
A B S T RA C T

N o rw a l k v i r u s (N V ) is a n im p o rt a n t c a u s e o f w a t e r b o r n e

g a s t r o e n te r it i s
, y e t it s r e s p o n s e t o UV d is i n fe c t i o n is u n k n o w n N o n -

c u lt u r a b le a n d w it h o u t a n a n im a l m o d e l , r e v e r s e - t r a n s c r i pt i o n P C R (R T - P C R )

o r a n a lt e r n a t iv e n u c le i c a c id a m p l if i c a t io n m e t h o d is t h e o n ly p r a c t ic a l w a y

t o d e t e c t a n d q u a n t if y t h is v ir u s i n w a t e r . H o w e v e r
,
w e h a v e fo u n d t h a t R T -

P C R u n d e r e s t im a te s t h e lo s s o f v ir u s i n f e c t iv ity b y U V ra d ia t io n . In a n e f fo r t

t o im p r o v e t h e p r e d ic ta b i l ity o f RT - P C R a m p l if ic a t io n fo r t h e l o s s o f v i r u s

in f e c t iv ity b y UV d is i n fe c t io n
,
w e i n v e s t ig a te d a lt e r n a t iv e s t o s in g le a m p l ic o n ,

d i r e c t R T - P C R . In a d d it io n to N V
,
c o li p h a g e M S 2 a s w e ll a s p o l io v i r u s ty p e

3 (P V 3 ) a n d ty p e 1 (P V 1 ) w e r e i n c lu d e d in t h e s t u d y t o c o m p a r e i n f e c t iv ity

a s s a y s t o R T - P C R a s s a y s f o r q u a n t ify in g v ir u s i n a c t iv a t io n b y UV ra d ia t io n .

B a s e d o n in f e c t iv ity a s s a y s , a UV d o s e o f 1 5 0 mW - s e c / c m ^
r e d u c e d M S 2

a n d P V 1 b y 4 . 8 a n d > 5 . 8 l o g i o , r e s p e c t iv e ly . B y d i r e c t R T - P C R a m p l if i c a t io n

o f g e n o m ic t a rg e t s o f a b o u t 2 0 0 - 2 5 0 B P , t h is d o s e o f UV r a d ia t io n p r o d u c e d

f r o m z e r o t o 1 lo g ^ t ite r r e d u c t io n i n a n y o f t h e t h r e e v i r u s e s . In o rd e r to

im p r o v e t h e d e t e c t io n o f U V d a m a g e t o v i r a l g e n o m i c R N A
,
R T - P C R

a m p l if i c a t i o n w a s p e r f o r m e d a t m u lt i p le t a rg e t s . H o w e v e r
,
e v e n a t a h ig h

d o s e o f 5 5 0 mW - s e c /c m
^

, t h e r e w a s n o in c r e a s e i n th e o b s e r v e d r e d u c t io n

i n v ir u s t ite r b y R T - P C R a m p lif i c a t io n o f 2 0 0 - 2 5 0 B P t a r g e ts . In a n e f fo r t t o
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r e c o v e r a n d d e t e c t o n ly a n t ig e n ic a lly f u n c t i o n a l v i r i o n s c o n t a in i n g g e n o m ic

R NA
,
a n t ig e n c a p t u r e / R T - P C R w a s a p p lie d t o U V i r r a d i a t e d v i r u s e s . N o

s ig n if ic a n t d e c r e a s e i n A C / R T - P C R t it e r w a s o b s e r v e d f o r a l l t h r e e v i r u s e s ,

d e s p ite e x t e n s iv e i n a c t iv a t i o n o f th e i n f e c t iv ity o f M S 2 a n d P V 1 A m p l ic o n

le n g t h w a s i n c r e a s e d to 5 0 0 - 1 3 0 0 B P i n a n e f fo r t to im p r o v e d e te c t io n o f UV

d a m a g e .
T h e i n c r e a s e i n a m p l ic o n s iz e be tt e r e s t im a te d P V 1 in a c t iv a t io n

a n d d e t e c t e d g r e a t e r i n a c t iv a t io n a t l o w e r d o s e s f o r NV . T h e r e s u lt s o f th is

s t u d y in d ic a t e t h a t RT - P C R a m p l if i c a t io n a t m u lt ip le g e n o m i c s ite s a n d

a n t ig e n - c a p t u r e R T - P C R u s i n g p o ly c lo n a l a n t i b o d ie s a r e n o t r e l ia b le

m e t h o d s t o q u a n t if y t h e i n a c t iv a t io n o f v ir u s e s b y U V ra d i a t io n . H o w e v e r
,

a m p lif i c a t io n o f lo n g e r R NA g e n o m ic t a rg e ts m a y im p r o v e t h e a b i lit y o f R T -

P C R t o p r e d ic t r e d u c t io n o f v i r u s i n f e c t iv ity b y U V r a d i a t io n .

#

NEATPAGEINFO:id=C25393EF-3E9A-460F-A026-3C6A6443D5EA



A C K N O WL E D G M E N T S

M a n y t h a n k s t o D r . M a r k S o b s e y f o r h is s u p p o r t
,
in v a lu a b l e e x p e r t i s e a n d

p r e c io u s t im e . In a d d it io n
,
I a m i n d e b te d t o D r . C a r o l S h ie h fo r t h e m a n y

a f t e r n o o n s s h e s p e n t w it h m e i n t h e c o n f e r e n c e r o o m a n d s h a r e d h e r

c o n s id e r a b le k n o w l e d g e o f m o le c u la r v i r o lo g y I e x p r e s s m y g r a t it u d e t o D r . F u -

C h ih H s u a n d G w y - A m S h i n
,
tw o f i n e a n d g e n e r o u s P h . D c a n d i d a te s w h o

c o n t r i b u te d in m a n y v a lu a b le w a y s to m y M a s te r
'

s r e s e a r c h .
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•

U V D i s i n f e c t i o n o f N o r w a i l c V i r u s a n d O t ii e r E n t e r i c V i r u s e s a n d T h e i r

D e t e c t i o n b y R T - P C R

B y

S o p h ie V . N e w l a n d

A d v i s o r : D r . M a r k D . S o b s e y

A t e c li n ic a ! r e p o r t s u b m it te d t o t h e F a c u lty o f t h e

U n iv e r s ity o f N o r t h C a r o l in a a t C h a p e l H i l l i n

p a r t ia l f u lf i l lm e n t o f t h e r e q u ir e m e n ts fo r t h e

d e g r e e o f M a s t e r o f Sc ie n c e in P u b l i c H e a lt h

D e p a r t m e n t o f E n v ir o n m e n t a l S c ie n c e s a n d

E n g i n e e r in g .

