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RESUMO

Avaliagédo quantitativa do risco de doenga, causada por Vibrio parahaemolyticus,
associado ao consumo de ostras (Crassostrea brasiliana) cruas cultivadas e

comercializadas no Estado de Sao Paulo.

Vibrio parahaemolyticus (Vp) € uma bactéria naturalmente presente em regides
estuarinas, sendo a principal causa de gastrenterite de origem bacteriana associada
a pescados, principalmente ostras cruas. Nesta pesquisa, foi desenvolvida uma
avaliacdo quantitativa de risco para avaliar a probabilidade de Vp causar doenca
apos o consumo de ostra crua, produzida e comercializada no Estado de Sao Paulo.
O estudo incluiu a identificagao e caracterizagdo do perigo, a avaliagdo da exposi¢cao
e a caracterizagao do risco. Um modelo matematico foi desenvolvido. Este modelo
leva em consideracdo o comportamento de Vp em ostras na cadeia produtiva, em
cada estagao do ano, além da relagcdo entre a dose de Vp ingerida e a probabilidade
de desenvolver a doenca. A avaliagao da exposicao foi desenvolvida em trés etapas:
cultivo, pos-coleta e consumo. Na etapa de cultivo foram considerados os fatores
que influenciam a prevaléncia e o numero de Vp em ostras no momento da coleta.
Na etapa pods-coleta, foram descritas as praticas da industria e foram considerados
os fatores associados ao processamento, transporte e manipulagcdo. Ja na etapa de
consumo foram considerados os fatores como a quantidade de ostras consumidas
por porgao, o peso meédio por ostra consumida e a populagéo de Vp patogénico no
momento do consumo. O resultado do modelo quantitativo da avaliagdo da
exposicao foi, entdo, integrado ao modelo dose-resposta, Beta-Poisson, para se
obter uma estimativa do risco. Esta estimativa expressa o impacto da exposigao
humana a Vp, sobre a saude publica, associada ao consumo de ostras. A simulagao
de Monte Carlo foi utilizada para avaliar o efeito da variabilidade e incerteza das
variaveis do modelo sobre a estimativa do risco. O modelo prediz uma probabilidade
de ocorréncia de doenca de 4,6x10™, por porcéo de ostra, consumida ao longo do
ano. As variaveis que possuem maior influéncia sobre o risco de ocorréncia de
doenca sao a populagdo de Vp em ostras no cultivo, a temperatura de transporte
das ostras até o varejo e a porcentagem de Vp patogénico em ostra, no momento do
seu consumo. O modelo evidencia que uma das maneiras de reduzir o risco de
ocorréncia de doencga seria intervir nas condi¢cdes de transporte de ostras até o

varejo por meio da sua refrigeracdo. Com o modelo é possivel identificar fatores e
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simular cenarios para avaliar o comportamento de V. parahaemolyticus como um
perigo microbiologico, ao longo da cadeia produtiva de ostra até o0 momento do seu
consumo. Também €& possivel avaliar o impacto de medidas de intervencdo na
cadeia produtiva. As suposicoes adotadas limitam a aplicabilidade do modelo.
Portanto, é necessario que o modelo seja validado, particularmente com relagao ao
numero de casos de doenga causados por Vp, cujos dados de vigilancia

epidemioldgica inexistem no Brasil.

Palavras-chave: Avaliagao de risco microbioldgico, Vibrio parahaemolyticus, ostras.
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ABSTRACT

Quantitative risk assessment of illness, caused by Vibrio parahaemolyticus,
associated with the consumption of raw oysters (Crassostrea brasiliana) farmed and

commercialized in the State of Sio0 Paulo.

Vibrio parahaemolyticus (Vp) is naturally present in estuarine regions and is the main
cause of gastroenteritis associated with the consumption of bivalve molluscan
shellfish, specially raw oysters. In this research, a quantitative risk assessment was
developed to evaluate the probability of Vp causing disease after consumption of raw
oyster, produced and commercialized in the state of Sao Paulo. The study included
the identification and characterization of the hazard, exposure assessment and risk
characterization. A mathematical model was developed. This model takes into
account the behavior of Vp in oysters in the productive chain, for each season of the
year, besides the relationship between the number of cells of Vp ingested and the
probability of developing the disease. The exposure assessment was done in three
steps: farming, after harvesting and consumption. At the farming step, the factors that
influence the prevalence and the population of Vp at the time of harvesting were
considered. At the after harvesting step, the factors associated with transportation,
handling and processing were considered. At the consumption step, factors related to
the amount of oysters and the average weight per oyster consumed and the density
of pathogenic Vp at the time of consumption were considered. Then, the quantitative
model of exposure assessment was integrated to the dose-response model, Beta-
Poisson, in order to obtain a risk estimate. This calculation expresses the impact of
the human exposure to Vp associated with the consumption of oysters on public
health. The Monte Carlo simulation was used to evaluate the effect of variability and
uncertainty of variables of the model in the risk estimation. The model predicts a
probability of occurrence of the disease of 4,6x10™ per serving of oyster consumed
during one year. The variables showing the greatest influence on the risk of
occurrence of disease are the density of Vp in oyster in the farming step, the
temperature during transportation of oysters to the retail market and the percentage
of pathogenic Vp strains in oysters, at the moment of consumption. The model

indicates that the use of refrigeration during transportation of oysters to retail could
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reduce the risk of disease. The model allows the identification of factors and the
simulation of scenarios in order to evaluate the behavior of V. parahaemolyticus, as a
microbiological hazard, in the productive chain of oyster to the consumption. It is also
possible to evaluate the impact of intervention measures in the productive chain. The
assumptions limit the application of the model. Therefore, it is necessary to validate
the model, particularly in relation to the number of cases of disease caused by V.
parahaemolyticus of which the data on epidemiologic surveillance do not exist in

Brazil.

Key words: Microbiological risk assessment, Vibrio parahaemolyticus, oysters.



1. Introducgao

Inocuidade de alimentos € uma questdo de saude publica essencial em todos
os paises. Enfermidades transmitidas por alimentos (ETA) sdo comuns e
representam uma séria ameaga a saude humana, tanto em paises desenvolvidos
qguanto naqueles em desenvolvimento. Segundo dados da Organizagao Mundial de
Saude (WHO, 2002a), aproximadamente, dois milhdes de pessoas vao a o6bito
devido a doencas diarréicas, enquanto centenas de milhdes sofrem de episddios
frequentes de diarréia e suas consequéncias debilitantes, com a grande maioria
sendo causada por microrganismos veiculados por alimentos ou agua. Diarréia é o
sintoma mais comum das doengas transmitidas por alimentos, mas existem outras
consequéncias sérias como deficiéncia renal, desordens neuroldogicas (WHO,
2002a).

A contaminagao de alimentos gera um enorme prejuizo social e econémico. O
ressurgimento da célera no Peru, em 1991, resultou em perdas de 500 milhdes de
ddlares, por ano, na exportagdo de pescado (WHO, 2002a). Nos Estados Unidos,
estima-se que alimentos contaminados causem 76 milhdes de casos de doencga, 325
mil hospitalizagdes e 5.200 mortes por ano (DeWall, 2003). Somente a salmonelose,
uma de varias infecgbes de origem alimentar, tem os custos médicos e de perda de
produtividade estimados em mais de 1 bilhdo de ddlares por ano (United States,
2005). Na Australia, calcula-se um custo anual de 2,6 milhdes de ddlares devido a
enfermidades transmitidas por alimentos (WHO, 2002a) e estima-se que ocorram, a
cada ano, 5,4 milhdes de casos de gastrenterites de origem alimentar (Flint et al.,
2005).

Dados disponiveis indicam que a frequéncia de enfermidades transmitidas por
alimentos aumentou em todo o mundo nos ultimos 20 anos. Na década de 90,
microrganismos patogénicos denominados emergentes ou re-emergentes (por
exemplo: Salmonella Enteritidis, Listeria monocytogenes, Vibrio vulnificus,
Escherichia coli O157:H7, Yersinia enterocolitca e Campylobacter jejuni)
ocasionaram novos problemas (Tauxe, 1997). De acordo com Mead et al. (1999),
cerca de 30% da populacdo em paises industrializados podem ser afetados por
enfermidades transmitidas por alimentos a cada ano e é provavel que os problemas

sejam ainda mais sérios em paises em desenvolvimento.
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As mudancgas epidemioldgicas das enfermidades transmitidas por alimentos
sdo resultados de interagbes complexas e variagbes entre microrganismos
patogénicos, composigdo do alimento, distribuicdo e consumo de alimentos, e
imunidade da populagao (Altekruse et al., 1997; Smith e Fratamico, 1995; WHO,
2002b). Aspectos do processamento do alimento e do sistema de distribuicdo podem
ampliar ou atenuar um perigo potencial a saude. Embora um entendimento completo
sobre a contaminagao, infeccdo e sobrevivéncia de um microrganismo patogénico
nos alimentos seja dificil, uma abordagem sistematica que possibilite medir as
consequéncias da exposi¢cdo humana ao patégeno pode melhorar a qualidade das
decisbes a serem tomadas na area da saude publica (Rodricks, 1994).

Até pouco tempo, os critérios para julgar a inocuidade de um alimento eram
considerados subjetivos, o que n&o satisfazia o comércio internacional de alimentos.
Assim, profissionais da area comegaram a buscar métodos mais objetivos para
avaliar o risco representado por um alimento importado. Essa necessidade ficou bem
clara nos acordos internacionais resultantes da rodada Uruguaia do Acordo Geral de
Tarifas e Comércio (GAAT) (ICMSF, 1998). O acordo da Organizagdo Mundial do
Comércio sobre medidas sanitarias e fito-sanitarias estabelece que a inocuidade de
alimentos deve ser baseada em conhecimentos cientificos por parte dos paises
importadores e exportadores.

Para aumentar e garantir a inocuidade de um alimento foi desenvolvido o
sistema de Anadlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (HACCP). Atualmente,
nao existe industria exportadora de alimentos que n&o tenha implementado em suas
plantas processadoras esse sistema. Porém, ele nao permite que se meca
diretamente a sua eficacia em termos de prevencdo de doencas, tendo como
consequéncias, a limitagcdo no estabelecimento de limites criticos e a dificuldade
para estabelecer se diferentes sistemas HACCP podem ser comparados em termos
da equivaléncia da prote¢cdo do consumidor (Buchanan e Whiting, 1998; ICMSF,
1998). Os avangos recentes nos conceitos de avaliagao de risco microbiolégico tém
intensificado sua utilizagdo no gerenciamento da inocuidade alimentar através do
sistema HACCP, particularmente para superar as limitagdes descritas acima.

Desse modo, quer seja por motivos econémicos e politicos ou por questdes
de saude publica, a Comissdo do Codex Alimentarius considera o uso de técnicas
quantitativas de anadlise de risco para determinar a inocuidade microbioldgica de
alimentos uma area de trabalho prioritaria (FAO/WHO, 1995).
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A avaliacéo de risco € um dos trés componentes que interagem no processo
de analise de risco que tem por objetivo garantir a protecdo da saude publica. Os
outros dois componentes sdo a gestdo de risco e a comunicagdo do risco
(FAO/WHO, 1999) (Figura 1).
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Figura 1. Componentes de uma analise de risco (FAO/WHO, 1999).

De acordo com Lammerding e Fazil (2000), a avaliagdo de risco € um
processo que fornece uma estimativa da probabilidade de ocorréncia e do impacto
de efeitos adversos a saude, atribuiveis a alimentos potencialmente contaminados
por microrganismos patogénicos ou suas toxinas.

A Avaliacao de Risco Microbiolégico (MRA - Microbiological Risk Assessment)
tem potencial para tornar-se uma poderosa ferramenta de saude publica para
melhorar a inocuidade de alimentos por possibilitar aos gestores de risco a
identificacdo de estratégias mais eficientes para controlar perigos e prevenir
enfermidades transmitidas por alimentos (Wachsmuth et al.,, 2003). Permite,
também, a avaliagdo da eficiéncia de intervencbes para prevenir ou reduzir
enfermidades de origem alimentar, a ponderagéo de politicas alternativas, a selegéo
e a implementacdo de agdes apropriadas para garantir a protecdo da saude da
populagdo. A avaliagdo de risco microbiolégico também pode ser utilizada para a
identificacdo de dados necessarios para compreender os riscos de microrganismos
patogénicos veiculados por alimentos e, desta forma, ajudar a determinar pontos
prioritarios para a pesquisa na area de inocuidade de alimentos. Pode, ainda, de
acordo com Buchanan e Whiting, (1998), Lammerding et al. (2001) e Wachsmuth et
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al., (2003), fortalecer os esfor¢cos da industria para desenvolver planos de analise de
perigos e pontos criticos de controle (HACCP) mais efetivos.

Segundo o Codex Alimentarius (FAO/WHO, 1999), a avaliagao de risco para
perigos microbioldgicos € definida como um processo de avaliagdo baseado em
dados cientificos relativos aos efeitos potencialmente adversos a saude que resulta
da exposi¢cao humana a perigos de origem alimentar. Esta avaliacido deve considerar
a dinamica de multiplicagdo, sobrevivéncia e morte microbiana nos alimentos. O
processo consiste das seguintes etapas: (i) identificacdo do perigo; (ii)
caracterizagao do perigo; (iii) avaliagao da exposi¢cao ao perigo; e (iv) caracterizagao
do risco.

O componente ‘“identificagdo do perigo” de uma avaliagdo de risco
microbiolégico consiste na identificagcdo do microrganismo patogénico que pode
estar presente em um alimento ou grupo de alimentos e que € capaz de causar
efeitos adversos a saude do consumidor. As informagdes relevantes podem ser
obtidas a partir de estudos clinicos, epidemiolégicos e de vigilancia, estudos com
animais de laboratério, investigacbes das caracteristicas do microrganismo e de
suas interacbes com o0 meio ambiente na cadeia alimentar, desde a producéao
primaria até o consumo.

A “caracterizacdo do perigo” € o componente da avaliagcdo de risco que
fornece uma descricao qualitativa e quantitativa da severidade e duracao de efeitos
adversos que podem resultar da ingestdo de microrganismos patogénicos ou de
suas toxinas presentes no alimento. Uma avaliacdo da dose-resposta (relagao entre
a quantidade de microrganismo ingerida e a resposta observada) devera ser
realizada sempre que houver dados disponiveis.

Existem varios fatores importantes relacionados ao microrganismo e ao
hospedeiro que precisam ser considerados na caracterizagdo do perigo. Em relagao
ao microrganismo, algumas questdes importantes sdo: a capacidade de
multiplicagdo do microrganismo no alimento, a viruléncia do microrganismo, que
pode mudar dependendo de sua interagdo com o ambiente, o material genético
desse microrganismo que pode ser transferido entre os microrganismos, doses
baixas de alguns microrganismos que podem, em alguns casos, causar um efeito
grave, etc. Ja com relagdo ao hospedeiro, os seguintes fatores merecem destaque:
fatores genéticos, aumento de susceptibilidade devido ao desarranjo de barreiras

fisiolégicas, caracteristicas individuais do hospedeiro tais como idade, nutricéo,
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gravidez, estado imunoldégico, etc. que lhe conferem maior ou menor susceptibilidade
ao microrganismo (FAO/WHO, 1999).

O componente “avaliacdo da exposigao” consiste na avaliagdo dos niveis de
exposicao do consumidor ao perigo microbiolégico presente no alimento, no
momento do consumo. A freqiéncia e o nivel de contaminagdo do perigo no
alimento ao longo do tempo sao fatores que devem ser levados em consideragao
para a avaliagao da exposicao. Estes fatores séo influenciados pelas caracteristicas
do microrganismo patogénico, ecologia microbiana do alimento, interagdo dos
fatores intrinsecos e extrinsecos da microbiota que contamina o alimento, efeito das
condicbes de processamento nessa microbiota, niveis de contaminagdo das
matérias-primas, meétodos de processamento, embalagem, distribuicdo e
armazenamento do alimento, bem como das etapas de preparo tais como cozimento
e manipulagao. Outro fator que deve ser considerado € o padrdo de consumo. A
avaliagdo da exposicao microbiana €, portanto, uma avaliagdo qualitativa ou
quantitativa da provavel ocorréncia e ingestdo de agentes patogénicos através do
consumo de alimentos.

Por fim, a caracterizacdo de risco representa a integracdo das informacdes
obtidas nas etapas anteriores (identificacdo do perigo, caracterizagao do perigo e
avaliacdo da exposi¢ao), que possibilita uma estimativa qualitativa ou quantitativa da
probabilidade de ocorréncia e severidade dos efeitos adversos em uma dada
populacédo, incluindo uma descricdo das incertezas associadas com a estimativa de
risco determinada. A Figura 2 ilustra o papel da avaliagao de risco microbiolégico no

contexto da inocuidade de alimentos com vista a prote¢ao da saude da populacéo.
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Figura 2. Exemplo de estrutura de avaliagdo de risco microbiolégico como
ferramenta para garantir a inocuidade de alimentos (modificado de Wachsmuth et al.,

2003).

Em sua trigésima segunda sessdo, o Comité do Codex Alimentarius para

Higiene de Alimentos

(CCFH) identificou uma

lista de combinagdes de

microrganismos patogénicos e de alimentos de grande consumo consideradas

prioritarias para o desenvolvimento de avaliacdo de risco. Constava dessa lista a

associacao da bactéria Vibrio parahaemolyticus a pescados (FAO, 1999).

As informacgdes disponiveis sobre avaliagdo de risco de V. parahaemolyticus

em pescados estdo concentradas nos documentos preparados pela FAO/WHO (FAO
e WHO, 2002) e pelo Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos

(United States, 2005b) que abordam especificamente as ostras consumidas cruas.

Na discussao sobre as estratégias de gestao de risco para Vibrio spp. em pescado,

o Comité do Codex Alimentarius para Higiene de Alimentos (CCFH) ressalta a falta

de dados sobre a incidéncia e a populacao de V. parahaemolyticus em pescado e a

necessidade de obteng¢ao desses dados em escala mundial (FAO/WHO, 2003c).
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Com o intuito de contribuir para o preenchimento dessa lacuna,
desenvolvemos o0 presente projeto de pesquisa que consistiu na avaliagao
quantitativa do risco de doencga, causada por Vibrio parahaemolyticus, associado ao

consumo de ostras cruas cultivadas e comercializadas no Estado de Sio Paulo.

1.1. Avaliacao quantitativa do risco de doenca, causada por Vibrio
parahaemolyticus, associado ao consumo de ostra crua.

1.1.1. Identificagao do perigo

Vibrio parahaemolyticus (Vp) € uma bactéria do género Vibrio pertencente a
familia Vibrionaceae. Apresenta-se na forma de bastonetes curtos, retos ou curvos,
€ Gram-negativa e nao formadora de esporo. O microrganismo € mdével por meio de
um flagelo polar, quando cresce em meio liquido, ou mais de um flagelo quando em
meio sélido; produz as enzimas oxidase e catalase, fermenta glicose sem produgao
de gas, € quimiorganotrofica, aerdbia facultativa com metabolismo oxidativo e
fermentativo. Desenvolve-se melhor em condicdes alcalinas e ¢é estritamente
halofilica (Kaysner e DePaola, 2001; Oliver e Kaper, 2001). Vp estda amplamente
distribuido ao longo das aguas costeiras ao redor do mundo. Esta bactéria é
considerada um habitante comum dos estuarios, sendo encontrada em todo o
ambiente estuarino incluindo agua, sedimentos, particulas suspensas, plancton,
peixes e moluscos, e € raramente encontrado em agua doce (Oliver e Kaper, 2001).
Comparado as outras bactérias patogénicas, Vp € um microrganismo relativamente

sensivel a tratamentos fisico-quimicos.

A identificacido de sorotipos de Vp é baseada nas diferentes estruturas de
dois grupos antigénicos, um antigeno termoestavel somatico O e um antigeno
termolabil capsular K. O antigeno O é um lipopolissacarideo que contém glicose,
galactose, glucosamina, fosforo, éster de acido graxo e compostos nitrogenados. O
antigeno K é um polissacarideo que contém varios agucares, entre eles pentoses,
hexoses, hexosaminas com a composi¢ao percentual que varia entre os antigenos
(Twedt, 1989).

Vp pode ser classificado em 13 sorotipos O e 71 sorotipos K. Historicamente,
as infecgcbes por Vp foram caracterizadas por casos esporadicos causados por

varios sorotipos. Entretanto, um numero grande de casos clinicos observado apds o
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ano de 1996 foram associados com um unico clone de Vp do sorotipo O3:K6
(Matsumoto et al., 2000; Okuda et al., 1997; Daniels et al., 2000; Parvathi et al.,
2006).

A associagado desse novo clone a grande maioria das infecgdes por Vp na
india, Taiwan, Laos, Jap3do, Tailandia, Coréia, e nos Estados Unidos, entre 1997 e
1998, sugere que o microrganismo pode ter desenvolvido uma capacidade incomum
para transmissdo via alimento e que possui potencial pandémico (Matsumoto et al.,
2000). A ocorréncia tao difundida de um unico sorotipo de Vp ndo havia sido
relatada anteriormente.

Outros dois sorotipos 04:K68 e O1:KUT ganharam importancia a partir de
1998, quando comecaram a ser detectados com maior frequéncia em pacientes com
diarréia em diferentes partes do mundo (Matsumoto et al., 2000; Chowdhury et al.,
2000; Laohaprertthisan et al., 2003). O conteudo genético desses isolados O4:K68 e
O1:KUT é quase indistinguivel daquele da cepa pandémica O3:K6 e sugere que eles
podem ter divergido desta cepa pandémica pela alteracdo dos antigenos O:K
(Matsumoto et al., 2000; Chowdhury et al., 2000).

Os mecanismos de patogenicidade sdo pouco compreendidos para a maioria
das espécies de Vibrio, exceto para V. cholerae O1 e O139. Para outras espécies,
no entanto, cepas individuais podem ou n&o possuir fatores de viruléncia ou até
mesmo estarem presentes mas ainda ndo serem identificados. Tais espécies sao,
portanto, consideradas potencialmente patogénicas. Vp tem sido reconhecido como
um agente de gastrenterite associada ao consumo de pescado, mas nem todas as
cepas desta espécie sao consideradas verdadeiramente patogénicas.

Um fator de viruléncia de Vp, por Ilongo tempo associado
epidemiologicamente a doenca, é a presenca de uma hemolisina produzida por
algumas cepas de Vp. Essas cepas, por meio desta hemolisina, exibem hemolise
tipo-beta sobre um meio de cultura contendo sangue, especifico para esse fim,
denominado agar Wagatsuma. Quase todas as cepas de Vp isoladas de amostras
clinicas demonstram esta atividade hemolitica, que tem sido chamada de fenbmeno
Kanagawa (KP), ao passo que somente 1 a 2% das cepas de fontes n&o clinicas s&o
KP positivas (DePaola et al., 1990; Kelly e Stroh, 1988). Portanto, esta hemolisina é
considerada um fator de viruléncia importante e, a reagdo de Kanagawa utilizada

como um marcador para cepas virulentas (Levin, 2006; Shirai et al., 1990; Zhang e
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Austin, 2005). Por esta razao, esta hemolisina é tema de extensos estudos por
varios pesquisadores.

A hemolisina foi chamada Hemolisina Termoestavel Direta (TDH -
Thermostable Direct Hemolysin) baseado no fato de n&o ser inativada por
aquecimento a 100°C por 10 minutos. Além disso, a atividade hemolitica nao foi
intensificada com a adicdo de lecitina, o que indica uma acao direta sobre os
eritrécitos. As atividades biolégicas da TDH incluem hemolise de varias espécies de
eritrocitos, citotoxicidade e aumento da permeabilidade vascular em pele de coelho
(Nishibuchi e Kaper, 1995).

A evidéncia definitiva quanto a importancia da TDH na enteropatogenicidade
de Vp somente foi obtida recentemente ao se utilizar métodos mais sensiveis de
analise. Os estudos moleculares do gene que codifica para a TDH (tdh) também tém
revelado outros aspectos interessantes em relacdo a diversidade, mobilidade e
regulacado desse gene (Matsumoto et al., 2000; Nishibuchi e Kaper, 1995).

