )

T a b l e 2 C L A M S A M P L IN G A N D M O N T H LY F E E D IN G D A T E S O F ST UD Y

R h o d e Is l a n d S a m p l e D a t e s N o r t h C a r o l i n a S a m p le D a t e s F e e d in g D a t e s

J u l y 1 1
,
1 9 8 8 J u ly 1 2 , 13 ,

1 9 8 8 J u ly 14 , 19 8 8

A u g u s t 2 9 ,
1 9 8 8 A u g u s t 3 0

,
3 1

,
1 9 8 8

Se p te m b e r 1 6
,
1 9

,
19 8 8 S e p te m b e r 2 0

,
2 1

,
1 9 8 8

O c to b e r 1 7
,
1 9 8 8

N o v e m b e r 14
,
1 9 8 8

O c to b e r 1 8 , 1 9 , 1 9 8 8

N o v e m b e r 1 5
,
1 6

,
1 9 8 8

D e c e m b e r 12
,
1 3

,
19 8 8 D e c e m be r 1 4

,
1 5

,
1 9 8 8

S e pt e m b e r 1
,
198 8

S e p t e m b e r 2 2
,
1 9 8 8

O c t o b e r 2 0
,
1 9 8 8

N o v e m b e r 1 7 , 19 88

D e c e m be r 1 4
.
1 9 8 8

J a n u a r y 3 0 , 1 9 8 9 J a n u a ry 3 1
,
F e b r u a r y 1

,
1 9 8 9 F e b r u a r y 2 , 1 9 8 9

S h e l lf is h m i c r o b i o lo Q ic m e th o d s

S h e l lf i s h w e r e a n a ly z e d f o r to ta l a n d f e c a l c o l if o r m s , E s c h e r i c h i a c o li (E . c o li) ,

C l o s tri d i u m p e r fri n g e n s , En te r o c o c c i
,
Vib ri o s p e c ie s a n d S ta n d a r d (a e r o b ic ) p la te c o u n t

b a c t e r ia . F - s pe c if ic b a c te r io p h a g e s (F P H ) g r o w n o n S a lm o n e l l a ty p h im u ri u m s t r a i n

WG 4 9 a n d E . c o li F A m p ,
a s w e l l a s S o m a t ic C o l i p h a g e s (S O M C P H ) c u lt u r e d o n E c o l i

C , w e r e e n u m e r a te d a n d a s s e s s e d a s in d i c a t o r o r ga n i s m s o f t h e h u m a n e n te r i c v ir u s e s

(1 6 ) .
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2 1

C l a m s w e r e w a s h e d a n d s c r u b b e d a s e c o n d t im e b e f o r e p r o c e s s i n g f o r a n a l y s i s .

C l a m s w e r e s h u c k e d m a n u a l l y a n d c l a m m e a t w a s c o l l e c te d a s e p t ic a l ly a n d

h o m o g e n iz e d . S e r i a l d i lu t io n s o f e a c h s a m p l e h o m o g e n a t e w e r e p r e p a r e d a n d u s e d i n

M P N p r o c e d u r e s . D i l u e n t s v a r i e d f o r e a c h a s s a y a n d a r e d e t a i l e d i n t h e f o l lo w in g

d e s c r i p t i o n o f m e t h o d s f o r e a c h a s s a y T h e a e r o b ic p la te c o u n t a s s a y w a s p e r fo r m e d

u t i l iz in g p h o s p h a t e - b u f fe r e d p e p t o n e w a te r (1 ) . C l a m h o m o g e n a t e w a s d i l u t e d w it h

p e p to n e t w e e n b u f fe r f o r M e m b ra n e F i lt e r (M F ) m e t h o d s d e v e lo p e d b y D u f o u r a n d

H o p k i n s f o r o y s te r a n a ly s i s (6 ,
4 9 ).

T o t a l a n d f e c a l c o l if o r m s a n d E . c o l i w e r e q u a n t if ie d b y t h e M P N m e t h o d a s d e s c r i b e d

f o r t h e w a te r a n a ly s i s .

In a d d it i o n
,
£ c o / / w e r e e n u m e r a te d b y t h e M F m e t h o d . C la m h o m o g e n a te s w e r e

d i ge s te d w ith 5% t r y p s in a t 3 7^ C f o r 2 0 m in u t e s (4 9 ) O n e g r a m o f d ig e s t e d c la m t is s u e

w a s f i lt e r e d th r o u g h 5 u m p o r e s iz e p r e f i lt e r s th e n 0 4 5 u m po r e s iz e f i l te r s . T r i p l ic a te 0 . 4 5

u rn f i lt e r s w e r e in c u b a te d o n m T E C a g a r a t 3 5 0 c f o r 9 0 m i n u te s . T h e f i lte r s w e r e t h e n

i n c u b a te d a t 4 4 . 5 0 c f o r 2 0 h o u r s . A t t h a t t im e
,
f i lt e r s w e r e t r a n s f e r r e d t o p a d s s o a k e d

w i th u r e a s u b s t r a t e . A l l y e l lo w u r e a s e - n e g a t i v e c o lo n i e s w e r e c o u n te d a s E . c o l i (6 ,
4 9 )

E n t e r o c o c c i w e r e q u a n t if ie d b y th e M F p ro c e d u r e T r i p l ic a te s o f f i l te r s u s e d to

p r o c e s s c la m h o m o g e n a te d i g e s te d w it h t r y p s i n w e r e p la c e d o n m E a g a r a n d i n c u b a te d

a t 4 l O C fo r 4 8 h o u r s . T h e f i lte r s w e r e t h e n t r a n s fe r r e d t o E s c u l in I r o n A g a r (E IA ) a n d

r e i n c u b a t e d a t 4 1 ^ C f o r 2 4 h o u r s . R e d c o lo n i e s p o s s e s s i n g u n d e r l y i n g b la c k z o n e s i n

th e a g a r w e r e c o u n te d a s c o n f i r m e d E n te r o c o c c i (6 ,
4 9 ).

E n t e r o c o c c i w e r e a l s o e n u m e r a t e d b y t h e M P N m e th o d . T r y p s i n - d i g e s t e d c l a m

h o m o g e n a t e w a s i n c u b a t e d i n A z i d e D e x t r o s e B r o t h (A D B ) t u b e s a t 3 7 ^ C f o r 4 8 h o u r s .

M a t e r ia l w a s t r a n s f e r r e d f r o m p r e s u m p t iv e p o s it i v e t u b e s , t h e n f i lt e r e d t h r o u g h 0 . 4 5 u m

p o r e s iz e f i lt e r s ,
f i lt e r s w e r e p l a c e d o n m E a g a r t h e n i n c u b a t e d a t 4 1 ^ C f o r 2 4 h o u r s .

B lu e s t r e a k s w e r e s c o r e d a s c o n f i r m e d e n t e r o c o c c i b y th e M P N m e t h o d . In a d d it io n
,

m a t e r i a l f r o m p r e s u m p t i v e p o s it iv e A D B t u b e s w a s t r a n s fe r r e d t o B i l e E s c u l in A z i d e A g a r

( B E A A ) a n d i n c u b a te d a t 3 5 ^ C fo r 2 4 h o u r s G r o w th w a s s c o r e d a s c o n f i r m e d

e n t e r o c o c c i b y t h e B EA A m e t h o d .
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2 2

C l o s t r i d i u m p e r fri n g e n s w e r e a ls o q u a n t if i e d b y a M F m e th o d T r i p l ic a t e f il t e r s o f c l a m

h o m o g e n a t e s w h i c h h a d b e e n t r y p s i n - d i g e s t e d w e r e in c u ba t e d o n m C P a ga r a t 4 1 ^ C f o r

1 8 h o u r s Y e l lo w p r e s u m p t iv e c o l o n ie s t h a t t u r n e d p i n k o r r e d a f te r e x p o s u r e t o a m m o n i a

f u m e s w e r e s c o r e d a s c o n f ir m e d C . p e r f r in g e n s . {6 ,
4 9 )

A e r o b ic p la te c o u n t s w e r e p e r f o r m e d b y p o u r in g m o lt e n p la te c o u n t a g a r o v e r d i l u t io n s

o f c la m h o m o g e n a te a n d i n c u b a t e d a t 3 5 0 c f o r 4 8 h o u r s (4 9 ,
1 ) .

B a c te r io p h a g e s w e r e e n u m e r a te d in t h e c la m s b y m ix in g c l a m h o m o g e n a t e w i th

m o lt e n a g a r m e d i u m i n o c u l a t e d w i th o n e o f t h r e e p h a g e h o s t s : E . c o li C
,
a S O MC P H

p h a g e h o s t
, S a lm o n e l l a ty p h im u ri u m W G - 4 9

,
a F P H p h a g e h o s t

,
o r E . c o l i F A m p ,

a n

a m p ic i l l in
- r e s i s t a n t F P H p h a g e h o s t ( 1 7 ) . T h e m ix t u r e w a s t h e n p i p e t t e d o n t o t r ip l i c a t e

b o t t o m a g a r p l a t e s fo r e a c h h o s t . A f t e r i n c u b a t i o n a t 3 7 ^ C f o r 1 8 h o u r s
, p l a q u e s w e r e

c o u n te d (4 9 ).

V ib r io s p p . w e r e q u a n t if i e d b y a M P N pr o c e d u r e u s in g f iv e t u b e s
,
a n d fo u r d il u t io n s o f

a lk a l in e p e p to n e w a t e r w h i c h w e r e i n c u b a t e d a t 3 5 ^ C f o r 1 6 h o u r s . T u b e s w e r e t h e n

t r a n s f e r r e d t o T C BS a g a r p l a t e s a n d i n c u b a t e d f o r 2 4 h o u r s a t 3 7 ^ C G r e e n o r y e l l o w

c o lo n i e s w e r e p r e s u m e d p o s it i v e f o r Vi b r i o s (4 9 )

E n t e r o v i r u s e s w e r e r e c o v e r e d f r o m a 5 0 g r a m c l a m h o m o g e n a te s a m p le u t i li z in g a n

a d s o r p t i o n - e lu t io n - p r e c i p it a t io n m e th o d m o d if ie d b y a te r m i n a l c l a r if ic a t io n s t e p (4 9 )
S a m p le s o f c o n c e n t r a te d v i r u s e x t r a c t w e r e i n o c u l a t e d i n t o a s e r ie s o f 7 5 c c f l a s k s

c o n ta i n i n g c o n f l u e n t la y e r s o f M A - 1 0 4 (r h e s u s m o n k e y k i d n e y d e r i v e d ) a n d B u f f a lo G r e e n

M o n k e y k i d n e y (A f r i c a n G r e e n M o n k e y k i d n e y d e r i v e d ) c e l l c u lt u r e s . A ft e r a 1 h o u r

a d s o r p t i o n p e r io d , c u l tu r e s w e r e s u p p l e m e n te d w i th m a i n te n a n c e m e d i u m a n d i n c u b a t e d

a t 3 7 C f o r 1 4 d a y s T h e c e l l s w e r e c h e c k e d f r e q u e n t ly f o r v ir u s - i n d u c e d c y to p a t h o g e n ic

c ha n g e s (C P E ) C e l l c u lt u r e s w e r e f r o z e n a ft e r 1 4 d a y s ,
t h e n p o o le d l y s a t e s d e r iv e d f r o m

e a c h l i n e o f c e l ls w e r e i n o c u l a t e d in t o t h e o t h e r c e l l c u lt u r e l in e f o r 1 4 d a y s C e l l c u lt u r e s

w h i c h e x h ib it C P E w e r e c o n f i r m e d fo r th e p r e s e n c e o f e n te r o v i r u s e s b y r e pa s s a g e o f

0 . 1 m l o f c e l l ly s a t e in to a n e w c u l t u r e o f t h e s a m e c e l l li n e th a t d e m o n s t r a te d

c y t o p a t h o l o g y (4 9 ) .
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C H A P T E R III

R E S U L T S

C la m m i c r o b i o l o Q v

C l a m m i c r o b io l o g y d a t a f r o m R l a n d N C w e r e l o g t r a n s f o r m e d t o a p p r o x im a t e

n o r m a l i ty G e o m e t r i c m e a n s a n d a r it h m e t ic r a n g e s w e r e r e p o r te d D if fe r e n c e s b e tw e e n

g e o m e t r ic m e a n s o f o r g a n is m s p e r 1 0 0 g r a m s c l a m m e a t in t h e N a r r a g a n s e t t B a y v s

D e p u r a te d s a m p le s w e r e a n a l y z e d u t i l iz i n g t h e W i lc o x o n R a n k S u m t e s t (2 - t a i le d ). T h e

p - v a l u e w a s c a lc u l a t e d a t t h e 9 5 % c o n f id e n c e l e v e l , (T a b l e 3 ).