D e c e m b e r 1 9 9 7
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T A B L E O F C O N T E N T S

L IS T O F F IG U R E S A N D T A B L ES 3

1 . 0 I N T R O D U C T IO N 4

2 0 O B J E C T IV E 8

3 . 0 L IT E RA T U R E R E V IEW 9

3 1 D is in f e c t io n 9

3 . 2 D is in f e c t io n K i n e t ic s 1 0

3 . 3 Fa c t o r s i n D r in k in g Wa t e r a n d Wa s t e w a t e r D is i n f e c t io n 1 1

3 . 4 U l t r a v i o l e t R a d ia t io n 1 3

3 . 5 M e c h a n i s m O F U V IN A C T IV A T IO N 1 4

3 . 6 Fa c t o r s A f f e c t in g U V T r e a t m e n t 1 6

3 . 7 W a t e r b o r n e D i s e a s e s 2 0

3 . 8 D r i n k i n g Wa t e r R e g u l a t io n 2 2

3 . 9 E n t e r ic V i r u s e s 2 4

3 . 1 0 In d ic a t o r s O F W a t e r Q u a l i t y 2 8

3 . 1 1 M S 2 B a c t e r io p h a g e 3 0

3 1 2 M e t h o d s F O R V i r u s D e t e c t io n 3 1

4 0 M A T E R IA L S A N D M E T H O D S 3 5

4 . 1 V ir u s A N D H o s t C e l l s : 3 5

4 . 1 a N o r w a lk V ir u s (N V) 3 5

4 . 1b P o l i o v i r u s 3 5

4 . 2 V i r u s P r e p a r a t io n 3 6

4 3 E x p e r im e n t a l P r o c e d u r e 3 7

4 . 3 a U V D o s i n g 3 7

4 . 3 b D o s e M e a s u r e m e n ts 3 7

4 . 4 R e v e r s e - t r a n s c r ip t io n a n d E n z y ma t i c A m p l i f i c a t io n 3 8
4 . 4 a S t i o r t T a r g e t R T - P C R 3 8

4 . 4 b L o n g Ta r g e t R T - P C R 3 9

4 . 4 c A n t ib o d y (Im m u n o a f f in i ty) C a p tu r e R T - P C R 4 1

4 . 5 O l ig o n u c l e o t id e P r i m e r s f o r R T - P C R 4 2

4 . 5 a S h o r t T a rg e t P r im e r P a i r s 4 2

4 . 5 b L o n g T a r g e t P r im e r P a i r s 4 3

4 . 5 c P r im e r P a i r S e n s i t i v i ty 4 3

4 . 6 A n a l y s i s o f V i r a l A m p l ic o n s b y A g a r o s e G e l E l e c t r o p h o r e s is 4 6
4 7 D a t a A n a l y s is 4 6

5 0 R E S U L T S 4 8

5 . 1 O v e r v ie w 4 8
5 . 2 S h o r t T a r g e t R T - P C R D e t e c t i o n o f V i r u s R e d u c t io n b y U V
R a d ia t io n 4 8
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•
5 3 V i FRA L R e d u c t io n f r o m UV R a d ia t io n D e t e c t e d b y S h o r t T a r g e t

R T - P C R A m p l i f ic a t i o n a n d V i r u s In a c t iv a t io n b y C e l l In f e c t iv i t y

A s s a y 4 9
5 4 UV D is i n f e c t io n b y In f e c t iv it y A s s a y a n d U V V i r u s R e d u c t i o n a s

D e t e c t e d B Y A l t e r n a t iv e R T - P C R A m p l i f ic a t io n M e t h o d s 5 0

5 . 4 a U V r e d u c t i o n o f v ir u s d e te c t e d b y i n f e c ti v i ty a n d R T - P C R o f
m u l t ip l e s h o r t g e n o m i c ta r g e t s : 5 0

5 . 4 b U V r e d u c t i o n o f v ir u s d e te c te d b y i n fe c t i v i ty a n d A C / R T - P C R o f

m u lt ip l e s h o r t g e n o m i c ta r g e ts : 5 1

5 . 4 c U V r e d u c t i o n o f v i r u s d e te c te d b y i n fe c t i v i ty a n d R T - P C R o f lo n g

g e n o m i c ta r g e ts : 5 2

5 . 4 d C o mp a r i s o n o f U V r e d u c t i o n b y a l te r n a t i v e R T - P C R m e th o d s : . 5 3

5 . 5 U V D is in f e c t io n o f N V , P o l io v i r u s a n d M S 2 a n d T h e i r D e t e c t io n

B Y A l t e r n a t iv e R T - P C R A m p l i f i c a t io n M e t h o d s a n d In f e c t iv i t y 5 5

6 . 0 D IS C U S S IO N 6 5

7
. 0 C O N C L U S IO N S 7 0

R E F E R E N C E S 7 1
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L IS T O F F I G U R E S A N D T A B L E S

F ig u r e 5 .
1 : UV R e d u c t i o n o f N V

,
P V 1

, a n d M S 2 B a s e d o n In f e c t iv ity
A s s a y a n d R T - P C R A m p l if ic a t i o n M e th o d s

F ig u r e 5 . 2 : UV R e d u c t i o n o f P o l i o v i r u s B a s e d o n In f e c t iv ity A s s a y
A lte r n a t iv e R T - P C R A s s a y s

F ig u r e 5 . 3 : UV R e d u c t i o n o f M S 2 B a s e d o n In f e c t i v it y A s s a y a n d

A lte r n a t i v e R T - P C R A s s a y s

F ig u r e 5 . 3 : UV R e d u c t i o n o f N V B a s e d o n In f e c t iv ity A s s a y a n d
A lte r n a t i v e R T - P C R A s s a y s

T a b l e 5 . 1 : R e d u c t io n o f N o rw a lk V i r u s , P o l io v i r u s a n d M S 2 b y UV
R a d ia t i o n b y In f e c t iv ity A s s a y a n d S h o r t T a r g e t R T - P C R

T a b le 5 . 2 : R e d u c t io n o f N o n w a l k V ir u s b y UV R a d i a t io n a t M u lt ip le T a r g e ts
b y D i r e c t a n d A n t ib o d y C a p t u r e R T - P C R

T a b le 5 . 3 : R e d u c t i o n o f N o n w a l k V i r u s , P o l io v i r u s a n d M S 2 b y U V
R a d i a t i o n L o n g T a rg e t a n d S h o r t T a r g e t R T - P C R a n d In f e c t iv ity A s s a y

T a b le 5 . 4 : R e d u c t io n o f M S 2 b y U V R a d i a t io n D / R T - P C R a n d A C / R T - P C R
A m p l if i c a t io n o f S h o r t T a rg e t s

T a b l e 5 . 5 : R e d u c t io n o f N o rw a lk V i r u s
,
P o l i o v i r u s a n d M S 2 by A C / R T -

P C R
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1 . 0 IN T R O D U C T IO N