O gene tdh foi o primeiro a ser reproduzido a partir de uma cepa KP-positiva,
e a produgdo de sondas derivadas deste gene facilitou a detecgdo e a anadlise de
seus variantes (tdh1 e tdh2) em varias outras cepas, conforme demonstrado por
Nishibuchi e Kaper (1990). Esses autores observaram também que os genes tdh sao
normalmente, mas ndo exclusivamente, localizados no cromossomo e que a
expressdo do fenbmeno Kanagawa deve-se ao alto nivel de transcrigdo do gene
tdh2, mas nao do ftdh1. Esse alto nivel de transcrigcdo é devido, principalmente, a um
promotor caracterizado por ter uma simples diferenca de base de outros genes tdh
(Okuda e Nishibuchi, 1998).

Algumas cepas de Vp, porém, apresentaram reagao fraca de hemolise sobre
agar Wagatsuma, o que provoca duvidas. Nishibuchi et al. (1985), ao estudarem
cepas apresentando esse fendbmeno, verificaram que 86% delas apresentaram o
gene tdh. Entretanto, em contraste com a duplicagdo do gene encontrado em cepas
KP positivas, aquelas cepas apresentaram somente uma cépia do gene ftdh
(Nishibuchi e Kaper, 1995).

Das cepas que ndo mostraram nenhuma hemolise sobre agar Wagatsuma
(KP-negativas), somente 16% delas foram positivas para o gene tdh em teste de
hibridizagdo de DNA, indicando que a maioria das cepas KP-negativas ndo possuem

o potencial genético para produzir TDH (Nishibuchi et al., 1985).
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Cepas tdh-positivas e KP-negativas, geralmente, tém uma coépia do gene tdh.
Apos a reprodugdo e caracterizagcao destes genes, verificou-se que, apesar das
variagbes na sequéncia de nucleotideos, os genes destas cepas KP-negativas
codificavam proteinas TDH muito semelhantes as proteinas TDH codificadas pelos
dois genes das cepas KP-positivas, isto €, elas apresentaram atividade hemolitica e
foram imunologicamente indistinguiveis. Estes resultados sugerem que a expressao
de baixos niveis dos genes tdh pode ser a razdo para o fenotipo KP-negativo das
cepas tdh-positivas (Nishibuchi e Kaper, 1990).

Em um trabalho posterior, Nishibuchi e Kaper (1995) relataram a existéncia de
mais trés variantes do gene tdh. Posteriormente, Okuda e Nishibuchi (1998)
reproduziram as variantes tdh3 e tdh5, a partir de cepas Kanagawa negativas, e
verificaram que essas variantes apresentaram niveis de transcricdo tao baixos
quanto os do gene tdh1.

Honda et al. (1988), Kelly e Stroh (1989), Magalhaes et al. (1992) e Okuda e
Nishibuchi (1998), observaram a produgédo de uma hemolisina diferente da TDH em
cepas Kanagawa negativas causadoras de doenga. Essa hemolisina, observada em
varias dessas cepas, foi denominada de hemolisina termoestavel relativa (TRH) e é
codificada pelo gene trh. As duas hemolisinas, TDH e TRH, sdo compostas por 165
aminoacidos, possuem homologia de 67% e tém caracteristicas fisico-quimicas,
imunoldgicas e bioldgicas semelhantes, mas nao idénticas. Isto sugere que os genes
frh e tdh provavelmente evoluiram de um ancestral comum por uma simples
mudanca de base, de modo que a estrutura fundamental da proteina foi mantida.
Essas hemolisinas sao reconhecidas como os principais fatores de viruléncia de Vp,
evidéncia esta comprovada pela presenca de um ou dos dois genes na maioria das
cepas clinicas desse microrganismo, mas nao em cepas provenientes de alimentos
(Nishibuchi e Kaper, 1995).

A expressao fenotipica da TRH ainda é incerta, porém, estudos demonstram
uma forte relagdo entre as cepas uréase positiva e 0s genes responsaveis pela
producado da TRH. A uréase tem um papel importante no mecanismo de viruléncia
de algumas bactérias, como por exemplo, Helicobacter pilori (Okuda et al., 19973;
Magalhdes et al., 1992; Parvathi et al., 2006; Park et al.,2000).

Apesar da correlagdo entre patogenicidade e o fendmeno Kanagawa, e o
trabalho extenso relativo a associacéao entre fenbmeno Kanagawa, hemolisina (TDH)

e 0s genes tdh e trh, nenhum mecanismo preciso foi demonstrado até o momento.
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Pode ser que varios fatores estejam envolvidos na patogenicidade, e o mecanismo
possa variar de uma cepa para outra, como é observado para V. cholerae O1 e nao-
O1. Os estudos de Pace e Chai (1989) mostraram que cepas de Vp KP-positivas e
Vp KP-negativas diferem em seus perfis de proteinas celulares e niveis de
lipopolissacarideos sob certas condi¢des de multiplicagdo do microrganismo. Estes
resultados indicam que a patogenicidade também pode estar relacionada com a
composi¢cdo do conteudo celular. Alguns estudos sugerem que cepas de Vp
Kanagawa positivas podem entrar no estado conhecido como “viavel mas n&o
cultivavel” mais facilmente que as Kanagawa negativas, o que pode explicar a
dificuldade em se isolar cepas de Vp Kanagawa positivas do ambiente (Pace e Chai,
1989).

Outros fatores de viruléncia para Vp ja foram demonstrados, como adesao e
indugao da citotoxicidade em células de mamifero (Merrell et al., 1984; Barbieri et al.,
1999).

Estudos tém mostrado que ha uma forte associagdo entre patogenia e a
presenga dos genes tdh ou frh ou de ambos, indicando que em Vp as duas
hemolisinas (TDH e TRH), codificadas por estes genes, séo os principais fatores de
viruléncia (Shirai et al., 1990). No entanto, ha necessidade de mais informacdes

sobre a patogenicidade para uma completa caracterizagao de Vp como patégeno.

Influéncia de parametros fisico-quimicos na multiplicagdo e sobrevivéncia de

V. parahaemolyticus

Vp apresenta condi¢des limite de multiplicagdo em temperatura minima de
5°C e maxima de 43°C, com étima de 37°C (ICMSF, 1996). Vp multiplica-se muito
rapido sob condi¢cdes 6timas e pode ter um tempo de geracédo de 10 minutos (Twedt,
1989; ICMSF, 1996). Gooch et al. (2002) relatam que a populagdo de Vp diminuiu
0,8 ciclos logaritmos (log1o) em ostras estocadas a 3°C por 14 a 17 dias. Ja Cook e
Ruple (1989) observaram que ndo ha multiplicagdo significativa de Vp em ostras
estocadas a 10°C. Johnson e Liston (1973) avaliaram o comportamento de Vp em
ostras armazenadas a 5°C e verifica que, apods 14 dias de estocagem, a populagéo
reduziu 1,6 log, enquanto Muntada-Garriga et al. (1995), com a inoculagao de Vp em
homogeneizado de ostras, verificaram uma reducado de até 3 log na populacéo da

bactéria em um periodo de 1 semana a 4°C. Em outro trabalho, Johnson et al.
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(1973) observaram que Vp sobreviveu, por pelo menos 3 semanas em ostras
estocadas a 4°C, enquanto Bauer et al. (2006), recuperaram Vp em amostras de
mexilhdo coletadas em temperatura de 0,6°C. Thompson e Thacker (1973 apud
Gooch et al.,, 2002), ao avaliar o comportamento de Vp em homogeneizado de
ostras estocadas a 0, 4, 8, 10 e 12°C, notaram que a populagao de Vp foi reduzida
em, aproximadamente, 4 log apdés uma semana de estocagem em 0 e 4°C, enquanto
na temperatura de 8°C n&o houve multiplicagdo, mas as células permaneceram
viaveis por 3 semanas. Nas temperaturas de 10 e 12°C ocorreu multiplicacéo e as
células permaneceram viaveis por mais de 4 semanas. Em suma, de uma forma
geral, em temperaturas abaixo de 10°C n&o ocorre multiplicacéo de Vp.

Cook e Ruple (1989), verificaram que, apos 1 dia de estocagem de ostras na
temperatura de 22 ou 30°C, os niveis de Vp foram 2 a 3 vezes maiores que 0s niveis
no momento da coleta. Gooch et al. (2002) relataram um valor 50 vezes maior nos
niveis de Vp apds estocagem das ostras a 26°C por 10 horas e 790 vezes maior
apos 24 horas de estocagem. Ja na estocagem em temperatura de 3°C, foi
observado um valor 6 vezes menor nos niveis de Vp. Jiang e Chai (1996) relataram
que uma cepa KP negativa deixou de ser cultivavel mais lentamente que uma cepa
KP+ em baixas temperaturas.

Com relagao ao tratamento térmico, o valor D para Vp, baseado na redugao
de uma populagao de 6 log em ostras a temperatura de 50 °C, foi calculado entre 1,0
e 1,2 min. O sorotipo O3:K6 foi mais resistente ao tratamento térmico e foram
obtidos valores D entre 1,3 e 1,6 min (Andrews et al. 2000; 2003). De acordo com
Vanderzant e Nickelson (1972), o aquecimento a 60, 80 e 100°C por 1 min, eliminou
uma populagéao de Vp de 500 UFC/mI, enquanto algumas células sobreviveram a 60
e 80°C por 15 min com o inéculo de 2x10° UFC/ml. No entanto, ndo houve
sobreviventes na temperatura de 100°C por 1 min.

Andrews et al. (2000) sugeriram um tratamento térmico de 50°C por 10
minutos para a inativacdo de Vibrio spp. em ostras mas, em outro estudo, Andrews
et al. (2003), utilizando o sorotipo O3:K6 concluiram que o tempo minimo necessario
para eliminar uma populacao inicial de 10° UFC/g com temperatura de 50-52°C é

de 22 minutos.

A faixa de pH na qual Vp pode multiplicar-se € ampla. No entanto, a

multiplicagdo em um determinado valor de pH é dependente do outros fatores fisico-
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quimicos. De um modo geral, Vp multiplica-se melhor em condi¢des alcalinas e esta
resisténcia a alcalinidade é utilizada como fator de selegdo do microrganismo nos
protocolos de ensaio microbioldgico. Apresenta multiplicagdo em pH minimo de 4,8 e
maximo de 11, com 6timo entre 7,8 e 8,6 (Twedt, 1989; Kaysner e DePaola, 2001).

V. parahaemolyticus apresenta condigdes limites de multiplicagdo em
atividade de agua (a,) minima de 0,94 e maxima de 0,996 e necessita de cloreto de
sédio (NaCl) para sobreviver e multiplicar-se. Portanto, € estritamente halofilica
podendo multiplicar-se em meio contendo entre 0,5 e 10% de NaCl, com 6timo na
faixa de 2 a 3% de NaCl. Em agua destilada, cerca de 90% das células s&o
inativadas entre 1 e 4,4 minutos (Twedt, 1989; ICMSF, 1996).

Com relagdo aos métodos de conservagao de alimentos, foi constatada maior
resisténcia do sorotipo O3:K6 a alta pressdo do que outros sorotipos de Vp em
ostras. Esse sorotipo exigiu uma pressdo de 300 MPa por 180 segundos para se
obter uma reducdo de 5 ciclos logaritmos na populagdo. Ja em tampao fosfato
salina, o tempo necessario para alcancar essa mesma reducdo com uma pressao de
250 MPa, foi de 102 segundos, para sorotipos ndo-O3:K6 e de 267 segundos para o
sorotipo O3:K6 (Cook, 2003). No estudo de Calik et al. (2002), a pressdo de 345
MPa aplicada por 90 segundos reduziu 6 log da populagdo de um isolado clinico de
Vp inoculado em ostras, mas a exposicdo de um isolado ambiental a mesma

pressao por 120 segundos conseguiu reduzir a populagdo em apenas 5,3 log.

Os vibrios s&o altamente sensiveis a irradiacdo e normalmente sao
eliminados com doses tao baixas quanto 0,5 kGy. Valores Do para Vp variam entre
0,02 e 0,4 kGy. Segundo Jakabi et al. (2003), a dose de 1 kGy ¢é suficiente para
reduzir 6 log na populagao de Vp inoculada em ostras. Outros estudos demonstram
que a dose de 5 kGy reduz, em pelo menos 6 ciclos logaritmos uma populacéo de
Vibrio spp. (United States, 2005a).

No entanto, o método mais comumente utilizado para eliminacdo de
microrganismo em ostras € a depuracgdo. A depuragao € um processo de purificagao
em que as ostras, que se alimentam por filtracdo, sdo colocadas em um ambiente
que contém &gua purificada. As ostras eliminam as bactérias por meio do

bombeamento e filtragdo da agua tratada. Assim sendo, a depuragédo € um processo
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de purificacdo em que as condicbes ambientais sdo controladas e a agua utilizada é
livre de microrganismos (Rodrick e Schneider, 1991).

A eficiéncia do processo de depuragcao de ostras depende de fatores como o
sistema utilizado, as condigdes de operacao, a espécie de bactéria, a contaminagao
inicial, o estado fisiolégico da ostra, o local de coleta, o tempo e a temperatura de
exposicao e a salinidade (Eyles e Davey, 1984; Richards, 1988; Murphree e Tamplin,
1991; Tamplin e Capers, 1992; Lopes, 2001).

Apesar da depuragdo ser um processo natural para os moluscos bivalves,
pode-se melhorar os resultados se o ambiente em que esses animais sao expostos
nao sofrer muitas variagdes ambientais (Richards,1988). A temperatura da agua, a
salinidade, o conteudo de oxigénio dissolvido, a turbidez e a concentragdo de
fitoplancton podem afetar o processo de eliminagdo de patdégenos. Esses fatores
devem ser cuidadosamente controlados, pois a atividade fisiolégica, a taxa de
filtracdo e as respostas comportamentais dos moluscos podem variar em relagao ao
ambiente de depuragao (Richards, 1988; Rowse e Fleet, 1984). Segundo Rowse e
Fleet (1984), a depuracédo de E. coli e de Salmonella spp. por Crassostrea
commercialis (Sidney Rock Oyster), foi altamente afetada por diferentes salinidades
e temperaturas, e foi mais efetiva em temperaturas entre 18° e 22°C e salinidades
entre 3,2 € 4,7%.

Pesquisas tém mostrado ainda, que a resposta de moluscos filtradores ao
processo de depuracao é diferente daquela para E. coli e Salmonella quando
concentram certos microrganismos como virus entéricos e vibrios (Franco et al.,
1990; Lopes, 2001).

Basicamente, existem trés tipos de sistemas de depuracdo: o sistema de fluxo
continuo, no qual a agua limpa é injetada continuamente nos tanques de depuracéo;
o sistema chamado “batch process” no qual a agua pode ser substituida em
intervalos de tempo determinados e o sistema fechado de circulagido no qual ocorre
recirculagdo da agua do tanque de depuracéo (Eyles e Davey, 1984; Blogoslawski,
1991). Os sistemas de depuragdo com recirculagdo de agua sao mais frequentes,
mas algumas plantas de depuragdo usam um processo em lotes, sem recirculagéo,
e utilizam grandes volumes de agua do mar. Nesse caso, é necessario ter um
controle maior na concentragcéo de oxigénio dissolvido.

No processo de depuragdo, deve-se utilizar agua tratada para prevenir a

recontaminacdo e multiplicagcdo bacteriana. No tratamento da agua podem ser
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utilizados cloro, oz6nio, luz ultravioleta e iodoforos. A cloracdo € o mais antigo
procedimento de desinfeccdo, sendo um processo muito utilizado de desinfecgao
microbiana. Apesar de eficiente na reducdo de populacdes microbianas, € pouco
eficiente, quando se trata de virus entéricos como poliovirus, virus da hepatite A e
Norwalk virus.

A cloragao reduz o conteudo de oxigénio da agua, que induz um estresse nas
ostras e diminui a eficiéncia da purificacdo. Além disso, uma das fortes restricbes ao
uso de cloro é a formagdo de compostos quimicos de halogénios (cloraminas)
resultantes da oxidagdo de compostos organicos presentes na agua. Estudos
mostram que elevadas concentragdes de cloro na agua podem causar interrupgao
do processo fisiologico da ostra e alteragdo das caracteristicas sensoriais. Mesmo
em baixas concentragdes, o cloro também pode afetar o processo de bombeamento
dos moluscos (Richards, 1988).

O processo de desinfecgdo da agua com o uso de ozbénio também é efetivo
na reducao de toxinas, que resultam da descarga de efluentes industriais na orla
marinha, além de oxidar substancias quimicas de origem antropica (Blogoslawski e
Stewart, 1983). O ozbénio aumenta a concentragao de oxigénio dissolvido na agua
que deixa de ser um fator limitante na desinfecgcdo. O tratamento com ozénio nao
produz alteragdes sensoriais no produto, mas pode gerar compostos toxicos assim
como diminuir ou interromper o processo fisiolégico das ostras, dependendo da sua
concentragao (Blogoslawski, 1991).

Outro processo eficiente de desinfecgdo da agua envolve a utilizagao de luz
ultravioleta (UV). O uso de luz UV na agua do mar é um dos sistemas mais utilizados
nos Estados Unidos e Reino Unido para a depuragdo de moluscos. Os
microrganismos somente sao destruidos quando em contato direto com a luz. A
radiagcao ultravioleta elimina os microrganismos da agua por causar danos no
material genético, sendo efetiva na inativagdo de bactéria e virus. A penetragédo da
luz ultravioleta esta diretamente relacionada a profundidade e turvacdo da agua
(Rodrick e Schneider, 1991).

A eficiéncia desse processo de depuracdo depende do tempo de exposicao
dos bivalves, sendo recomendados processos combinados como o tratamento de
agua do mar com luz UV juntamente com ozbnio ou cloro. Geralmente, os

equipamentos comerciais limitam a espessura da camada de agua exposta a fonte
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de luz UV entre 1 e 3 mm. Esse processo ndo deixa residuo e nao inibe o processo
fisioloégico da ostra (Eyles e Davey, 1984; Blogoslawski, 1991).

Na regido de Cananéia, litoral sul do Estado de S&o Paulo, grande produtora
de ostras, dois processos diferentes para desinfec¢do da agua sao utilizados no
processo de depuragao das ostras ai cultivadas. Um deles utiliza o processo de

ozonizagao e o outro usa luz UV para desinfecgao da agua.

Incidéncia de V. parahaemolyticus em ostras

Ostras sao moluscos bivalves da familia Ostreidae. Existem cerca de 200
espécies em todo o planeta, mas apenas 12 espécies sao utilizadas comercialmente,
entre elas as do género Crassostrea (Dore, 1991).

Ostras talvez sejam o produto de aquicultura mais antigo, tendo sido
cultivadas pelos romanos ha 2 mil anos atras. Porém, € possivel que os chineses as
tenham cultivado bem antes desta época. As técnicas de cultivo de ostras mudaram
muito lentamente ao longo dos séculos. Mas, verificou-se uma mudanga significativa,
nas ultimas décadas, devido ao desenvolvimento de técnicas de cultivo em
“fazendas” e novos métodos de crescimento rapido e com baixa mortalidade.
Contudo, a producao de ostras ainda é muito susceptivel a poluicdo ambiental e aos
parametros ambientais como salinidade, temperatura, oxigénio e nutrientes da agua
de cultivo (Dore, 1991).

Esses moluscos bivalves possuem o sistema de alimentagado por filtracéo,
alimentando-se, portanto, de particulas em suspensao na agua. O alimento entra por
suas duas valvas mantidas ligeiramente abertas, estabelecendo um fluxo de agua
pelas branquias. Estas branquias funcionam como um filtro e concentram particulas
organicas, algas microscopicas e outros organismos que servem como alimento para
o animal. A capacidade de filtragdo da ostra pode atingir 10 litros de agua por hora e
cerca de 200 litros por dia. Por esta caracteristica e processo de bioacumulagao, sao
as ostras reconhecidas como reservatério de varios microrganismos patogénicos
humanos e podem acumular bactérias patogénicas naturais do ambiente marinho,
como V. cholerae, V. parahaemolyticus e V. vulnificus, e microrganismos de origem
fecal, principalmente, Samonella spp., Shigella spp., Escherichia coli e virus
entéricos (Rippey, 1994; Brasher et al., 1998; Potasman et al., 2002; Lee et al.,
2003).
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No Brasil, foram encontrados alguns trabalhos que relatam a incidéncia de V.
parahaemolyticus no ambiente marinho (Gelli et al., 1979; Matté et al.,, 1994;
Landgraf et al.,1996; Figueir6a et al.,1997; Rodrigues, 1998; Lira et al., 1999; Ristori,
2000; Barboni, 2002; Sousa et al., 2004; Mendes et al., 2004; Barros et al., 2006;).

Gelli et al. (1979) analisaram 30 amostras de ostras ndo depuradas,
procedentes da regidao de Cananéia, Sao Paulo, no periodo de janeiro a novembro
de 1975. A presenga de Vp foi detectada em todas as amostras (100%), com
populacdes oscilando entre 9,1 e 3,9x10° NMP/g.

Matté et al. (1994), também em Sao Paulo, no periodo entre fevereiro de 1989
e fevereiro de 1990, estudaram a ocorréncia de vibrios patogénicos em 26 amostras
de ostras, procedentes da regidao de Cananéia, coletadas em restaurantes, peixarias
e bancas de feiras-livres e constataram a presenca de V. parahaemolyticus em 77%
das amostras, com populagdes variando de <3 a 1.200 NMP/100 g, com média de
110 NMP/100 g. Das 88 cepas de V. parahaemolyticus submetidas ao teste de
Kanagawa, somente 1 (1,1%) apresentou resultado positivo. Landgraf et al. (1996),
analisaram 100 amostras de pescado (56 de ostras, 20 de mexilhdes e 24 de
camarao), no periodo de margo de 1991 a agosto de 1993, e detectaram Vp em 49
(87,5%) das 56 amostras de ostras.

Rodrigues (1998), ainda em S&o Paulo, analisou 20 amostras de ostras e 100
de mexilhdes, detectando a presenca de V. parahaemolyticus em 13 (61,5%)
amostras de ostras e em 39 (39%) de mexilhdes. Ristori (2000), identificou V.
parahaemolyticus em 20 amostras (100%) de ostras procedentes da regido de
Cananéia, entre junho de 1998 e margo de 1999. A populagédo variou de 3,6 a >
2.400 NMP/g. Dos 479 isolados, 174 (36,3%) foram identificados como Vp e todos
negativos para o teste de Kanagawa. Por outro lado, Sousa et al. (2004), no Ceara,
encontraram V. parahaemolyticus em apenas 1 (8,3%) do total de 12 amostras de
ostras analisadas e este isolado também apresentou resultado negativo para o teste
de Kanagawa.

Em Aracaju, Sergipe, foram analisadas 37 amostras de moluscos bivalves
com V. parahaemolyticus tendo sido identificado e enumerado em 5 (13,5%)
amostras de moluscos, com populacdo variando de 2,9x10° a 4,6x10° UFC/g
(Carneiro, 1999).
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No Maranhdo, Gongalves (2003) examinou 24 amostras de ostras
comercializadas nas praias de Sao Luis e detectou a presenca de V.
parahaemolyticus em 19 (79,2%) amostras.

Em Pernambuco, Mendes et al. (2004), analisaram 36 amostras de ostras
comercializadas na grande Recife, com 31 (86,1%) delas positivas para espécies de
Vibrio, com predominancia de V. parahaemolyticus (54,8%). Todos os isolados
apresentaram resultado negativo para o teste de Kanagawa. Também em
Pernambuco, Lira et al. (1999), analisaram 16 amostras de ostras, constataram a
presenca de V. parahaemolyticus em 4 (25%) amostras, com a populagéo variando
entre 30 e 300 UFC/g.

Pereira (2004), no Estado de Santa Catarina, analisou 90 amostras de ostras
da espécie Crassostrea gigas, sendo 45 coletadas no comércio e as outras 45 no
local de cultivo. De acordo com os resultados, V. cholerae e V. parahaemolyticus
nao foram encontrados em nenhuma das amostras.

Barros et al. (2006), analisaram 60 amostras de ostras comercializadas em 2
restaurantes de Fortaleza, Cearda, no periodo compreendido entre janeiro de 2002 e
fevereiro de 2003. A populagéo de Vibrio spp. variou de 93 a 9300 NMP/g. De 140
isolados, 57 foram identificados como Vibrio spp., sendo 31 (54,4%) V.
parahaemolyticus, 14 (24,6%) V. mimicus, 6 (10,5%) V. harveyi e 6 (10,5%) V.
vulnificus.