T A B L E 3 M i c r o b i o lo g i c A n a ly s is o f S h e l l f is h
^

S i t e 1
, S it e 2

, D e p u r a t e d S it e 1 v s . 2 p -

N M e a n (R a n g e ) M e a n (R a n g e ) M e a n
^

v a lu e
^

T o t a l c o l i f o r m s ,

M P N (R l ) 1 2 7 1 . 5 4 (2 - 7 0 0 ) 8 5 9 (2 - 3 3 ) 0 92 0 . 0 5

T o t a l c o li f o r m s
,

M P N (N C ) 14 4 86 E 4 ( 5 0 E 3 - 2 . 3E 5 ) 5 . 2 0 0 E 4 (5 .
0 E 3 - 2 3 E 5 ) - 0 0 3 0 90

Fe c a l c o l i f o r m s
,

M P N (R l ) 1 4 1 . 9 7 ( < 1 . 8 - 9 ) 1 . 5 4 ( < 1 . 8 - 4 . 5 )) 0 . 1 1 0 . 5 5

F e c a l c o l i f o m i s
,

M P N (N C ) 1 4 5 . 0 4 ( < 9 - 9 ) 5 6 5 ( < 9 - 2 0 ) - 0 0 5 0 9 4

E . c o l l
,
M F (R I ) 1 4 < 50 ( < 50 )

E . c o l l
,
M F (N C ) 14

E n t e r o c o c c i
,

M F (R l ) 1 4

E n t e r o c o c c i ,

M F (N C ) 1 4

E n t e r o c o c c i ,

M PN (R l ) 1 4

E n t e r o c o c c i ,

M P N ( N C ) 14

3 0 16 (< 17 - 1 0 5 0 )

< 50 ( < 50 )

3 6 9 5 ( < 1 7 - 1 0 1 7 )

8 74 ( < 1 . 8 - 4 4 5 )

8 1 32 (9 - 7 0 0 )

< 5 0 ( < 50 ) 0 . 0

2 2 . 9 6 (< 1 7 - 16 7 ) 0 1 2

< 50 ( < 5 0 ) 0 . 0

1 6 . 9 3 ( < 1 7 - 7 1 7 ) 0 . 3 4

1 72 (1- 1 1) 0 . 7 1

8 3 4 5 (< 9 - 1 5 0 0 ) - 0 . 0 1

0 . 9 9

0 . 9 0

0 9 9

0 . 1 7

0 06

0 99
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2 5

T a b l e 3
,
c o n t .

A n a l y s e s p e rf o r m e d

O n l y i n N C
^

S i t e 1
,

S i t e 2 D e p u r a t e d S i t e 1 v s . 2

N M e a n ( R a n g e ) M e a n (R a n g e ) M e a n
^

p - v a l u e
^

A e r o b i c P l a t e C o u n t 1 4 4 . 6 9 E 7 (1 . 3 2 E 7 - 2 . 8 4 E 8 ) 4 . 0 6 E 7 {2 02 E 6 - 6 57 E 8 ) 0 06 0 9 9

V i b r i o s p . 14 3 62 E 4 (4 00 - 1 6 E 6 ) 6 5 1E 4 (9 00 - 1 6 E 6 ) - 0 . 2 5 0 7 0

S a l m o n e l la 1 3 < 2 . 0 ( < 4 - < 6 . 7 ) < 2 . 0 (< 4 - < 6 . 7 ) - 0 . 0 0 4 0 9 9

S h ig e l l a 1 3 < 2 0 (< 4 - < 6 7 ) < 2 0 (< 4 - < 6 . 7 ) - 0 . 0 0 4 0 9 9

E n t e r o v i r u s 14 < 2 . 0 (< 2 ) < 2 0 (< 2 ) 0 . 0 0 . 9 9

1 = O fg a n is m s / 1 00 g r a m s , g e o m e t r i c m e a n s , a r rt hm e t i c r a n g e s

2 = D if f e r e n c e b e t w e e n m e a n s o f lo g g e d v a lu e s ; p o s it i v e
= S it e 1 > S i te 2

3 = p - v a lu e b a s e d o n W il c o x o n r a n k s u m t e s t (t w o - t a i le d ) a p p lie d t o lo g d a t a . S i t e 1 v s . S it e 2

S ig n if i c a n t d if fe r e n c e s i n m e a n l e v e l s o f i n d ic a to r o r g a n is m s b e tw e e n N a r r a ga n s e t t

B a y a n d D e p u r a t e d c l a m s w e r e n o t e d f o r s a m p le s a n a ly z e d a t t h e h a r v e s t s it e in R h o d e

Is la n d (R l ) O f t h e b a c te r ia l i n d ic a to r s
,
to ta l c o l ifo r m s a n d C . p e r f ri n g e n s (by t h e M P N

m e t h o d ) w e r e s ig n if ic a n t ly d if fe r e n t a t t h e 9 5 % c o n f i d e n c e le v e l . A l l th r e e c o l ip h a g e

a s s a y s d e m o n s t r a t e d s i g n if ic a n t d if fe r e n c e s in c o l i p h a g e l e v e l s b e tw e e n N a r r a g a n s e t t

B a y a n d D e p u r a t e d c la m s w h e n m e a s u r e d in R l
,
s u g g e s t i n g t h a t o u r e x te n d e d d e p u r a t io n

t im e s (3 0 d a y s i n th i s c a s e ) w e r e e f fe c t iv e in r e d u c i n g c o l i p h a g e i n d ic a t o r s a s w e l l a s

to ta l c o lif o r m s a n d C . p e r f r in g e n s .

D if fe r e n c e s b e tw e e n m e a n l e v e ls i n t h e s e i n d i c a t o r o r ga n i s m s w e r e n o t f o u n d a f te r

t r a n s p o r t to N o r t h C a r o l in a (N C ) d e s p ite s t n c t t r a n s po r t p r o to c o l a d h e r e n c e to m i n im i z e

t im e - t e m p e r a t u r e a b u s e
,
w h i c h i s k n o w n t o d e g r a d e s h e l lf is h q u a l it y (8 ) In a d d it i o n

,

t h e r e w e r e a p p a r e n t i n c r e a s e s i n l e v e ls o f to ta l c o l if o r m s , E n te r o c o c c i (M P N
,
B E A A

m e th o d s ) a n d c o l i p h a g e s b a s e d o n N C a s s a y r e s u l ts c o m p a r e d t o th o s e i n R l a s s a y s
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2 6

T h e a p p a r e n t in c r e a s e i n n u m b e r o f c o l i p h a g e s b e f o r e a n d a f te r t r a n s p o r t m a y b e

e x p l a i n e d b y d if f e r e n c e s i n te c h n iq u e b e tw e e n t h e tw o s it e s . T h o s e d e te c t e d in S

ty p h im u r i u m W G 4 9 a n d E . c o ll F - A m p re q u i r e F - p i l i to r e p r o d u c e ,
a n d it i ts k n o w n th a t F -

p i l i a r e o n l y p r o d u c e d b y a c t iv e l y g r o w i n g b a c t e r i a a t > 3 0
°
C H e n c e

,
t h e s e F - s p e c if ic

c o l ip h a g e s c a n n o t r e p l ic a te i n a n e n v i r o n m e n t t h a t is n o t h e a v il y c o n ta m in a te d w i th f e c e s .

S O M C P H p h a g e s a r e b e li e v e d t o b e m o r e a b le t o r e p r o d u c e i n t h e e n v i r o n m e n t ( 1 6 ) C .

p e r f ri n g e n s (M P N m e t h o d ) da ta s u p p o r t t h e a rg u m e n t o f v a r i a t i o n s i n t e c h n ic a l

p r o c e d u r e s s i n c e m e a n le v e l s o f t h i s o r g a n i s m a r e l o w e r i n NC t h a n t h o s e m e a s u r e d i n

R l .

V o l u n te e r c h a r a c t e r i s t i c s

S u b je c t s w h o e n t e r e d t h e s t u d y ,
b u t w e r e f o u n d l a t e r to p o s s e s s a c h a r a c t e r i s t i c t h a t

w o u ld n o r m a l ly h a v e e x c l u d e d t h e m , w e r e e x c lu d e d f r o m t h e a n a l y s i s Ex c l u s io n c r i te r i a

i n c l u d e d s u bje c t s w it h s e v e r e c h r o n ic d is e a s e o r d is o r d e r s o f t h e g a s t r o i n t e s t i n a l t r a c t
,

h e p a to b i l ia r y ,
o r r e n a l / u r i n a r y s y s te m s . S u bje c t s c o u ld n o t c u r r e n t ly t >e t a k i n g

a n t i b io t ic s , im m u n o s u p p r e s s iv e d r u g s o r c h e m o t h e r a p e u t i c a g e n t s . S u bje c t s w e r e a s k e d

t o r e f r a i n f r o m i n g e s t io n o f o th e r r a w , m o l l u s c a n s h e l lf i s h f o r 3 0 d a y s b e f o r e a n d a f te r t he

f e e d i n g d a te . P a r t ic i p a n t s m u s t h a v e b e e n a t le a s t 1 8 y e a r s o f a g e A l l s u bj e c t s a g r e e d

t o r e t u r n 4 f o l l o w - u p q u e s t io n n a ir e s a t 1 w e e k
,
2 w e e k s

,
4 w e e k s a n d 8 w e e k s a f te r t h e

f e e d i n g d a te

A t o t a l o f 3 0 p e r s o n s w e r e e x c l u d e d f o r s y s t e m i c a n t im i c r o b ia l th e r a p y . A ls o e x c l u de d

w e r e 1 1 p e r s o n s w h o f a i le d to r e t u rn a n y f o l lo w u p q u e s t i o n n a i r e s A t o t a l o f 5 s u bj e c t s
i n g e s te d r a w s h e l lf i s h i n a d d it io n t o t h e c o n t r o l le d e x p o s u r e o f t h e s t u d y . T w o p e r s o n s

w it h h e p a t it is a t t h e t im e o f r e c r u it m e n t w e r e e x c l u d e d . O n e s u bj e c t w a s e x c lu d e d f o r

a c t i v e G ia r d ia s is , 1 fo r s y s t e m ic c o r t ic o s t e r o id t h e r a py a n d 1 s u bje c t fo r la c k o f a c o l o n .

O n e s u b je c t d id n o t m e e t t h e m i n im u m a g e r e q u i r e m e n t s o f t h e s t u d y a n d 1 p r o v i d e d n o

i n f o r m a t io n o n a g e . T h e r e f o r e o f t h e 9 8 5 p e r s o n s r e c r u it e d , 53 p e r s o n s w e r e e x c lu d e d

f o r 5 6 i n s t a n c e s o f n o t m e e t i n g s e l e c t i o n c r it e r i a o r fo r n o n r e s p o n s e to f o l lo w - u p

q u e s t i o n n a i r e s A to ta l o f 9 3 2 s u b je c t s (9 4 . 6 % o f i n it i a l s u b je c t s r e c r u it e d ), w e r e i n c l u d e d

i n f i n a l a n a ly s is a f te r e x c l u s io n s a n d d e le t i o n s (T a b l e 4 ).
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2 7

E X C L U S IO N S . T a b l e 4

1 A g e < 1 8

1 N o a g e r e c o r d e d

1 N o cx j io n

1 G ia r d ia i n f e c t io n

1 S y s t e m ic c o r t i c o s t e r o id t h e r a p y

2 H e p a t i t i s a t th e t im e o f in i t ia l q u e s t i o n n a i r e

5 In g e s t e d r a w s h e l lf i s h i n a d d it io n to c l a m s t u d y f e e d in g

1 1 N o q u e s t i o n n a i r e r e tu r n s

3 0 Sy s t e m ic a n t im ic r o b i a l th e r a p y

5 3 T o ta l e x c l u s io n s

A to t a l o f 9 3 2 s u bje c ts m e t a l l s e le c t io n c r it e r ia a n d r e t u r n e d a t l e a s t o n e f o l lo w - u p

q u e s t io n n a i r e . O f th e s e 9 3 2
,
5 s u bj e c t s (0 . 5 4 % ) r e t u r n e d o n l y 1 q u e s t i o n n a i r e

,
7 s u b je c ts

(0 . 7 5 % ) r e t u r n e d o n ly 2 q u e s t io n n a ir e s
,
a n d 1 8 s u bj e c t s (1 . 9 3 % ) r e t u r n e d o n ly 3

q u e s t i o n n a i r e s . O f t h e 9 3 2 s u b je c ts i n c lu d e d i n t h e a n a l y s i s ,
9 0 2 s u bj e c t s (9 6 . 7 8 % )

r e t u r n e d a t le a s t 4 q u e s t i o n n a i r e s

S u b je c ts w e r e s im i l a r a c r o s s e x p o s u r e g r o u p s w i th r e s p e c t t o a g e ,
s e x

,
i n it ia l n u m b e r

o f s to o l s p e r d a y a n d n u m b e r a n d a g e s o f c h i ld r e n a s r e c o r d e d i n t h e i n it i a l q u e s t io n n a ir e