M a n a g e m e n t o f d r in k in g w a te r m ic r o b ia l q u a l ity a n d d is i n f e c t i o n

e f f ic a c y is c u r r e n t ly d e p e n d e n t o n th e m e a s u r e m e n t o f c o n c e n t r a t i o n s o r

f r e q u e n c y o f o c c u r r e n c e o f i n d ic a to r o rg a n is m s , p r im a r ily e n t e r ic b a c t e r ia ,

a s a s u r r o g a t e p a r a m e t e r o f f e c a l c o n t a m in a t io n . H u m a n e n t e r ic v i r u s e s

a r e a s ig n if ic a n t c a u s e o f w a t e r b o r n e d is e a s e ; h o w e v e r
,
th e y a r e r a r e ly

m e a s u r e d i n w a te r b e c a u s e t h e i r d e te c t i o n b y c o n v e n t io n a l c e ll c u lt u r e

a s s a y i s l im it e d b y it s te c h n ic a l d if f ic u lty ,
c o s t a n d l o w s e n s it iv ity . E n te r i c

v i r u s e s g e n e r a l ly h a v e a g r e a t e r r e s is ta n c e t o c o n v e n t io n a l c h l o r in e

d is i n fe c t io n a n d a r e f r e q u e n t ly d e t e c te d i n f in is h e d w a te r m e e t i n g t h e

c u r r e n t c o l if o r m b a c t e r i a s t a n d a rd s . A lth o u g h c o n v e n t io n a l v ir u s d e t e c t io n

m e t h o d s a r e t im e c o n s u m in g ,
e x p e n s iv e

,
a n d s lo w t o p r o d u c e r e s u lts

,
t h e

r e c e n t In f o r m a t io n C o l le c t i o n R e g u la t io n ( IC R ) r e q u i r e s t h a t t h e s e

m e t h o d s b e u t i l iz e d in th e m o n ito r i n g o f s u r f a c e s o u r c e s o f d r i n k in g w a te r

o n a n i n te r im b a s is R e c e n t a d v a n c e s in m o le c u la r te c h n iq u e s c a p a b le o f

r a p id a n d s e n s it iv e d e te c t io n o f v ir a l n u c le i c a c i d s m a y p r o v i d e a n

im p r o v e d m e t h o d t o m o n it o r im p o r t a n t v i r a l p a t h o g e n s in w a te r .

R e s p o n s i b le f o r u p t o 2 3 % o f w a t e rb o r n e a c u t e g a s t r o e n te r it i s i n

t h e U . S . (K a p la n
,
1 9 8 2 ),

N o n w a l k v i r u s (N V ) a n d r e la t e d v ir u s e s m u s t b e

a d d r e s s e d i n t h e m a n a g e m e n t o f d r in k i n g w a t e r q u a lit y . H o w e v e r
,
t h e

la c k o f s u it a b l e l a b o r a to r y t e c h n iq u e s h a s lim ite d t h e a b i lit y t o d e t e c t N V i n

w a te r o r d e t e r m i n e it s r e m o v a l a n d i n a c t iv a t io n b y w a t e r t r e a t m e n t
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p r o c e s s e s . R e v e r s e t r a n s c r ip t io n P C R (R T - P C R ) o f fe r s a r a p id a n d

s e n s it iv e m e t h o d t o d e t e c t NV a n d o t h e r e n t e r ic v i r u s e s . H o w e v e r
,
a

s ig n if ic a n t l im it a t i o n o f R T - P C R is its in a b i l ity t o d e te c t in f e c t io u s v ir u s

p a r t i c le s
.
T h e r e la t i o n s h ip b e tw e e n R T - P C R a m p lif i c a t io n o f v i r a l n u c le i c

a c id a n d t h e p r e s e n c e o f i n fe c t io u s v ir a l p a t h o g e n s h a s b e e n p o o r ly

c h a r a c te r iz e d

U V ra d ia t io n is a p r o m is i n g d is i n f e c t io n t e c h n o lo g y f o r d r i n k i n g

w a t e r a n d o t h e r w a t e r s
,

e s p e c ia l ly w it h i n c r e a s e d c o n c e r n a b o u t

c h lo r i n a t io n b y - p r o d u c ts . U V r a d i a t io n a p p e a r s to e f fe c t i v e ly i n a c t iv a t e a

v a r ie t y o f m i c r o o r g a n is m s w it h o u t g e n e r a t in g to x i c r e s i d u a ls a n d s h o w s

p r o m is e a s a d is i n fe c t io n a lt e r n a t iv e t o c h lo r i n e . T h e m i c r o b i a l e f fe c t o f

UV a t 2 5 4 n m is b e lie v e d t o b e d u e to d a m a g e o f t h e m ic r o b ia l g e n o m e b y

t h e f o r m a t io n o f p y r im id i n e d im e r s
,
h y d r a t e s a n d a d d u c t s Wh ile UV

d a m a g e t o m o s t v ir u s e s , p a r t ic u la r ly s i n g le - s t r a n d e d v ir u s e s s u c h a s

N o rw a l k v ir u s ,
i s i r r e v e r s i b le ,

a n im p o r ta n t q u e s t io n i s w h e t h e r d a m a g e t o

t h e n u c le ic a c id
,
a n d c o n s e q u e n t ly t h e lo s s o f v i r a l in f e c t iv it y , c a n b e

c o r r e l a t e d t o a r e d u c e d RT - P C R a m p l if ic a t i o n s i g n a l .

T h e p u rp o s e o f t h is s t u d y i s t o d e te rm i n e t h e UV i n a c t iv a t i o n o f

N o r w a l k v i r u s a n d
,
f o r c o m p a r is o n

, p o li o v ir u s a n d M S 2
,
a m a le - s p e c if i c

R N A c o l i p h a g e .
V i r u s r e d u c t i o n , a s d e te r m i n e d b y R T - P C R e n d p o i n t

t it r a t io n w a s c o m p a r e d t o v ir u s r e d u c t i o n b y c e l l i n f e c t iv ity a s s a y .

H o w e v e r
,
R T - P C R m a y d e t e c t t h e n u c l e i c a c id o f n o n - i n f e c t io u s a s w e l l a s

i n fe c t io u s v i r u s e s . S e v e r a l a lt e r n a t iv e a p p r o a c h e s t o R T - P C R w e r e
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i n v e s t ig a t e d in a n e f fo r t t o im p r o v e R T - P C R d e te c t io n o f i n fe c t io u s v i r u s .

T h e s e a lte r n a t iv e a p p r o a c h e s in c l u d e d a n t ib o d y c a p t u r e R T - P C R (A C / RT -

P C R ) a n d d i r e c t R T - P C R (D / R T - P C R ) a m p l if ic a t i o n o f m u lt i p le s h o r t

t a rg e t s a s w e l l a s a m p l if ic a t io n o f r e la t iv e ly l o n g g e n o m ic t a rg e ts .
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2 . 0 O B J E C T IV E

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

RT - P C R m e t h o d w h ic h w o u l d e n a b l e t h e d e t e c t io n o f U V i n a c t iv a t e d v i r u s
,

p a r t ic u l a r ly v i r u s s u c h a s N o rw a l k v i r u s w h ic h a r e c u r r e n t ly w it h o u t

i n fe c t iv i ty a s s a y s .

NEATPAGEINFO:id=32C9BAC0-2BAD-4E94-945D-22F92B367A26



8

3 . 0 L IT E R A T U R E R E V IEW

3 . 1 D i s i n f e c t i o n

A p p lic a t io n o f d is i n f e c t io n p r o c e s s e s is a n im p o r t a n t b a r ri e r a g a i n s t

p a t h o g e n i c m ic r o o rg a n is m s in t h e p r o d u c t i o n o f f i n is h e d w a t e r f o r p u b l ic

c o n s u m p t i o n a n d t h e t r e a tm e n t o f w a s t e w a te r e f f lu e n t f o r r e le a s e t o t h e

e n v i r o n m e n t . In 1 9 0 8
,
t h e f ir s t c o n t i n u o u s a p p l ic a t io n o f c h lo ri n e w a s

u t i liz e d t o t r e a t a m u n i c ip a l w a te r s u p p l y (C r a u n
,
1 9 8 6 ; D y c h d a la ,

1 9 8 3 ) .