Pereira et al. (2004), no Estado do Rio de Janeiro, analisaram 10 amostras de
mexilhdo e 40 de ostras, entre julho de 1997 e fevereiro de 1998. Foram isoladas
264 culturas de Vibrio sp. na seguinte frequéncia: V. parahaemolyticus (40%), V.
carchariae (25%), V. alginolyticus (15%), V. harveyi (8%), V. wulnificus (7%), V.
orientalis (3%), V. cincinnatiensis (1%), V. narinus (0,5%) e V. fluvialis (0,5%). Todas
as 141 culturas de V. parahaemolyticus foram negativas para o teste de Kanagawa.

Barboni (2002), pesquisou a ocorréncia de Vibrio spp. potencialmente
patogénicos em 107 amostras de moluscos bivalves comercializados nos municipios
da area da Baia de Todos os Santos e Valenca, na Bahia. Das 107 amostras, 29
estavam congeladas, 24 resfriadas e 54 a temperatura ambiente. Isolados de Vibrio
spp. foram detectados em 78 (72,9%) amostras. A maior ocorréncia foi de V.
parahaemolyticus, detectado em 35 (32,7%) amostras de moluscos. Dos isolados,
336 foram considerados vibrios patogénicos, dos quais, 216 (64,3%) eram V.

parahaemolyticus.
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Figueirba et al. (1997), em Pernambuco, analisaram 127 amostras de
alimentos marinhos representados por mariscos (50), ostras (61) e peixes (16) e
agua (9). V. parahaemolyticus foi isolado em 79 (62,2%) delas, assim distribuidas:
mariscos 40 (80%), ostras 33 (54%), peixes 6 (37%) e agua 9 (44,4%) amostras.

Rodrigues e Hofer (1986), avaliaram a presenga de Vibrio spp. em 30
amostras de ostras recolhidas em diferentes pontos da Baia de Sepetiba, Rio de
Janeiro, durante o periodo de um ano. Foram identificados 184 isolados de Vibrio

spp. nas amostras de ostras, sendo 31 deles (7,94%) identificados como Vp.

Diversas pesquisas relatam a incidéncia de Vp em ostras em outros paises
(Deepanijali et al.,2005; DePaola et al., 1990; DePaola et al., 2000; Cook et al., 2002;
Hara-Kudo et al., 2003).

Na india, Deepanjali et al. (2005), utilizaram o método de hibridizacdo de
DNA e detectaram Vp em 46 (93,8%) de 49 amostras de ostras com populagao
variando de 10 a 10* UFC/g. Vp patogénico foi detectado em 5 (10,2%) das 49
amostras, empregando a técnica de hidridizagdo de colénia com sonda para o gene
tah.

Nos Estados Unidos, DePaola et al. (2000) determinaram a populagao de Vp
e a ocorréncia de cepas patogénicas (tdh+ ou trh+) em ostras, apos os surtos
ocorridos nos Estados de Washington, Texas e Nova York, entre 1997 e 1998, com
0 uso de sondas especificas para tdh e trh. Vp foi isolado de 77, 100 e 93% das
amostras do Noroeste do Pacifico, Texas e Nova York, respectivamente. A maioria
das contagens ficou entre 10 e 1000 UFC/g, exceto em duas amostras que
apresentaram contagens de 46.000 e 23.000 UFC/g. Vp Kanagawa positiva foi
detectada em 2,8% de 106 amostras de ostras.

DePaola et al. (2003) verificaram a presenca e a populagdo de Vp em ostras
coletadas no periodo de marco de 1999 a setembro de 2000 no Alabama, Estados
Unidos. Os pesquisadores utilizaram sondas genéticas para os genes tlh que
confirma espécie, e tdh, caracteristico de patogencidade. Vp foi detectada em todas
as 156 amostras analisadas, com populag¢des variando de <10 a 12.000 UFC por
grama. Altas populagdes de Vp estavam associadas a altas temperaturas da agua.
Cepas patogénicas (tdh+) foram detectadas em 34 (21,8%) das 156 amostras. Das
cepas tdh+, 97% produziram uréase e também foram trh+. O sorotipo O3:K6 nao foi

detectado.
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Cook et al. (2002), nos Estados Unidos, analisaram 347 amostras de ostras e
detectaram Vp em 72,9% das amostras. Vp patogénico foi detectado em 9 (0,3%)
de 3429 isolados testados.

No Japao, Hara-Kudo et al. (2003) detectaram Vp tdh+ em 33 (10%) das 329
amostras de pescado analisadas e a produc¢ao de TDH foi observada em 11(3,3%)

das 329 amostras.

1.1.2. Caracterizagcao do perigo representado por V. parahaemolyticus
associado ao consumo de ostras cruas

Vp causa gastrenterites, infeccbes em feridas e septicemia. A manifestagao
mais comum da doenga, porém, € a gastrenterite com um periodo de incubagao
meédio de 15 horas, com extremos variando de 4 a 96 horas e duragéo de 2 a 7 dias.
Os principais sintomas séo diarréia (100%), dores abdominais (86%), nauseas e
vémitos (26%), dor de cabeca, febre e calafrios (Oliver e Kaper, 2001; Daniels et al.,
2000; Butt et al., 2004). Em geral, € uma doenca autolimitante que evolui sem a
necessidade de hospitalizagao, entretanto, casos fatais também podem ocorrer.

Os estudos revelam que a dose infectante se situa na faixa de 10° a 10°
células de Vp Kanagawa positiva. Uma cepa KP+ isolada de um caso de
gastrenterite ndo desencadeou sintomas de doenga com uma dose de 200 células.
Porém, com uma dose de 2x10° células de Vp KP+, foi observado desconforto
abdominal para 1 de 4 pacientes. Em outros estudos, os voluntarios ingeriram 1010
células de Vp Kanagawa negativas e ndo apresentaram sintomas da doenga (Sanyal
e Sen, 1974 apud United States, 2005b).

As infecgbes humanas causadas por V. parahaemolyticus séo relatadas mais
freqlientemente na Asia e nos Estados Unidos e s&o consideradas raras na Europa.
Os principais veiculos desta bactéria sdo os alimentos de origem marinha crus,
semi-cozidos ou cozidos, e contaminados apés processamento (Daniels et al., 2000,
Alam et al., 2002).

Na Asia, V. parahaemolyticus é a principal causa de doencas veiculadas por
alimentos. No Japao, no periodo entre 1996 e 1998, foram registrados 496 surtos
com 24.373 casos notificados. A maioria dos surtos (94%) envolveu menos de 50
casos, 6% envolveram entre 50 e 499 casos e surtos envolvendo mais de 500 casos

foram relatados em duas ocasides. Um deles envolveu 691 casos e foi associado ao
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consumo de siri cozido contaminado com Vp sorotipo O3:K6. O outro grande surto
envolveu 1167 casos e foi causado por varios sorotipos (IDSC, 1999).

De acordo com o International Disease Surveillance Center (IDSC), do Japéo,
0 numero de casos de infecgao por Vp duplicou no ano de 1998 em relagao a 1997
e ultrapassou o numero de casos por Salmonella no pais (IDSC, 1999).

Em Taiwan, entre 1986 e 1995, foram notificados 555 surtos, com 23.270
casos de enfermidades transmitidas por alimentos. Destes, 197 (35,5%), com um
total de 8.967 casos (38,5%), foram causados por Vp (Pan et al., 1997).

Na Espanha, entre 1997 e 2000, ocorreram 84 surtos de infeccido por Vp, e,
em um deles, o alimento incriminado foi ostra, que envolveu de 64 pessoas, no ano
de 1999. Em 2004, ocorreu outro surto envolvendo 80 casos. Ja na Franga, a
literatura cita um surto causado, aparentemente, pela ingestdo de camarado
importado da Asia, que envolveu 44 pacientes (Lemoine et al., 1999, apud Robert-
Pillot et al., 2004).

Nos Estados Unidos, entre 1973 e 1998, foram relatados 40 surtos de
infeccdo por Vp que resultaram em 1064 casos, sendo 12 (30%) deles relatados
entre 1997 e 1998. Entre julho e agosto de 1997, ocorreu um surto que resultou em
mais de 200 casos de infeccdo em 7 Estados americanos e no Canada, e os
sorotipos mais frequentemente isolados foram O4:K12 e O1:K56. Entre maio e julho
de 1998, um surto associado ao consumo de ostras cruas provenientes do Texas,
provocou 416 casos em 13 Estados. Todos os Vp isolados de pacientes pertenciam
ao sorotipo 03:K6 que, até entdo, era considerado endémico na Asia (United States,
1998, 1999; Daniels et al., 2000). Recentemente, entre maio e julho de 2006, foi
relatada a ocorréncia de 177 casos de infecgao por Vp em trés Estados americanos.
Desses, 72 foram confirmados e 105 considerados provaveis. Dos 23 isolados de
Vp testados, 18 pertenceram ao sorotipo O4:K12. Esta incidéncia € maior do que a
esperada, com base no numero de casos registrados no periodo de 2001 a 2004
(United States, 2006). A estimativa do Centro para Controle de Doengas (CDC) é
que ocorram, aproximadamente, 4.500 casos de doenga causados por Vp e destes,
2.800 estao associados ao consumo de ostras cruas (United States, 2005b).

No Chile, até 1997, a infeccdo por Vp ocorria de forma esporadica. No
entanto, entre novembro de 1997 e marco de 1998, ocorreu um surto que afetou
340 pessoas. Um segundo surto, com aproximadamente 1.500 pessoas atingidas,

ocorreu entre janeiro e margo de 2004, na regiao costeira e de clima frio de Puerto
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Montt. Um terceiro surto teve inicio no verao de 2005 e, até marco daquele ano, 759
casos ja haviam sido confirmados. Suspeita-se, no entanto, que mais de 10.000
pessoas foram afetadas em todo o Pais (Olea et al., 2005; Gonzalez-Escalona et al.,
2005; Fuenzalida et al., 2006).

No Brasil, o primeiro isolamento e identificacdo de V. parahaemolyticus de
caso de infecgao gastrintestinal humana foi descrito por Hofer (1983) que detectou
cepa do sorotipo 0O5:K17 e Kanagawa positiva em fezes de diarréia de uma crianga
no Ceara. A unica informacao obtida foi a presenga frequente de peixes de origem
marinha e de agua doce na alimentagéo.

Patricio et al. (2003), relatam um surto de gastrenterite por V.
parahaemolyticus, também no Ceara, durante evento em um hotel. Das 26 pessoas
entrevistadas, todas apresentaram diarréia, 88,5% dores no estdmago, 65,4%
nauseas, 42,3% vémito, 34,6% dores de cabeca.

A ocorréncia de V. parahaemolyticus foi estudada em 1.100 amostras de
fezes diarréicas por Magalhaes et al. (1991) em Recife, Pernambuco. A bactéria foi
detectada em 14 (1,3%) amostras, todas provenientes de individuos adultos,
maiores de 18 anos. V. parahaemolyticus sempre foi o Unico enteropatdégeno

isolado, exceto em uma ocasido na qual esteve associado a Salmonella spp.

Os demais componentes da avaliacdo quantitativa de risco de doenca,
causada por Vp, associado ao consumo de ostras cruas — avaliagdo da exposicao
ao perigo e caracterizagao do risco — serao mais bem abordados no item Resultados

e Discussao.

1.2. Processo de producgao de ostra na regidao Cananéia, Sao Paulo

No periodo de 2003 a 2005, a regiao de Cananéia foi responsavel por
praticamente (97%) toda a produgédo de ostras do Estado de S&o Paulo. Neste
periodo, a producdo média anual foi de, aproximadamente, 68,2 toneladas de ostras
(Instituto de Pesca, 2007). No entanto, esta produgéo representa menos de 5% da
producao nacional quando comparada a produgcao de ostras do Estado de Santa

Catarina. A ostreicultura Catarinense produziu no mesmo periodo, uma média anual
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de 2.162 toneladas de ostras que representa mais de 90% da produg¢ao nacional
(CEPA/EPAGRI, 2006).

O processo de producao consiste, inicialmente, na coleta das ostras
diretamente do mangue. O mangue da regido de Cananéia é a base da producao da
chamada ostras de mangue Crassostrea brasiliana. As ostras de tamanho comercial
sao levadas para a industria para depuragcao e comercializacdo, enquanto as
menores sao destinadas a engorda em viveiros (Figura 3). Os viveiros sao
construidos com bambu ou outras madeiras, ou ainda, de forma mais definitiva, em
estacas e travessdes de cimento revestidos por telas plasticas. As ostras

permanecem nos viveiros até adquirirem tamanho comercial.

Figura 3. Viveiro de engorda de ostras na regido de Cananéia, Sao Paulo.

As ostras que serdo comercializadas sdo coletadas dos viveiros em sacos de
malha ou em caixas plasticas e, em seguida, sdo levadas em embarcagédo até a

estacdo de depuracdo. Na chegada a industria (estacdo de depuragdo), as ostras
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sao retiradas do barco e lavadas com agua sob pressao para a retirada do lodo.
Apos a limpeza, séo retiradas as cracas, madeira do mangue e as pequenas ostras
aderidas a ostra comercial. As ostras sao, entdo, colocadas no tanque para
passarem pelo processo de depuragdo, apos o que, sao acondicionadas nas
embalagens de papeldo, com capacidades para 1, 5 ou 10 duzias de ostras. Essas
embalagens sao lacradas, identificadas e armazenadas diretamente no veiculo de
transporte ou em local coberto e arejado até o transporte.

O transporte até os pontos de venda € realizado em veiculos tipo furgao.

Geralmente, as ostras sdo armazenadas sob refrigeragdo nos locais de venda.

Obtencao das ostras no
mangue (extrativismo)

N

( Engorda nos viveiros

S

(Transporte até a industria

( Limpeza das ostras

N

( Processo de depuragéo>

( Embalagem >

Transporte até os pontos
de venda

Armazenamento nos
locais de venda

( Consumo >

Figura 4. Fluxograma de producgao de ostras na regido de Cananéia, Sdo Paulo.
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2. Objetivos

Tendo em vista o exposto, a presente pesquisa teve como objetivo a avaliagao
quantitativa do risco de doenga, causada por V. parahaemolyticus, associado ao
consumo de ostras cruas por meio da:
e determinagcdo das populagcdes de Vibrio parahaemolyticus em ostras
(Crassostrea brasiliana), cultivadas na regidao de Cananéia, litoral sul do
Estado de Sao Paulo, ao longo da cadeia produtiva, isto €, nas etapas de
cultivo, no processo de depuragao e pontos de comercializagao;
e quantificacdo da exposicdo dos consumidores ao patégeno V.
parahaemolyticus relacionada ao consumo de ostras cruas;
e obtencdo de um modelo quantitativo para avaliacdo do risco de doenca,
causada por Vibrio parahaemolyticus, associado ao consumo de ostras

cruas.
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3. Material e Métodos

3.1. Ostras

O estudo foi desenvolvido com amostras de ostras (Crassostrea brasiliana),
coletadas em trés pontos da cadeia produtiva de duas empresas localizadas no
municipio de Cananéia, litoral sul do Estado de S&o Paulo. Os 3 pontos de
amostragem foram: os locais de cultivo; a industria (antes e depois do processo de
depuragéo) e os locais de consumo e/ou de compra de ostras pelo consumidor
(restaurantes, supermercados, peixarias).

As amostras coletadas nos locais de cultivo foram utilizadas para avaliar a
influéncia dos parametros fisico-quimicos da agua do mar (temperatura e salinidade)
na populagado de Vp em ostras. As amostras coletadas na industria foram utilizadas
para avaliar a eficiéncia dos processos de depuracao praticados pelas empresas
sobre a populagcdo de Vp em ostras. Ja as amostras coletadas nos locais de
consumo foram utilizadas para validar os resultados obtidos, pelo modelo
desenvolvido, para a exposicdo dos consumidores a Vp associada ao consumo das

ostras cruas.

3.2. Coleta das amostras de ostras nos diversos pontos da cadeia produtiva
3.2.1. Coleta de amostras de ostras nos locais de cultivo

Foram realizadas 21 coletas, no periodo compreendido entre maio de 2004 e
junho de 2005, totalizando 123 amostras, cada uma composta de 12 a 15 ostras
provenientes de 6 locais de cultivo da regidao de Cananéia, SP (Figura 5), Esses 6
locais pertencem a 2 (duas) empresas submetidas ao Servigo de Inspecao Federal
(SIF) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Em 18 coletas, foram
amostrados os 6 locais de cultivo. No entanto, por causa do tempo necessario para
percorré-los (2 a 3 horas) e a variagdo da maré, nas outras 3 coletas foram

amostrados 5 dos 6 locais.

Costa Sobrinho, P. S.



27

Cidade
de
Cananéia

Figura 5. Locais de coleta de amostras de ostras na regido estuarino-
lagunar de Cananéia (25°S; 48°W), Sao Paulo.

3.2.2. Coleta de amostras de ostras na industria para avaliagao do processo de
depuracgao
Nesta etapa, foram realizadas 5 coletas, num total de 40 amostras, cada uma
composta por 12 a 15 ostras, com a finalidade de avaliar a influéncia dos processos
de depuragdo - um que utiliza agua tratada com luz ultravioleta e o outro agua
ozonizada - sobre a populacédo de Vp nas ostras. Para cada processo de depuracéo,
foram coletadas 20 amostras de ostras provenientes de um unico local de cultivo, 10

amostras foram depuradas e as outras 10 nao foram depuradas.

3.2.3. Coleta de amostras de ostras nos locais de consumo

Foram coletadas 74 amostras de ostras cruas, cada uma delas composta por
12 ostras, no periodo de fevereiro de 2006 a agosto de 2006 e em janeiro de 2007,
provenientes de 4 supermercados e 4 restaurantes e/ou churrascarias da cidade de
Sao Paulo e de 4 restaurantes e 1 mercearia das cidades de Santos, Guaruja, Praia

Grande.

3.3. Procedimentos de coleta de amostras de ostras ao longo da cadeia
produtiva
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3.3.1. Procedimento de coleta de amostras de ostras nos locais de cultivo

Utilizando uma embarcacao, foram percorridos os 6 locais de cultivo de
ostras. Em cada local, selecionou-se, aleatoriamente, um viveiro do qual foram
coletadas, manualmente, de 12 a 15 ostras que foram colocadas em embalagem
plastica transparente (45x35x0,20cm). Essas embalagens plasticas foram
acondicionadas, imediatamente, em uma caixa de material termoisolante, com gelo
reciclavel e temperatura oscilando entre 4 e 13 °C. Essa caixa foi transportada ao
laboratoério de Microbiologia de Alimentos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade de Sao Paulo (FCF/USP), no final da coleta. No laboratério, as
ostras foram acondicionadas sob temperatura de refrigeracéo (4 a 8 °C) e analisadas
em um periodo de, no maximo, 24 horas apo0s a coleta.

As amostras de agua do mar foram coletadas no mesmo local de coleta das
amostras de ostras, em frascos plasticos com capacidade para 250 mL que foram
acondicionados em uma caixa de material termoisolante, com gelo reciclavel. A
salinidade da agua foi determinada com um salindbmetro (Beckman Industrial, modelo
RS 10, Rosemount Analytical), em um periodo de 48 horas apdés a coleta. A
temperatura da agua foi determinada no momento da coleta, com o uso de um

termémetro de mercurio.

3.3.2. Procedimento de coleta de amostras de ostras na industria para
avaliacao do processo de depuragao

Amostras com 30 ostras, coletadas de um mesmo local de cultivo, foram
selecionadas no momento da chegada na industria. Na industria onde ocorria o
processo de depuracgao, essas 30 ostras foram divididas em 2 sub-amostras de 15
animais cada. Uma das sub-amostras foi submetida ao processo de depuracéo e a
outra foi colocada, simultaneamente, em uma caixa plastica, com agua do mar nao
tratada, e armazenada no mesmo local do tanque de depuragdao. Ao final da
depuragdo, todas as sub-amostras (depuradas e n&o depuradas) foram
acondicionadas, individualmente, em embalagens plasticas transparentes e
mantidas em uma caixa de material termoisolante, com gelo reciclavel e temperatura
oscilando entre 4 e 12 °C. O transporte ao laboratério ocorreu de maneira analoga

ao descrito anteriormente.
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3.3.3. Procedimento de coleta de amostras de ostras nos locais de consumo

Em cada local de consumo, o procedimento de coleta das amostras foi
realizado como um consumidor comum, ou seja, nos restaurantes foi solicitado que
fosse servida uma porgédo de ostras (12 ostras), porém, sem abri-las. No caso dos
supermercados e da mercearia, as amostras foram adquiridas nas embalagens de
comercializagdo e estavam dispostas sobre gelo picado ou em temperatura de
refrigeracdo nas géndolas. As amostras com, cada uma, 12 ostras foram colocadas
em embalagens plasticas transparentes (45x35x0,20cm) e acondicionadas,
imediatamente, em uma caixa de material termoisolante, com gelo reciclavel e
temperatura oscilando entre 4 e 12°C. O transporte ao laboratorio ocorreu de

maneira analoga ao descrito anteriormente.

3.4.Preparo das amostras de ostras para enumeragao da populagao de Vibrio
parahaemolyticus.

Para todas as amostras analisadas, a superficie externa das ostras foi lavada
com o auxilio de uma escova e sob agua corrente potavel para remogao de residuos
aderidos as cascas. As 12 ostras de cada amostra foram abertas com auxilio de uma
faca esterilizada e o musculo de cada animal foi retirado, e, juntamente com o liquido
interno, foram colocados em uma embalagem plastica (Whirl-Pak®, NASCO, USA).
Em seguida, homogeneizados em aparelho Stomacher (Seward, UK) por 2 minutos
em alta velocidade.

Para as amostras coletadas nos locais de consumo e na industria, as
embalagens plasticas estéreis, que continham os tecidos moles e o liquido interno,
foram pesadas antes da homogeneizacdo para determinar o peso por ostra

consumida.

3.5. Determinagao do Numero Mais Provavel (NMP) de Vibrio parahaemolyticus
das amostras de ostras coletadas (Elliot et al., 1998; Kaysner e DePaola,
2004).

3.5.1. Nas amostras coletadas nos locais de cultivo

Isolamento e identificagao
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De cada homogeneizado, preparado como descrito no item 3.4, foi preparada
uma aliquota de 25 g que foi homogeneizada em 225 mL de solugao salina com 3%
de NaCl (LabSynth, Diadema, Brasil). Agitou-se por 30 segundos e, em seguida,
procedeu-se a diluicdo decimal seriada até 10™.

De cada diluicao, transferiu-se 1mL, em triplicata, para 3 tubos com 10mL de
Agua Peptonada Alcalina (APA) com 3% de NaCl, pH 8,5. Incubou-se por 18-20 h a
37°C.

Os tubos que apresentaram turvagdo foram semeados em placas com agar
TCBS (Oxoid, Basingstoke, UK). Apds incubagao a 37°C por 24 h, trés colbnias
tipicas de V. parahaemolyticus (colénias de 1-3 mm, céncava, verde-azuladas, com
centro verde-azulado mais escuro) foram semeadas em placas de agar soja
tripticase (Oxoid, Basingstoke, UK) com 3% de NaCl (TSA + 2,5% NaCl). Apés 24
horas a 37°C, foi realizado o teste para producdo de enzima oxidase e, quando
positivo, semeou-se em tubos com meio para o teste de motilidade, agar Arginina-
Glicose (AGS) e em agar triplice agucar ferro (TSI, Oxoid). Todos os meios
apresentavam 3 % de NaCl em sua composicdo. Incubaram-se a 37 °C por 18 a 24
h. Em seguida, isolados com reag¢des caracteristicas para Vp, foram submetidos a
prova de halofilismo em caldo triptona (1%), com diferentes concentragées de NacCl
(0; 6; 8 e 10%).

As colbnias que apresentaram crescimento em 6 e 8% de NaCl e nao
crescimento em 0 e 10% foram, posteriormente, identificadas com o auxilio do kit

API 20E (bioMérieux, Franga), com o uso de solugao diluente com 2% de NaCl.

3.5.2. Nas amostras coletadas na industria para avaliagdo do processo de
depuragao

O procedimento utilizado foi o mesmo descrito no item 3.5.1.