(T a b le 5 ) M e a n a g e s
,
in it ia l n u m b e r o f s t o o ls a n d n u m b e r o f c h i ld r e n w e r e a n a l y z e d

u s i n g St u d e n t
'

s T - t e s t o r S a t te r th w a it e
'

s T - t e s t G e n d e r o f s u bj e c t s w a s a n a ly z e d b y t h e

y r t e s t T h e r e w e r e n o s i g n if ic a n t d iff e r e n c e s a t th e 9 5% c o n f id e n c e le v e l b e tw e e n

g r o u p s i n t h e s e v a r ia b le s
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T A B L E 5

IN IT IA L C H A R A C T E R IS T IC S O F S U B J E C T S IN C L A M ST U D Y

N A R R A G A N S E T T D E P U R A T E D

N 3 6 5 3 8 4

C O N T RO L S

18 3

A g e , y e a r s (m e a n + S D) 3 1 . 4 5 + 1 0 . 7 4 3 1 . 4 5 + 1 1 . 1 6 3 1 . 0 7 + 9 . 2 1

S e x = F e m a l e (% ) 5 7 . 0

S t o o ls / d a y (m e a n + S D) 1 . 2 7 + 0 5 6

5 1 . 0

1 . 2 1 + 0 . 5 3

5 9 . 6

1 . 2 1 + 0 . 5 6

A g e o f i c h il d

(N , m e a n + S D)

, n d
A g e O f 2

™
C h il d

(N ,
m e a n + S D)

> rdA g e O f 3
' "

C h i ld

(N ,
m e a n + S D )

1 19
, 13 1 8 + 9 . 8 3 13 9 , 12 5 5 + 10 9 9 5 1 , 12 . 2 9 + 8 . 17

7 1
,
16 8 6 + 1 0 . 0 2 8 3 , 17 8 0 + 1 0 0 9 2 8 , 18 . 36 + 7 . 9 4

2 0
,
2 3 7 0 + 10 . 0 5 2 4 , 2 3 . 7 1 + 9 6 2 7 , 2 8 5 7 + 7 . 2 5

I n it ia l N = 9 8 5

F i n a l N = 9 3 2 a f t e r e x c l u s io n s a n d d e le t io n s

9 4 . 6 2 % o f i n it ia l s u b j e c t s in c lu d e d in f in a l a n a ly s i s

2 8
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2 9

R a te s o f i l l n e s s

R a te s o f g a s t r o i n t e s t i n a l i l ln e s s (d i a r r h e a
,
v o m it i n g ,

a b d o m i n a l p a i n a n d c r e d i b le

i l ln e s s ) w e r e c a l c u la t e d f o r th e 3 s t u d y g r o u p s . N o s u b je c ts r e p o r te d j a u n d ic e . D i a r r h e a
,

v o m it in g a n d a b d o m i n a l p a in w e r e a l l s e lf d e f in e d a n d s e lf r e p o r t e d b y t h e s u b je c ts .

C r e d ib l e i l l n e s s w a s d e f i n e d b y a p o s it iv e r e p o r t o f a n y tw o o f t h r e e ty p e s o f i ll n e s s i n th e

s a m e q u e s t i o n n a i r e b y o n e i n d iv id u a l s u b je c t F o r e x a m p le ,
d ia r r h e a a n d a b d o m i n a l p a i n

o r v o m it i n g a n d d i a r r h e a w o u ld b e s c o r e d a s c r e d i b l e i l l n e s s i n t h a t s u b je c t .

Q u e s t io n n a i r e s f r o m t h e f i r s t w e e k o f f o l l o w - u p w e r e a n a l y z e d s e pa r a te l y f r o m w e e k s

2 - 8 to id e n t if y p r o b a b l e v ir a l g a s t r o e n te r it i s o r Vib h o s p . g a s t r o e n t e r it i s th a t w o u l d o c c u r

w i th i n a p p r o x im a te l y 4 d a y s o f e x p o s u r e . W e e x c l u d e d t h o s e w it h p r e - e x is t i n g

g a s t r o i n t e s t i n a l d is e a s e f r o m i l l n e s s a n a ly s e s f o r t h e f i r s t w e e k o f f o l lo w - u p . A to t a l o f 6

i n d iv i d u a l s w e r e e x c l u d e d f r o m t h e f i r s t w e e k
'

s a n a ly s is d u e to la c k o f i n f o r m a t io n a b o u t

in it i a l s to o l c h a r a c t e r is t ic s N o s u b je c t s r e po r te d 3 o r m o r e l o o s e s t o o ls pe r d a y (o u r c a s e

d e f i n it i o n o f d i a r r h e a ) o n th e in it i a l s u bj e c t q u e s t i o n n a i r e
,
s o n o n e w e r e e x c l u d e d f o r p r e ¬

e x i s t i n g d ia r r h e a .

S t a t i s t i c a l a n a ly s i s r e v e a le d s ig n if i c a n t d if fe r e n c e s a t t h e 9 5 % c o n f id e n c e l e v e l in

r a t e s o f d i a r r h e a l i l l n e s s d u r i n g t h e f i r s t w e e k o f f o l l o w - u p b e tw e e n t h o s e s u bj e c t s in t h e

H i g h E x p o s u r e g r o u p c o m p a r e d t o e i th e r c o n t r o l s o r t h o s e in th e L o w Ex p o s u r e c a te go r y .

P r o b a b il i ty v a lu e s w e r e c a lc u la te d u t i l iz i n g t h e F i s h e r E x a c t te s t a n d t h e M a n te l - H a e n s z e l

X
^
t e s t r e s p e c t i v e ly (T a b le 6 ) .

R e la t iv e r i s k o f g a s t r o in t e s t i n a l i l l n e s s w a s c o m p a r e d a m o n g th e 3 s t u d y

g r o u p s (T a b le 6 ) S u bj e c t s in t h e H ig h E x po s u r e g ro u p w e r e a lm o s t 3 t im e s m o r e l ik e ly t o

d e v e lo p d i a r r h e a d u r in g t h e f i r s t w e e k o f f o l l o w - u p th a n c o n t r o l s In a d d it i o n
,
H ig h

E x p o s u r e g r o u p s u b je c ts w e r e a p p r o x im a t e ly 2 t im e s m o r e l ik e l y t o e x p e r i e n c e d i a r r h e a

d u r i n g t h e f i r s t w e e k o f f o l l o w - u p t h a n L o w E x p o s u r e g r o u p s u b je c t s
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3 0

T A B L E 6

IL L N ES S RA T E S F O L L OW IN G S H E L L F IS H I N G ES T IO N

1 - 7 d a y s (6 E x c l u s i o n s ) R e la t iv e R is k

( 9 5% C . I )

I ll n e s s C o n t r o l P E P NA R N v s C D v s . C D v s N

D ia n t i e a 2 . 2 2 % 2 8 8 % 6 3 5 % 2 86 * 1 . 3 0 2 2 1
* *

( 1 0 0 - 8 . 1 4 ) ( 0 .4 2 - 4 . 0 1 ) (1 . 0 9 4 . 4 6 )

V o n n it i n g 0 5 5% 0 2 6% 0 28 % 0 50 0 . 4 7 1 . 0 6

(0 03 - 7 . 9 0 ) (0 . 0 3 - 7 4 9 ) (0 . 0 7 - 1 6 8 1 )

A t x l o m in a l 3 8 9% 4 . 7 1% 5 . 2 5% 1 . 3 5 1 . 2 1 1 1 1

P a in (0 . 5 8 - 3 1 5 ) (0 52 - 2 8 5 ) (0 . 5 9 - 2 . 0 9 )

C r e d i b le 1 . 6 7% 1
. 0 5% 1 9 3% 1 . 1 6 0 6 3 1 . 8 5

Ill n e s s (0 . 3 0 - 4 . 4 3 ) (0 . 1 4 - 2 . 7 8 ) (0 . 5 5 - 6 . 2 6 )

N o s i g n if i c a n t d if fe r e n c e (a t t h e 9 5 % c o n f id e n c e le v e l ) in i ll n e s s r a t e s b e tw e e n g r o u p s

w a s f o u n d d u r in g a n a ly s i s o f t he 2 - 8 w e e k f o l lo w - u p d a t a . (T a b l e 6 , c o n t )
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3 1

T a b le 6 c o n t

8 - 6 0 d a y s

I lln e s s

N

D ia r r h e a

1 9 5 )

C o n t r o l P E P

3 . 6 7 % 3 . 5 1%

N A R

4 . 5 2%

V o m it in g 0 9 2% 1 . 0 5% 0 . 6 6 %

1 5 8 )

A bd o m in a l P a in 3 . 8 5% 3 0 7% 3 . 0 1 %

1 5 7 )

C r e d i b l e I l ln e s s 1 4 7% 1 84 % 1 . 7 0 %

1 72

* = 0 . 0 1 < p < 0 . 0 5
,
F i s h e r Ex a c t T e s t

* * = 0 . 0 1 < p < 0 . 0 5
,
M a n t e l- H a e n s z e l X

^
T e s t

R e l a t iv e R is k

N v s . C D v s . C D v s .

1 . 2 3 0 . 9 6 1 . 2 9

(0 . 7 4 - 2 . 0 6 ) (0 . 5 6 - 1 6 2 ) (0 . 8 5 -

0 . 7 2 1 . 1 5 0 . 6 3

(0 . 2 3 - 2 . 2 5 ) ( 0 4 1 - 3 2 4 ) (0 . 2 5 -

0 . 7 8

(0 . 4 6 - 1 . 3 4 )

1 . 1 5

(0 . 5 1 - 2 . 6 4 )

0 . 8 0

(0 4 7 - 1 . 3 6 )

1 . 2 5

(0 . 5 6 - 2 . 8 2 )

0 . 9 8

(0 6 1 -

0 . 9 2

(0 . 4 9 -

D ia r r h e a l i l ln e s s a t ta c k r a t e s f o r e a c h g r o u p a r e g r a p h i c a l ly i l l u s t r a t e d i n

(F i g u r e 3 )
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F ig u r e s

•
13 C o n t r o l

D e p u r a t e d

N a r r a g a n s e tt

2 4

W e e k s P o s t - e x p o s u r e

8

R e la t io n s h ip b e t w e e n v o lu n t e e r i l l n e s s r a te s a n d c l a m m ic r o b io lo g y

R a t e s o f d i a r r h e a l il l n e s s i n e x p o s u r e g r o u p s w e r e a n a ly z e d w it h c l a m m i c r o b io lo gy

d a t a f r o m t h e R l h a r v e s t s it e (T a b l e 7 ) a n d t h e N C f e e d i n g s it e (T a b le 8 ) t o d e te r m i n e if

s p e c if i c m ic r o b i a l i n d ic a t o r s o f f e c a l c o n t a m i n a t i o n w e r e a s s o c ia t e d w it h s u b s e q u e n t

d e v e lo p m e n t o f d ia r r h e a l i l ln e s s i n t h e f i r s t w e e k o f f o l lo w - u p In e x p o s e d s u b j e c t s

M i c r o b ia l in d ic a t o r s le v e ls in c la m s w e r e g e n e r a l ly c a te g o r iz e d i n to n o n d e t e c t a b le

( < v a lu e s ) / d e te c t a b l e l e v e ls In th e c a s e o f t o t a l c o l ifo r m s a n d V ib r io s p o f b a c te r ia ,

t h r e e c a t e go r ie s w e r e c r e a t e d i n a n a t t e m pt to b e m o r e r e p r e s e n t a t i v e o f t h e la r g e r a n g e

o f m e a s u r e d v a l u e s O n c e le v e l s o f a l l t h e m ic r o b ia l i n d i c a t o r s m e a s u r e d i n t h e s h e l lf i s h

a n a ly s i s w e r e e s ta b l i s h e d
,
t h e n r a te s o f d i a r r h e a l i l l n e s s i n t h e s u bje c t s (e x p o s e d t o t h o s e

s a m e b a tc h e s o f s h e l lf i s h ) w e r e c a l c u la te d fo r e a c h le v e l T h e F is h e r E x a c t t e s t w a s

u t il iz e d t o c a l c u la te p r o b a b i li ty v a lu e s to d e te r m i n e if th e r a te s o f i l l n e s s a s s o c i a t e d w it h

e a c h le v e l o f m ic r o b ia l in d i c a t o r w e r e s ig n if ic a n t ly d if f e r e n t a t t he 9 5 % c o n f id e n c e l e v e l .

a

# ,
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3 3

T A B L E 7

C l a m Q u a l i t y A s A P r e d i c t o r o f D i a r r h e a (0 - 7 d a y s ) i n V o l u n t e e r s

C l a m Q u a l it y ( R l h a r v e s t s it e )
I I I s u b j e c t s /

In d i c a t o r O r g a n i s m s / 1 0 0 g r a m s t o t a l s u b j e c t s (% )