T h e r o u t i n e u s e o f c h lo r in e d i s in f e c t io n a n d th e in t r o d u c t io n o f w a te r

f ilt r a t io n h a v e d r a s t i c a lly r e d u c e d t h e n u m b e r o f e p i d e m i c s c a u s e d b y

w a t e r b o r n e i n fe c t io u s d is e a s e s (C r a u n
,
1 9 8 8 ).

D is i n fe c t io n is u t i liz e d b o t h b y d ri n k i n g w a t e r a n d w a s te w a t e r

t r e a t m e n t p la n t s t o p r o d u c e f i n is h e d w a t e r a n d e f f l u e n t o f s p e c if ic

m ic r o b i a l q u a l ity . In d ri n k i n g w a t e r
, p ri m a ry d is in f e c t io n a c h ie v e s t h e

d e s ir e d p a t h o ge n k i l l, w i th t h e s e c o n d a r y d is i n fe c t i o n p r o v i d i n g a s ta b l e

r e s id u a l in t h e f in is h e d w a t e r to p r e v e n t r e g r o w t h o f m ic r o b ia l p a t h o g e n s i n

t h e d is t r ib u t i o n s y s te m . In th e c a s e o f w a s t e w a t e r , d is i n fe c t io n is t h e m o s t

im p o rt ;a n t s t a g e i n t h e p r o c e s s in g o f p a t h o g e n - c o n ta in i n g w a s t e w a te r s u c h

t h a t it is s u it a b le f o r r e le a s e to s u r f a c e w a te r s o r
,
a s w a t e r b e c o m e s a n

i n c r e a s i n g ly l im ite d r e s o u r c e
,
w a s t e w a t e r r e u s e .

A s a s t r o n g o x i d a n t , c h lo ri n e i s a n e f f e c t iv e b a c te ri c i d e a n d

r e m o v e s u n w a n t e d c o lo r , r e d u c e d i r o n a n d m a n g a n e s e . C h lo ri n e is a ls o

r e la t iv e ly i n e x p e n s iv e ,
e a s y to a p p ly a n d u s e fu l b o t h a s a p ri m a ry a n d
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s e c o n d a r y d is i n f e c t a n t . H o w e v e r
,
i n 1 9 7 4 R o o k i d e n t if i e d c h lo r o f o r m a s a

b y - p r o d u c t o f c h lo r in e d is i n fe c t i o n
. E v i d e n c e o f p o s s i b le a d v e r s e h e a lt h

e f fe c t s o f t r i h a l o m e t h a n e s (T H M s ) a n d o t h e r d is in f e c t i o n b y - p r o d u c t s

(D B P s ) a s w e l l a s g r o w in g c o n c e r n a b o u t t h e e n v ir o n m e n t a l im p a c t o f

to x ic r e s id u a ls in t r e a t m e n t p l a n t e f f l u e n ts (Wa r d a n d D e G r a e v e
,
1 9 7 8 ) ,

m o t i v a t e s r e s e a r c h i n to t h e e f f ic a c y a n d im p a c t o f a lt e r n a t iv e d is in fe c ta n ts
,

i n c l u d in g u lt r a v i o le t r a d ia t i o n .

3 . 2 D i s i n f e c t i o n K i n e t i c s

In 1 9 0 8 , H a r ie t te C h ic k d e s c r i b e d e x p o n e n t ia l d i s i n fe c t io n k i n e t i c s

b a s e d o n t h e c o r r e l a t io n b e tw e e n t h e r a te o f i n a c t iv a t io n o f a n t h r a x s p o r e s

b y c h lo r i n e a n d k n o w n c h e m ic a l r e a c t io n k i n e t i c s . I n t h is e q u a t io n
,
n o w

k n o w n a s C h ic k
'

s l a w (C h i c k , 1 9 0 8 ), th e n u m b e r o f o r g a n is m s d e s t r o y e d

p e r u n i t t im e is p r o p o r t io n a l t o t h e n u m b e r o f o r g a n is m s r e m a i n in g :

d N / d t = - k N

In t h is e q u a t io n
,
N i s t h e n u m b e r o f s u r v iv o r s , d N /d t i s t h e r a t e o f k i ll , a n d k

Is a c o n s t a n t
,
v a r y i n g w it h t h e c h a r a c te r i s t i c s a n d c o n c e n t r a t i o n o f t h e

d is i n fe c t a n t . In t e g r a t i o n o f t h is e q u a t io n p r o d u c e s t h e e x p o n e n t i a l k i ll

c u r v e :

N / N o
= e

" "
o r l n N / N o

= - k t

T h is e q u a t io n d e s c r i b e s a f ir s t - o r d e r
"

s i n g le
- h it

"

r e a c t i o n th a t a s s u m e s t h e

c o n c e n t r a t io n o f d is i n f e c t a n t is e s s e n t ia l ly c o n s t a n t w it h t im e . T h e r a t e

c o n s t a n t
,
k

,
i s d e p e n d e n t o n c h e m ic a l d o s e , ty p e o f d is in fe c ta n t ,
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t e m p e r a t u r e , p H a n d c h a r a c t e r is t ic s o f t h e t a r g e t o r g a n is m C h ic k
'

s

e q u a t io n a s s u m e s a h o m o g e n e o u s p a t h o g e n p o p u la t io n .

In t h e s a m e y e a r
,
W a t s o n e x te n d e d t h is e q u a t io n t o d e s c r ib e t h e

r e la t io n s h ip b e tw e e n d is i n fe c t a n t c o n c e n t r a t io n a n d t h e r e q u ir e d c o n t a c t

t im e t o p r o d u c e a c e r t a in in a c t iv a t io n . T h i s e q u a t io n is n o w k n o w n a s t h e

C h i c k - W a ts o n m o d e l :

d N / d t = - k C " N

In th i s e q u a t io n ,
N is th e m ic r o b ia l c o n c e n t r a t i o n ,

C i s t h e d i s i n fe c ta n t

r e s id u a l
,
t is t h e t im e

,
k a n d n a r e k i n e t ic p a r a m e t e r s . In t h is e q u a t i o n

(W a ts o n
,
1 9 0 8 ),

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

t h e d is i n f e c t i o n r e g u la t io n s c u r r e n t ly s e t b y E P A . C u r r e n t s t a n d a r d s a r e

s e t b y t h e E P A i n th e S u r fa c e Wa te r T r e a t m e n t R u le (SWT R ) G u id a n c e

M a n u a l a n d a r e ta b u l a t e d b y d i s i n fe c t a n t ty p e , p H a n d te m p e r a t u r e .

W a te r t r e a t m e n t u t i lit ie s m u s t m e e t p a t h o g e n r e m o v a l - i n a c t iv a t i o n

r e g u l a t io n s b y s a t i s fy i n g t h e a p p r o p r i a t e C t c o n d it io n s .