3.5.3. Nas amostras coletadas nos locais de consumo

O isolamento de colonias de Vp seguiu o protocolo descrito nos itens
anteriores (3.5.1. e 3.5.2), enquanto a identificacdo do microrganismo e de seus
fatores de viruléncia foi realizada por meio da reagao de polimerizagdo em cadeia
(PCR) descrita a seguir. Apos incubagéo das placas de agar TCBS a 37 °C por 24 h,
de trés a cinco colbnias tipicas de V. parahaemolyticus de cada placa foram

inoculadas em um tubo com 3 mL de caldo soja tripticase (TSB) (Oxoid,
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Basingstoke, UK), contendo 2 % de NaCl e outras 2 célonias foram semeadas em
agar soja tripticase (TSA), (Oxoid, Basingstoke, UK), com 3 % de NaCl (TSA + 2,5 %
NaCl).

A identificagdo do microrganismo e de seus fatores de viruléncia foi realizada

por meio da reagao de polimerizagdo em cadeia “PCR” descrita a seguir.

3.5.3.1. Identificacao dos isolados e deteccdo dos fatores de viruléncia
empregando PCR

3.5.3.1.1. Isolamento do DNA de Vp

Os isolados do item 3.5.3, mantidos em agar TSA com 3%NacCl a temperatura
ambiente, foram inoculados em tubos com 3 mL de TSB adicionados de 1,5% de
NaCl e incubados a 37 °C por 18-20 horas. Decorrido esse periodo, transferiu-se 1
mL dessas culturas para tubos Eppendorf de 1,5 mL.

Estes tubos foram submetidos a centrifugagcdo a 12000 g (Eppendorf,
Alemanha) por 3 minutos. O sobrenadante foi desprezado e as células foram
lavadas duas vezes com solugdo de NaCl 0,85%. Apos a segunda lavagem, as
células foram ressuspensas em 1 mL de agua ultrapura (Milli-Q, Millipore, EUA)
estéril. Os tubos foram, entdo, colocados em agua em ebuligdo por dez minutos. O

lisado de células com DNA foi estocado a -20°C até o momento de uso.

3.5.3.1.2. Reacao de polimerizacao em cadeia (PCR) para identificagcao de Vp e
deteccao de genes que codificam para os fatores de viruléncia

Os conjuntos de “primers” utilizados para a amplificacédo s&o apresentados na
Tabela 1.

As reagdes foram realizadas em 25 ul, com o uso da mistura de reagentes
(master mix) PuReTaq™ Ready-To-Go™ PCR (GE, Suécia), que continham 2,5 U
de Tag DNA Polymerase, 10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,, 200 uM de
dATP, dCTP, dGTP, dTTP no volume final de reagcdo. Adicionavam-se a mistura de
reagentes, 1,25 uL (5 %) de DNA e 0,5 uM de cada primer. A amplificagao foi
conduzida em um termociclador (GeneAmp PCR System 9600, Perkin-Elmer, EUA),
com o seguinte programa: 3 minutos a 94 °C de desnaturacao inicial, seguida de 25

ciclos a 94 °C por 1 minuto, 60 °C por 1 minuto e 72 °C por 2 minutos e um ciclo final
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a 72 °C por 3 min. Aliquotas dos produtos da amplificagao foram aplicados em gel
de agarose NA (GE, Suécia) a 2,0 % p/v em TBE 0,5X (Sambrook et al., 1989) com
a adicao de 3 pL de “loading buffer” (Sambrook et al., 1989). A eletroforese foi
realizada em cuba horizontal (Bio-Rad Sub Cell GT, EUA), com TBE 0,5X. O
marcador de peso molecular utilizado foi o de 100 bp DNA ladder (Invitrogen, EUA).
O gel foi corado em brometo de etideo (1 pg/mL) (Pharmacia Biotech, Suécia) por 20
minutos e as imagens registradas com o sistema EDAS120, sob transiluminagdo em
UV 320 nm, e fotografado sob luz ultravioleta. A identificacdo dos isolados foi

definida pelo numero e tamanho dos fragmentos gerados.

Tabela 1. Conjuntos de “primers” utilizados na identificagcdo e determinagdo de
fatores de viruléncia de Vibrio parahaemolyticus de acordo com Kaysner e DePaola
(2001; 2004).

“Dyi ” A s . . Produto de I
Primers Sequéncia de Oligonucleotideos PCR (pb) Especificidade
L-TL 5' aaa gcg gat tat gca gaa gca ctg 3' 450 espécie
R-TL 5' gct act ttc tag cat ttt ctc tgc 3' 450

VPTRH-L 5' ttg gct tcg ata ttt tca gta tct 3' 500 her;loRI;_s' ina

VPTRH-R &' cat aac aaa cat atg ccc att tcc g 3' 500

VPTDH-L 5' gta aag gtc tct gac ttt tgg ac 3' 270 hemrg;jlna

VPTDH-R  5'tgg aat aga acc ttc atc ttc acc 3' 270

3.6. Estudo dos fatores de viruléncia em V. parahaemolyticus.

3.6.1. Isolados obtidos das amostras de ostras coletadas nos locais de cultivo

As col6nias identificadas como V. parahaemolyticus, conforme item 3.5.1,
foram analisadas, quanto ao fendmeno Kanagawa, por meio da producédo da
hemolisina termoestavel direta (TDH — “Thermostable Direct Hemolysin”), em agar
Wagatsuma, com eritrocitos humanos (Elliot et al.,1998).

As culturas foram inoculadas em TSB + 2,5% de NaCl e incubadas a 37 °C
por 18-20 horas. Inocularam-se superficialmente os isolados e uma cultura padrao
de Vp, gentilmente cedida pela Fundacéo Instituto Oswaldo Cruz, positiva para esta

reagao, em agar Wagatsuma. Apods incubagao a 37°C por 24 horas, observou-se a
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ocorréncia de um halo transparente de beta-hemolise ao redor do crescimento da

colbnia.

3.6.2.Isolados obtidos das amostras de ostras coletadas nos locais de
consumo

Nesta etapa, as caracteristicas de viruléncia dos isolados de Vp foram
determinadas por meio da reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR), conforme

descrito no item 3.5.3, para detec¢&o dos genes tdh e trh.

3.7. Temperatura da agua do mar e do ar no municipio de Cananéia

Os dados de temperatura do ar e da agua do mar, no municipio de Cananéia,
SP, foram disponibilizados pelo Departamento de Oceanografia Fisica do Instituto
Oceanografico da USP. Esses dados contém medidas realizadas a cada meia hora
entre os anos de 2001 e 2004, exceto quando perdidos por causa do mau

funcionamento ou manutencio do equipamento.

3.8.Condigoes e tempo de coleta e transporte e armazenamento nos locais de
consumo

As informacgdes sobre as condi¢cdes e tempo de coleta e de transporte foram
obtidas por meio de entrevistas com as pessoas responsaveis por esse controle e
também por observagdes realizadas por nés durante o acompanhamento destas
atividades.

A temperatura das ostras durante o transporte da industria até os locais de
consumo, realizado em automdével tipo furgao, foi monitorada durante 3 (trés) meses,
com um registrador de temperatura (ViP3, Qualiterm Eletrénica, Brasil), e
sensibilidade de 0,5 °C, colocado entre as embalagens de ostras.

As informagdes sobre as condi¢bes de armazenamento nos locais de
consumo foram obtidas por meio de entrevistas com as pessoas responsaveis. Em
alguns estabelecimentos, foi possivel visitar os locais de estocagem e medir a
temperatura ambiente desses locais utilizando um termémetro digital (Hanna
Instruments, USA).
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3.9. Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando os softwares SAS (SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA, versao 8.0), Microsoft® Excel e @Risk (Palisade
Corporation, version 4.5), com nivel de significancia de 5% de probabilidade. O
modelo (Apéndice A) foi desenvolvido em planilha do Microsoft® Excel. Os valores
dos NMPs foram calculados com a tabela para 3 tubos por diluicdo de acordo com
Blodgett (2003).

Um modelo de simulacdo de Monte Carlo’ foi desenvolvido para capturar a
variabilidade e a incerteza dos processos associados a populacdo de Vp em ostras,
a influéncia das praticas de cultivo e manipulacédo das ostras, o padrao de consumo
e a resposta humana a exposi¢cdao a Vp. Os fatores incluidos no modelo séo a
temperatura e salinidade da agua do mar, a temperatura do ar ao longo da cadeia
produtiva, o tempo de transporte e estocagem, o efeito do processo de depuragéo, a
quantidade de ostras consumidas e a quantidade de ostras por porcao servida.
Esses fatores sdo combinados com a taxa de multiplicagdo, de morte e a relagao
dose-resposta.

Todos os calculos foram executados pelo método Monte Carlo de
amostragem das distribuicdes das variaveis de entrada e combinando
apropriadamente os valores amostrados para gerar as distribuicdes das variaveis
respostas. As simulagbées do modelo foram implementadas utilizando o software
@Risk, onde cada iteragdo do modelo prediz a populagdo de Vp em ostras
multiplicando-se a distribuicdo estimada da porcentagem de Vp que é patogénico
pela distribuicdo predita para Vp total no momento da coleta. Em seguida, sao
avaliadas as mudangas na populagdo de Vp patogénico ao longo da cadeia

produtiva.

! Simulagao de Monte Carlo € um método para avaliar, iterativamente, um modelo deterministico com
0 uso de um conjunto de niumeros ou variaveis aleatérias como variaveis de entrada. Esse método é
freqientemente usado, quando o modelo € complexo, nao linear, ou envolve muitos parametros de
incerteza. O método de Monte Carlo € apenas um dos varios métodos para analisar a propagagéo de
incertezas que tem como meta determinar como a variagdo aleatéria, a falta de conhecimento ou o
erro afeta a sensibilidade, o desempenho ou a confiabilidade do sistema que esta sendo modelado.

A simulagcdo de Monte Carlo é categorizada como um método de amostragem, desde que as
varidveis de entrada sejam geradas aleatoriamente de distribuicées de probabilidade, para simular o
processo de amostragem de uma populagcdo. Assim, tenta-se escolher uma distribuicdo para as
variaveis de entrada que melhor se ajuste aos dados disponiveis ou que melhor represente o
conhecimento sobre o assunto. Os dados gerados pelas simulagdes podem ser representados como
distribuicbes de probabilidade (ou histogramas) ou intervalos de confianga, etc. (Vose, 2000; United
States, 1997).
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As contagens de Vp total também foram avaliadas ao longo da cadeia
produtiva por dois motivos: limitar a populacdo maxima de Vp em ostras e também
para validar os resultados da avaliagao da exposi¢cédo apresentados pelo modelo.

A populagdo de Vp patogénico ingerida por por¢cdo de ostras foi obtida
combinando a distribuicdo da populagdo de Vp patogénico por grama de ostras no
momento do consumo e a distribuicdo do peso, em gramas, de ostras por por¢ao
servida. A populagdo de Vp patogénico por porgdo de ostras no momento do
consumo foi combinada com a relacdo dose-resposta para estimar o risco de uma
pessoa tornar-se doente.

A variabilidade do modelo, ou seja, a iteragdo do modelo foi avaliada por meio
de uma simulagcdo com 5.000 iteragdes, com o uso das melhores estimativas dos
parametros das variaveis de entrada.

Ja a incerteza sobre a estimativa da probabilidade de doenca foi avaliada pela
repeticdo 500 vezes da simulagdo de 5.000 iteragcbes, com a utilizagao, porém, de
um conjunto diferente dos parametros das variaveis caracterizadas como de
incerteza para cada simulagao.

A selecado de novos valores dos parametros das distribuicbes de incerteza foi
implementada no modelo por meio de uma macro (Modelo.Incerteza), construida em
linguagem “Visual Basic” no Microsoft® Visual Basic (Microsoft Corporation, EUA)
que seleciona, aleatoriamente, novos valores para os parametros apés cada
simulacao.

A adequacado do ajuste de dados a uma distribuicdo de probabilidade foi
realizado pelos testes de aderéncia de qui-quadrado, Kolmogorov-Smirnov ou
Anderson-Darling, com o uso do software @Risk.

A relagdo entre a populagdo de Vp em ostras e os fatores ambientais
(temperatura e salinidade da agua do mar) foi determinada por meio do
procedimento PROC REG do pacote estatistico SAS, e teve como critérios de
analise o teste para falta de ajuste do modelo e a significancia dos parametros.

Para estimar a taxa de multiplicagdo de Vp em ostras foi utilizado o modelo
proposto por Miles et al. (1997), para predizer a multiplicagdo de Vp em funcao da
temperatura e da atividade de agua.

A distribuicdo da porcentagem de isolados Vp patogénico em relagédo a Vp

total foi estimada, supondo-se que as populagdes de isolados de Vp patogénico nas
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amostras seguem um modelo Beta-Binomial®> em relagdo a populagdo de Vp total
(patogénico e nao patogénico) (United States, 2005b; FAO e WHO, 2002).

Em consequéncia da impossibilidade de se obter uma estimativa exata da
distribuicdo da propor¢gdo de Vp patogénico e os contextos de incerteza e
variabilidade envolvidos na avaliacado de risco, neste trabalho foi escolhido o método
Bayesiano para obter uma estimativa da distribuicdo da porcentagem de Vp
patogénico em relagcédo a populagao de Vp total. Este € um método bastante utilizado
para se obter uma estimativa “a posteriori” da distribuicdo da variavel de interesse,
particularmente para a distribuicado Beta. Assim, a porcentagem de isolados de Vp
patogénico foi estimada como uma distribuicdo Beta(s+1;n-s+1) (Vose, 2000; FAO e
WHO, 2002).

A influéncia do processo de depuracdo praticado pela industria sobre a
populagao de Vp de ostras foi avaliada em um delineamento experimental em blocos
casualizados, tendo cada coleta como um bloco e as ostras como fonte de variagao,
com dois niveis: depuradas e ndo depuradas. Os resultados foram analisados por
meio de analise de variancia pelo procedimento PROC GLM do pacote estatistico
SAS. Para efeito de simulagcao, o método de “bootstrap” ndo paramétrico foi utilizado
para caracterizar a distribuicao do efeito do processo de depuracgao.

Na analise de sensibilidade realizada sobre a probabilidade de doenca
(variavel resposta), para avaliar a influéncia das variaveis de entrada associadas,
utilizou-se o0 método de regressao (multivariate stepwise regression), disponivel no
software @Risk. Este tipo de analise de regressdo é utilizado para calcular os
coeficientes do modelo de regressdo com multiplas variaveis de entrada (Vose,
2000; Palisade Corporation, 2005).

2 A distribuigdo Beta-binomial € uma distribuigdo Binomial (parametros n, p) em que a probabilidade
de sucesso (paradmetro p) possui distribuicao beta, ou seja, Beta-binomial (n, a, ) = Binomial (n, p)
onde p = Beta(a, B). Maiores informagdes podem ser obtidas em Vose (2000).
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4. Resultados

4.1. Avaliacao da exposicao humana a V. parahaemolyticus associado ao
consumo de ostras cruas.

Neste trabalho, a avaliagdo da exposicdo humana a Vp visou obter uma
estimativa da quantidade (ou da frequéncia) de Vp ingerido por meio do consumo de
ostra crua, cultivada no municipio de Cananéia e comercializada no Estado de Sao
Paulo. A exposicdo foi modelada considerando as quatro estacbes do ano
separadamente, uma vez que as condi¢des meteoroldgicas influenciam diretamente
a populacéo de Vp em ostras.

Ha poucos dados disponiveis sobre a populagdo de Vp em ostras cruas no
momento do consumo. Entretanto, uma modelagem utilizando dados disponiveis
sobre os fatores que influenciam a populacdo de Vp em ostras no seu cultivo,
permite predizer essas populagdes, com um bom grau de confianga. Estes fatores
incluem as variaveis ambientais que contribuem para a presenca de Vp em ostras no
cultivo e o impacto das praticas de manipulacdo e processamento sobre a
multiplicacdo ou reducao da populagao de Vp em ostras antes do consumo.

A tabela 2 mostra os resultados das contagens de Vp nas amostras de ostras
coletadas ao longo da cadeia produtiva.

A representagcdo esquematica da avaliagcdo da exposigcdo € mostrada na
Figura 6. A avaliagdo foi dividida em 3 etapas: cultivo, pos-coleta e consumo. Na
etapa de cultivo, foram considerados os fatores que influenciam a prevaléncia de Vp
em ostras no momento da coleta. Na etapa pds-coleta, foram considerados os
fatores associados ao transporte, manipulacdo e a depuragdo. Ja na etapa de
consumo, foram considerados fatores como a quantidade de ostras consumidas por
porcao, o peso médio de cada ostra consumida e a populagéo de Vp patogénico no
momento do consumo.

As populagcbes de Vp total e patogénico, em ostras, foram estimadas para
cada evento/etapa de processamento ou manipulagdo. As densidades estimadas em
cada etapa foram usadas como variaveis de entrada na etapa subsequente, ou seja,
os resultados da etapa de cultivo foram utilizados como entrada para a etapa poés-

coleta.
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Tabela 2. Populacdo de Vibrio parahaemolyticus em ostras em pontos da
cadeia produtiva das ostras produzidas em Cananéia, SP.

Etapa da cadeia Estacdo do Numero de  Populagao Populagao
produtiva ano amostras média de Vp média de Vp
total (log patogénico
NMP/g) (log NMP/q)
Inverno 35 2,44 (1,06)* 0,48**
. Outono 35 3,48 (1,01) <0,48
Cultivo
Primavera 29 3,26 (1,17) <0,48
Verao 24 3,47 (0,75) <0,48
Depuracdo com
ozobnio
Antes Primavera 10 4,14 (0,48) -
Depois Primavera 10 3,42 (1,21) -
Depuracéao
com luz UV
Antes Veréo 10 3,27 (0,98) -
Depois Veréo 10 3,30 (0,66) -
Inverno 22 3,76 (0,91) <0,48
Outono 24 4,58 (0,71) <0,48
Consumo _
Primavera - -
Verao 28 4,86 (0,87) <0,48

* Valores entre parénteses representam o desvio padrao
** Populagao estimada na amostra positiva (apenas 1 das 35 analisadas).

O resultado do modelo quantitativo da avaliagdo da exposi¢cao foi, entao,
combinado com o modelo dose-resposta para obter o impacto dessa exposigao
sobre a saude publica. As variaveis de entrada do modelo sao representadas como
distribuicdes ao invés de estimativas pontuais. Uma distribuicdo possibilita que um
conjunto de valores, cada um com uma freqiéncia de ocorréncia especifica, seja

incluido no modelo.
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Figura 6. Modelo conceitual para a avaliagcdo da exposicdo humana a Vibrio
parahaemolyticus em ostras, do cultivo ao consumo (modificado de United States,
2005b).

4.1.1. Resultados da avaliagao da exposi¢ao na etapa de cultivo

Existem diversas vias através das quais as bactérias podem atingir as areas
de cultivo de ostras. Esses microrganismos podem ser originados de animais
aquaticos e terrestres, alguns dos quais podem abrigar cepas virulentas e atuar
como hospedeiro intermediario; também podem ser introduzidos por meio do

transporte de ostras de diferentes locais ou por liberagdo da agua de lastro de
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navios de carga, visto que esses navios transportam grande quantidade de agua dos
locais de origem da carga (Sarkar et al., 1985; McCarthy e Khambaty, 1994;
FAO/WHO, 2002).

Uma vez introduzido, varios fatores podem influenciar a permanéncia de Vp
no ambiente, os quais incluem a interagcao de condicbes ambientais, as espécies e a
fisiologia dos mariscos, além da genética do microrganismo. Certas areas podem ter
condigbes ambientais favoraveis para o estabelecimento, a sobrevivéncia e a
multiplicagdo do microrganismo, tais como a temperatura, a salinidade, o z6o
plancton, o fluxo da maré e o oxigénio dissolvido na agua (Amako et al., 1987; Garay
et al., 1985). Fatores especificos das ostras, como a sua fisiologia e o estado de
saude, também contribuem para a capacidade de Vp colonizar e se multiplicar
nesses animais. Além desses, bacteriéfagos, toxinas ou outras proteinas, produzidas
por cepas bacterianas que infectam ou colonizam as ostras da mesma forma que
Vp, também podem afetar a sobrevivéncia desse microrganismo.

Mesmo tendo sido identificado, no momento da coleta, um numero de fatores
que possa ter influéncia sobre a populagdo de Vp, ha pouca informacéo disponivel
para quantificar os efeitos da maioria desses fatores. Além disso, analises indicam
que a temperatura da agua €, na maioria das vezes, o principal determinante da
populacdo de Vp em ostras (United States, 2005b; FAO/WHO, 2002). Nesta
pesquisa, a populacdo de Vp em ostras, no momento da coleta, foi estimada
utilizando-se a relacdo entre Vp total em ostras e os valores de temperatura e de
salinidade da agua do mar, a distribuicdo da temperatura da agua em cada estagao
do ano e a proporgao de Vp patogénico em ostras.

No momento da coleta das amostras de ostras nos locais de cultivo, foram
determinados os valores da temperatura e da salinidade da agua desses locais, 0
que possibilitou relacionar a populacdo de Vp com esses fatores ambientais. Por
outro lado, para se conhecer a variagdo da temperatura da agua do mar e a
temperatura do ar, no municipio de Cananéia, foram utilizados os dados fornecidos
pelo Departamento de Oceanografia Fisica do Instituto Oceanografico da
Universidade de Sao Paulo, no periodo de 2001 a 2004.

A selecdo dos dados para a utilizagdo na modelagem da populagao de Vp, na
etapa de cultivo, considera a disponibilidade de informagdes sobre as variaveis que
podem influenciar no desenvolvimento de Vp. Portanto, os dados utilizados nesta

etapa incluem a distribuicdo da temperatura da agua no municipio de Cananéia, a
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relagao entre a populagcao de Vp em ostras e a temperatura e a salinidade da agua

do mar, a relagao entre Vp patogénico e nao patogénico em ostras, ou seja, a

prevaléncia de cepas patogénicas. Estas relacbes foram determinadas com os

resultados obtidos com as 123 amostras coletadas nos locais de cultivo.

Suposicdes consideradas na etapa de cultivo:

As populagdes de Vp (em log1oNMP/g de ostra), no momento da coleta,
apresentam distribuicdo normal (Vose, 2000), com a contagem média
proporcional a temperatura média diaria e a salinidade da agua do mar;
A variabilidade da temperatura da agua, para todos os locais de cultivo,
ao longo do ano é, adequadamente, representada pela temperatura
média diaria obtida para o municipio de Cananéia, SP;

O tempo de exposicao das ostras ao ar no periodo de maré baixa nao é
significativo para promover alteragdo nas populagdes de Vp em ostras;
A variagao da populacédo de Vp patogénico em relagdo a populagéo de
Vp total (patogénico e nao patogénico) em ostras segue uma
distribuicdo Beta. Essa distribuicdo € muito utilizada para descrever a
incerteza ou a variagdo aleatoria de uma prevaléncia, fracdo ou
probabilidade (Vose, 2000);

As estagdes do ano sdo bem definidas pelo calendario.

A relagao entre Vp patogénico e ndo patogénico em ostras é constante

ao longo do ano e € a mesma para todos os locais de cultivo;

4.1.1.1. Distribuicao da temperatura da agua

A Figura 7 mostra a variacdo da temperatura média diaria no periodo

compreendido entre os anos de 2002 e 2004.

A distribuicdo da temperatura da agua foi estimada a partir dos dados de

temperatura medidos pelo Instituto Oceanografico da USP, a cada meia hora, entre

os anos de 2001 e 2004. Contudo, por causa de defeitos e manutencdo do

equipamento, o numero de dados coletados néo foi uniforme ao longo dos anos,

principalmente com relacdo ao ano de 2001.
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Figura 7. Distribuicdo mensal da temperatura média diaria da agua nos anos de
2002 a 2004, no municipio de Cananéia, SP. A barra de erro expressa um desvio

padrao.

Os dados de temperatura da agua do mar, em cada estagédo do ano, entre os

anos de 2001 e 2004, ajustaram-se a uma distribuicdo normal (Figuras 8A, 8C e 8D),

exceto para o outono. Neste caso, considerou-se que a temperatura segue uma

distribuicdo normal, como mostrado na Figura 8B.
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Figura 8. Distribuicdo sazonal da temperatura média diaria da agua no municipio de
Cananéia, SP, entre os anos de 2001 e 2004.

A suposig¢ao de que a variagao da temperatura da agua do mar ao longo do
dia € bem representada pela temperatura média diaria da agua, pode ser justificada
pela pequena variagdo, em média menor que 0,5 °C, dos desvios-padrao das
medicdes diarias de temperatura, como mostra a Figura 9.