T o ta l c o l if o r m s ,
M P N

F e c a l c o l if o r m s
,
M P N

E c o l i
,
M F

E n te r o c o c c i , BE A A

C . p e r f r in g e n s , M P N

C . pe r f r i n g e n s
,
M F

C o l ip h a g e E . c o l i C

C o li p h a g e S . ty p h im u r i u m

C o li p h a g e E c o l i F A m p

< 4

> 4

< 2 3 0

a l l < 5 0

< 1 . 8

> 1 . 8

< 4

> 4

< 5 0

> 5 0

< 5

> 5

< 5

> 5

< 5

> 5

p v a lu e s b a s e d o n M a n t e l- H a e n s z e l X
^
t e s t

p v a lu e b a s e d o n F is h e r Ex a c t t e s t , 2 - t a i le d

9 / 3 0 2 ( 3 . 0 0 % )
2 5 / 5 3 0 (4 . 7 2 % )

9 / 2 9 7

2 9 / 6 2 7

3 5 / 8 8 7

3 / 3 7

2 1 / 6 0 2

1 7 / 3 2 2

2 1 / 6 0 2

1 7 / 3 2 2

(3 . 0 3% )
(4 . 6 3 % )

(3 . 9 5 % )
(8 1 1 % )

(3 . 4 9 % )
(5 . 2 8 % )

(3 . 4 9 % )
(5 2 8 % )

p - v a l u e

p = 0 . 2 2

3 8 / 9 2 4 (4 1 1% ) p= 0 . 9 9

3 8 / 9 2 4 (4 . 1 1% ) p= 0 9 9

1 2 / 4 5 1 (2 6 6 % ) p = 0 . 0 3

2 0 / 3 5 7 (5 . 6 0 % )

p = 0 . 2 5

p = 0 1 9
*

2 0 / 6 1 9 (3 2 3 % ) p = 0 . 5 5

1 8 / 3 0 5 (5 . 9 0 % )

p= 0 1 9

p = 0 1 9
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3 4

D a ta c o l le c te d a t t h e R l h a r v e s t s ite
,
d e m o n s t r a t e th a t t h e p r e s e n c e o f e n t e r o c o c c i

(B E A A m e t h o d ) , w e r e s ig n if ic a n t l y a s s o c i a t e d w it h s u b s e q u e n t d e v e l o p m e n t o f d ia r r h e a l

i l l n e s s in s u b je c ts d u r i n g th e f ir s t w e e k o f f o l lo w - u p

C l a m Q u a l it y A s A P r e d i c t o r o f D i a r r h e a (0 - 7 d a y s ) T A B L E 8

C l a m Q u a l it y ( N C F E E D IN G S IT E ) I I I s u b j e c t s /

In d i c a t o r O r g a n i s m s / 1 0 0 g r a m s t o t a l s u b je c t s (% )
T o t a l c o nf o r m s

,
M P N < 1 0

, 0 0 0

> 1 0
,
0 0 0 &

< 1 0 0
,
0 0 0

> 1 0 0
.
0 0 0

F e c a l c o nfo r m s , M P N

E . c o li
,
M F

E . c o l i ,
M F

E c o li
,
M F

E n t e r o c o c c i
,
B E A A

E n t e r o c o c c i
,
M F

C p e r f r in g e n s , M P N

< 2 3 0

< 1 7

> 1 7

< 3 3 0

> 3 3 0

< 1 7

> 1 7 &

< 1 0 0

> 1 0 0

< 9

> 9

< 1 7

> 1 7

< 9

> 9

p - v a l u e
*

9 / 2 8 4 (3 . 1 7 % ) ; <
^
te s t fo r

t r e n d

2 3 / 5 2 4 (4 3 9 % ) p = 0 . 3 1

6 / 1 1 6 (5 . 1 7 % )

3 8 / 9 2 4 (4 . 1 1% ) p = 0 . 9 9

1 0 / 3 7 8 (2 6 5 % ) p = 0 . 0 6

2 8 / 5 4 6 (5 . 1 3 % )

3 6 / 8 7 7 (4 . 1 0 % ) p = 0 . 9 9 *

2 / 4 7 (4 . 2 6 % )

1 0 / 3 7 8 (2 . 6 5 % )

1 7 / 3 8 9 (4 . 3 7% )
1 1 / 1 5 7 (7 . 0 1% )

1 9 / 5 5 8

1 9 / 3 6 6

2 0 / 5 0 5

18 / 4 1 9

(3 . 4 1% )
(5 . 19 % )

(3 . 9 6 % )

(4 3 0 % )

> X
^
t e s t f o r

t r e n d

p = 0 . 0 2

8 / 2 3 3 ( 3 4 3 % ) p= 0 .
6 1

2 5 / 5 7 5 (4 . 35 % )

p = 0 . 1 8

p = 0 8 0
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3 5

C l a m Q u a l i t y A s A P r e d i c t o r o f D i a r r h e a (0 - 7 d a y s ) T A B L E 8 p a g e - 2 -

C l a m Q u a l it y ( N C F E E D IN G S IT E ) I I I s u b j e c t s /

In d i c a t o r O r g a n i s m s / 1 0 0 g r a m s t o t a l s u b j e c t s (% ) p - v a i u e
"

C . p e r f r i n g e n s ,
M F < 1 7 3 8 / 9 2 4 (4 . 1 1 % ) p= 0 9 9

C o l ip h a g e E . c o l i C

C o l ip h a g e S ty p h im u r iu m

C o l ip h a g e E c o l i F A m p

A e r o b ic P l a t e C o u n t

V i b r i o s p .

< 1 2

> 1 2

< 1 2

> 1 2

< 1 2

> 1 2

< 5 E 7

> 5 E 7

< 1E 3

> 1 E 3 &

< 1E 5

> 1 E 5

1 9 / 4 7 2

1 9 / 4 5 2

2 2 / 5 12

1 6 / 4 1 2

1 7 / 4 6 0

2 1 / 4 6 4

2 6 / 6 5 2

1 2 / 2 7 2

1 8 / 3 5 5

1 0 / 2 7 3

(4 . 0 3% )

(4 . 2 0% )

(4 3 0 % )
(3 . 8 8% )

(3 . 7 0 % )
(4 . 5 3% )

(3 . 9 9% )

(4 . 4 1 % )

1 0 / 2 9 6 (3 . 3 8 % )

(5 0 7 % )

(3 . 6 6 % )

p = 0 8 9

p = 0 . 7 5

p = 0 . 5 3

p = 0 . 7 7

X
^
te s t f o r

t r e n d

p= 0 . 8 4

*

p v a lu e s b a s e d o n M a n t e l - H a e n s z e l X t e s t
* *

p v a l u e s b a s e d o n F is h e r
'

s Ex a c t t e s t , tw o - ta il e d

£ c o l i (e n u m e r a te d b y t h e M F m e t h o d a t th e f e e d i n g s ite i n N C ) w e r e a n a ly z e d b y
th r e e d if fe r e n t c a te g o r ic a l m e t h o d s : d e t e c t / n o n d e t e c t le v e l s

,
< 3 3 0 / > 33 0

, (d a ta n o t

s h o w n ) a n d th e n b y 1 l o g d if fe r e n c e s Wh e n E . c o li
, ,

w a s c a te g o r i z e d i n to 3 l e v e ls
,
X
^

a n a l y s i s fo r t r e n d i n d i c a t e d th a t t h e r e w a s a s ig n if i c a n t a s s o c ia t io n (p < 0 . 0 5 ) be tw e e n

E . c o li a n d d ia r r h e a l i l ln e s s . T h e N S S P g u id e l i n e f o r E . c o l i c o n t a m i n a t io n i s < 3 3 0

o r g a n i s m s p e r 1 0 0 g r a m s c l a m m e a t O n ly 1 c la m s a m p l e d e r i v e d f r o m N a r r a g a n s e t t B a y

w a s f o u n d to e x c e e d t h is v a l u e
,
w it h o n ly 2 o f 4 7 p e r s o n s w h o a te t h e s e c la m s

d e v e lo p i n g i l ln e s s i n th e f ir s t w e e k o f f o l lo w - u p .
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A l l s t a t i s t ic a l a n a ly s e s w e r e p e rf o r m e d w it h SA S s o f tw a r e
,
Ga r y ,

N o r t h C a r o l i n a a n d

E p i In f o s o f tw a r e , S t o n e M t .

,
G e o rg ia .
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C H A P T E R IV

D IS C U S S IO N

T h e c l i n ic a l t r i a l d e s i g n o p t im i z e d m e a s u r e m e n t o f e x p o s u r e o f s u b je c t s t o s h e l lf i s h -

a s s o c ia te d p a t h o g e n s . P r e v io u s r e p o r t s o f s h e l lf is h a s s o c i a t e d i l l n e s s h a v e e it h e r

d e s c r i b e d o u t b r e a k in v e s t ig a t i o n s (1 9 ,
5 0

,
4 5

,
2 2 ) o r i n d i v i d u a l c a s e r e p o r t s (2 3 ,

2 4
,
4 6 )

T o o u r k n o w l e d g e ,
t h is w a s t h e f ir s t s tu d y to c o n t r o l h u m a n e x p o s u r e t o th e s e p a t h o g e n s

v i a i n g e s t io n o f r a w c la m s in a c li n i c a l t r ia l O u r f o l lo w - u p p e r io d w a s d e s ig n e d t o

e n c o m p a s s t h e i n c u b a t i o n p e r i o d o f g a s t r o i n t e s t in a l i l ln e s s c a u s e d b y s t u d y e x p o s u r e to

N o rw a lk a n d N o r w a l k - l i k e v i r u s e s a s w e ll a s V . p a r a h a e m o l y t i c u s a n d H A V T h e p a tt e r n

o f d ia r r h e a l i l ln e s s r e po r t e d d u r in g th e f i r s t w e e k o f f o l lo w - u p ,
w h i c h w a s s i g n if ic a n t ly

a s s o c i a t e d w it h e x p o s u r e t o c la m s h a r v e s te d f r o m N a r r a g a n s e t t B a y ,
w a s c o n s is t e n t w i th

t h e c l in i c a l p ic t u r e o f v i r a l o r Vib r i o g a s t r o e n te r it is .

T h e r e w a s n o s i g n if ic a n t a s s o c ia t i o n b e tw e e n l e v e ls o f Vib r i o s p c o n ta m i n a t i o n a n d

s u b s e q u e n t d i a r r h e a in t h e f i r s t w e e k o f f o l l o w - u p If v i b r io s pe c i e s w e r e i n d e e d

im p o r t a n t e t io l o g i c a g e n ts o f c la m a s s o c ia te d g a s t r o e n t e r it i s
, t h e l a c k o f a s s o c ia t io n w it h

V ib r i o n u m b e r s m a y b e d u e to t h e p h e n o m e n o n o f t h e v i a b le b u t n o n - c u lt u r a b l e s ta te .

Vi b h o s p m a y e n t e r i n t o a q u i e s c e n t
,
b u t s t i l l po te n t i a l ly i n f e c t i v e f o r m i n r e s p o n s e to

h o s t i l e e n v ir o n m e n ts
,
s u c h a s t h e m a r in e e n v i r o n m e n t (4 8 ) T h i s p h e n o m e n o n m ig h t

c a u s e u n d e r e s t im a t io n o f t h e a c t u a l le v e l s o f V ib h o s p r e s e n t in t h e c la m s .

B y i n v e s t ig a t in g m ic r o b i a l q u a l i ty o f th e s h e l lf i s h ,
it w a s p o s s i b le t o e x a m i n e t h e

r e l a t i o n s h i p b e tw e e n t r a d it io n a l a n d p r o p o s e d i n d i c a t o r b a c t e r i a l le v e l s a n d r i s k o f

i ll n e s s T h e d a ta s u g ge s t t h a t m e a s u r e m e n t o f E n te r o c o c c i in c la m s a t t h e t im e o f

h a r v e s t
,
m a y b e a u s e f u l i n d ic a to r o f e n t e r ic v i r u s o r Vi b ri o c o n t a m i n a t i o n o f th e s h e llf i s h

In a d d i t io n
,
E c o l i

,
a lth o u g h n o n d e te c ta b l e w h e n m e a s u r e d i n t h e c la m s a t t h e h a r v e s t

s ite
, p r o v e d t o b e s ig n if i c a n t l y a s s o c ia t e d w it h r i s k o f d ia r r h e a l i l ln e s s w h e n c la m s w e r e

a n a ly z e d a f te r t r a n s p o r t to t h e f e e d i n g s it e .