3 . 3 F a c to r s i n D r i n k i n g Wa t e r a n d Wa s t e w a t e r D is i n f e c t i o n

W a t e r t r e a t m e n t p l a n ts u t i l iz e b o t h p r im a ry a n d s e c o n d a r y

d is i n fe c ta n t s i n t h e p r o d u c t io n o f f i n is h e d w a t e r .
P r im a ry d i s i n fe c t io n

a c h ie v e s t h e t a r ge t le v e l o f m i c r o b ia l in a c t iv a t io n o r k il l . I n t h e c a s e o f

d r i n k i n g w a t e r
,
a s e c o n d a ry c h e m i c a l d i s i n fe c ta n t i s a p p l ie d t o m a i n t a in a

r e s id u a l c o n c e n t r a t io n i n f in is h e d w a t e r t o p r e v e n t r e g r o w t h o f p a t h o g e n ic

m ic r o o rg a n is m s i n t h e d is t r ib u t i o n s y s te m a n d t o p r o t e c t a ga in s t p o s t -
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t r e a t m e n t c o n t a m in a t io n f r o m o t h e r s o u r c e s F a c t o r s s u c ii a s p a t h o g e n

o c c u r r e n c e , s iz e a n d o t h e r c o n s t it u t iv e c h a r a c te r is t ic s
,

r e s is t a n c e t o

d is in fe c ta n t
,
h o s t s p e c if ic it y ,

in f e c t i o u s d o s e
,
a n d w a t e r o r w a s te w a t e r

q u a l it y m u s t b e c o n s id e r e d in t h e s e le c t io n a n d a p p l ic a t io n o f t h e

d is in f e c t i o n m e t h o d .

T h e d iv e r s it y o f v ir a l
,
b a c te r i a l a n d p r o t o z o a n p a t h o ge n s t h a t m u s t

b e c o n t r o l le d b y d r i n k in g w a t e r a n d w a s te w a t e r d is in f e c t i o n c o m p l ic a te s

d is i n f e c t i o n p r a c t ic e E n te r i c v i r u s e s i n p a r t ic u l a r s h o w l a rg e v a r ia b i li ty i n

t h e ir s e n s it iv it ie s to d i s in f e c ta n t s .
L i u e t a l. ( 1 9 9 5 ) i n v e s t ig a t e d t h e t im e

n e e d e d f o r 4 lo g in a c t iv a t i o n w it h 0 . 5 m g / l f r e e c h lo r i n e . T h e r e w a s o v e r a

lo g i o v a r ia t i o n
,
r a n g in g f r o m 3 6 . 5 m i n u t e s f o r p o li o v ir u s

, ty p e 2 t o 2 . 7

m i n u te s f o r r e o v i r u s 1 . S im ila r v a r ia t io n s i n d is i n fe c t a n t s e n s it iv it ie s a r e

s e e n i n b a c t e r ia ( B u tte r f ie ld
,
19 4 8 ) a n d p r o to z o a n (C h a n g ,

1 9 4 4 ) .

Wa te r s o u r c e s v a r y i n t h e p a t h o g e n s t h e y c o n t a i n a n d

c o n s e q u e n t ly d i f fe r i n t h e ir t r e a t m e n t r e q u ir e m e n ts . A c c o r d i n g t o t h e S a f e

D r in k i n g Wa te r A c t ,
w a t e r u t il it ie s s e r v in g g r e a t e r t h a n 2 5 c u s t o m e r s m a y

s o o n b e r e q u ir e d t o d i s i n fe c t g r o u n d w a te r
,
w h il e s u r f a c e w a te r s o u r c e s

m u s t b e p r o c e s s e d b o t h b y d is i n f e c t io n a n d f i lt r a t i o n . C o n t a m in a t e d

g r o u n d w a t e r h a s b e e n c o n s i s t e n t ly r e s p o n s i b le f o r m o r e w a te rb o r n e

o u tb r e a k s t h a n c o n t a m in a t e d s u r fa c e w a t e r (C r a u n , 1 9 9 0 ) . In t h e p e r io d

b e t w e e n 1 9 7 1- 8 5
,
c o n ta m i n a t e d

,
u n t r e a te d a n d in a d e q u a te ly d is i n fe c te d

g r o u n d w a t e r w a s r e s p o n s ib le f o r 4 9 % o f th e w a te rb o r n e o u t b r e a k s .

S u r f a c e w a t e r , u n t r e a te d
,
c o n ta m i n a te d o r i n a d e q u a t e ly d is in fe c te d

,
w a s

NEATPAGEINFO:id=0E8F2B30-8F52-4CC9-B347-AFDAF6288DD3



1 2

r e s p o n s i b le f o r 2 4 % o f w a te r b o r n e o u t b r e a k s (C r a u n
,
1 9 9 0 ) . T u r b i d ity ,

p H ,
t e m p e r a t u r e

,
m a in t e n a n c e o f d is i n fe c ta n t r e s i d u a l , d is i n f e c t a n t

c o n c e n t r a t i o n a n d c o n ta c t t im e a r e im p o r ta n t p a r a m e te r s w h ic h m u s t b e

m o n it o r e d b y t r e a t m e n t p la n t o p e r a t o r s to a c h ie v e a d e q u a te d i s i n fe c t io n o f

w a te r a n d w a s t e w a t e r .

3 . 4 U l t r a v i o l e t R a d i a t i o n

S u n l ig h t h a s b e e n u t il iz e d f o r c e n t u r i e s a s a t r a d it i o n a l f o rm o f

d r i n k i n g w a te r d i s in f e c t i o n . In t h e e a r ly 1 9 0 0
'

s
, U V ra d i a t io n w a s u s e d t o

t r e a t m u n ic ip a l w a te r s u p p l ie s (O l iv e r a n d C a r e y ,
1 9 7 6 ). H o w e v e r

,
d u e t o

e c o n o m i c a n d t e c h n o lo g ic a l a d v a n ta g e s
,

c h lo r i n a t io n b e c a m e t h e

d is i n fe c t io n m e t h o d o f c h o ic e W it h i n c r e a s e d c o n c e r n a b o u t c h lo r in e

g e n e r a t e d d is i n fe c t io n b y - p r o d u c t s a n d n e w U V t e c h n o l o g y , i n c l u d in g t h e

p r o d u c t i o n o f n e w , h ig h e r in t e n s it y , m e d i u m p r e s s u r e U V la m p s ,
U V

d is i n f e c t i o n is g a i n i n g s u p p o r t a s a n e c o n o m i c a n d e f f ic i e n t a lte r n a t iv e

d is i n fe c t io n m e t h o d (S c h e ib le a n d B a s s ie l , 1 9 8 1 ; Q u a il s e t a l . 1 9 8 9 ).