Embora exista uma variagdo na temperatura da agua e do ar ao longo do dia
(Figura 9), os efeitos dessa variacdo nao foram considerados na predicdo da
populacdo de Vp no momento da coleta, visto que esta variagdo € menor (possui
menor desvio padrdo) do que a observada entre os dias e considerada pouco
representativa nas variagcbes naturalmente presentes nas populacbes do

microrganismo em estudo.
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Figura 9. Distribuicdo da temperatura média diaria e do respectivo desvio padréao
da agua do mar, entre os anos de 2001 e 2004, com um total de 1255 dias.

Por outro lado, os resultados apresentados na Figura 10 sugerem que a
meédia e a variacdo da temperatura média diaria podem ser utilizadas para comparar
tanto a temperatura entre as estagdes do ano, dentro de um determinado ano, como
também a temperatura na mesma estacéao, entre diferentes anos. Como evidenciado
na Figura 10, a variagdo da distribuicdo da temperatura média diaria entre as

estacdes do ano foi maior no outono e na primavera, € menor no inverno e verao.
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Figura 10. Variagdo da média e do desvio padréao da distribuicdo de temperatura
meédia diaria nas estagdes do ano para os anos de 2001 a 2004, no municipio de
Cananéia, SP.

Observa-se, na Figura 10, uma variacdo anual da média da distribuicao de
temperatura média diaria para cada estacdo do ano. Estas variacdes, ano a ano, da
média e do desvio padrdo da distribuicdo sazonal da temperatura da agua foram
representadas pela média, varidancia e correlacdo dos dados, observados da
temperatura da agua do mar, no periodo entre os anos de 2001 e 2004. A
representatividade dos dados relativos as estimativas da variancia e da correlagcao
entre a média e o desvio padrdo, ao longo dos diferentes anos, foi baixa,
principalmente, por causa do numero limitado de anos com dados disponiveis da
temperatura da agua do mar. Apesar de os dados serem pouco representativos, &
coerente considerar algum grau de correlagdo para avaliar o efeito da variagcado da
temperatura da agua, entre os anos, sobre a populagdo de Vp no momento do
consumo.

Os parametros da distribuicdo sazonal da temperatura da agua foram obtidos
por amostragem dos dados gerados pela distribuicdo normal bivariada (Apéndice B)
com média (u), desvio padréo (o) e correlagdo, apresentados na Tabela 3. Esses

parametros foram obtidos pelo método dos momentos que € um método estatistico
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utilizado para obter estimativas dos parametros de uma distribuicdo de dados
amostrais (Montgomery e Runger, 2003). Estes valores amostrados foram utilizados
para caracterizar a variagdo da distribuicdo sazonal da temperatura da agua, entre
0s anos, nas simulacdes para o calculo da incerteza sobre a estimativa de risco de

doenga com o modelo proposto.

Tabela 3. Distribuigdo sazonal da temperatura média diaria da agua do mar no
municipio de Cananéia, Sao Paulo, entre os anos de 2001 e 2004.

Estatistica da distribuicdo da temperatura da agua (°C)

Estac3o do ano '\éleé(:j? (I;/IeégE Va(;ieénTJcia Va(;ijr(;cia Co(rLe,Iﬁ();éo
Inverno 20,34 1,05 0,08 0,02 0,61
Outono 23,98 2,12 1,02 0,22 -0,81

Primavera 2411 1,70 0,18 0,03 0,82
Verao 27,02 1,00 0,43 0,09 0,79

Fonte: Instituto Oceanografico da Universidade de Sao Paulo.

*U € a média da temperatura diaria da agua do mar em uma esta¢do do ano para um
determinado ano.

**o é o desvio padrdao da média da temperatura diaria da agua do mar em uma
estacdo do ano para um determinado ano.

4.1.1.2. Relagao entre a populagao de V. parahaemolyticus em ostras e a
temperatura e a salinidade da agua do mar

A relacao entre a populacdo de Vp em ostras e os parametros temperatura e
salinidade da agua do mar foi quantificada com a utilizacdo dos dados obtidos com a
amostragem na etapa de cultivo. Nesta etapa, foram realizadas 21 coletas, com
analise de 123 amostras de ostras, e medidas de temperatura e de salinidade da
agua para cada local em cada coleta.

A incidéncia de V. parahaemolyticus nas amostras estudadas foi de 99,2%
(122/123) e sua presenca nao foi detectada, pela metodologia utilizada, em apenas
uma amostra que foi coletada no local de cultivo 5, no dia 11 de agosto de 2004.

Pela analise de correlacdo de Pearson, observa-se que ndao ha correlacéo
significativa (r = -0,09; P = 0,34) entre a salinidade da agua do mar e a populagdo

de Vp em ostras. Porém, com relacdo a temperatura, verifica-se que ha uma

* r é o coeficiente de correlagdo de Pearson; P é a probabilidade associada ao teste de correlagao,

ou seja, se P for menor que 0,05 a correlagao é significativa (Vose, 2000; SAS Institute, 2003).
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correlagdo significativa com a populacdo de Vp (r = 0,48; P <0,001). Para a
estimativa da equacgao de regressao linear, foi assumido, para a amostra na qual
nao se detectou o microrganismo com a metodologia empregada, uma populagéo de
Vp menor (metade) do que o limite de detecgdo do método usado.

A andlise de regressao do conjunto de dados indicou, para a amplitude de
valores medidos, que a salinidade nao apresenta parametros significativos nem para
o efeito linear nem para o quadratico, como evidenciado na Figura 11. Para a
temperatura, o parametro do efeito linear foi significativo, enquanto o do efeito
quadratico foi ndo significativo. Por fim, o modelo de regressao linear que melhor se
ajusta aos dados € o apresentado na Tabela 4 e Figura 12. O procedimento REG do
SAS (SAS Institute, 2003), foi utilizado para obter as estimativas dos parametros do

modelo de regressao.
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Figura 11. Distribuicdo da populacdo de V. parahaemolyticus em ostras em
funcdo da salinidade da agua do mar.

Tabela 4. Estimativa dos coeficientes do modelo* de regressao linear de V.
parahaemolyticus em funcéo da temperatura da agua do mar (Tagua).

Parametros Coeficientes Intervalo de Confianga (95%)
B -0,944 (-2,306; 0,418)
a 0,175 (0,117; 0,233)
o 0,971 -

*Modelo: log:o(NMP/g) = B + a *Tagua + € ; em que ¢ tem distribuicdo Normal(0;c?).
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log,,(NMP/g) = -0,944 + 0,175*Tagua (R?=0,23)
Intervalo de Confianga (95%)
54{ ® n=123

Vp [log;o(NMP/g)]

14 16 18 20 22 24 26 28 30

Temperatura da agua do mar (°C)

Figura 12. Ajuste do modelo de regressdo da populacdo de V.
parahaemolyticus em ostras em fungao da temperatura da agua do mar.

Apesar do baixo valor para R? (0,23), o resultado do teste para a falta de
ajuste do modelo foi ndo significativo, o que indica que o modelo de regresséo linear
proposto é adequado para expressar a populagéao de Vp, em log(NMP/g), em fungao
da temperatura da agua.

A variavel temperatura da agua explica muito pouco a variagao total
observada na populagdo de Vp em ostras (o R? ¢ baixo), certamente, devido a
outros fatores existentes, ndo medidos, que também influenciam a populagao de Vp
em ostras, inclusive a presenga de outros microrganismos. Considerando a variagao
da populagao de Vp, observada nos dados, que é explicada pela temperatura (soma
de quadrados), ao invés da variagdo total, o valor do coeficiente de determinagéo
para o modelo proposto é de 0,63.

O calculo do coeficiente de determinagdo (R?) para o modelo leva em
consideracao a variabilidade total observada na populagcdo de Vp em ostras
incluindo, por conseguinte, a variabilidade atribuida ou explicada por outros fatores
nao avaliados. Desta forma, a porcentagem da variagado observada na populagéo de
Vp, que é explicada pelo modelo de regresséo descrito acima, e mostrado na Figura

12, esta subestimada.
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Considerando os parametros apresentados na Tabela 4 e o ajustamento
significativo da equacao de regressado (Figura 12), optou-se por utiliza-lo para
expressar a relagédo entre a populagado de Vp em ostras e a temperatura da agua do
mar, uma vez que este modelo fornece uma estimativa da variabilidade envolvida
com os fatores nao avaliados que influenciam a populagao de Vp.

A incerteza do ajuste da equacéo de regressao sobre a estimativa do risco de
ocorréncia de doenga foi implementada com a utilizagdo de uma distribuicdo de
valores dos parametros obtida, por aproximacdo, de uma distribuicdo normal
multivariada dos parametros. Esta abordagem foi necessaria em consequéncia da
forte correlacdo (r = 0,99) entre os parametros a e [ da equacado apresentada na
Tabela 4.

O efeito desta incerteza sobre a estimativa da probabilidade de ocorréncia de
doenca foi implementado nas simulacdées de Monte Carlo e obteve-se, para cada
simulagdo do modelo, uma amostra de valores dos parametros de um conjunto de
1000 valores, obtidos pela distribuicdo normal multivariada (Apéndice B), com o uso
da matriz de variancia-covariancia apresentada na Tabela 5 e as estimativas dos

parametros mostradas na Tabela 4.

Tabela 5. Matriz de variancia-covariancia estimada para os coeficientes do
modelo de regressao linear de V. parahaemolyticus em fungdo da temperatura
da agua do mar.

Parametros B a o
B 0,4658 -0,1970 107"
a -0,1970 0,0008 -107"
o 1072 -10™ 0,004

4.1.1.3. Estimativa da distribuigdo da porcentagem da populagao de V.
parahaemolyticus patogénico

A incidéncia de Vp potencialmente patogénico (Kanagawa positiva) foi de
0,8% (1/123) nas amostras de ostras analisadas e de 0,044% (1/2243) em relagao
aos isolados de Vp analisados. A populacao estimada foi de 3 NMP/g. Este mesmo
isolado expressou resultado positivo para a produ¢gdo da enzima uréase no sistema
API 20E.
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A distribuicdo da porcentagem de isolados Vp patogénico em relagdo a Vp
total foi estimada supondo que as populagbes de isolados de Vp patogénico nas
amostras seguem um modelo Beta-Binomial* em relacdo & populacdo de Vp total
(patogénico e nao patogénico). Este modelo foi escolhido por causa da baixa
populacao de Vp patogénico encontrado em ostras e a alta freqiéncia de amostras
com niveis ndo detectaveis de Vp patogénico. A distribuicdo Beta-Binomial € uma
distribuicdo frequentemente utilizada para modelar a variagdo aleatéria de uma
prevaléncia, fracdo ou proporc¢ao.

Considerando o modelo Beta-Binomial, assume-se que a quantidade de
isolados Vp patogénico observada em uma determinada amostra pertence a uma
distribuicdo Binomial com o parametro n igual a quantidade total de isolados de Vp
(patogénico e néo patogénico), detectada na amostra. O parametro probabilidade (p)
da distribuicdo binomial de Vp patogénico varia aleatoriamente de acordo com uma
distribuicao Beta com parametros a e  (Vose, 2000).

A deteccdo de uma unica cepa de Vp patogénico ndo € suficiente para
estimar com precisdo os parametros da distribuicdo Beta e, portanto, para
caracterizar o modelo Beta-Binomial a partir dos dados experimentais. Uma
estimativa da porcentagem de isolados de Vp patogénico em relagcédo a isolados de
Vp total pode ser obtida calculando-se a porcentagem de Vp patogénico em cada
amostra e, em seguida, estimar a média e a variancia entre as amostras. Isto resulta
em uma porcentagem média de 0,034% e variancia de 0,002%, com a obtenc¢éo dos
valores 0,09 e 263, para a e [3, respectivamente. Esta estimativa ndo é muito exata,
pois é mais influenciada pela suposi¢cao da distribuicdo Beta do que pelos dados em
si (Bowers, 2007).

Outro método para se obter uma estimativa da distribuicdo da probabilidade
de Vp patogénico € por meio da estatistica Bayesiana em que a distribuicdo Beta
para a probabilidade (p) pode ser expressa por Beta(s+1;n-s+1), sendo s o numero
de isolados de Vp patogénico detectado e n o numero total de isolados de Vp
testado (Vose, 2000; FAO e WHO, 2002).

Assim, a porcentagem de isolados de Vp patogénico foi estimada como uma

distribuicdo Beta(s+1;n-s+1) com parametro s igual a 1 e n igual 2243, obtendo-se

* A distribuicdo Beta-binomial é uma distribuicdo Binomial (parametros n, p) em que a probabilidade
de sucesso (paradmetro p) possui distribuicao beta, ou seja, Beta-binomial (n, a, ) = Binomial (n, p)
onde p = Beta(a, B). Maiores informagdes podem ser obtidas em Vose (2000).
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uma estimativa média da porcentagem de isolados de Vp patogénico de 0,089% em
relagdo ao numero total de isolados de Vp.

Nota-se que a média da porcentagem de Vp patogénico, estimada pela
distribuicdo, € o dobro da incidéncia detectada nos isolados analisados (0,044%), o
que, a principio, reflete uma superestimativa da porcentagem de Vp patogénico. No
entanto, a incidéncia detectada entre o total de isolados (0,044%) pode ser apenas
um dos valores possiveis para a porcentagem de Vp patogénico da distribuigao
estimada, o que pode ser verificado por meio do calculo do intervalo de confianca
para a média da distribuicao.

A Figura 13 mostra as distribuigdes estimadas para a porcentagem de Vp

patogénico Beta(s+1;n-s+1), Beta(s; n-s) e a distribuicdo Beta(0,09; 263).
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Figura 13. Distribuicdo da porcentagem de isolados patogénicos de V.
parahaemolyticus.

4.1.1.4. Estimativa da populagao de V. parahaemolyticus em ostras no
momento nos locais de cultivo

Para obter os resultados da etapa de cultivo, foram utilizadas a distribuicao da

temperatura da agua do mar, apresentada na Tabela 3, e a equacgao de regressao
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para os isolados de Vp total em funcdo da temperatura da agua do mar, que se
encontra na Tabela 4.

A populacéo de Vp, nas amostras analisadas, segue uma distribuigdo normal,
estatisticamente significativa, durante o verao, o inverno e a primavera. Apesar de o
ajuste nao ter sido significativo no outono, considerou-se que a populagado de Vp
também seguiu uma distribuicdo normal. Os parametros da distribuicdo normal para
cada estacao do ano podem ser observados na Tabela 6. A unica amostra positiva
para Vp patogénico, detectada no inverno, teve populacdo estimada em 0,48
log1o(NMP/g). Nas demais estagcbes do ano, a estimativa da populagao foi menor do

que o limite de detecgcdo do método utilizado (0,48 log1o(NMP/q)).

Tabela 6. Populacdo sazonal de V. parahaemolyticus em 123 amostras
de ostras analisadas na etapa de cultivo, coletadas em Cananéia, SP.

Populacao de V. parahaemolyticus em log1o(NMP/g)

Estacdgodoano N Média Desvio padrao IC (95%)

Inverno 35 2,44 1,06 (0,69; 4,19)
Outono 35 3,48 1,01 (1,82; 5,15)
Primavera 29 3,26 1,17 (1,34; 5,18)
Verao 24 3,47 0,75 (2,24; 4,70)

N = numero amostras analisadas entre maio de 2004 e junho de 2005.
IC (95%) = Intervalo de Confianca de 95% para a média.

A distribuicdo da populagdo de Vp total em ostras no cultivo, obtida por
simulagdo, € determinada com a substituicdo dos valores da distribuicdo de
temperatura da agua do mar (Figura 8) na equagado de regressdo apresentada na
Figura 12 ou Tabela 4. Observam-se, na Tabela 7, os resultados da etapa de cultivo
para a distribuicdo da populagdo de V. parahaemolyticus, no momento da coleta,
para cada estagdao do ano, obtida por simulacdo pelo método de Monte Carlo, com

5000 iteragoes.
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Tabela 7. Estimativa da populagdo sazonal de V. parahaemolyticus, total de

isolados e isolados patogénicos, em ostras (Crassostrea brasiliana) na etapa

de cultivo, obtidas por simulagdo de Monte Carlo, com 5000 iteracdes.
Populacéo de V. parahaemolyticus em log1o(NMP/g)

Estacdo do ano Média Vp total* Média Vp patogénico*
Inverno 2,62 (0,99) -0,55 (1,05)
Outono 3,25 (1,06) 0,09 (1,09)
Primavera 3,28 (1,02) 0,11 (1,07)
Verao 3,80 (0,99) 0,62 (1,05)

* Valores em parénteses representam o desvio-padrao.

As Figuras 14 a 17 mostram um comparativo entre a distribuigdo da populacéo
de V. parahaemolyticus ajustada aos dados experimentais e a distribuigcdo obtida por

simulacao.
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Figura 14. Estimativa da populacéo de V. parahaemolyticus em ostras na etapa
de cultivo durante o inverno.
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Figura 15. Estimativa da populagao de V. parahaemolyticus em ostras na etapa
de cultivo durante a primavera.
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Figura 16. Estimativa da populagdo de V. parahaemolyticus em ostras na etapa

de cultivo durante o verao.
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Figura 17. Estimativa da populagdo de V. parahaemolyticus em ostras na etapa
de cultivo durante o outono.

As populagdes de V. parahaemolyticus na primavera e no outono foram
semelhantes, e 0 mesmo foi observado para a distribuicdo média da temperatura da
agua do mar. A maior média da populagao de V. parahaemolyticus foi observada no
verao, sendo 1,2 log maior que a média verificada no inverno.

As populagbes de V. parahaemolyticus observadas com maior frequéncia
(~60%) estiveram na faixa entre 2 e 4 log (NMP/g), enquanto populagbes de V.
parahaemolyticus em ostras acima de 4 log (NMP/g) foram detectadas em 20% das

amostras e em temperaturas da agua do mar superiores a 23°C (Figura 18).
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Figura 18. Freqléncia da populagcdo de V. parahaemolyticus em fungdo da
temperatura da agua no momento da coleta.

4.1.2. Resultados da avaliagao da exposi¢ao na etapa pos-coleta

A etapa pods-coleta avalia os efeitos das praticas da industria durante o
transporte, o processo de depuragao, a distribuicdo e a estocagem, do local de
cultivo até o ponto de comercializagdo, sobre a populacdo de V. parahaemolyticus
em ostras. Fatores como a temperatura do ar no momento da coleta, as condi¢coes
de estocagem durante a coleta, o tempo decorrido entre a coleta e a chegada a
industria, o processo de depuracdo realizado e as condicbes de transporte até o
ponto de comercializagao influenciam a populagao de V. parahaemolyticus em ostras
por meio da sua multiplicacdo ou inativagdo. O objetivo de modelar a etapa pos-
coleta é simular os efeitos dos fatores citados sobre a populagdo de Vp em ostras,
para cada estacéo do ano.

A multiplicagdo de Vp, que pode ocorrer no periodo compreendido entre a
coleta das amostras, no local de cultivo, até a sua chegada no comércio, é
influenciada pelo tempo de coleta, pela temperatura da ostra durante o transporte,
pela taxa de multiplicagdo de Vp em ostras em fungdo da temperatura e pelo
processo de depuracdo. A temperatura é o fator extrinseco mais variavel durante o

transporte. Assume-se que a temperatura da ostra durante o transporte seja a
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mesma observada para o ar, uma vez que sao transportadas expostas ao ar e o
equilibrio de temperatura é estabelecido rapidamente.
Outras suposi¢des feitas na etapa pos-coleta:

e A relagao entre a taxa de multiplicacédo de Vp em ostras e a taxa de
multiplicagdo em caldo de cultivo é independente da temperatura;

e A taxa de multiplicacdo de Vp em ostras, apds a coleta, € a mesma
para cepas patogénicas e nao patogénicas;

e A temperatura ambiente representa a temperatura das ostras apos a
coleta na agua;

e A temperatura média diaria do ar no municipio de Cananéia, SP,
representa bem a temperatura ambiental em que as ostras séo
expostas apos a coleta;

e A populagdo maxima de Vp em ostras, em qualquer temperatura, é de
7 log10(NMP/g), com base em nossos resultados e nos de Gelli et al.
(1979).

4.1.2.1. Condigoes de transporte das ostras dos locais de cultivo até a
industria

As ostras sdo coletadas e transportadas em temperatura ambiente,
geralmente, sob o abrigo do sol. Portanto, ndo foram consideradas as alteracdes na
multiplicagdo de Vp em ostras expostas a luz solar, a qual promove um aumento da
temperatura da ostra em relagcao a temperatura do ar ambiente.

O tempo decorrido entre o inicio da coleta das ostras e a chegada a planta de
depuracao, mais especificamente 0 momento da disposi¢cédo das ostras no tanque de
depuracéo, foi avaliado por meio de entrevistas e acompanhamentos pontuais da
coleta de ostras por parte da industria. Esse tempo depende da embarcagao
utilizada para transporte, do local a ser coletado e da oscilagdo da maré.

Observou-se que o tempo minimo entre a coleta e a depuracéao é de 2 horas,
o0 maximo de 8 horas e o mais provavel de 4 horas. A distribuicdo do tempo de
transporte de ostras a industria foi definida como uma distribuigdo Pert(2;4;8)°, uma

vez que esta distribuicdo representa, de maneira adequada, dados desta natureza

® Essa € uma vers3o da distribuicéo Beta e requer os mesmos 3 parametros da distribuicéo triangular,
isto €, o minimo, o mais provavel e o maximo. E usada para modelar a opinido de especialistas. Mais
detalhes em Vose (2000) e Palisade Corporation (2005).
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(Vose, 2000). Considerou-se que a distribuicao do tempo de coleta foi a mesma para
todas as estagdes do ano (Figura 19).
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Figura 19. Distribuicdo de probabilidade para o tempo de coleta de ostras.

4.1.2.2. Taxa de multiplicagao de Vibrio parahaemolyticus em ostras

Existem poucos estudos sobre a taxa de multiplicagdo de Vp em ostras em
funcdo da temperatura. Estes dados encontram-se, basicamente, concentrados na
publicagcdo de Gooch et al. (2002). Miles et al. (1997), por outro lado, estudaram a
taxa de multiplicacdo de quatro cepas de Vp em caldo de cultivo em diferentes
temperaturas e atividade de agua. Estes estudos foram utilizados no modelo de
avaliacdo de risco desenvolvido pela Food and Drug Administration (FDA) dos
Estados Unidos (United States, 2005b).

Foi assumido, na presente pesquisa, que a atividade de agua em ostras nao
varia significativamente em relacao a faixa 6tima (0,982 a 0,987) prevista por Miles
et al. (1997), em condi¢des de cultivo em caldo de cultura. Nesta faixa de atividade
de agua, esses autores observaram uma taxa de multiplicagdo de Vp, a 26 °C, de
0,84 log (UFC) por hora. Este valor é, aproximadamente, quatro vezes maior do que
o observado por Gooch et al. (2002), para a multiplicacdo de Vp em ostras a 26°C
(United States, 2005b).

Para cada combinac&o temperatura e atividade de agua, Miles et al. (1997),

modelaram a extensao de multiplicagado observada usando a fungao de Gompertz e
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obtiveram uma estimativa da taxa maxima de multiplicagdo. O modelo assumido por
Miles et al. (1997) foi:

LSS S SR 1 Y[R P )|

em que U, € a taxa maxima de multiplicagdo, ay € a atividade de agua e T € a
temperatura em graus Kelvin.

As estimativas dos parametros obtidas sao: b = 0,0356; ¢ = 0,34; Tmin = 278,5;
Tmax = 319,6; awmin = 0,921; awmax = 0,998; com média a,, = 0,985; d = 263,64. Os
valores de temperatura e de atividade de agua indicam a amplitude em que a
multiplicacdo pode ocorrer.

Vale ressaltar que a taxa de multiplicacdo de Vp em ostras pode ser
influenciada pelo estado fisiolégico do animal, a composigédo dos seus tecidos e pela
presenca de competidores que podem variar, consideravelmente, dependendo do
local de cultivo.