A l th o u g h F - s p e c if ic b a c te r io p h a g e s h a v e b e e n c o r r e la te d w i th e n te r i c v ir u s

c o n c e n t r a t io n s in e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s (1 8 ) ,
t h e r e w a s n o s i g n if ic a n t a s s o c i a t i o n

b e tw e e n d e te c ta b l e le v e l s o f F - s p e c if i c c o l i p h a g e i n th e c l a m s a n d r is k o f d i a r r h e a l i l l n e s s

i n t h e s u b je c t s w h o a te t h e m
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L im it a t i o n s

In a n y s tu d y i n v o lv in g v o l u n te e r s ,
s e lf s e l e c t i o n b ia s m a y p r e s e n t a p r o b l e m a s f a r a s

g e n e r a l iz a b i l ity i s cx ) n c e r n e d . O u r s t u d y m a y h a v e a t t r a c te d v o l u n t e e r s w h o w e r e a l r e a d y

h a b it u a l c o n s u m e r s o f r a w s h e l lf i s h a n d v ie w e d o u r s t u d y a s a n o p p o r tu n it y t o o b t a in a

'

f r e e
'

s h e l lf i s h m e a l I f f r e q u e n t s h e llf is h c o n s u m e r s d e v e l o p p r o te c t iv e le v e l s o f a n t ib o d y

to h e p a t it i s A v ir u s
,
Vi b r io s p {2 6 ) o r o t h e r s h e l lf i s h a s s o c i a t e d p a th o g e n s

,
i l l n e s s r a te s i n

th e s e v o l u n te e r s m a y b e l o w e r t h a n r a t e s w o u l d b e i n a p o p u l a t i o n c o m po s e d o f p e r s o n s

w it h n o o r l o w e x p o s u r e t o r a w s h e l lf i s h T h e s e v a r i a t i o n s i n im m u n it y w h ic h m a y b e

fo u n d i n f r e q u e n t s h e l lf i s h c o n s u m e r s m a y d if fe r f r o m t h e t a r g e t p o p u l a t i o n
,
th u s r a te s o f

i ll n e s s a s s o c i a te d w it h s h e l lf i s h c o n s u m p t io n in t h e ge n e r a l po p u la t io n m a y be h ig h e r .

T h e w o r k in g c a s e d e f i n it io n o f d ia r r h e a w a s > 3 lo o s e s to o l s / d a y T h i s d e f in it i o n w a s

u s e d to c a te g o r iz e s u b je c ts i n t h e i n it i a l q u e s t io n n a i r e t o d e te r m i n e if t h e y w o u ld b e

in c l u d e d i n th e f ir s t w e e k o f a n a ly s e s o r w o u l d b e e x c lu d e d b e c a u s e o f p r e - e x is t in g

d i a r r h e a . N o pe r s o n s m e t o u r d e f i n it i o n o f p r e - e x i s t in g d i a r rh e a . D u r in g th e f o l l o w - u p

q u e s t i o n n a ir e s
,
n o d a ta w e r e g a th e r e d f o r s to o l s / d a y . H o w e v e r

, d a ta w e r e g a t h e r e d fo r

d i a r r h e a a s a d ic h o t o m o u s v a r i a b le (y e s
,
n o ) If p e r s o n s r e p o r te d y e s f o r d i a r r h e a i n t h e

in it i a l q u e s t io n n a ir e , bu t w e r e n o t e x c lu d e d f o r p r e - e x is t i n g d i a r r h e a d u e t o n o t m e e t i n g

o u r c a s e d e f i n it io n
,
th e r e w a s a p o te n t ia l fo r m is c la s s if ic a t io n o f i ll n e s s d e p e n d e n t o n t h e

s u b je c t
'

s r e s po n s e s d u r i n g t h e f o l lo w - u p p e r io d T h e r e m igh t be po te n t ia l fo r

m i s c l a s s if ic a t io n b i a s if t h e s e p e r s o n s c o n t i n u e d to r e p o r t d i a r r h e a f o r th e f i r s t w e e k o f

f o ll o w - u p . T h e ir c o n t in u i n g i l ln e s s w o u ld b e r e c o rd e d a s il ln e s s f o l l o w i n g e x p o s u r e .
If

p e r s o n s w it h p r e - e x i s t i n g i l l n e s s i n t h e C o n t r o l g r o u p r e p o r t e d d ia r r h e a l i l l n e s s i n t h e f i r s t

w e e k o f f o l lo w - u p ,
th i s w o u l d t e n d t o b i a s o u r r e s u lt s t o w a r d s th e n u l l . I f p e r s o n s w it h

p r e - e x is t in g i l l n e s s i n t h e E x p o s u r e g r o u p s r e p o r t e d d ia r r h e a l i l ln e s s i n t h e f i r s t w e e k o f

fo ll o w - u p , th i s w o u ld t e n d t o b ia s o u r r e s u l ts a w a y f r o m t h e n u l l .

I n o r d e r to a s s e s s t h e e f fe c t m is c l a s s if i c a t i o n o f p r e - e x i s t in g il l n e s s m a y h a v e h a d o n

fo l l o w - u p il l n e s s r a t e s , a ll p e r s o n s w h o r e p o r te d y t o th e v a r i a b le d i a r r h e a w e r e id e n t if i e d

a n d t h e ir f o l lo w - u p r e s po n s e s e x a m i n e d . S e v e n p e r s o n s s e lf - r e po r t e d d i a r r h e a v \̂ e n

g iv e n a y e s / n o q u e ry ,
b u t w e r e i n c l u d e d d u e t o l a c k o f m e e t i n g t h e f o r m a l c a s e d e f i n it i o n

o f d i a r r h e a U p o n e x a m i n a t io n o f t h e fo l l o w - u p i l ln e s s r a t e d a t a
,
o f th e 7 p e r s o n s w h o

r e p o r te d
'

y e s
'

f o r d i a r r h e a in t h e in it ia l q u e s t i o n n a ir e , o n ly 2 r e po r t e d
'

y e s
'

f o r d i a r r h e a in

a n y f o l lo w - u p q u e s t io n n a i r e . O n e o f t h e s e s u b j e c t s w a s r a n d o m iz e d t o t h e C o n t r o l g r o u p
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a n d r e p o r t e d d i a r r h e a i n t h e t h ir d w e e k o f f o l lo w - u p . T h e s e c o n d s u b je c t w a s i n c lu d e d i n

t h e L o w E x p o s u r e g r o u p a n d r e p o r t e d d ia r r h e a i n t h e f ir s t w e e k o f f o l lo w - u p A t o ta l o f 1 1

p e r s o n s i n t h e L o w e x p o s u r e g r o u p r e po r te d d i a r r h e a i n f o l lo w - u p q u e s t io n n a ir e 1 N i n e

p e r c e n t o f t h i s c a t e go r y ,
t h e n

,
m a y b e a f fe c te d b y m i s c l a s s if i c a t io n o f i l l n e s s . T h e r e w a s

n o w a y t o a s s e s s b y t h e s e d a ta if t h a t s u b j e c t
'

s d ia r r h e a w a s c o n t i n u o u s o r w a s

s e p a r a t e d b y s o m e d a y s b e t w e e n r e s p o n s e s i n t h e i n it ia l a n d f o l l o w - u p q u e s t i o n n a i r e s

In a d d it io n
,
w e w is h e d to v a l i d a t e r e p o r t s o f d i a r r h e a l i ll n e s s t o a s c e r t a i n h o w c lo s e l y

s u b je c t s e lf - r e p o r t s o f d i a r r h e a l i ll n e s s m e t o u r c a s e d e f i n it io n . T h e d i a r r h e a l f r e q u e n c ie s

a n d c o m m e n t s f r o m t h e f i r s t 2 5 0 s u b je c ts (2 7 % o f t o t a l s u b je c ts ) e n r o l l e d in o u r s t u d y

w e r e e x a m in e d T h is s u b s e t o f s u b je c ts w a s d e te r m i n e d t o b e s im i la r to t h e e n t i r e s tu d y

g r o u p o n t h e b a s i s o f a g e a n d b a s e l i n e s t o o ls /d a y (St u d e n t
'

s T te s t o r S a t te r t h w a it e
'

s T -

t e s t
,
9 5 % c o n f i d e n c e le v e l ). A to ta l o f 3 8 o f th e s e s u bje c ts r e p o r t e d d i a r rh e a a t s o m e

t im e d u r i n g th e f o l lo w - u p p e r io d T e n o f t h e s e (2 6 % ),
d i d n o t r e p o r t f r e q u e n c y o f

d ia r r h e a Of t h e 2 8 i n d i v i d u a l s w h o d id r e po r t f r e q u e n c y o f d ia r r h e a
,
1 7 (o r 6 1% ) ,

r e po rt e d 3 o r m o r e e p i s o d e s o f d ia r r h e a pe r d a y . E l e v e n (3 9 % ) r e c o r d e d
'

y
'

fo r d ia r r h e a
,

b u t r e p o rt e d < 3 e p is o d e s o f d i a r r h e a p e r d a y ,
t h u s n o t m e e t i n g o u r i n it ia l c a s e d e f i n it i o n

In f u t u r e s tu d ie s t h i s p o t e n t i a l f o r m i s c l a s s if ic a t io n o f i l l n e s s m i g h t b e a v o i d e d b y p r i n t i n g

t h e c a s e d e f i n it io n b y t h e a f f ir m a t i v e c h o ic e o n t h e q u e s t i o n n a i r e .

A s o u r c e o f c o n f o u n d i n g m a y b e o t h e r e x p o s u r e s to a g e n t s o f g a s t r o e n te r it is o r

h e p a t it i s th r o u g h w a te r
, p e r s o n to p e r s o n t r a n s m is s io n o r o th e r f o o d s . N o r w a l k v ir u s h a s

b e e n a s s o c i a t e d w it h c o n s u m p t io n o f r a w s h e l lf i s h
,
b u t i n 1 9 9 2

,
L e f ko w itz (2 6 ) r e p o rt e d

n o s i g n if ic a n t d if fe r e n c e in s e r o p r e v a l e n c e b e tw e e n 3 g r o u p s o f s u bj e c t s c h o s e n f o r h i gh ,

m o d e r a te a n d n o s h e l lf i s h c o n s u m p t i o n . A l l g r o u p s w e r e a p p r o x im a t e l y 7 0 % s e r o p o s it i v e

t o N o r w a l k v i r u s
,
s t r e n g t h e n i n g t h e a r g u m e n t t h a t c o n t a m in a t e d w a t e r

,
t h e e n v i r o n m e n t

a n d p e r s o n t o p e r s o n c o n ta c t m a y b e t he p r im a r y r o u t e s o f e x po s u r e O u r s u bje c t s w e r e

r a n d o m iz e d t o e x p o s u r e g r o u ps . A n a l y s i s o f s u bje c t c h a r a c t e r is t i c s r e v e a l n o s ig n if i c a n t

d if fe r e n c e a t th e 9 5 % c o n f id e n c e le v e l b e tw e e n m e a n e x p o s u r e g r o u p a g e ,
s e x

,
b a s e li n e

s t o o l f r e q u e n c y a n d n u m b e r o f c h i l d r e n
,
s u g g e s t in g th o r o u g h r a n d o m iz a t i o n o f s u bj e c t s .

P r e s u m a b ly , r a n d o m iz a t io n h e l p e d e l im in a t e c o n f o u n d i n g e f fe c t s f r o m v a r ia b l e s t h a t m a y

a f fe c t r a t e s o f i l ln e s s s u c h a s a g e , p r e s e n c e o f p r e s c h o o l c h il d r e n i n t h e h o u s e h o ld o r

s o u r c e o f d r in k i n g w a t e r .
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C o n t r o l s u bj e c t s w e r e n o t b l i n d e d a s to e x p o s u r e s t a t u s d u e to t h e in h e r e n t

o r g a n o l e p t i c c h a n g e s th a t o c c u r w h e n p a t h o g e n s a r e e l im i n a t e d in s h e l lf i s h m e a t b y h e a t ,

ir r a d i a t i o n o r o t h e r m e a n s o f s t e r i l iz a t io n . B e c a u s e o f t h is l im i ta t io n
,
w e c h o s e n o t to f e e d

o u r c o n t r o l s r a th e r t h a n c h a n c e a n im p e r f e c t s t e r i li z a t i o n p r o c e d u r e w h ic h m a y i n t r o d u c e

m i s c l a s s if i c a t i o n b ia s . S i n c e t h e c o n t r o ls w e r e n o t b l in d e d ,
d if fe r e n t i a l r e p o r t i n g o f

s u b s e q u e n t i ll n e s s m a y h a v e o c c u r r e d b e tw e e n th e c o n t r o l a n d e x p o s e d s u b je c ts
,
w it h

e x p o s e d s u b je c ts b e i n g m o r e li k e ly to a n t ic i p a t e ,
m o n it o r a n d r e p o r t d is e a s e . T h is

d if f e r e n t ia l r e p o r t i n g o f i l l n e s s w o u l d te n d to b ia s o u r r e s u lt s a w a y f r o m th e n u l l .