UV r a d i a t io n is h ig h ly e f fe c t iv e f o r i n a c t iv a t io n o f v ir u s e s a n d

b a c t e r ia a n d h a s s e v e r a l a d v a n t a g e s o v e r c h lo r in e a n d o t h e r c h e m ic a l

d is in f e c t a n t s . U V d is in f e c t i o n u n it s a r e r e a d i ly a v a il a b le
, p r o d u c e n o t o x ic

r e s id u a l
,
a r e r e la t i v e ly s im p le t o o p e r a te a n d m a i n ta i n

,
r e q u i r e li t t le s p a c e

a n d r e q u i r e s h o r t c o n ta c t t im e s r e l a t iv e t o c h e m ic a l d is i n fe c t a n t s (V e n o s a ,

1 9 8 3 ) . T h e s e c h a r a c t e r is t i c s m a ke U V a n a t t r a c t iv e c h o i c e fo r

g r o u n d w a t e r s o u r c e s o f d r i n k i n g w a t e r a s w e l l a s w a s te w a t e r t r e a t m e n t

a n d r e u s e
, p a r t ic u la r ly if u s e d i n c o n j u n c t io n w it h a s e c o n d a ry d is i n f e c t a n t .
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C u r r e n t ly ,
6 0 0 m u n i c ip a l w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p la n t s u t i l iz e U V a s a

d is i n f e c t a n t p r o c e s s (B la t c h le y ,
1 9 9 6 ) T y p i c a lly ,

UV r a d i a t i o n is u s e d i n

s m a ll e r t r e a t m e n t f a c i l it ie s d u e t o t h e c o m p le x it ie s o f la r g e r s y s t e m s t h a t

r e q u i r e t h o u s a n d s o f la m p s . T h i s m a y c h a n g e a s n e w
,
h ig h e r in te n s ity UV

la m p s b e c o m e a v a i la b le . T h e s e n e w
,
m e d iu m - p r e s s u r e u lt r a v i o le t l a m p s

p r o d u c e a h i g h e r in t e n s ity o f UV r a d i a t io n a c r o s s a b r o a d e r s p e c t r u m .

T h i s c a p a c ity p r o d u c e s a b e t te r U V d is i n fe c t io n c a p a c ity p e r la m p ,

in c r e a s e s t h e c o s t - e f f i c ie n c y o f U V d is i n fe c t io n a n d m a y p r o v id e e f fe c t iv e

U V i n a c t iv a t i o n o f p r o t o z o a n c y s t s .

3 . 5 M e c h a n i s m o f U V I n a c t i v a t i o n

U V d is in f e c t i o n i n v o lv e s a r a d ia t io n e n e rg y , t r a n s m it t i n g e n e r g y t o

a to m s o r m o le c u le s by e x c ita t i o n r a t h e r t h a n i o n iz a t io n . A s o p p o s e d t o

c o r p u s c u l a r r a d i a t io n
,
e le c t r o m a g n e t i c w a v e r a d ia t io n t r a v e ls a t a c o n s t a n t

v e lo c it y ,
v a r y i n g w a v e le n g t h a n d f r e q u e n c y i n v e r s e ly to p r o d u c e t h e

c o n s t a n t v e lo c ity o f 1 8 6
,
0 0 0 m i le s p e r s e c o n d . A lt h o u g h ,

u lt r a v io le t

r a d i a t io n t r a v e ls a s a n e le c t r o m a g n e t i c w a v e , it b e h a v e s a s if a d is c r e te

q u a n t a o f e n e r g y . T h e m a rk e d p h o t o c h e m ic a l a n d p h o t o b io lo g ic a l

p r o p e r t ie s o f u lt r a v io le t r a d i a t io n a r e a c o n s e q u e n c e o f it s r e la t iv e ly s h o r t

w a v e l e n g th ,
h ig h f r e q u e n c y a n d

,
c o n s e q u e n t ly ,

t h e la r g e - e n e r g y o f U V

q u a n ta .

D is c o v e r e d in 1 8 0 1 b y J . W . R it t e r
,
UV r a d ia t i o n w a s f ir s t o b s e r v e d

a s a d a rk r e g i o n b e y o n d t h e v is i b le - l ig h t s p e c t r u m (J a g g e r
,
1 9 6 7 ). S t u d ie s
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s u c h a s t h o s e b y G a te s ( 19 2 9 ) a n d S y ke s ( 1 9 6 5) s e p a r a te d u l t r a v i o le t

r a d i a t io n i n to d if fe r e n t w a v e le n g t h s o f m o n o c h r o m a t ic l ig h t a n d i d e n t if i e d

t h e U V s p e c t r u m o f p r im a ry b a c t e r ic id a l im p o r t a n c e a s f r o m 2 4 0 to 2 8 0

n m . T h e UV a c t io n s p e c t r a s u g g e s t s t h a t t h e p r im a ry g e r m ic id a l e f fe c t o f

UV ra d ia t io n i s c a u s e d b y n u c l e ic a c i d d a m a g e (L e h m a n a n d O ls o n
,
1 9 8 3 ;

V e n o s a
,
1 9 8 3 ; R o g e r s , 1 9 8 5 ) .

U V i n a c t iv a t io n is p r o p o r t i o n a l to t h e U V d o s e a n d h a s b e e n s h o w n

t o f o l lo w C h i c k
'

s L a w (L u c k ie s h a n d H o l la d a y ,
1 9 4 4 ) p o s s ib l y t h r o u g h

f o r m a t i o n o f p y r im i d in e d im e r s , a n d t o a le s s e r e x t e n t , p y r im id i n e

h y d r a t e s , p y r im id in e - t h y m i n e a d d u c t s a n d U V in d u c t io n o f s i n g l e
- s t r a n d

b r e a k s (Wi tk i n
,
1 9 7 6 ; H a rm

,
1 9 8 0 ; V e n o s a , 1 9 8 3 ) . P y r im id i n e d im e r s a r e

fo rm e d p r im a r i ly b e t w e e n a dj a c e n t t h y m i n e r e s id u a ls o n t h e s a m e D NA

s t r a n d . R a h a n (1 9 7 3 ) f o u n d t h a t U V i r r a d ia t io n o f D NA f o r m s

p h o to p r o d u c ts t h a t d i s r u p t t h e D N A s t r u c t u r e . T h e s u g a r p h o s p h a t e

m o ie ty o f n u c l e ic a c id d o e s n o t s ig n if i c a n t ly a b s o r b UV a b o v e 2 2 0 n m

(J a g g e r
,
1 9 6 7 )

L e s s in f o r m a t io n e x is t s o n t h e p h o t o c h e m i s t r y o f r i b o n u c l e ic a c id . It

h a s b e e n n o t e d t h a t p y r im id i n e h y d r a te s a n d u r a c il d im e r s a r e fo rm e d in

ir r a d ia t e d R N A . B o th o f t h e s e p r o d u c ts c a n c a u s e UV i n a c t iv a t i o n o f R N A .