No modelo (Apéndice A), a taxa maxima de multiplicacdo de Vp em ostras foi
considerada como uma variavel de incerteza modelada como uma distribuicao
triangular com valor mais provavel de um quarto, minimo de um quinto e maximo de
um terco da taxa maxima de multiplicagcdo, em caldo de cultura a 26°C (Miles et al.,
1997). A partir dessa distribuicéo, foi gerado um conjunto de 1000 valores (Apéndice
B) que foram utilizados para quantificar a incerteza sobre o risco de ocorréncia de
doenca. Na analise da variabilidade do modelo, o valor considerado para a taxa de
multiplicagdo de Vp em ostras foi de 22% do valor maximo obtido em caldo, como
observado por Gooch et al. (2002). Foi assumido que o ciclo de multiplicagao de Vp
em ostras, durante a exposicdo ao ar, nao inclui a fase lag, uma vez que as
mudangas no ambiente por serem graduais n&o reduzem a taxa de multiplicagéo ou

induzem a uma fase lag.

4.1.2.3. Distribuicdao da temperatura do ar no municipio de Cananéia

A capacidade de multiplicacdo de Vp em ostras, durante o periodo de

transporte até a industria, € uma fungao da temperatura do ar a que sao expostas.

Costa Sobrinho, P. S.



60

Por isso, foi assumido que a temperatura do musculo da ostra atinge rapidamente o
equilibrio com a temperatura do ar a qual esta exposta. Portanto, os dados da
temperatura do ar foram considerados como representativos da temperatura da ostra
durante o transporte do local de cultivo até a industria, por causa da limitagcao de
dados da temperatura em ostras sob condigdes ambientais de transporte.

Pela analise dos dados obtidos, foi observada uma correlagdo entre a
temperatura do ar e a da agua. Esta correlagéo foi incorporada ao modelo, com a
utilizagcdo da distribuicdo da diferenga entre as temperaturas da agua e a do ar que
foram obtidas simultaneamente. Esta diferenca entre a temperatura do ar e a da
agua foi bem caracterizada por uma distribuicdo normal, cujos parametros foram

distintos para cada estagédo do ano (Tabela 8).

Tabela 8. Distribuicido sazonal da diferenca entre a temperatura média diaria do
ar e a temperatura média da agua do mar, no municipio de Cananéia, SP, de
2001 a 2004.

Distribuicdo média da diferenca (°C)

Estagao do ano Média Desvio padrao IC (95%)

Inverno -1,49 2,47 (-5,56; 2,58)
Outono -1,96 2,32 (-5,78; 1,87)
Primavera -1,48 2,09 (-4,93; 1,96)
Verao -1,98 2,02 (-5,31; 1,35)

IC (95%) = Intervalo de Confianca de 95% para a média.
Fonte: Instituto Oceanografico da Universidade de S&o Paulo.

Para simplificagdo do modelo, usou-se como parametro a distribuicdo da
diferenga entre a temperatura da agua e a temperatura do ar. Esta diferenga e a
distribuicdo da temperatura da agua do mar foram utilizadas para determinar a
distribuicdo da temperatura do ar em que as ostras sao expostas durante a coleta.
Esta aproximacao foi adotada a fim de assegurar uma correlagao apropriada entre a
temperatura da agua e a temperatura do ar.

Foi observado o mesmo perfil de correlacdo entre a temperatura do ar e a
temperatura da agua, em cada estagdo do ano, ao longo dos anos avaliados. Por
isso, a distribuicdo sazonal da diferenca entre a temperatura do ar e a da agua do
mar foi obtida considerando os dados de todos os anos. A distribuicdo da diferenca

sazonal de temperatura foi aproximada por uma distribuicdo normal com ajuste
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significativo para o verdo e o outono, e aproximada para a primavera € o inverno
(Figuras 20 a 23).
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Figura 20. Distribuicdo da diferenga, em °C, entre a temperatura média diaria do
ar e a temperatura da agua do mar, no municipio de Cananéia, SP, entre os anos
de 2001 e 2004, no verao.
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Figura 21. Distribuicdo da diferenga, em °C, entre a temperatura média diaria do
ar e a temperatura da agua do mar, no municipio de Cananéia, SP, entre os anos
de 2001 e 2004, no outono.
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Figura 22. Distribuicdo da diferenga, em °C, entre a temperatura média diaria do
ar e a temperatura da agua do mar, no municipio de Cananéia, SP, entre os anos
de 2001 e 2004, na primavera.
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Figura 23. Distribuicdo da diferenga, em °C, entre a temperatura média diaria do
ar e a temperatura da agua do mar, no municipio de Cananéia, SP entre os anos
de 2001 e 2004, no inverno.
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4.1.2.4. Influéncia do processo de depuragao na populacao de Vibrio
parahaemolyticus em ostras

Estudos realizados com ostras contaminadas artificialmente com Vibrio spp.
demonstraram a eficiéncia do processo de depuracdo na reducdo da populagao
microbiana (Croci et al., 2002). Entretanto, no caso de contaminag¢ao natural, Vibrio
spp. pode ser mais resistente aos efeitos da depuragao, podendo ocorrer até mesmo
0 aumento da populagdo apds o processo, como relatado por Eyles e Davey,
(1984); Murphree e Tamplin, (1991) e Ristori (2001).

Segundo Eyles e Davey (1984), Richards (1988) e Lopes (2001), o processo
de depuracao comercial tem pouca influéncia sobre a persisténcia e a concentragao
de Vibrio spp. em ostras.

Uma das empresas, em nosso estudo, que aqui sera denominada A, utiliza
um sistema de depuragdo com luz ultravioleta composto de um filtro de areia e um
conjunto de 4 lampadas de 40 W cada. A agua do mar é bombeada para um tanque.
Desse tanque, ela passa por filtros de areia e, em seguida, por um conjunto de
ldampadas UV. Apods esta etapa, a agua vai para o tanque de depuragdo. O sistema
nao é de fluxo continuo e ndo possui recirculagao da agua. O tanque de depuragao
localiza-se em ambiente coberto e arejado e o tempo do processo €, em média, de 3
a 4 horas. A temperatura e salinidade da agua ndo séo controladas. No periodo de
coleta de amostras, a temperatura variou de 21 a 26°C, enquanto a salinidade
oscilou entre 2,3 e 2,7%.

A média da populagdo de V. parahaemolyticus em ostras depuradas na
empresa A foi de 3,3 logio(NMP/g) e em ostras ndao depuradas foi de 3,27
log1o(NMP/g). Estatisticamente ndo ha diferenga significativa entre essas
populagdes, com base na anadlise de variancia (teste F), considerando cada coleta
como um bloco.

A empresa B utiliza ozdnio na desinfecgdo da agua. Nesta empresa, ha um
sistema composto por 3 tanques: o primeiro armazena agua do mar, o segundo é
utilizado para incorporar o ozénio a agua e no terceiro € realizado o processo de
depuracdo. Inicialmente, promove-se a circulacdo de agua doce para facilitar a
eliminacdo de um parasito (poliqueta Polydora sp.) muito comum na area de cultivo.
Em seguida, a agua do mar é bombeada do primeiro tanque, passando por um
sistema de filtragcdo com caixa de areia. A incorporagao de oz6nio a agua ocorre no

segundo tanque. O sistema possui circulagdo de agua e o tempo de tratamento é de
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4 a 5 horas. Assim como no processo de depuragdo da empresa A, neste processo
nao se controla a temperatura e a salinidade. No periodo das coletas, a temperatura
variou de 22 a 28°C, enquanto a salinidade oscilou de 1,8 a 2,4%.

A média da populacdo de Vp em ostras depuradas da empresa B foi de 3,42
log1o(NMP/g) e em ostras ndo depuradas foi de 4,14 log1o(NMP/g). Assim como para
0 caso anterior, estatisticamente, ndo ha diferenga significativa entre as populagdes
de V. parahaemolyticus em ostras antes e depois da depuragdo, com base na
analise de variancia (teste F), considerando cada coleta como um bloco.

Os resultados mostram que os processos de depuracido de ostras utilizados
pelas industrias ndo tém influéncia sobre a populacao de Vibrio parahaemolyticus
nas ostras cultivadas na regido de Cananéia.

Em razdo do pequeno numero de amostras analisadas, o método de
bootstrap nao paramétrico foi utilizado para caracterizar a distribuicido do efeito dos
processos de depuragdo empregados pela industria. Foi criado um modelo que
seleciona, de forma aleatdria e uniforme, um valor da populacdo de Vp dentre as
amostras de ostras depuradas e subtrai de outro valor selecionado das amostras
nao depuradas, gerando assim uma distribuicdo da diferenga ou reducédo na
populagdo de Vp obtida com o processo de depuragdo. Este procedimento de
selecao foi repetido 1000 vezes. Em decorréncia, tem-se uma distribuicao do efeito
do processo de depuragdo empregado por cada industria. Os resultados sé&o
apresentados na Tabela 9 e Figura 24.

Para utilizacdo no modelo, o efeito do processo de depuragao foi modelado
com uma distribuigcdo discreta dos efeitos dos dois processos de depuragdo com

igual probabilidade de ocorréncia, chamada de distribuigdo conjunta (Figura 24).

Tabela 9. Estimativa da distribuicdo da reducdo na populacdo de Vp em ostras,
obtida pelos diferentes processos de depuragéo.

Parametros da distribuicao [log1o(NMP/g)]

0/ \*
(I;’rocessg de Média Desvio padrao IC (95%)
epuragao
Ozénio -0,72 0,39 (-1,37; -0,08)
Luz Ultravioleta 0,03 0,35 (-0,53; 0,65)
Distribuicdo conjunta -0,34 0,53 (-1,22; 0,46)

*IC (95%) = Intervalo de Confianca de 95% para a média.
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Figura 24. Distribuicdo da reducado da populagao de V. parahaemolyticus em ostras
obtida com os processos de depuracgao.

4.1.2.5. Influéncia das condi¢des de transporte da industria ao comércio sobre
a populacao de Vibrio parahaemolyticus em ostras

O transporte das ostras até os pontos de venda é realizado em carro tipo
furgao, sob temperatura de refrigeragdo ou ambiente, dependendo da distancia a
percorrer e da empresa responsavel. A temperatura, durante o transporte, foi
monitorada por registradores de temperatura colocados nos veiculos de transporte
de ostras das empresas pesquisadas. O tempo de transporte foi estimado
considerando a frequéncia dos locais de entrega e por meio de entrevista com os
responsaveis pelas entregas dos pedidos.

O monitoramento da temperatura interna do veiculo de transporte para as
ostras da empresa A foi realizado a cada 15 minutos, durante 12 semanas e, para as
ostras da empresa B, durante 13 semanas. Observa-se pelas Figuras 25 e 26 que as
distribuicdes da temperatura de transporte entre as duas empresas sao similares.
Além disso, os valores de temperatura durante o periodo de monitoramento
estiveram sempre acima de 10°C, exceto no periodo entre duas e nove horas da
manha do dia 06 de setembro de 2006, quando foram registradas temperaturas de
8,5 e 9,0°C.
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Figura 25. Distribuicdo da temperatura média diaria do transporte de ostras até o
comércio. A barra em cada ponto representa um desvio padrao, acima e abaixo, da
temperatura média diaria.

Por causa da semelhanca da distribuicdo da temperatura durante o transporte
entre as empresas, para efeito de simulagdo foi ajustada uma unica distribuicdo
considerando os dados de temperatura registrados nas duas empresas. A
distribuicdo logistica, com média de 19,9°C e desvio padrdo de 2,1°C, foi a

distribuicao de probabilidade que obteve melhor ajuste aos dados (Figura 26).
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Figura 26. Comparativo da distribuicdo de temperatura durante o transporte das
ostras até o varejo entre as empresas pesquisadas.

Ao final do processo de depuracdo, as ostras sdo acondicionadas nas
embalagens e estocadas em local arejado ou no veiculo de transporte. Como o
processo de depuragao € concluido por volta das 17 horas e as entregas nos pontos
de venda sédo iniciadas entre as 7 e 8 horas do dia seguinte, o tempo minimo de
entrega nesses pontos € de 16 horas. Ja o tempo maximo depende da cidade de
destino. Na regiao metropolitana de Sdo Paulo, na Baixada Santista e litoral Sul, as
entregas s&o realizadas, geralmente, dentro de 24 horas apdés o término da
depuracédo. Para as cidades do Litoral Norte e interior, no entanto, o tempo maximo é
de, aproximadamente, 44 horas. O sistema de distribuicdo das ostras no varejo é
bastante semelhante entre as duas empresas estudadas.

O efeito do tempo de transporte foi modelado considerando que 90% das
ostras sdo comercializadas na regido metropolitana de Sdo Paulo, na Baixada
Santista e litoral Sul e 10% tém como destino o litoral Norte e cidades do interior do
Estado. Portanto, o tempo de transporte foi modelado como uma distribuigao
discreta de duas distribuicées uniformes: uma representando a regido metropolitana
com tempo minimo de 16 e maximo de 24 horas e probabilidade de 90%, e a outra
representando o litoral Norte e interior com tempo minimo de 16 e maximo de 44

horas, com 10% de probabilidade.
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A suposicao de que a distribuicdo de temperatura obtida no periodo
monitorado representa as condi¢gdes de transporte ao longo do ano é subestimada,
visto que o monitoramento da temperatura n&o ocorreu ao longo do ano e néao foi
possivel avaliar a influéncia das estacbes do ano. Além disso, observa-se que
durante o transporte as ostras ndo estavam sob temperaturas de refrigeragao, pelo
menos durante o periodo monitorado. Portanto, a temperatura de transporte é
influenciada pelas variagbes da temperatura ambiental e pelas condigcdes de
transporte. Esta influéncia pode ser percebida pela amplitude de variacdo da
temperatura de transporte detectada nos dados (34,5°C), que é superior a amplitude
da temperatura do ar ambiente (18°C), para o municipio de Cananéia, entre os anos
de 2001 e 2004.

4.1.2.6. Influéncia das condi¢oes de estocagem das ostras nos pontos de
venda sobre a populagao de Vibrio parahaemolyticus

As ostras geralmente sdo armazenadas em temperaturas de refrigeracdo nos
pontos de venda, exceto para alguns locais especificos, que as armazenam em
temperatura ambiente. A temperatura de estocagem das ostras, obtida por
amostragem em alguns pontos de venda, variou entre 6 e 12 °C.

Gooch et al. (2002) observaram uma redugao, na populagdo de Vp em ostras,
de 0,003 logio(UFC/g), por hora, quando armazenado a 3 °C por 14 a 17 dias.
Johnson e Liston (1973), verificaram uma redugao de 0,005 log, por hora, em ostras
armazenadas a 5 °C, ap6s 14 dias de estocagem. Muntada-Garriga et al. (1995),
inoculando Vp em homogeneizado de ostras, verificaram uma reducdo 0,018 log por
hora na populagdo de Vp em um periodo de 1 semana a 4 °C, enquanto Cook et al.
(2002b) observaram uma reducao de 7 %, por dia, na populagao de Vp em ostras no
varejo, e em 21 % das vezes a temperatura interna das ostras excedeu 7,2 °C.

Considerando que a temperatura de armazenamento nos pontos de venda
raramente esta abaixo de 5 °C, é provavel que as condi¢cdes de estocagem possam
alterar a populacdo de Vp em ostras. Entretanto, na auséncia de dados conclusivos
das condi¢coes de temperatura durante o armazenamento no varejo, foi assumido
que as temperaturas de estocagem nao excedem 10 °C, temperatura em que,
segundo Cook e Ruple (1989), ndo ocorre multiplicagdo significativa do
microrganismo nesse alimento. Assim, para efeito de modelagem, foi assumido que

nas condi¢gdes de estocagem das ostras, a redugao na populagao de Vp € de 0,007
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log por hora, que € uma média dos valores encontrados nos trabalhos descritos

acima.

Outras consideragdes adotadas para as condi¢cdes de estocagem sao:

Nao ha multiplicagdo significativa de Vp durante o processo de
refrigeragdo das ostras, até que atinjam temperaturas internas
inferiores a 10°C;

A vida de prateleira das ostras estocadas sob refrigeracao € de, no
maximo, 5 dias, valor declarado no rétulo do produto de uma das
empresas pesquisadas (Figura 27), que considera 20°C a
temperatura de conservagao, e entregas realizadas até 2 vezes por

semana;

7 ESPECIFICACOES SANITARIAS

O contetido desta caixa foi c¢riado em ambiente controlado
e foi depurado antes da expedi¢do.

Conserve & 20°C a validade ¢ de 5 dias apés a data de
expedicéo.

As ostras estio acomodadas de moedo a nfo se abrir.
Abra a caixa somente na hora de usar.

A cor desta etiqueta indica ¢ tamanho ‘das osiras:
BRANCA n? 0 - VERMELHA 1° 1 - VERDE n? 2 - AZUL n° 8
AMARELA n® 4 .

DATA DE EXPEDICAQ DUZIAS
4
| 3 0 JUR 9008 i Q

Registro no Ministério da Agricultura
| CANANEIA BRASIL

Figura 27. Rotulo da embalagem de comercializagado de ostras de
uma das empresas.

O tempo de estocagem até o consumo segue uma distribuicao
uniforme com minimo de 4 e maximo de 120 horas. O minimo de 4
horas foi estimado, considerando que as primeiras porgdes de
ostras podem ser servidas no horario do almogo. Portanto,
aproximadamente 4 horas depois do inicio das entregas. Ja o valor

maximo é o tempo estimado da vida de prateleira.
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4.1.2.7. Distribuicdo da populacao de V. parahaemolyticus em ostras no
momento do consumo

Para obtencdo dos resultados da etapa de pds-coleta, foram considerados: a
variagao da populacdo de Vp em ostras em funcido da temperatura do ar, a redugao
do numero de Vp, propiciada pelo processo de depuragdo, a multiplicagdo do
microrganismo durante a distribuicdo no varejo, e o efeito do tempo e das condigbes
de armazenamento, no varejo, sobre a populacdo de Vp nas ostras. Os resultados
apresentados na Tabela 10 refletem os efeitos das praticas de processamento e a
manipulacio das ostras por parte da industria, apds a coleta nos locais de cultivo.

Durante as simulagdes, a variabilidade e a incerteza das variaveis do modelo
foram transmitidas desde a etapa de cultivo até a etapa de consumo por meio das
varias operagdes realizadas com suas distribuicbes. As variaveis respostas foram
obtidas, por simulagdao de Monte Carlo, com a combinacdo de forma apropriada de
amostras de valores das distribui¢des das variaveis de entrada do modelo.

As iteragbes representam a variabilidade de cada variavel do modelo,
enquanto a distribuicdo de incerteza € estimada a partir do numero de simulagoes,
ou seja, a incerteza ndo muda dentro de uma iteragdo, mas difere para cada
simulagao. O principio do efeito da incerteza é substituir a média das distribui¢cdes de
variabilidade obtida com as iteragcdes. Portanto, a distribuicdo de incerteza é obtida
com os valores médios estimados pelas iteracdes para a distribuicao de interesse.

A incerteza sobre a estimativa da populacdo média de Vp foi obtida com o
resultado de 500 simulagdes do modelo. Cada simulagdo foi realizada com 5000
iteracbes e utilizou-se um conjunto diferente de valores dos parédmetros da
distribuicdo de incerteza para a temperatura da agua do mar, para a equagao de
regressao de Vp em fungdo da temperatura da agua obtida na etapa de cultivo e
para o fator de multiplicacdo de Vp em ostras, como discutido anteriormente e

apresentado no Apéndice B.
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Tabela 10. Estimativa da distribuicdo de incerteza da populagcdo de Vp total e
patogénico em ostras no momento do consumo em log1o(NMP/g), obtidas com 500
simulacdes™ pelo método de simulacdo de Monte Carlo.

Estacdo do ano Média de Vp total** Média de Vp patogénico**
Primavera 5,09 (4,74; 5,47) 1,93 (1,57; 2,29)
Verao 5,54 (5,14; 5,90) 2,37 (1,97; 2,74)
Outono 5,06 (4,61; 5,47) 1,89 (1,45; 2,31)
Inverno 4,42 (3,98; 4,89) 1,26 (0,82; 1,72)

*A média de cada simulacéao foi obtido com 5000 iteragdes.
**Valores entre parénteses representam o 5° e 95° percentil, respectivamente, da
distribuicdo de incerteza para a media.

Comparando os valores da Tabela 10 com os resultados obtidos das analises
de 74 amostras de ostras coletadas nos locais de consumo (Tabela 11), notam-se
algumas discrepancias. A estimativa da populagédo média de Vp em ostra obtida com
o0 modelo é superestimada em todas as estagcdes do ano. A populagdo média de Vp
total obtida com o modelo (Tabela 10) é superestimada em 0,68 log1o(NMP/g) no
verao, 0,48 no outono e 0,65 no inverno, em relagcédo as populacdes sazonais de Vp

total por nos detectadas (Tabela 11).

Tabela 11. Populagao sazonal de Vp total e patogénico em 74 amostras de ostras
analisadas na etapa consumo.
Populacao de V. parahaemolyticus em logo(NMP/qg)

Estacdo do ano N* Média Vp total*™*  Média Vp patogénico**
Inverno 22 3,76 (1,93; 5,03) <0,48°

Outono 24 4,58 (3,35; 5,38) <0,48°
Primavera® - - -

Verao 28 4,86 (3,61; 6,04) <0,48°

* N € o numero de amostras analisadas.

** Valores em parénteses representam o 5° e 95° percentil, respectivamente.
@Nao foram coletadas amostras no periodo.

®Valores abaixo do limite de deteccéo do método ( 3 NMP/g).

Por outro lado, considerando somente a variabilidade do modelo, estimada
por uma simulagdo com 10.000 iteragcdes, com o uso das melhores estimativas

obtidas para os parametros das variaveis, as diferengcas entre os resultados obtidos
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com as 74 amostras analisadas e os valores preditos pelo modelo diminuem para

0,46 log1o(NMP/g) no verao, 0,22 no outono e 0,40 no inverno (Figura 28).

I Experimental
1 Simulado (10.000 iteragées)

Tl ] l

Vp total [log,o(NMP/g)]

O T T T T
Primavera Verao Outono Inverno

Estacdo do Ano

Figura 28. Populacdo de V. parahaemolyticus total observada no varejo
comparado com a estimada pelo modelo, obtida com 1 simulacido de 10.000
iteragdes. A barra de erro indica um desvio padrao abaixo e acima da média.

As discrepancias sdo maiores quando se considera a distribuicdo da
populagdo de Vp patogénico, visto que nas amostras analisadas na etapa pds-coleta
nao foi detectado isolado com o gene tdh ou trh. Neste caso, as populacdes de Vp
s&o superestimadas em mais de 1 log1o(NMP/Q).

A multiplicacdo de Vp em ostras pode estar sendo influenciada por varios
fatores que néo foram considerados no modelo, por exemplo, a competicdo com
outros microrganismos que pode diminuir a taxa de multiplicagdo de Vp, a alteragéo
dos fatores intrinsecos da ostra, como pH, estado fisioldgico, etc. Outro ponto a
considerar € o valor maximo da populagdo de Vp observada em ostras, ou seja, a
populacao de Vp quando este atinge a fase estacionaria da curva de crescimento.

Segundo Gooch et al. (2002), a populagdo maxima de Vp total em ostras foi
de 5,8 log1o(UFC/g), apds 24 horas a 26°C. Cook et al. (2002b) detectaram valores
de 6,3 logww(NMP/g) de Vp em amostras de ostras coletadas no comércio dos

Estados Unidos. Nas amostras analisadas durante este trabalho, a maior populagao
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encontrada foi de 6,04 log1o(NMP/g), semelhantes aos resultados encontrados por
Gooch et al. (2002) e Cook et al. (2002b).

Supondo que a populagdo maxima de Vp total em ostras é igual ao valor
maximo detectado nas amostras analisadas, ou seja, 6,04 l1og1o(NMP/g), ao invés de
7, como presumido anteriormente, a diferenga entre os valores médios estimados
pelo modelo e os detectados pelas amostras, diminui para 0,23 logo(NMP/g) no
verao, 0,15 log1o(NMP/g) no outono e 0,47 log1o(NMP/g) no inverno (Figura 29). No
entanto, com relacédo as populagdes de Vp patogénico, a diferenga entre os valores
preditos pelo modelo e os detectados pelas amostras diminui, mas ainda permanece

acima de 1 log1o(NMP/g), como observado na Figura 30.

7
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Figura 29. Populacédo de V. parahaemolyticus total observada no varejo
comparado com a estimada pelo modelo, obtida com 500 simulacdes de 5000
iteracdes. A barra de erro indica um desvio padrao abaixo e acima da média.
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Figura 30. Populacdo de V. parahaemolyticus patogénico observada no varejo
comparado com a estimada pelo modelo, obtida com 500 simulagdes de 5000
iteragdes. A barra de erro indica um desvio padrao abaixo e acima da média. A
média experimental foi estimada como o limite de deteccdo do método 0,48
log10(NMP/g).