I t i s im p o r ta n t to n o t e t h a t t h e d e p u r a t e d c l a m s a r e n o t r e p r e s e n t a t iv e o f d e p u r a te d

c l a m s w h i c h m a y b e a v a i l a b l e c o m m e r c i a l ly T h e c la m s in t h is s t u d y w e r e d e p u r a t e d f o r

a m in im u m o f 3 0 d a y s . C o m m e r c ia l d e pu r a t io n f a c il i t ie s d e p u r a te s h e l lf i s h fo r a t o t a l o f

4 8 - 7 2 h o u r s St u d ie s o f s h e l lf is h d e p u r a t e d fo r th i s s h o r t e r p e r i o d o f t im e h a v e s u g g e s t e d

t h a t d e p u r a t io n d o e s n o t s i g n if ic a n t ly d e c r e a s e e n te r ic v ir u s le v e l s . H o w e v e r , s u b je c ts

w h o a t e t h e d e p u r a t e d c la m s o f th i s s t u d y ,
h a d s ig n if i c a n t ly l o w e r r a t e s o f d ia r r h e a l

d is e a s e c o m p a r e d to s u bj e c t s w h o a te t h e n o n d e p u r a t e d c l a m s a lt h o u g h t h e c la m s w e r e

d e r iv e d f r o m a c o m m o n s o u r c e . T h e s e r e s u l ts s u g g e s t t h a t l o n g - te r m (3 0 d a y ) d e p u r a t i o n

o f s h e l lf i s h ,
s ig n if i c a n t ly r e d u c e s th e c o n s u m e r

'

s r i s k o f e x p o s u r e t o g a s t r o i n t e s t i n a l

p a t h o g e n s F u r t h e r m o r e
, c o m m e r c i a l d e p u r a t io n f a c i l it i e s a r e a l lo w e d t o u t il i z e c l a m s

f r o m g r o w in g w a t e r s c l a s s if i e d a s r e s t r i c te d . In c o n t r a s t
,
t h e d e p u r a te d c la m s o f t h is

s tu d y w e r e d e r iv e d f r o m t h e s a m e a p p r o v e d w a t e r s i n N a n ra g a n s e t t B a y a s t h o s e i n t h e

H ig h E x p o s u r e c a te go r y . T h e r e f o r e
,
w e s ta r te d w i th c le a n e r c l a m s t h a n d o m o s t

c o m m e r c ia l fa c i li t ie s T h e c o m b in a t io n o f a c le a n e r s o u r c e o f s h e l lf is h b e f o r e d e p u r a t i o n

i n a d d it i o n t o d e pu r a t io n f o r 3 0 d a y s , p r o b a b ly r e s u l te d i n o u r L o w Ex p o s u r e c a t e g o r y

c la m s c o n ta i n in g fe w e r e n t e r i c p a t h o g e n s th a n c o m m e r c i a ll y d e p u r a te d c l a m s T h u s th e

r is k o f i l ln e s s a s s o c ia te d w i th d e p u r a te d c l a m s o f t h is s t u d y m a y b e a n u n d e r e s t im a t e o f

t h e r i s k o f g a s t r o i n t e s t i n a l i l l n e s s a s s o c ia te d w it h c o n s u m p t io n o f c o m m e r c ia l l y d e p u r a te d

c la m s .
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C H A P T E R V

C O N C L U S IO N S

T h e r e s u lt s o f t h i s s tu d y s u gg e s t t h a t t h e r e is a n a lm o s t 3 t im e s g r e a t e r r is k o f

g a s t r o in t e s t in a l i l l n e s s f r o m t h e c o n s u m p t io n o f r a w c l a m s f r o m N S S P a p p r o v e d s o u r c e s
,

c o m p a r e d t o n o s h e llf is h c o n s u m p ti o n . In a d d it io n , t h e r i s k o f i l l n e s s in t h o s e w h o

i n g e s te d c l a m s d e p u r a t e d f o r 3 0 d a y s w a s n o t s i g n if ic a n t ly d i f fe r e n t th a n t h e b a s e li n e r i s k

i n t h e n o n - c o n s u m i n g c o n t r o l g r o u p . T h e t im i n g o f d ia r r h e a l i l l n e s s w a s s u g g e s t iv e o f

N o r w a l k o r N o r w a lk - l ik e v ir u s o r Vi b ri o g a s t r o e n t e r it i s
,
o n s e t o f w h ic h w o u l d b e e x p e c t e d

w it h in t he f i r s t 4 d a y s a f te r e x po s u r e . T h e r is k o f H A V in f e c t i o n w a s le s s c l e a r ly

e lu c i d a t e d s in c e n o n e o f t h e v o l u n te e r s d e v e l o p e d ja u n d ic e o r s t a t i s t i c a l ly s i g n if ic a n t

n a u s e a o r v o m it i n g a f t e r t h e in it i a l f ir s t w e e k o f fo ll o w - u p T h e f o l lo w - u p p e r io d w a s

s u f f i c ie n t (8 w e e k s ) to d e t e c t n e w c a s e s o f H A V (i n c u b a t io n p e r io d o f 3 - 6 w e e k s )
a s s o c ia te d w it h o u r r a w c la m e x p o s u r e .

F o r c la m m i c r o b io l o g y d a ta c o ll e c te d a t t h e R l h a r v e s t s it e
,
t h e p r e s e n c e o f

E n t e r o c o c c i (B EA A m e t h o d ),
w e r e s ig n if ic a n t ly a s s o c ia te d w it h t h e s u b s e q u e n t

de v e lo pm e n t o f d i a r r h e a l i l l n e s s i n s u b je c ts d u r in g t h e f i r s t w e e k o f f o l lo w - u p ,
s u gg e s t i n g

t h a t t h i s p r o p o s e d i n d i c a to r m a y b e u s e f u l in t h e r e g u l a t io n o f s h e l lf i s h s a n ita t io n . S in c e

t h e s e a n a ly s i s e x a m i n e d n o n d e t e c t / d e t e c t l e v e ls o f E n te r o c o c c i
,
m o r e w o rk n e e d s to b e

p e r f o r m e d to e l u c id a t e u n s a t is f a c t o r y l e v e l s o f E n t e r o c o c c i i n s h e l lf is h a f te r h a r v e s t

T h e r e w a s a s t a t i s t i c a l ly s i g n if ic a n t X
^
a n a ly s i s f o r t r e n d i n th e e n u m e r a t i o n o f E c o l i

(e n u m e r a t e d b y th e M F m e t h o d a t t h e f e e d i n g s i te i n N . C ),
w h e n a n a l y z e d w it h r a te s o f

d i a r r h e a i n th e f i r s t w e e k o f f o l lo w - u p . C a te g o r iz a t io n o f t h e o r g a n i s m i n t o n o n d e t e c t /

d e t e c t le v e l s w a s n o t s ig n if i c a n t ly a s s o c i a t e d w i th d e v e lo p m e n t o f d i a r r h e a l il l n e s s i n

v o l u n te e r s u b je c ts . S in c e o u r c l a m s h a d lo w l e v e ls o f E . c o l i
,
o n ly 1 s a m p l e w a s g r e a t e r

t h a n th e N S S P l im it fo r c o n ta m in a t io n o f < 3 3 0 o r ga n i s m s pe r 1 00 g r a m s c l a m m e a t . O n ly
4 7 s u bj e c t s w e r e e x p o s e d to t h e s e c la m s w it h 2 s u b s e q u e n t d i a r r h e a l i l l n e s s e s i n t h e f i r s t

w e e k o f fo l lo w - u p So
,
a lt h o u g h t h i s l a s t ty p e o f c a t e go r iz a t io n s e e m e d o b v io u s f r o m a

r e g u l a to r y s t a n d p o in t , w e d i d n o t h a v e t h e p o w e r in o u r s t u d y t o d e te c t a s i g n if ic a n t

a s s o c ia t io n . T h e r e f o r e t h e r o l e o f E . c o l i a s a n i n d ic a to r o f e n t e r i c v i r u s o r Vib ri o

c o n t a m i n a t io n o f s h e l lf is h
,
i s u n c le a r in o u r s t u d y
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L e v e l s o f to t a l c o l if o r m s
,
C . p e r f ri n g e n s (b y t h e M P N m e t h o d ) ,

a n d a l l t h r e e c o l i p h a g e

a s s a y s w e r e s ig n if i c a n t ly d if fe r e n t i n d e p u r a t e d v s n o n d e p u r a t e d c l a m s d e r i v e d f r o m

a p p r o v e d g r o w i n g w a te r s
,
w h e n m e a s u r e d in R l T h e d a ta s u g g e s t t h a t t h e s e i n d i c a t o r s

m a y b e u s e f u l i n a s s e s s in g d e p u r a t io n e f f i c a c y o f e n te r ic v i r u s e s a n d V ib r i o s p in c la m s .

T h e s u bj e c t s w h o c o n s u m e d d e p u r a t e d c la m s e x p e r i e n c e d r a te s o f g a s t r o i n t e s t i n a l i l ln e s s

s im i l a r t o c o n t r o l s
,
s u g g e s t in g t h a t t h e e x te n d e d d e p u r a t io n t im e (3 0 d a y s ) w a s e f fe c t iv e

i n r e d u c i n g p a t h o g e n le v e l s a s w e l l a s i n d ic a to r s p e c i e s .

O u r s t u d y r e s u l ts s u g g e s t t h a t e x t e n d e d d e p u r a t i o n t im e s m a y b e e f f ic a c io u s i n

r e d u c i n g th e r i s k o f s h e llf i s h - a s s o c i a t e d i ll n e s s f o r t h o s e p e r s o n s w h o c h o o s e t o e a t r a w

c l a m s . O t h e r m e a s u r e s o f s h e l lf i s h s a n it iz a t i o n s u c h a s ir r a d i a t i o n o r t h o r o u g h c o o k in g ,

c h a n g e t h e te x t u r e o f th e s h e l lf is h a n d a r e o bj e c t io n a b l e to s o m e c o n s u m e r s E x te n d e d

d e p u r a t io n t im e s
,
t h o u g h c o s t l y ,

m a y p r o v id e c o n s u m e r s w h a t t h e y d e s i r e ; s a f e r r a w

s h e l lf i s h

I t is im p o r t a n t to n o te t h a t t h e s h e l lf i s h d e r iv e d d i r e c t l y f r o m N a r r a ga n s e t t B a y w e r e

r e p r e s e n ta t iv e o f s h e l lf is h t h a t m ig h t b e p u r c h a s e d a t a r e s t a u r a n t o r r e t a i l o u t l e t T h is

f a c to r c o m b i n e d w it h a m in im a l ly r e s t r ic t e d s t u d y po p u l a t io n s h o u ld e n h a n c e t h e

g e n e r a l iz a b i l it y o f t h e s t u d y
'

s f i n d in g s to a i l h e a lt h y c o n s u m e r s o f r a w c la m s .

I m p r o v e d s h e l lf i s h s a n it a t i o n r e g u l a t i o n s a c c o m p a n ie d b y s t r i c t e n fo r c e m e n t
,
a r e

e s s e n t ia l t o r e d u c e s h e l lf i s h a s s o c ia te d m o r b id it y a n d m o r t a l it y S p e c ia l p r e c a u t io n s a r e

n e e d e d t o p r o t e c t t h e g r o w i n g n u m b e r s o f c h r o n ic a lly i ll a n d im m u n o s u p p r e s s e d p e r s o n s

i n th e p o p u l a t i o n In th e im m e d ia t e f u tu r e a s o u r p o p u l a t i o n a g e s
,
a n d p e r s o n s w h o a r e

n o w H u m a n Im m u n o d e f i c i e n c y V i r u s s e r o p o s it i v e d e v e lo p A c q u ir e d Im m u n o d e f ic ie n c y

Sy n d r o m e , t h e n u m b e r o f p e r s o n s a t h ig h e s t r is k f r o m s h e llf is h a c q u ir e d il l n e s s w i l l o n ly

i n c r e a s e . T o m e e t t h is g r o w i n g p u b l i c h e a lt h c h a ll e n g e i t i s n e c e s s a r y t o m o r e a c c u r a t e l y

c h a r a c te r iz e t h e r is k a s s o c ia te d w i th c o n s u m pt io n o f r a w s h e l lf is h s o th a t a pp r o p r ia te

p o l ic y m e a s u r e s m a y b e im p le m e n te d

Id e a s f o r f u t u r e in v e s t i g a t i o n

O b t a i n p a ir e d s e r o lo g i e s t o V i b r i o s p .

,
H A V

,
N o r w a l k v ir u s b e f o r e a n d a f t e r e x po s in g

s u b je c t s t o s h e l lf i s h . S e r o p r e v a le n c e r a t e s i n t h e s t u d y p o p u la t io n m a y th e n b e c o m p a r e d
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to r a t e s d e s c r i b e d i n o t h e r p o p u la t io n s . T h i s w o u ld a id in a s s e s s m e n t o f t h e e x te r n a l

v a l id i ty o f t h e s t u d y Su c h i n f o r m a t io n w o u ld f a c i l it a t e c a lc u la t io n o f a m o r e p r e c is e

e s t im a t e o f t h e r is k o f g a s t r o i n te s t i n a l I l ln e s s a s s o c ia te d w it h c o n s u m p t io n o f r a w

s h e l lf is h .