O t h e r p y r im id i n e p h o to p r o d u c t s h a v e a ls o b e e n o b s e r v e d
,
a lt h o u g h n o

c l e a r c o r r e l a t io n to b io l o g i c a l in a c t iv a t i o n h a s b e e n d e te rm in e d .
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3 . 6 F a c t o r s A f f e c t i n g U V T r e a t m e n t

U V ir r a d ia t i o n a s a m e t h o d o f w a te r a n d w a s t e w a te r d is i n fe c t i o n

h a s s e v e r a l l im it a t io n s . W it h n o c h e m ic a l r e s i d u a l , a s e c o n d a r y

d i s i n f e c t a n t is n e c e s s a r y t o p r e v e n t r e g r o w t h w it h i n t h e d is t r ib u t i o n s y s t e m

a n d p r o te c t a g a i n s t p o s t - t r e a t m e n t c o n t a m in a t io n . In a d d it io n
,
c u r r e n t U V

d is i n fe c t io n te c h n o l o g y h a s s h o w n lim ite d in a c t iv a t i o n c a p a c it y a g a i n s t

G i a r d i a a n d C r y p to s p o r d i u m c y s ts a t d o s e s t y p ic a l ly u s e d f o r w a te r a n d

w a s t e w a t e r d is i n fe c t i o n . UV t r a n s m it t a n c e , a n d c o n s e q u e n t ly it g e r m i c id a l

e f f i c ie n c y , is d im i n i s h e d b y t u r b id it y ,
s u s p e n d e d o rg a n ic a n d i n o rg a n ic

m a te r ia l H o w e v e r , UV d i s in f e c t i o n o f w a s t e w a te r s e c o n d a r y e f f l u e n t is

g a i n i n g s u p p o r t b e c a u s e to ta l k i ll o r i n a c t iv a t io n o f p a t h o g e n s is n o t

r e q u ir e d a n d it i s u n n e c e s s a r y t o m a in t a i n a n a n t im ic r o b ia l c h e m ic a l

r e s id u a l (O l iv e r a n d C a r e y ,
1 9 7 6 ; W o lf e , 1 9 9 0 ) . In a d d it io n

,
a n e w m e t h o d

o f U V d i s in f e c t i o n , p u ls e d - UV l ig h t ,
h a s b e e n s h o w n t o d e l iv e r i n t e n s e

p u ls e s o f b r o a d s p e c t r u m U V r a d i a t io n s u c h t h a t a d o s e o f 1 0 0 0 mW -

s e c / c m ^ is d e l iv e r e d in a f r a c t io n o f a s e c o n d a n d w i ll r e d u c e

C ry p to s p o r d i u m p a r v u m o o c y s t v i a b i lit y b y 3 - 6 l o g i o (D u n n
,
1 9 9 7 ) .

S e v e r a l f a c t o r s m u s t b e c o n s id e r e d w h e n u t i l iz i n g UV i r r a d ia t i o n t o

i n a c t iv a t e o f p a t h o g e n s in w a te r a n d w a s te w a t e r
,
a n d t h e s e fa c t o r s a r e

c o n s id e r e d i n t he n e x t s e c t i o n s o f t h is r e p o r t .

3 . 6 a M e t h o d o f P r o d u c t i o n

G e r m ic id a l la m p s a r e t h e m o s t c o m m o n s o u r c e o f d is in f e c t i n g UV

i r r a d i a t i o n . T h e s e la m p s g e n e r a t e U V ra d ia t io n b y c r e a t i n g a n e le c t r o n

f lo w b e t w e e n e le c t r o d e s t h r o u g h a lo w - p r e s s u r e m e r c u r y v a p o r . T h e
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e le c t r o n ic a r c e x c it e s m e r c u r y a t o m s
,
c a u s in g c o ll is i o n s w it ii t h e r e le a s e o f

p h o t o n s in t h e fo rm o f U V ra d ia t io n . In c o m m o n f l u o r e s c e n t l a m p s , t h e

l a n n p is c o a t e d w it h a p h o s p h o r c o m p o u n d t h a t c o n v e r t s t h e UV ra d ia t io n

to v i s i b l e l ig h t . T h e g l a s s u s e d in t h e c o n v e n t io n a l f l u o r e s c e n t b u l b f i lt e r s

o u t a lm o s t a ll UV . In c o n t r a s t
,
t h e g e r m ic id a l l a m p is n o t c o a t e d w it h

p h o s p h o r
,

a n d i n s te a d u t i l iz e s a s p e c i a l g l a s s t h a t t r a n s m it s a ll U V .

A p p r o x im a te ly 8 5 - 9 5 % o f t h e UV ra d ia t io n g e n e r a t e d i s a t a w a v e le n g t h o f

2 5 3 . 7 n m (U . S E P A
,
1 9 8 6 ). T h e te m pe r a t u r e a n d a ir c u r r e n t s u r r o u n d in g

t h e m e r c u r y l a m p s s t r o n g ly e f fe c t s t h e e f f ic ie n c y o f t h e g e r m ic i d a l l a m p .

M o s t c o m m e r c ia l l a m p s a r e d e s ig n e d t o o p e r a t e a t a m b ie n t t e m p e r a t u r e

a n d c a r e m u s t b e ta k e n to e n s u r e t h a t t h e UV la m p b a n k d o e s n o t

o v e r h e a t . T h e l a m p i n te n s ity w il l a l s o d e c r e a s e r a p id ly w it h u s e

C o n s e q u e n t ly , UV l a m p s m u s t b e c a r e f u l ly m o n i to r e d a n d r e g u la r ly

c le a n e d t o r e m o v e d u s t a n d o t h e r s u b s ta n c e s t h a t m a y d e c r e a s e t h e

t r a n s m it t e d UV i n te n s ity .

3 . 6 b W a t e r Q u a l i t y

P e n e t r a t io n o f U V e n e r g y t h r o u g h w a te r a n d th e r e fo r e its g e rm ic i d a l

e f f ic i e n c y a r e a f fe c te d b y s e v e r a l w a t e r q u a lit y p a r a m e t e r s W a t e r

t u r b i d ity ,
i r o n s a lt s a n d d i s s o lv e d o r g a n ic m a te r ia l a r e a l l f a c t o r s t h a t a lt e r

t h e U V d e m a n d o f w a te r a n d w a s te w a t e r . T u r b id ity , r e s u lt i n g f r o m

s u s p e n d e d s o l id s , m a y r e s u lt in th e s c a t t e r i n g o f U V ra d ia t io n .

S u s p e n d e d s o lid s h a v e b e e n s h o w n to p a r t ia lly p r o te c t s o m e b a c t e r ia a n d

v i r u s e s f r o m U V i n a c t iv a t io n (H o ff
,
1 9 7 8 ; O l iv e r a n d C o s g r o v e

,
1 9 7 7 ) . In
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t h e c a s e o f U V d i s i n f e c t i o n
, t ii i s p r o te c t io n i s l ik e ly d u e t o s h a d o w i n g o f

p a t h o g e n s b y p a r t ic u la te m a t te r . D is s o lv e d o rg a n i c a n d in o rg a n ic

c o m p o u n d s w i l l a b s o rb U V r a d i a t io n a n d c o n s e q u e n t ly d e c r e a s e t h e

e f f ic ie n c y o f U V i n a c t iv a t io n T h e s e w a te r q u a lit y p a r a m e t e r s a f fe c t UV

t r a n s m i s s i o n i n w a te r a n d m u s t b e c o n s id e r e d i n d e te r m i n a t io n o f t h e d o s e

n e c e s s a r y f o r d is in f e c t io n (H a r r i s
,
1 9 8 7 ; N a g y ,

1 9 5 5 ; L u c k ie s h
,
1 9 4 4 ) .