De um modo geral, as médias das popula¢cdes de Vp total preditas pelo
modelo sdo semelhantes as médias das populacdes obtidas com as 74 amostras de
ostras coletadas em restaurantes e supermercados. A diferenca entre os valores das
populagdes obtidos pelo modelo e os observados nas amostras € inferior a 0,5
log10(NMP/g).

Contudo, essa mesma diferenga nao pode ser observada para as populacoes
de Vp patogénico, em que se verifica uma diferengca, em média, maior que 1
log1o(NMP/g). Uma justificativa para este resultado esta na prépria metodologia de
analise utilizada para detectar Vp patogénico. Como a proporgao de células de Vp
patogénico é muito menor que as células de Vp total, a probabilidade de uma das
trés colbnias selecionadas no agar TCBS ser Vp patogénico é muito baixa, quando

comparada a probabilidade de selecionar uma coldnia de Vp n&o patogénico.
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4.1.3. Resultados da avaliagao da exposi¢ao na etapa de consumo

O objetivo desta etapa é obter uma estimativa da populagédo de Vp patogénico
por porcao de ostras. Os dados usados no modelo incluem a quantidade e o peso
das ostras consumidas por porgao servida. Considerando a n&o disponibilidade de
informacéo sobre o numero de ostras consumidas por por¢ao, a melhor estimativa
foi obtida por meio da consulta dos cardapios de restaurantes e barracas de praia, e
observacdo do numero de ostras, por embalagem, comercializado nos
supermercados ou mercados pesquisados.

As suposicbes adotadas nesta etapa, considerando as informacgdes
disponiveis e a simplificacdo do modelo, sao:

= Todas as ostras comercializadas sao consumidas;

» Todas as ostras s&o consumidas cruas;

= O padrdao de consumo independe da faixa etaria, do sexo e do
estado de saude dos consumidores;

* O numero de ostras por porcdo € bem representado por uma
distribuicdo discreta entre 6 e 12 ostras, com igual probabilidade de
ocorréncia.

O numero de ostras por porgao servida é, geralmente, de 6 ou 12 unidades.
Nos restaurantes pesquisados, raramente, é servida uma por¢ao com mais de 12
ostras. Na maioria deles, o minimo de ostras por por¢ao é de 6 unidades. Ja nos
supermercados, a quantidade de ostras comercializadas, por embalagem, é de 12
unidades.

A estimativa do peso de uma ostra foi determinada pela pesagem do musculo
e do liquido interno das amostras coletadas na etapa de consumo e na etapa de
avaliagao do processo de depuracgao, visto que essas amostras eram destinadas a
comercializagdo. A Figura 31 mostra a distribuicdo do peso em grama, por ostra
consumida, obtida de 91 amostras de ostras, cada amostra contendo 12 ostras,
totalizando 1092 ostras amostradas.

A distribuicdo do peso de uma por¢cado de ostra foi estimada com a
multiplicacdo da distribuicdo do peso (g) por ostra pela distribuicdo do numero de
ostras por porg¢ao. A Figura 32 mostra a distribuicdo do peso (g) por porgao servida,

considerando a suposigao descrita acima para o numero de ostras por porgao.
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Figura 31. Distribuicdo do peso (g) por ostra consumida obtida de amostras
coletadas no comércio.
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Figura 32. Distribuicdo do peso (g) por por¢cédo de ostra consumida obtida por
simulacao de Monte Carlo com 5000 iteragdes.

A Tabela 12 mostra os resultados estimados da distribuicdo sazonal da
populagdo de Vp, por porcdo servida na etapa de consumo, obtida com 500
simulagdes de 5000 iteragdes pelo método de amostragem de Monte Carlo, e
considerando a populagdo maxima de Vp total em ostras como 7 logo(NMP/g). Ja a
Tabela 13 apresenta os resultados considerando a populacdo maxima de 6,04

log10(NMP/g). Esses resultados foram obtidos multiplicando-se a distribuigdo do
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peso por porcdo de ostras (Figura 32) pela distribuicdo da populagdo de Vp no

momento do consumo, apresentados na Tabela 10 para populagcdo maxima de 7

log10(NMP/g).

Tabela 12. Estimativa da populacdo (NMP) de Vibrio parahaemolyticus total e
patogénico, por porgédo de ostras, servida no momento do consumo, considerando

a populagdo maxima de 7 log(NMP/g).

Estacédo do ano Vp total por porgcao*

*

Vp patogénico por porgao

Primavera 1,4x108 (9,5x10"; 1,9x108)
Verao 1,9x108 (1,4x10%; 2,5x10°)
Outono 1,3x108 (8,9x107; 1,9x10°)
Inverno 8,1x107 (5,0x10"; 1,2x10%)

1,2x10° (8,3x10% 1,7x10°)
1,7x10° (1,2x10°; 2,2x10°)
1,2x10° (8,0x10% 1,7x10°)
7,2x10* (4,5x10% 1,1x10°)

*Valores entre parénteses representam o 5° e 95° percentil, respectivamente, da

distribuicdo da populacao de Vp.

Tabela 13. Estimativa da populacédo (NMP) de Vibrio parahaemolyticus total e
patogénico, por por¢céo de ostras, servida no momento do consumo, considerando

a populacao maxima de 6,04 log:o(NMP/g).

Estacdo do ano Vp total por por¢cao*

Vp patogénico por por¢cao*

Primavera 2,4x107 (1,9x10"; 3,0x107)
Verao 3,1x10” (2,5x107; 3,6x10")
Outono 2,4x10" (1,8x10"; 3,0x107)
Inverno 1,6x107 (1,2x107; 2,1x10")

2,2x10% (1,7x10% 2,7x10%
2,7x10% (2,2x10% 3,2x10%)
2,1x10% (1,6x10% 2,7x10%

(
1,4x10% (1,0x10% 1,9x10%)

*Valores entre parénteses representam o 5° e 95° percentil, respectivamente, da

distribuicao da populagao de Vp.

As informagdes sobre a quantidade anual de ostras comercializadas no

Estado de S&o Paulo, obtidas junto as empresas produtoras, sdo apresentadas na

Tabela 14. Na empresa (B) s6 foi possivel obter dados referentes a comercializagéo

de ostras em dois anos. Além disso, os valores obtidos ndo se referem somente as

vendas no Estado de Sao Paulo, o que dificulta uma estimativa confiavel da

comercializagdo de ostras no Estado. Durante o desenvolvimento da pesquisa foi

observado o envio de ostras da empresa B para os Estados do Rio de Janeiro e de

Minas Gerais, o que reforca a hipotese dos dados da Tabela 14, referentes a

comercializagao de ostras pela empresa B, estarem superestimados.
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De acordo com os dados fornecidos pela empresa A, observa-se que o maior
consumo de ostras ocorre no verao (50%), seguido da primavera (19%), outono
(18%) e o menor consumo ocorre no inverno (13%).

Tabela 14. Quantidade* anual de ostras comercializadas pela empresas
pesquisadas.

Ano Empresa A Empresa B Total
2002 31.100* - 31.100
2003 28.900 28.900
2004 21.800 100.000 121.800
2005 30.600 85.000 115.600
Média 28.100 92.500 120.600

*duzias de ostras.

Considerando que a estimativa do numero médio de ostras por porcéo € de 9
(nove), tem-se que o numero médio de porcdes de ostras comercializadas por ano
no Estado de Sao Paulo é de 160.800 porcdes. Ainda que esta estimativa considere
que todas as ostras comercializadas pela empresa B sdo consumidas no Estado, ela
foi utilizada no modelo para obter o numero de casos de doengas por ano (item
4.2.3).

4.2.Caracterizagao do risco de doenga, causada por V. parahaemolyticus,
associado ao consumo de ostras cruas

Como ja citado anteriormente, a caracterizagao do risco € um componente da
avaliacao de risco obtida com a integracéo entre a avaliagdo da exposi¢ao e a dose-
resposta, fornecendo uma estimativa da probabilidade de desenvolvimento de
doenca por Vp associada a porcao de ostras consumida ou uma estimativa do
numero de casos de doenga por ano, levando em consideragdo a quantidade de
porcdes consumidas. A relacdo dose-resposta é frequentemente expressa como
uma relacao entre niveis diferentes de exposicao e a probabilidade de tal exposicéo

resultar em doenca.
4.2.1. Dose-resposta

Ha muito pouca informacgao a respeito das caracteristicas da dose-resposta

para Vp. Em ensaios com voluntarios, as doses variaram entre 6 e 9 log:(UFC/g)
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(United States, 2005b). Na avaliacdo de risco desenvolvida pelo FDA foram
utilizados 3 modelos de equacbes (Beta-Poisson; Probit; Gompertz) para a dose-
resposta e todos os 3 demonstraram resultados similares quando foram utilizadas
doses altas de Vp, mas muito divergentes para doses baixas. Foi observado que os
modelos de dose-resposta superestimam o numero de doenca na populacido. Para
minimizar esse problema, aplicou-se um ajuste baseado em dados epidemioldgicos,
para tornar as estimativas mais realistas (United States, 2005b).

As discussdes abordadas no trabalho do FDA conduzem a escolha do modelo
Beta-Poisson como sendo o mais apropriado para representar a dose-reposta,
levando em consideracao os critérios recomendados pela Organizacdo das Nacodes
Unidas para Alimentacdo (FAO) e pela Organizacdo Mundial da Saude (WHO),
sobre a caracterizagédo de perigos para microrganismos patogénicos em alimentos e
agua (FAO/WHO, 2003b).

As suposicdes consideradas na modelagem da dose-resposta sao:

= As respostas dos voluntarios a exposicdao de Vp representam as
respostas da populacdo como um todo;

= Aviruléncia de Vp ou a susceptibilidade do hospedeiro nao variam;

= O modelo Beta-Poisson para dose-resposta €& razoavel para
caracterizar o risco de doenga pelo consumo de Vp.

Por inexistir dados no Brasil, o modelo de dose-resposta utilizado neste
trabalho foi o mesmo modelo Beta-Poisson utilizado pelo FDA (United States,
2005b), incluindo a distribuicdo de incerteza dos parametros alfa e beta (Apéndice
C). A analise incorporou a variabilidade e a incerteza nas estimativas da
probabilidade de doenca e do numero de casos por ano. A distribuicdo de incerteza
foi estimada empregando as médias da distribuicdo obtida com 500 simulagdes,
sendo que cada simulagdo foi realizada utilizando valores diferentes para os
parametros das distribuicbes de incerteza, incluindo os valores para alfa e beta da
distribuicdo da Beta-Poisson (Teunis e Havelaar, 2000; FAO/WHO, 2003b).

Para determinar a distribuicdo de incerteza para a probabilidade de doenga,
foram realizadas 500 simulagbes de 5000 iteragbes cada uma, pelo método de
Monte Carlo. Cada uma das 500 simulagdes foi realizada com valores diferentes
para os parametros de dose-resposta selecionados aleatoriamente a partir da
distribuicdo de incerteza dos parametros (Apéndice C). O conjunto das médias

estimadas para a probabilidade de doenga por por¢céo servida, obtido com as
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simulagdes, foi utilizado para caracterizar a distribuicdo de incerteza sobre a
probabilidade de doenca. O mesmo procedimento foi realizado para caracterizar a
distribuicdo de incerteza de todas as variaveis, incluindo o numero de doengas por

ano.

4.2.2.Probabilidade de doenca, causada por V. parahaemolyticus, associada ao
consumo de uma porg¢ao de ostras cruas

A probabilidade de desenvolver doenga por por¢gdo consumida € o risco de
uma pessoa vir a ficar doente consumindo uma porcdo de determinado alimento,
neste caso, ostras cruas. Essa probabilidade é determinada considerando a
estimativa da populacdo de Vp patogénico consumido por por¢do de ostras e a
relagcado dose-resposta.

As Tabelas 15 e 16 mostram a estimativa do risco de doencga, por porgao
servida, para cada estacdo do ano, considerando a populagdo maxima de Vp em
ostras de 7 e 6,04 log1o(NMP/g), respectivamente. Observa-se que a probabilidade
de ocorréncia de doenca € maior nas estacbes mais quentes, como o verdo. Por
exemplo, na Tabela 15, o risco por por¢cédo servida no verao, é de aproximadamente
4x107, isto &, ocorrem 4 casos de doenca para cada 1000 porcdes servidas, o que
significa 1 caso de doengca em 250 porgbes de ostras consumidas. Porém, o
resultado obtido, considerando a populagdo maxima de 6,04 log1o(NMP/g), é de 1

caso de doenca para cada 1.700 porgdes servidas, aproximadamente.

Tabela 15. Estimativa média do risco por por¢éo servida associado com o consumo
de Vibrio parahaemolyticus em ostras cruas, cultivadas e comercializadas no
Estado de Sao Paulo, considerando a populagdo maxima de 7 logo(NMP/g).

Média do risco por por¢ao servida*

Estacdo do ano

Média Incerteza**
Primavera 2,6x10° (2,4x10™; 7,2x107)
Verao 3,6x10 (3,3x10™; 9,9x107%)
Outono 2,6x10 (2,5x10™; 7,2x107%)
Inverno 1,56x10 (1,4x10*; 4,3x107%)

* Obtida de 500 simulagdes, com 5000 iteragdes por simulagao.
** Valores entre parénteses representam o 5° e 95° percentis, respectivamente, da distribuicao
de incerteza.
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Tabela 16. Estimativa média do risco por porgéo servida associado com o consumo
de Vibrio parahaemolyticus em ostras cruas, cultivadas e comercializadas no
Estado de S&o Paulo, considerando a populagédo maxima de 6,04 log:o(NMP/g).

Média do risco por porgao servida*

Estacdo do ano

Média Incerteza**
Primavera 4,7x10™ (4,7x10°; 1,3x107%)
Verio 6,0x10™ (5,8x10°; 1,6x107)
Outono 4,7x10™ (4,4x107°; 1,3x107)
Inverno 3,1x10* (2,8x107°; 8,5x10%)

* Obtida de 500 simulacdes, com 5000 iteragdes por simulagao.
** Valores entre parénteses representam o 5° e 95° percentis, respectivamente, da distribuicdo
de incerteza.

A estimativa do risco por porcédo obtida com o modelo ndo pode ser validada
em virtude da inexisténcia de dados epidemiologicos.

A equacdo apresentada a seguir permite visualizar com maior clareza as
etapas utilizadas no modelo para avaliagao da probabilidade da ocorréncia do risco
de doencga, causada por Vibrio parahaemolyticus, associado ao consumo de ostras

cruas.

5 =
[ﬁ+a><A+N0rmal(0;0)+10g(B)]+[60XC ij+F+G><H—1><J LxM
Risco =1—-{1+( 10 P ablabiet
»
Em que,
, o0 € o = parametros a equacao € regressao a populagao e .
B amet d ao d ao d lacdo de V.

parahaemolyticus total em ostras em funcédo da temperatura da agua do mar;
¢ e o = parametros do modelo Beta-Poisson para a dose-resposta;

A = distribuicdo da temperatura média diaria da agua do mar;
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B = distribuicao da prevaléncia de cepas patogénicas no total de Vp detectado;

C = raiz quadrada da taxa de multiplicagdo maxima de V. parahaemolyticus em

caldo de cultivo.

D = razdo (fator de multiplicacdo) entre a taxa de multiplicagdo de V.

parahaemolyticus em caldo nutritivo e em ostras;
E = distribuicdo do tempo de coleta das ostras;

F = efeito do processo de depuragao sobre a populagao de V. parahaemolyticus em

ostras;

G = estimativa do crescimento da populagdo de V. parahaemolyticus durante o

transporte entre a industria e o ponto de comercializagao;

H = distribuicdo do tempo de transporte das ostras entre a industria e o ponto de

comercializagao;

| = taxa de inativagao de Vp durante a estocagem das ostras no varejo;

J = distribuicao do tempo de estocagem das ostras no varejo até o consumo;
L = distribuigdo do peso por ostra consumida

M = numero de ostras consumidas por por¢ao;
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A tabela 17 compara os resultados obtidos na tabela 16 com os resultados
obtidos pelo FDA (United States, 2005b), para a regido da Costa do Golfo, Estados
Unidos, que apresenta as condi¢des ambientais (temperatura) mais proximas das
verificadas em Cananéia. Verifica-se similaridade na estimativa média do risco de
doenca, particularmente no verao e na primavera, quando as médias da temperatura

da agua do mar sdo mais préximas.

Tabela 17. Comparativo do risco de doenga, causada por V. parahaemolyticus,
associado ao consumo de ostras cruas obtido por esse trabalho e o obtido pelo
FDA para a regido da Costa do Golfo (United States, 2005b).

Estagao do Cananéia, Sao Paulo Costa do Golfo, Estados Unidos
ano (FDA, 2005b)
Média do Temperatura Média do Temperatura
risco por média da agua risco por média da agua
porgcao do mar (°C) por¢cao do mar (°C)
Primavera  4,7x10™ 241 1,7 x10™* 24,5
Verao 6,0x10™* 27,0 4,4 x10* 28,9
Outono 4,7x10™ 24.0 4.3 x10° 17,9
Inverno 3,1x10* 20,3 2,1 x10° 14,2

Diferentemente do obtido na presente pesquisa, a avaliagdo de risco
americana para a regido da Costa do Golfo detectou uma maior prevaléncia de
cepas patogénicas no total de Vp identificado (0,18%), contra 0,089% estimada
neste trabalho. Na avaliagdo da exposicdo, a populagdo média de Vp total por
porcao servida no momento do consumo estimada pelo FDA foi, aproximadamente,
10 a 100 vezes menor que a detectada nesse trabalho.

O risco de doenga, causada por Vp, associado a ostras cruas (4,6x10'4) e
maior que o risco de doenca causada por Vibrio vulnificus (mediana igual a 5,3x10°),
€ também maior que o risco de doenca por Vibrio cholerae associado a camarao
(mediana 3,3x10°°, no ano 2000). Com relagéo ao risco de listeriose decorrente do
consumo de uma porgdo de peixe defumado (5,3x107%), o risco de doenga por Vp

associado ao consumo de uma porcgao de ostras é alto.
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4.2.3.Numero de casos de doencga, causada por V. parahaemolyticus, por ano
associado ao consumo de ostras cruas

O risco anual pode ser expresso como a estimativa do numero de casos de
doenca, por ano, no Estado de Sao Paulo, relacionado ao consumo de ostras cruas
cultivadas na regidao de Cananéia. Foi calculado multiplicando-se a probabilidade de
doenca, causada pela ingestdo de uma porgdo, pelo numero de porgdes
consumidas.

Os resultados estimados para o numero de casos de doenga por ano sao
mostrados na Tabela 18 e 19, considerando as populagdes maximas de Vp em
ostras como 7 e 6,04 log1o(NMP/g), respectivamente. Pela Tabela 18, o niumero de
casos de doencga estimado para o verao € 9 vezes maior que no inverno, enquanto
na Tabela 18 este valor diminui para 7. Este resultado leva em consideragao o fato

de 50% das ostras serem consumidas no verao.

Tabela 18. Estimativa anual do numero de casos de doenga associado ao
consumo de Vibrio parahaemolyticus em ostras cruas, cultivadas e
comercializadas no Estado de Sao Paulo, considerando a populagédo maxima de 7
log1o(NMP/g).

. Média do risco por ano*
Estacao do ano

Média Incerteza™*
Primavera 78 (7; 221)
Verao 284 (27; 802)
Outono 74 (7; 210)
Inverno 32 (3; 89)
Total 622 -

* Obtida de 500 simulagdes, com 5000 iteragdes por simulagéo.
** Valores entre parénteses representam o 5° e 95° percentis, respectivamente, da
distribuicdo de incerteza.

O modelo estima um numero de doengas por ano 7,5 vezes maior
considerando a populagdo maxima de Vp em ostras de 7 logio(NMP/g) quando

comparado com a populagdo maxima de 6,04 log1o(NMP/qg).
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Tabela 19. Estimativa anual do numero de casos de doenga associado ao
consumo de Vibrio parahaemolyticus em ostras cruas, cultivadas e
comercializadas no Estado de Sao Paulo, considerando a populacdo maxima de
6,04 log1o(NMP/g).

. Casos de doenca por ano*
Estacdo do ano

Média Incerteza™*
Primavera 14 (1; 39)
Verao 48 (5; 130)
Outono 14 (1; 38)
Inverno 7 (1; 18)
Total 83 -

* Obtida de 500 simulag¢des, com 5000 iteragdes por simulagao.
** Valores entre parénteses representam o 5° e 95° percentis, respectivamente, da
distribuicdo de incerteza.

Os resultados foram obtidos com base no numero médio anual de porcdes de
ostras comercializadas pelas duas empresas, que pode estar superestimado.
Também foi suposto que toda ostra comercializada € consumida, 0 que ndo € um
fato natural, uma vez que as ostras sao comercializadas in natura. Além disso,
apresentam uma vida de prateleira relativamente curta, quando comparada a outros
alimentos, o que contribui para uma perda significativa do produto durante a

estocagem no comeércio.

4.2.4. Analise de sensibilidade da probabilidade de doeng¢a, causada por V.
parahaemolyticus, associada ao consumo de ostras cruas

Foram realizadas analises de sensibilidade para identificar e quantificar a
importancia relativa das variaveis do modelo sobre a probabilidade de ocorréncia de
doenca. Os graficos “tornado” e aranha (“spider plot”) sdo as formas mais utilizadas
em analise de sensibilidade, para retratar as variaveis do modelo que apresentam
maior influéncia sobre a variavel resposta, neste caso a probabilidade de doenca.

No grafico “tornado”, as distribuicbes ou variaveis de entrada do modelo séo
representadas por barras e a variagdo horizontal, abrangida pelas barras, da uma
medida da influéncia de cada variavel de entrada sobre a variavel resposta,
expressa pelo coeficiente de regressdo normalizado associado a respectiva variavel

de entrada (multivariate stepwise regression) (Palisade Corporation, 2005; Vose,

Costa Sobrinho, P. S.



86

2000). Por exemplo, no inverno, o coeficiente de regressao entre a populagao de Vp
total no cultivo e o risco de ocorréncia de doenga por porcao € de 0,56, enquanto a
temperatura da agua do mar tem coeficiente de 0,12. Portanto, a populagdo de Vp
no cultivo tem mais influéncia sobre o risco de ocorréncia de doencga, por porgcéo, do
que a temperatura da agua. Este grafico € normalmente utilizado para a identificagéo
inicial das variaveis que mais influenciam a variavel resposta. Os resultados
mostrados nas Figuras 33 a 36 foram obtidos utilizando a populagdo maxima de Vp
em ostras de 6,04 log1o(NMP/g).

Vp total no cultivo -

Temperatura de transporte -
Efeito do processo de depuracéo -
% Vp patogénico -

Tempo de estocagem no varejo -
Temperatura da agua do mar -

N° de ostras por porgao -

Tempo de Coleta -
Temperatura do ar -

-0,3 -0,2 -0,1 00 0,1 0,2 0,3 04 05 06 0,7
Coeficiente de regressao
Figura 33. Influéncia das variaveis do modelo de avaliagdo de risco sobre a

probabilidade de ocorréncia de doenga por por¢cdo de ostras consumida no
inverno.

Costa Sobrinho, P. S.



87

Vp total no cultivo -

Temperatura de transporte -

% Vp patogénico -

Efeito do processo de depuracéo -
Temperatura da agua do mar -
Tempo de estocagem no varejo -
N° de ostras por porg¢ao -

Tempo de Coleta -

Temperatura do ar -

-0,3 0,2 -0, 00 01 0,2 03 04 05 06 0,7

Coeficiente de regressao
Figura 34. Influéncia das variaveis do modelo de avaliagdo de risco sobre a
probabilidade de ocorréncia de doenca por porcdo de ostras consumida no
outono.