L e v e l s o f e n t e r o c o c c i e n u m e r a t e d b y th e M P N (B E A A ) m e t h o d i n t h is s t u d y
'

s

d e p u r a t e d c l a m s w e r e s ig n if i c a n t ly a s s o c ia te d w i th s u b s e q u e n t d i a r r h e a l i ll n e s s i n t h e

f ir s t w e e k o f f o l lo w - u p i n t h o s e s u b je c ts e x p o s e d to th e m T h i s a s s o c ia t io n w a s b a s e d o n

d e t e c t / n o n d e t e c t le v e l s o f e n te r o c o c c i . F u r t h e r s t u d i e s a r e n e e d e d t o c h a r a c t e r iz e

e n t e r o c o c c i a s a n in d ic a to r o f s h e l lf i s h m ic r o b i o lo g i c a l q u a l it y

I t w o u ld b e in f o r m a t iv e t o h a v e f u tu r e s tu d i e s i n v e s t ig a te t h e h e a lt h r is k s a s s o c i a te d

w it h in g e s t io n o f r a w s h e l lf is h t h a t h a s b e e n e x t e n s iv e l y d e p u r a te d . T h is m a y b e a

p r o m i s i n g t e c h n i q u e t h a t c o u l d m in im iz e t h e r i s k o f g a s t r o i n t e s t i n a l i l l n e s s f o r r a w

s h e l lf is h lo v e r s .
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R E F E R E N C E S C IT E D

1 A m e r ic a n P u b li c H e a lt h A s s o c ia t io n
,
R e c o m m e n d e d p r o c e d u r e s f o r th e e x a m i n a t io n o f

s e a w a t e r a n d s h e l lf is h , A m e r ic a n P u b l ic H e a lt h A s s o c i a t i o n
,
1 9 7 0

2 B l a c k lo w
,
N R .

,
C u k o r

.
G

,

"

N o rw a lk V ir u s : A M a jo r C a u s e o f E p id e m ic G a s t r o e n t e r it is
"

,

A m e r ic a n Jo u r n a l o f P u b l ic H e a lt h , 7 2 ( 1 2 ) , p p . 1 3 2 1 - 1 3 2 3 ,
1 9 8 2 .

3 C a n n o n ,
R O

,
P o li n e r J . R . , H ir s c h h o r n

,
R B

,
R o d e h e a v e r

,
D C

,
e t a l

,

"

A m u lt i s ta te

o u t b r e a k o f N o rw a l k v i r u s g a s t r o e n te r it is a s s o c ia te d w i th c o n s u m p t io n o f c o m m e r c i a l i c e
"

,

1 6 4 (5 ) , p p 8 6 0 - 8 6 3
,
1 9 9 1 .

4 C a n z o n i e r
,
W J

,

"

S h e l l f is h D e p u r a t io n - T h e o r y a n d A p p l ic a t io n
"

,
N o t e s f r o m S e a f o o d

S a f e t y C o u r s e P o m o n a N . J .

,
1 3 - 1 5 J u ly ,

1 9 9 3

5 C o n r a d
,
C

,
H e m p h i l l , K .

,
W il s o n

,
S .

,
e t a l

,

"

M u lt i s ta te O u t b r e a k o f V i r a l G a s t r o e n t e r it is

R e la t e d to C o n s u m pt i o n o f O y s t e r s . L o u is ia n a
,
M a r y l a n d

,
M i s s is s i pp i , a n d N o r t h

C a r o l i n a
"

,
M o r b id i ty M o r t a l ity W e e k ly R e p o r t

,
D e c e m b e r 1 7

,
1 9 9 3/ V o l . 4 2 / N o . 4 9 , p p

9 4 6 - 9 4 9 .

6 D u f o u r
,
A

,
H o p k in s

,
L .

,

"

A m e m b r a n e f il te r p r o c e d u r e f o r e n u m e r a t i n g b a c te r ia i n

o y s t e r s (a b s t r a c t P - 2 3 )
"

,
A b s t r a c t o f a n n u a l m e e t i n g o f A m e r i c a n S o c ie ty f o r

M ic r o b i o lo g y , p . 2 4 9
,
1 9 8 6

7 E l l e n d e r
,
R D

, M a p p ,
J . B .

,
M i d d le b r o o k s

,
B . L

,
C o o k

,
D . W.

,
C a k e

,
E W .

,

"

N a t u r a l

E n te r o v i r u s a n d F e c a l C o lif o r m C o n ta m i n a t io n o f G u lf C o a s t O y s te r s
"

J o u r n a l F o o d P r o t e c t io n
,
V o l . 4 3 (2 ), p p . 1 0 5 - 1 1 0

,
1 9 8 0 .

8 F o o d a n d D r u g A d m in i s t r a t io n
,
S h e l lf i s h S a n it a t io n B r a n c h

,
N a t io n a l S h e llf is h

Sa n i ta t i o n P r o g r a m M a n u a l o f O p e r a t io n s
.
P a r t s I a n d 11. 1 9 9 3 .

9 G e r b a
,
C P

, G o y a l , S M , C e c h
,
I .

,
B o g d a n

,
G F .

,

"

B a c t e r i a l In d ic a to r s a n d

E n v i r o n m e n t a l F a c to r s a s R e la t e d to C o n t a m i n a t i o n o f O y s t e r s b y E n t e r o v i r u s e s
"

,
J o u r n a l

o f F o o d P r o t e c t i o n V o l . 4 3 (2 ) , p p . 9 9 - 10 1
,
1 9 8 0 .
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1 0 G e rb a
,
C . P . , G o y a l , S . M .

,
L a B e l le

,
R L

,
C e c h

,
1.

,
B o d g a n

,
G . F . ,

"

F a i l u r e o f In d i c a t o r

B a c t e r i a to R e f l e c t t h e O c c u r r e n c e o f E n t e r o v i r u s e s i n M a r i n e W a t e r s
"

,

A m e r ic a n J o u r n a l o f P u b l ic H e a lt h
,
V o l . 6 9 ( 1 1 ) , p p . 1 1 16 - 1 1 1 9

,
1 9 7 9

1 1 G r a h a m
,
D Y .

,
J ia n g ,

X
,
T a n a k a ,

T
, O p e k u n

,
A R .

,
M a d o r e

,
H . P .

,
E s t e s

,
M . K .

,

"

N o r w a l k V i r u s In f e c t io n o f V o lu n t e e r s : N e w In s i g h t s B a s e d o n Im p r o v e d A s s a y s
"

, J o u r n a l

o f I n fe c t i o u s D i s e a s e
,
V o l 1 7 0

, p p . 3 4 - 4 3
,
1 9 9 4 .

1 2 G r a y , J J ,
J ia n g ,

X .

,
M o r g a n C a pn e r

,
P

,
e t a l

,

"

P r e v a l e n c e o f a n t ib o d i e s t o N o rw a lk

v i r u s i n E n g l a n d : d e t e c t i o n b y e n z y m e - l in k e d im m u n o s o r b e n t a s s a y u s in g b a c u lo v i r u s -

e x p r e s s e d N o r w a l k v i r u s c a p s id a n t ig e n
"

. J o u r n a l o f C l in i c a l M ic r o b io lo g y ,
3 1 (4 ) , p p .

1 0 2 2 - 1 0 2 5
,
1 9 9 3 .

1 3 G r e e n
,
K .
Y .

,
L e w

, J . F .

, J i a n g ,
X .

,
K a p i k i a n

,
A Z

,
E s t e s

,
M . K

,

"

C o m p a r i s o n o f t h e

R e a c t iv it ie s o f B a c u lo v i r u s - Ex p r e s s e d R e c o m b in a n t N o r w a lk V ir u s C a p s id A n t ig e n w i th

T h o s e o f t h e N a t iv e N o rw a lk V i r u s A n t ig e n i n S e r o lo g i c A s s a y s a n d S o m e E p id e m i o lo g i c

O b s e r v a t i o n s
"

,
J o u r n a l o f C l in i c a l M ic r o b i o lo g y ,

V o l 3 1 (8 ), p p . 2 185 - 2 19 1
,
1 99 3 .

14 G re e n b e r g ,
A E .

,
T r u s s e l , R . R .

,
C l e s c e r i

,
L S (e d s . ),

S t a n d a r d M e t h o d s f o r th e

Ex a m i n a t i o n o f W a t e r a n d W a s te w a te r . 1 6 t h e d .

,
A m e r ic a n P u b l ic H e a lt h A s s o c i a t io n ,

W a s h in g t o n D . C . , 1 9 8 5 .

1 5 H a d l e r
, S . C .

,
M a r g o l is ,

H . S .

,

" V i r a l H e p a t it i s
"

, V i r a l In f e c t i o n s o f H u m a n s

E p id e m io lo Q v a n d C o n t r o l
.
T h ir d e d

.
P l e n u m P u b l i s h in g C o r po r a t io n , N e w Y o r k . 1 9 8 9 , p p .

3 5 1 - 36 1

16 H a v e la a r
,
A . H .

,

"

A B a c t e r i o p h a g e St a n d a r d f o r Ba th i n g W a t e r s
"

,
u n p u b li s h e d d a ta

,

d r a f t r e p o r t , p p .
4 9 - 5 4 , J u ly ,

1 9 9 3 .

17 H a v e l a a r
,
A . H . , H o g e b o o m , W M .

,

"

A m e t h o d f o r t h e e n u m e r a t io n o f m a le - s p e c if i c

b a c t e ri o p h a g e s i n s e w a g e
"

,
J o u r n a l o f A pp li e d B a c t e ri o lo gy ,

V o l . 5 6
, p p 4 3 9 - 4 4 7 , 1 9 8 4 .

18 H a v e l a a r
,
A H .

,
v a n O lp h e n

,
M .

,
D r o s t , Y C

"

F - s p e c if i c R N A B a c t e ri o p h a g e s a r e

A d e q u a t e M o d e l O r g a n i s m s f o r E n te r i c V ir u s e s i n F r e s h Wa te r
"

,
A p p l i e d E n v i r o n m e n t a l

M ic r o b i o lo g y ,
5 9 (9 ), p p . 2 9 5 6 - 2 9 6 2 , 1 9 9 3 .
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1 9 H ig a s h i h a r a
,
S

,
K a n e n a k a

,
B .

, C h in g - L e e ,
M .

,
E f f l e r

,
P

,
A k iy a m a

,
D .

,
S u g i , M ,

P o n
,

E .

,
S h a r ifz a d e h

,
K

,
W a s k ie w ic z ,

R
,
R i d le y ,

N .

,
H o hm a n n

,
W .

,
H i g s o n

,
W .

,
S o b s e y , M ,

W a it
,
D

,

"

G a s t r o e n t e r it is A s s o c ia t e d w it h C o n s u m p t io n o f R a w S h e l lf is h - H a w a i i , 1 9 9 1
"

,

M o r b id i ty M o r t a l ity W e e k ly R e p o r t
,
M a y 1 0

,
V o l . 4 0 / N o . 1 8

, p p . 3 0 3 - 3 0 5
,
1 9 9 1 .

2 0 J a y , J . M . , M o d e r n F o o d M ic r o b io lo g y . T h i r d E d it io n
,
V a n N o s t r a n d R e i n h o ld C o .

,
N Y

,

1 9 8 6 .

2 1 J o h n s o n
,
P . C ,

M a t h e w s o n
,
J . J .

,
D u P o n t

,
H . L

,
G r e e n b e r g ,

H B ,

"

M u lt i p le - C h a l le n ge

St u d y o f H o s t S u s c e p t ib i l i ty t o N o r w a l k G a s t r o e n t e r it is i n U S A d u lt s
"

,

Jo u r n a l In f e c t i o u s D is e a s e
,
V o l 1 6 1

, p p 1 8 - 2 1
,
1 9 8 9 .

2 2 K a p la n
, J . E . ,

F e ld m a n
,
R .

, C a m p b e ll , D . S ,
Lo o k a b a u g h ,

C
,
G a r y ,

G .W
,

"

T h e

F r e qu e n c y o f a N o r w a l k - L ik e P a tt e r n o f I l ln e s s in O u t b r e a k s o f A c u t e G a s t r o e n t e r i t i s
"

,

A m e r i c a n J o u r n a l o f P u b l ic H e a l th
,
7 2 ( 1 2 ) , p p . 1 3 2 9 - 1 3 3 2

,
1 9 8 2

2 3 K lo n tz
,
K . C

,

"

F a t a l it i e s A s s o c ia te d W it h Vi b r i o p a r a h a e m o l y t i c u s a n d Vi b ri o c h o l e r a e

n o n - 0 1 In f e c t i o n s i n F l o r i d a (1 9 8 1 t o 1 9 8 8 )
"

,
S o u t h e r n M e d i c a l J o u r n a l

,
8 3 (5 ), p p 5 0 0 -

5 0 2
,
1 9 9 0 .