Vp total no cultivo -

Temperatura de transporte -

% Vp patogénico -

Efeito do processo de depuracéo -
Tempo de estocagem no varejo
Temperatura da agua do mar -

N° de ostras por porgao -

Tempo de Coleta -

Temperatura do ar -

-0,3 -0,2 -01 0,0 01 0,2 03 04 05 06 0,7
Coeficiente de regressao
Figura 35. Influéncia das variaveis do modelo de avaliagdo de risco sobre a

probabilidade de ocorréncia de doenca por porcdo de ostras consumida na
primavera.
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Vp total no cultivo -

Temperatura de transporte -

% Vp patogénico

Tempo de estocagem no varejo
Efeito do processo de depuracéao -
N° de ostras por porgéo -
Temperatura da agua do mar -
Tempo de Coleta -

Temperatura do ar -

-0,3 -0,2 -01 0,0 01 0,2 03 04 05 06 0,7
Coeficiente de regressao

Figura 36. Influéncia das variaveis do modelo de avaliagdo de risco sobre a
probabilidade de ocorréncia de doenca por por¢gao de ostras consumida no verao.

Observa-se que as variaveis com maior influéncia sobre a probabilidade de
ocorréncia de doenca foram a temperatura de transporte e a populacdo de Vp total
na etapa de cultivo. A terceira variavel mais influente foi a distribuicdo da
porcentagem de Vp patogénico. Nota-se que a temperatura da agua do mar nao
esta entre os cinco fatores mais influentes, exceto para o outono, em que é a quinta
maior influéncia. Esta é a estagdo do ano em que a temperatura da agua do mar
apresenta maior variacdo. Provavelmente, a faixa de variacdo da temperatura da
agua nao é ampla o bastante para interferir de forma mais significativa no risco de
doenca comparada as outras variaveis nas demais estagbes do ano.

A medida da influéncia de cada variavel é semelhante entre as estagdes do
ano, particularmente para a temperatura de transporte e populacao de Vp total.

Ja a abordagem da analise de sensibilidade retratada pelo grafico tipo aranha
(“spider plot”) possibilita visualizar, de forma mais efetiva, a influéncia das principais
variaveis do modelo, identificadas pelo grafico tornado, sobre o risco de doenga por
porcao de ostra consumida. Neste tipo de grafico, os percentis sao representados no
eixo x (abscissa) e o valor da variavel resposta representado no eixo y (ordenada).
As distribuicbes sdo fixadas no percentil 50 %. Entdo, cada distribuicdo tem o
percentil alterado, por exemplo, para 1 %, 25 %, 75 % e 99 %, e o resultado do
efeito dessa variagao sobre a variavel resposta € observado no eixo y. Os resultados

sdo mostrados nas Figuras 37 a 40.
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Figura 37. Efeito da variabilidade das principais variaveis do modelo para

avaliacao de risco sobre a probabilidade de desenvolver doenga por por¢cao de
ostras consumida no inverno.
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Figura 38. Efeito da variabilidade das principais variaveis do modelo para
avaliacdo de risco sobre a probabilidade de desenvolver doenga por por¢cao de
ostras consumida no outono.
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Risco por por¢do na primavera (log,)
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Figura 39. Efeito da variabilidade das principais variaveis do modelo para
avaliacdo de risco sobre a probabilidade de desenvolver doenga por por¢ao de

ostras consumida na primavera.
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Figura 40. Efeito da variabilidade das principais variaveis do modelo para
avaliacdo de risco sobre a probabilidade de desenvolver doenga por por¢ao de
ostras consumida no veréao.
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As variaveis populacdo de Vp total no cultivo, temperatura de transporte e
porcentagem de Vp patogénico tém correlagdo positiva com a estimativa do risco de
desenvolver doencga. A variabilidade apresentada por cada uma dessas distribuicbes
pode elevar a estimativa de risco em até 1000 vezes como, por exemplo, no inverno
(Figura 38). Ja o tempo de estocagem no varejo € a unica, dentre as 5 variaveis de
maior influéncia, que possui correlagdo negativa com o risco de doenga por porgao

consumida.
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5. Conclusoes

Com base nas condicbes em que esta pesquisa foi realizada, nos resultados
obtidos e na sua discussao, € possivel concluir que:

A populacédo de Vp em ostras € maior no momento do consumo do que na
etapa de cultivo, o que indica que as praticas atuais da industria contribuem para a
multiplicagdo de Vp em ostras ao longo da cadeia produtiva e, consequentemente,
aumentar o risco de doenga causada por este microrganismo.

A populacdo de Vp patogénico em ostras € bem menor que a populagdo de
Vp total, o que dificulta a detecgdo de Vp patogénico pelo método do numero mais
provavel tradicionalmente utilizado na enumeragao desse microrganismo. Também,
torna dificil o monitoramento no ambiente de cultivo ou nas ostras para prevenir a
doenga causada pelo microrganismo. A prevaléncia de cepas patogénicas no total
de Vp em ostras € uma questao que precisa ser mais bem caracterizada.

A populacao de Vp em ostras varia por estacdo do ano e € maior no verao,
evidenciando que a temperatura € o principal fator a influéncia o desenvolvimento de
Vp em ostras.

Foi possivel desenvolver um modelo quantitativo para avaliar a probabilidade
de doenga, causada por Vibrio parahaemolyticus, associada ao consumo de ostras
cruas onde a populagdo de Vp em ostras na etapa de cultivo, a temperatura de
transporte e a distribuicdo de Vp patogénico s&o os principais fatores que
influenciam o risco de ocorréncia de doenca.

O modelo comprova que uma das maneiras de reduzir o risco de ocorréncia
de doencga seria intervir nas condi¢cbes de transporte de ostras da industria até o
varejo por meio da sua refrigeracao, visto que € nesta etapa da cadeia produtiva que
ocorre a maior multiplicacéo de Vp.

Com o modelo proposto, € possivel identificar fatores e simular cenarios para
avaliar o comportamento de Vibrio parahaemolyticus, como um perigo
microbiolégico, ao longo da cadeia produtiva de ostra. Também é possivel obter
estimativas para julgar a necessidade ou avaliar o impacto de medidas de
intervengao para alcangar os possiveis objetivos de desempenho.

A avaliacdo de Vp em ostras ao longo da cadeia produtiva e os possiveis
cenarios simulados com o modelo quantitativo desenvolvido neste trabalho permitem

uma avaliagdo sistematica de estratégias para minimizar o impacto na saude
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publica, ndo somente de Vibrio parahaemolyticus, mas de varios outros
microrganismos patogénicos, principalmente as outras espécies do género Vibrio,
como Vibrio cholerae e Vibrio vulnificus.

Os resultados desta avaliacdo sao influenciados pelos dados e suposicoes
utilizados para desenvolver os modelos de avaliagdo da exposicdo e da dose-
resposta. O risco de ocorréncia de doenga pode ser alterado com a obtengao de
dados epidemiolégicos que reforcem ou esclaregcam as suposi¢cdes adotadas.

E necessario que o modelo proposto seja validado, particularmente, com
relagcdo ao numero de casos de doenga causada por V. parahaemolyticus, uma vez

que dados de vigilancia epidemioldgica para essa doenga sao inexistentes no Brasil.
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Apéndice A

Tabela 20. Descrigdo do modelo desenvolvido em planilha do Microsoft Excel (apresentada a seguir) para avaliagdo do risco de
doenga, causada por Vibrio parahaemolyticus, associado ao consumo de ostras cruas na primavera, os procedimentos nas demais

estagdes do ano sdo semelhantes.

VARIAVEIS CELULA DESCRICAO
Parametros da temperatura da 4gua do mar. Nas D5 Média da temperatura média diaria da agua do mar na primavera
simulacgdes de incerteza, novos valores da média e
desvio padrao foram inseridos nas respectivas células.
D6 Desvio padrao da temperatura média diaria da agua do mar na
primavera
Distribuicdo da temperatura da agua do mar. D8 Os valores da temperatura da agua sao selecionados de uma
distribuicdo Normal com média igual a D5 e desvio padrao igual a D6.
Equacéo de regressao da densidade de Vp total em C11 Intercepto da equacao de regressao
ostras em fungao da temperatura da agua do mar C12 Coeficiente angular ou inclinagdo da equacédo de regressao
C13 Desvio padrao da distribuicdo de erro associado ao ajuste da
equacéo.
Distribuicao da populagao de Vp total em ostras na D15 D15=C11 + C12*D8 + Normal(0;C13)
etapa de cultivo. Se o valor da populagao for maior que
7 log10o(NMP/g), entado a populagao é truncada na célula
D16.
Distribuicdo da porcentagem de Vp patogénico C17 Distribuicao Beta(2;2243) representando a porcentagem de Vp
patogénico em relagao a Vp total.
Distribuicao da populagao de Vp patogénico em ostras E21 E21 = LOG(C17)+D15
na etapa de cultivo. Se o valor da populagao for maior
que a populacao maxima de Vp patogénico (célula
C19), entdo a populacgéao é truncada na célula E22.
Distribuicao do tempo de coleta C30 Distribuicao Pert(2; 4; 8)
Distribuicao do tempo e que as ostras ficam expostas ao C31 Distribuicao Uniform (1;C30)
ar (tempo fora da agua)
Parametros da distribuicdo da temperatura do ar D34 Média da temperatura média diaria do ar na primavera
D35 Desvio padrédo da temperatura média diaria do ar na primavera
Distribuicao da temperatura média diaria do ar no D37 Distribuicao Normal (D34; D35)

municipio de Cananéia, SP.
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Continuacao da Tabela 18.

VARIAVEIS CELULA DESCRICAO

Estimativa da taxa de multiplicacdo de Vp em ostras E45 60*D40*D40/C42 onde D40 ¢é a taxa de multiplicagdo maxima de Vp

expostas ao ar em ostras expostas a temperatura do ar (D37), obtida com a equagéao
utilizada por Miles et al. (1997)

Estimativa de crescimento da populacdo de Vp em E48 D45*C31

ostras durante o transporte do local de cultivo até a

industria

Efeito do processo de depuragdo com ozénio sobre a C57 Distribuicdo Normal(-0,72; 0,38)

populagédo de Vp em ostras

Efeito do processo de depuragao com luz ultravioleta C58 Distribuicao Normal(0,03; 0,35)

sobre a populacido de Vp em ostras

Efeito conjugado dos processos de depuragao C60 Distribuigao Discreta(C57;C58;0,5;0,5)

Distribuicdo da temperatura de transporte das ostras da C73 Distribuicao Logistica(19,9; 2,1)

industria até os pontos de comercializagcéo

Parédmetros da distribuicdo de transporte das ostras da C77 Distribuicdo uniforme(16;24) para os pontos de comercializagao na

industria até os pontos de comercializagao e Grande Sao Paulo, Baixada Santista e Litoral Sul (C77). Distribuicao

C78 Uniforme(16;44) para os pontos de comercializagdo no interior do

Estado e Litoral Norte.

Distribuicao do tempo de transporte das ostras da C80 Distribuicado Discreta(C77;C78; 0,9;0,1)

industria até os pontos de comercializagéo

Estimativa da taxa de multiplicacéo de Vp em ostras C90 60*C84*C84/C86 onde C84 ¢é a taxa de multiplicagdo maxima de Vp

expostas ao ar em ostras expostas a temperatura de transporte (C73), obtida com a
equacéo utilizada por Miles et al. (1997)

Estimativa de crescimento da populacéo de Vp em C94 C90*C80

ostras durante o transporte das ostras da industria até

os pontos de comercializagao

Tempo de estocagem das ostras nos pontos de C106 Distribuicdo Uniforme(4;120)

comercializacio

Estimativa da populacéo de Vp patogénico no momento E114 E100-C103*C106; onde E100 ¢é a densidade de Vp patogénico no

do consumo

momento da entrega nos pontos de comercializagdo e C103 é a taxa
de redugao de Vp patogénico durante o tempo de estocagem.
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Continuacéo da Tabela 18.

VARIAVEIS CELULA DESCRICAO
Distribuicdo do peso por ostra consumida C118 Distribuicao LogNormal(6,86;2,43)
Distribuicdo do numero de ostras consumidas C120 Distribuicado Discreta(6;12;0,5;0,5)
Distribuicao da quantidade de ostras consumidas C125 C118*C120
Distribuicao da populagao de Vp (NMP) patogénico E131 10"E114*C125
ingerida por por¢cao
Probabilidade da ocorréncia de doengas associada ao E149 1-(1+Poisson(E131)/C140)*(-C139); onde C139 e C140 representam
consumo de uma por¢ao de ostras os parametros do modelo dose-resposta (Beta-Poisson)
Distribuicao do niumero de casos de doenga causada E169 E149*C162*B169
por Vp.
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25 Pardmetros da Coleta

Etapa Pds-Coleta/ Transporte até a indistria

37 |Distribuigio Temperatura do Ar (°C)

40 |Raiz da Maxima Taxa de Crescimento de Vp
41

26 tempa min (horas) 2

27 tempo provavel (horas) 4

28 tempo max (horas) 8

28

30 Termpo de Coleta (horas) 4.3
k)l Tempo fora da agua (horas) 2.7
32

33 |Pardmetros da Temperatura do Ar (°C)

34 meédialy)
35 média(d)
&

4 4 » v} Modelo/

-1.48
209

22 B3

01007

0,100

-1 .56
203

2504

0,114

0114

186
232

2203

0,096

0,056

A, B & B E F G H | J K
1 Modelo para avaliacao do risco de Vibrio parahaemolyticus associado ao consumo de ostra crua
2
3 |Parimetros temp. da dgua @ Primav Verdo Outono Inverno
4
A médialy) 2411 2702 23899 20,34
5 médiald) 170 1.0 212 1.05
i
8 |Distribuicdo da Temperatura da agua (°C) 24 11 27 02 2399 20,34
g
10 Relacdo Vp-Termperatura
11 irtercept 0,944
12 slope 0,175
1) sigma 0,971
14
15 Log “ptotal no cultivo [logiNMP/g)] 328 379 326 2 B2
16 Truncado 3,28 379 3,26 252
17 %vptotal que @ Wppatog = 0,0891%
18
19 Densidade maxima de Vppatog = 3.95
20
21 |Log Wppatog no cultivo [log(MMP/g)] 0228 074 02 0,43
22 Truncado 0,225 0,74 0,21 0,45

=144
247

18,85

007s 0078

Pardmetros para
crescimento de Wp

3w 0985
b 00356
c 034
T_rnin HNEs K
T rmax 396 K
& W min 0921
3 W naK 0,995
d 263 B4 K
lag 0h

111

Costa Sobrinho, P. S.



112

[ A 4 B i
42 Fator crescimento Caldo/Ostra 4,54
43 (MWiles e Gooch)-RiskTriang(3:4;5)

44

45 |Estimativa da Taxa de Crescimento em Ostras
46 {log por hora)

47

48 |Estimativa de Crescimento durante a coleta e
43 ‘transporte até inicio da depuragio

50

51

52 Log Vp antes da depuragdo [log{NMP/g)]

53

L8 Etapa Pos-Coleta/ Processo de Depuracéo
55

56 Processo de Depuracio

a7 Ozdnio 1 0,72
ala] Ultra Yioleta 1 0,03

k2]

B0 Efeito conjugado da depuragio 0,034

51

52

B3

B4 Log VWp depois da depuracdo [log(MMP/g))

G5

BE

B7

6g

5= Etapa Pas-Coleta / Transporte até o Comércio
70

71 |Disribuicdo da Temperatura de Transparte (°C)
72

73 Temperatura de Transporte 19,94
74

75 |Pardmetros do tempo de transporte até varejo

76 P
77 540 Paulo/Baixada 20 080
78 |Litoral Morte 41 0,10
79

80 |Distribuicdo Tempo de Transpore (h) 20
81

g2

A3 [Fair da Mavima Tava de Crescimentn de Wi
4 4 » M) Modelo /

0132

032"

363"

Primavera

356

Primavera

0,132

0,352

0,580

051

0,172

0455

425"

4 28

0172

0458

1,195

123

H
0,123 0,123
0,328 0328
358" 0534

Outono

3p2 057

Outono

0,050

0214

253

Inverno

287

Inverno

0,18

0,050

0214

0,218
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A, B C
83 Raiz da Maxima Taxa de Crescimento de Vp
84 0,084

85

{ala] Fator crescimento Caldo/Ostra 4,54
g7 (Miles e Gooch)-RiskTriang(3;4,5)

=]

83 [Estimativa da Taxa de Crescimento em Ostras
80 {log por hora) 0,094

91

92 |Estimativa de Crescimento durante Transporte
893 |até o inicio da refrigeragio
84 1.88

95
96 |Log %p depois do transporte [log{MMP/g)]
97
9a
89
100
101

102 Taxa de redugdo de Wp em ostra depois de refrigerado
103 logiMMP/g)h 0,007
104

105

106 Tempo estocagermn no vargjo 62
107 até consumo (h)

108

109

110 Estimativa de *%p no mamento do consumo
111 em [log(MWP))

112

113

114

115

17

118 Peso por nstras (gramas) 11,14

119

1201 Marmero de Ostras por Porgao Servida 6
121 5] oA
122 12 oA

123

124 Cantidada de nstras nonsumidas
{4 4 » »[\Modelo

554

5,11

249

2,06

B,16

5,72

311

2,67

550

5,06

245 174

2,01 4,31

116 [SEER: CR®T Primavera Verdo Qutono Inverno

163

1,26
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A

B

124 |Quantidade de astras consumidas
124 por porcdo servida (g

66,8

126

128 em NMP
128
130
1
132

134
134
136
137

127 |Estimativa de Vp total por porgdo servida

133 ¥p patogénico consumido (NMPY

139 (Beta-Poissamn)

138 Parametros Dose-resposta

alfa

0,52

140 heta 978628722
141

142

143

144 Prohabilidade de Doenga por porgdo

145

146

147

148

1449

150

151 | Comércio de Ostras (ddzias)y Mdmero de Porgdes
152

143 Ano Empresa A EmpresaB
154

154 2002 31100

156 2003 28900

147 2004 21800 100000
158 2004 30600 25000
1549 media 28100 92500
160 28100 92500
161 23% TT%
162 160800
163 M° de doencas

164

165 Consumo de Ostras

166 Yerdo 50%

167 |Outono 18%

168|Inverna 13%

169|FPrimavera 19%

170

>

8,6E+0A

T.6E+03

7634

4,06E-05

M 3 5E+07

I1E+D4

31473

0,000167

13

F 77E+06

6,9E+03

6877

3.65E-05

M 1 4E+06

1,2E+03

1217

6.47E-06

i 4 » il Modelo /

114
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Apéndice B

o R | s T | U W[ ®* | v [z an | a8 | ac | aAD | AE  BH  AG aH | A [
1
2 Dados Temperatura da agua do mar Fator de Crescimento de
3 Valores para simulagéo de incerteza do modelo Vp em caldo e em ostras
4 Primavera Verdo Outono Imverno {¥p emn fungdo da Temperatura da agua da mar) (Modelado Triangular(3; 4,50
] Wpcaldoi= (Fator™/pOstras
[ meédia  dpadrio | média  dpadrdo | média  dpadrdo | média  dpadrio intercept Tagua dpadrao 474
7 24,34 1,80 26,97 1,07 2377 1,76 20,41 113 -0,94396 0,17481 097072 3,78
a 23,91 1,62 27845 1,42 24,749 1,88 20,56 114 076047 010231 090924 454
] 24,1 1,76 26,90 o7e 23,20 2.4 19,596 1,02 -0,36261 0,145591 096855 414
10 23,11 1,80 2714 112 2317 227 2014 1,00 -1,02922 018181 0976499 4,30
11 23,62 1,67 26,65 0,71 21,92 3,08 20,26 1,02 -1,45938 01947  (0,98655 417
12 2395 1,68 2682 1,18 2817 1,37 20,34 1,08 -0,89039 017183  0,9607 4 65
13 3M 1,43 2648 0,491 241 237 .47 1,23 -0,39475 01489 0943492 447
14 23,63 1,60 2599 a7 2587 1,30 20,52 118 -061386 0,14759 096162 3,90
15 2485 1,78 26,47 1,02 2281 217 20,21 0,81 -0,09772 014186 090224 4,70
16 2391 1,80 2506 014 21,80 3,32 20,74 115 -017712 014714 096947 418
17 23,12 1,45 2758 1,41 23,14 2,30 20,748 1,22 -0,7906Y 017545 0893333 3,83
18 24,29 1,66 2628 0,86 220z 2,466 0,30 088 -N55132 0,15888 093248 442
18 2414 1,65 26,80 07T 256/ 1,3 20,42 058 -238992 0,24108 096735 3,80
20 23,46 1,58 2860 1,59 23,649 1,88 2014 113 -1,08121 018078 097029 4,01
a7 2426 1,68 2736 1,23 2313 240 20,01 0488 -1,1878Y 018566 107265 423
a7a 2471 1,84 2736 0,91 23,03 216 20,80 1,25 -097263 017804 0855498 4,0
474 23,64 1,85 27,07 0er 2314 2,78 20,01 088 -1,11618 018454 093629 478
980 2495 1,78 37324 1,07 26,53 1,41 20,31 1,05 -1,19692 0,180058 0994592 4,48
4981 24,48 1,73 27,36 n0er 2817 1,78 20,44 0599 -063559 016203 04931 3,94
982 24,87 1,83 2874 1,29 23,82 2,00 20,45 116 -0,8428 016562 100142 4582
983 23,76 1,63 27,38 0499 24,29 1,67 2042 1,27 -0,98619 018317 0497143 377
934 23,99 1,54 26,41 0,68 25,30 1,43 20,08 083 -1,42418 0,19472 098252 420
485 24,40 1,84 2649 0,68 24 60 222 20,56 1,05 -207008 0,22488 0497143 3,46
Qaa 23,41 1,43 2650 094 23,38 2B 2016 096 -1.891477 0,21479 0,888 3,78
qar 24,03 1,72 26,58 0,51 24 45 2,09 20,07 1,08 -212027 0,2265868 098347 3,83
9aa 2491 1,90 2707 0,94 2482 1,49 20,54 IR=k -1,83569 0,20224 096669 414
989 24,80 1,96 2710 1,30 2478 1,73 20,09 1,00 -1, 14445 018158 088675 419
940 2415 1,74 iy | 0495 23,549 1,70 20,02 1,00 -1,00188 07787 1,01049 3,98
981 23,44 1,37 2699 064 24 36 210 20,549 ngz2 -0082 013952 099041 4,07
942 2413 1,481 26,74 1,06 2284 214 19,598 0,41 -1.87017 0,201868 1,07922 436
443 24,42 1,84 26 86 087 24,04 226 20,49 0496 -0, 474864 0147492 0866749 419
994 24,35 1,82 27,70 0,91 2483 2,35 20,71 115 -1,30382 0,19314  1,01206 3,36
485 24,33 1,71 28,09 1,55 2507 118 19,84 0,81 -1, B96058 0,200539 099138 3,37
995 24,13 1,69 2755 1,37 23,05 232 20,449 107 -1,16364 0,18982 1,00943 4,41
Qa7 23,649 1,68 26,26 0493 24,11 23 19,82 0s4 -1, 46897 0,19119 098102 3,7
ELE] 23,16 1,08 TAT nra 2218 244 20,63 114 -021687 014414 099761 4,00
e 24,07 1,71 2718 1,00 23,849 2,22 20,249 1,20 -0,82684 016951 0,95455 3,10
1000 24,07 1,68 26 61 0,84 22 63 277 20,04 0,58 -01628 014601 0816649 441
1001
11002
‘H 1+ v[\Modelo / = 3]
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Apéndice C

A | Ak | oAl [ oam [ AN | A0 | AP

1

z [Parametros da Dose-esposia |
3 (modelo Beta-Poisson)
4 (Obtidos do FDA, 2005)
3

B

7 0,52 a7962872
g 0,69 11751462
a 1 48753803
10 8,59 3,51E+08
11 §,32 1,22E+08
12 0,43 8238828
13 0,69 11751462
14 35,81 1,47E+10
15 1 48753803
16 3581 1,47E+10
17 B,02 1,22E+08
18 1 48753803
981 20,84 5,39E+09
9Bz 0,52 97862872
ug3 1 48753803
9g4 0,47 40623614
9g% 1 48753803
986 0,52 a7962872
87 0,6 35560454
383 0,32 6960692
EEE 0,32 6960692
@90 0,47 40623614
a9 0,6 35560454
a9z 1 48753803
893 0,6 35560454
494 043 8238828
9o5 0,6 35560454
EEL 0,32 6360692
g7 0,47 40623614
CEE 1 48753803
EEE] 8,59 3,51E+08
1000 0,52 87862872
1001 0,6 35560454
1002 14,87 2,38E+09
1003 0,6 35560454
1004 0,47 40623614
1005 0,32 6960692
1008 1 48753803
1007
1008
1008
M < » ¥ Modelo /
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