2 4 K l o n tz
,
K C

,
T a u x e

,
R V

,
C o o k

,
W L .

,
R i l e y ,

W H .

,
W a c h s m u th

,
I . K .

,

"

C h o l e r a a f te r

c o n s u m p t io n o f r a w o y s t e r s
"

.
A n n a l s o f In te r n a l M e d i c i n e

,
V o l . 1 0 7

, p p . 8 4 6 - 8 4 8
,
1 9 8 7 .

2 5 L a w s o n
,
H . W

,
e t a l .

,

" W a t e r b o r n e o u t b r e a k o f N o r w a l k v i r u s g a s t r o e n t e r it i s a t a

s o u t h w e s t U . S . r e s o r t ; r o l e o f g e o lo g ic a l f o r m a t io n s i n c o n t a m in a t i o n o f w e l l w a t e r
"

,

M o r b i d it y M o r t a l i ty We e k l y R e po r t
,
3 3 7 (8 7 5 1 ), p p 1 2 0 0 - 1 2 0 4 ,

1 9 9 1

2 6 L e fk o w i tz
,
A .

,
F o u t

,
G S .

,
L o s o n s k y , G ,

e t a l
,

"

A s e r o s u r v e y o f pa th o g e n s a s s o c i a t e d

w it h s h e l lf is h : p r e v a l e n c e o f a n t i b o d i e s t o V ib r io s pe c ie s a n d N o rw a lk v i r u s in t h e

C h e s a p e a k e B a y r e g io n
"

,
A m e r ic a n J o u r n a l o f Ep i d e m i o lo g y ,

1 3 5 (4 ), p p . 3 6 9 - 3 8 0
,
1 9 9 2

2 7 Lo w r y ,
P . W .

,
M c F a r l a n d

, L . M . ,
P e lt i e r , B . H

,
e t a l

,

"

V ib r i o G a s t r o e n t e r it i s in L o u is ia n a :

A P r o s p e c t i v e S t u d y A m o n g A tt e n d e e s o f a Sc ie n t if ic C o n g r e s s i n N e w O r l e a n s
"

, J o u r n a l

o f In f e c t io u s D i s e a s e
,
V o l . 1 6 0 , p p . 9 7 8 - 9 8 4

,
1 9 8 9 .
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4 7

2 8 ,

"

M a s s a c h u s e t t s R o a d M a p
"

,
H M . G o u s h a

,
N e w Y o r k , N Y , 1 9 9 2 - 1 9 9 3 E d .

2 9 M o r s e
,
D L

,
G u z e w i c h

,
J . J . , H a n r a h a n , J P , S tr i c o f ,

R .

, S h a y e g a n i
,
M

,
D e i b e l

,
R . ,

G r a b a u
,
J C

,
N o w a k

,
N A

,
H e r r m a n n , J . E , C u k o r

, G .

,
B l a c k lo w

,
N R

,

" W id e s p r e a d

O u t b r e a k s o f C la m - a n d O y s t e r - A s s o c i a t e d G a s t r o e n t e r it i s R o l e o f N o rw a lk V i r u s
"

,
N e w

E n g la n d J o u r n a l o f M e d i c i n e
,
V o l . 1 3 4 (1 1 ) , p p . 6 7 8 - 6 8 1

,
1 9 8 6 .

3 0 N R C (N a t io n a l R e s e a r c h C o u n c i l ), S e a fo o d S a f e t y . A r e p o r t o f th e F o o d a n d N u t r it i o n

B o a r d
.
N a t io n a l A c a d e m y P r e s s

,
Wa s h i n g t o n D . C .

, 1 9 9 1 .

3 1 P o r t n o y ,
B L , M a c k o w ia k

,
P A

, C a r a w a y ,
C T

,
Wa l k e r

,
J . A

,
M c K i n le y ,

T . W
,
K le i n ,

C A
"

O y s t e r - A s s o c i a te d H e p a t it i s F a i lu r e o f S h e l lf i s h C e r t if ic a t io n P r o g r a m s t o P r e v e n t

O u t b r e a k s
"

. J o u r n a l o f th e A m e r ic a n M e d ic a l A s s o c i a t i o n
,
V o l 2 3 3 (1 0 ) , p p . 1 0 6 5 - 1 0 6 8

,

1 9 7 5 .

3 2 R ic h a r d s
,
G P

,

"

M ic r o b i a l P u r if ic a t io n o f S h e l lf is h : A R e v ie w o f D e p u r a t i o n a n d

R e la y i n g
"

,
J o u r n a l o f F o o d P r o te c t io n

,
V o l 5 1 (3 ), p p 2 1 8 - 2 5 1

,
1 9 8 8

3 3 R ic h a r d s
, G . P

,

"

O u t b r e a k s o f S h e l lf is h - A s s o c i a t e d E n t e r ic I ll n e s s i n t h e U n ite d

St a te s : R e q u is ite f o r D e v e lo p m e n t o f V i r a l G u i d e l in e s
"

, J o u r n a l o f F o o d P r o te c t io n
,
4 8 (9 ) ,

p p .
8 1 5 - 8 2 3

,
1 9 8 5

3 4 R ipp e y ,
S . R . P e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n

3 5 R i p p e y , S R
,
V e r b e r

,
J L

,

"

S h e llf is h B o r n e D is e a s e O u tb r e a k s
"

,
F o o d a n d D r u g

A d m i n is t r a t i o n
, S h e l lf is h S a n i ta t io n B r a n c h

,
N o r t h e a s t T e c h n ic a l Se r v i c e s U n it

,
D a v i s v i l le ,

R . I .

,
1 9 8 8 .

3 6 R o d r ic k , G E ,

"

In d ig e n o u s P a t h o g e n s : V i b r io n a c e a e
"

,
I n : H a c k n e y , C , W a r d

,
D . R .

(e d s ),
M ic r o b i o lo g y o f M a r in e F o o d P r o d u c ts

.
V a n N o s t r a n d R e i n h o l d

, N e w Y o r k ,
1 9 9 1 ,

p p . 2 8 5 - 3 0 0 .

3 7 R o d r ic k
,
G E

,
S c h n e i d e r

,
K R ,

"

D e p u r a t io n a n d R e la y i n g o f M o l lu s c a n S h e l lf is h ,

"

I n :

H a c k n e y ,
C R .

,
P i e r s o n

,
M D (e d s . ) , E n v ir o n m e n t a l In d ic a to r s a n d S h e l lf is h S a fe ty . 1 s t

e d .

,
C h a p m a n a n d H a l l

,
N e w Y o r k , 1 9 9 3 p p 3 3 1 - 3 6 3
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4 8

3 8 R o s e , B . R . , S o b s e y , M D
,

"

Q u a n t i t a t i v e R i s k A s s e s s m e n t f o r V i r a l C o n t a m in a t i o n o f

Sh e l lf i s h a n d C o a s t a l W a t e r s
"

,
J o u r n a l o f F o o d P r o t e c t i o n

,
5 6 (1 2 ) , p p 1 0 4 3 - 1 0 5 0

,
1 9 9 3 .

3 9 R u d d y , S . J , J o h n s o n
,
R . F .

,
M o s l e y ,

J . W
,
e t a l

,

"

A n E p i d e m i c o f C la m - A s s o c ia t e d

H e p a t it i s
"

,
J o u r n a l o f t h e A m e r i c a n M e d ic a l A s s o c i a t i o n

,
V o l 2 0 8 (4 ) , p p 6 4 9 - 6 5 5

,
1 9 6 9

4 0 S a fe D r in k i n g Wa t e r C o m m it te e
,
D r in k i n g W a te r a n d H e a lt h . N a t i o n a l A c a d e m y o f

Sc ie n c e s
,
W a s h i n g to n

,
D C . ,

1 9 7 7 , p . 7 1 .

4 1 St . J o h n
,
W D .

,
M a t c h e s

,
J R .

,
We k e l l

,
M M .

,

"

U s e o f i r o n m i l k m e d i u m f o r

e n u m e r a t io n o f C l o s tri d i u m p e r f ri n g e n s
"

,
J o u r n a l o f t h e A s s o c ia t io n f o r O ff i c i a l A n a l y t ic

C h e m is t r y ,
6 5

, p p . 1 1 2 9 - 1 1 3 3
,
1 9 8 2 .

4 2 S a w y e r
,
L . A .

,
M u r p h y ,

J J . , K a p l a n , J . E P i n s ky ,
P P .

,
e t a l . ,

"

2 5 t o 3 0 n m v ir u s p a r t ic le

a s s o c ia te d w it h a h o s p it a l o u t b r e a k o f a c u te ga s t r o e n t e r i t i s w it h e v id e n c e f o r a i r b o r n e

t r a n s m is s io n
"

,
A m e r i c a n J o u r n a l o f E p id e m io l o g y , 1 2 7 (6 ), p p . 12 6 1 - 12 7 1

,
1 9 8 8

4 3 S h a p i r o ,
C . N .

,
C o le m a n

,
P

. J .

,
M c Q u il l a n

,
G . M .

,
A lt e r

,
M . J .

,
M a rg o l i s ,

H S .

,

"

E p id e m i o lo gy o f H e p a t it i s A : s e r o e p i d e m io lo gy a n d r i s k g r o u p s in t h e US A
"

,
V a c c i n e

,

V o l . 1 0 , S u p p l 1
, p p . S 5 9 - S 6 2

,
19 9 1 .

4 4 S o b s e y , M . D . P e r s o n a l c o m m u n ic a t io n .

4 5 T r u m a n B I
,
M a d o r e

,
H P .

,
M e n e g u s , M . A

,
N i tz k in

,
J L .

,
D o li n

,
R

,

"

Sn o w M o u n ta i n

A g e n t G a s t r o e n t e r it i s f r o m C l a m s
"

,
A m e r i c a n Jo u r n a l o f Ep id e m io l o gy ,

12 6 (3 ), pp . 5 1 6 -

5 2 5
,
1 9 8 7 .

4 6 T r u w it
, J . D , B a d e s c h , D . B . , S a v a g e ,

A M .

,
S h e l to n

,
M

,

"

Vi b ri o v u l n if i c u s B a c te r e m ia

w it h E n d o c a r d it i s
"

, So u th e r n M e d ic a l J o u r n a l
,
V o l 8 0 ( 1 1 ) , p p . 14 5 7 - 14 5 9 ,

1 9 8 7 .

4 7 W a it
,
D . A

,
H a c k n e y , C . R , C a r r i c k

,
R J

,
L o v e l a c e

, G .

,
So b s e y ,

M . D .

,

"

E n te r i c

B a c t e r ia l a n d V ir a l P a t h o g e n s a n d I n d i c a t o r B a c te r i a i n H a r d S h e l l C l a m s
"

,
J o u r n a l o f

F o o d P r o te c t io n
,
V o l . 4 6 (6 ) , pp . 4 9 3 - 4 9 6

,
1 9 8 3 .

NEATPAGEINFO:id=66C911D8-C42D-4FCF-94AD-6B1AC0B68CD2



4 9

4 8 W a lc h
,
M .

,
C o lw e l l

,
R R

,

"

D e t e c t io n o f N o n c u lt u r a b l e In d ic a to r s a n d P a t h o g e n s
"

,
I n :

H a c k n e y ,
C R .

,
P i e r s o n

,
M . D . (e d s . ) ,

E n v ir o n m e n ta l In d ic a t o r s a n d S h e l lf is h S a fe ty .
1 s t

e d
.
C h a p m a n a n d H a ll

,
N e w Y o r k

,
1 9 9 3

, p p . 2 5 8 - 2 7 3 .

4 9 W e b e r
,
D . J

,
S o b s e y ,

M .

,
M o e

,
C . L

,
S a m s a

.
G . P .

,
C le l a n d

.
D .

,
W a i t

,
D . A .

,
B e a c h

,
M . E

,

U n p u b l i s h e d s t u d y , 1 9 9 4 .

5 0 W i l s o n
,
R

,
L ie b

, S ,
R o b e rt s

,
A

,
S t r y k e r

, S ,
J a n o w s k i

,
H . , G u n n

,
R , D a v is , B .

,

R id d le
,
C

,
B a r r e t

,
T

,
M o r r i s J R

,
J

,
B l a k e

,
P .

,

"

N o n - 0 G r o u p l Vi b r io c h o l e r a e

G a s t r o e n t e r it is a s s o c ia te d w i th e a t i n g r a w o y s t e r s
"

,
A m e r ic a n J o u r n a l o f E p id e m io l o g y ,

V o l . 1 1 4 (2 ), p p . 2 9 3 - 2 9 8
,
1 9 8 1 .
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