T h e e f f i c a c y o f U V i n a c t iv a t io n i s i n c r e a s e d b y s t i r r in g . T h i s

i n c r e a s e i n In a c t iv a t io n Is a c o n s e q u e n c e o f m o r e e f fe c t iv e e x p o s u r e t o

U V r a d ia t i o n a n d , c o n s e q u e n t ly , a n in c r e a s e d n e t U V d o s a g e (C o r t e ly o u ,

1 9 5 4 ; B u d o w s k y ,
1 9 8 1 ) In w a te r a n d w a s t e w a te r t r e a t m e n t , f lo c c u la t io n

a n d f i lt r a t io n p r io r t o UV i r r a d i a t i o n h a s b e e n s h o w n to i n c r e a s e

d is i n fe c t io n e f f i c ie n c y b y d e c r e a s i n g U V d e m a n d
,
d e c r e a s i n g s h a d o w i n g

o f m ic r o o rg a n is m s b y p a r t ic u la te m a t te r a n d i n c r e a s in g t h e d o s e r e c e iv e d

b y p a t h o g e n s ( D iz e r e t a l .

,
1 9 9 3 ) . T h e t r e a t m e n t p l a n t m u s t s e t its

h y d r a u l ic f l o w i n a c c o r d a n c e t o w a te r q u a lity p a r a m e t e r s a n d t h e

n e c e s s a r y UV d o s e f o r a p p r o p r ia te p a t h o ge n i n a c t iv a t io n (S e v e r in e e t a l.
,

1 9 8 4 ) .

3 . 6 c R e a c t i v a t i o n

P h o t o r e a c t i v a t io n h a s b e e n s h o w n t o o c c u r w h e n U V d a m a g e d

c e l ls a r e e x p o s e d to v is i b l e lig ht o f a w a v e le n g t h b e t w e e n 3 0 0 - 5 0 0 n m
,

d e p e n d i n g o n t h e o rg a n is m (J a g g e r
,
1 9 5 8 ) L ig h t r e p a i r w a s i d e n t if ie d b y

K e ln e r i n 1 9 4 9 a n d in v o lv e s t h e a c t iv a t i o n o f a p h o t o e n z y m a t ic r e p a i r

p r o c e s s ,
i n v o lv in g a s i n g le e n z y m e t h a t m o n o m e r iz e s p y r im id i n e d im e r s .
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P h o t o r e a c t i v a t io n h a s b e e n o b s e r v e d i n p h a g e s
,
h o w e v e r

,
s i n g l e - s t r a n d e d

D N A p h a g e a r e s u b s ta n t i a lly l e s s p h o t o r e a c t iv a b le t h a n d o u b l e - s t r a n d e d

D N A p h a g e ,
m o s t l ik e ly d u e to a s m a l le r f r a c t io n o f n u c le i c a c id d a m a g e i n

t h e fo rm o f p y r im id in e d im e r s . T h is p h o to a c t iv a te d e n z y m e s y s te m a c t s

e x c l u s iv e ly o n U V - i r r a d i a te d D N A ,
w it h n o im p a c t o n R NA p h a g e o r a n im a l

v ir u s e s (H a r m ,
1 9 8 0 ) .

In a d d it i o n t o l ig h t r e p a ir ,
h o s t - c e ll r e a c t iv a t io n a n d e x c is io n r e p a i r

h a s b e e n s h o w n to o c c u r i n v ir u s e s Bo t h o f t h e s e r e p a i r m e c h a n i s m s r e ly

o n d o u b le - s t r a n d e d n e s s o f t h e n u c le ic a c id m o le c u le . E x c is i o n r e p a i r

e n z y m e s r e m o v e p y r im id i n e d im e r s f r o m o n e U V - d a m a g e d s t r a n d a f t e r

w h i c h r e s y n t h e s is o f t h e n u c le o t id e s e q u e n c e i s p e r fo r m e d u s in g

in fo r m a t i o n o n th e c o m p le m e n ta r y D N A o r R NA s t r a n d . T h e s e r e p a ir

m e c h a n is m s h a v e n o t b e o bs e r v e d e x te n s iv e ly i n U V in a c t iv a te d v i r u s e s ,

m o s t l ik e ly d u e t o t h e ir l a c k o f m e ta b o li c m a c h i n e r y to e x e c u t e t h i s r e p a i r

(S e t l o w i n F lo r k i n ; S to t z
,
1 9 6 7 ) Y e t i n c o n s id e r a t i o n o f t h e s e r e p a i r

m e c h a n i s m s , p a r t ic u la r ly w it h r e s p e c t to b a c te r ia l p a t h o g e n s
,
UV - t r e a t e d

w a t e r s h o u ld n o t b e e x p o s e d t o v i s ib le l ig h t d u r in g s t o r a g e (K n u d s o n
,

1 9 8 5 ).

M u lt ip l ic i ty r e a c t iv a t i o n i s a n a d d it i o n a l m e t h o d o f r e p a i r t h a t c a n

o c c u r in UV - e x p o s e d v i r u s e s . In t h i s p r o c e s s
,
t h e s u c c e s s f u l in f e c t i o n o f a

h o s t c e l l i s a c h ie v e d b y c o m p le m e n ta t i o n o f s e v e r a l d a m a g e d v i r io n s .

T h is r e a c t iv a t io n p r o c e s s m a y b e a s ig n if ic a n t f a c t o r w it h a g g r e g a te d v i r u s

p a r t ic l e s . H o w e v e r , m u lt ip l ic ity r e a c t iv a t i o n is p r im a r il y o b s e r v e d in
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d o u b l e - s t r a n d e d D NA p h a g e a n d a n im a l v i r u s e s . T h is r e a c t iv a t io n

p r o c e s s d e p e n d s o n g e n e t ic r e c o m b i n a t io n a n d c o n s e q u e n t ly its e f fe c t is

s m a ll , i f n o t a b s e n t
,

in s i n g le - s t r a n d e d D N A p h a g e (H a r m
,

1 9 8 0 )

H o w e v e r
,
m u lt i p l ic ity r e a c t iv a t i o n h a s b e e n r e p o r te d t o h a v e a s m a l l e f fe c t

in ty p e 1 p o l io v i r u s ,
a s in g le s t r a n d e d R NA v ir u s (H a rm

,
1 9 8 0 ).

3 . 6 d V i r u s A g g r e g a t e s

A g g r e g a t io n o f v i r u s e s h a s b e e n o b s e r v e d b o t h i n w a t e r a n d w a s t e w a t e r

(Y o u n g a n d S h a rp ,
1 9 7 5 ) V ir u s e s s u c h a s p o lio v i r u s a r e k n o w n t o h a v e

in c r e a s e d r e s i s t a n c e t o d is i n fe c t io n w h e n i n a n a g g r e g a te d s t a te ( F lo y d ,

1 9 7 6 ; Y o u n g , 1 9 7 5 ) a n d a s a c o n s e q u e n c e , c o m p le x d e v i a t io n s f r o m f i r s t -

o r d e r i n a c t iv a t io n k i n e t i c s c a n o c c u r
.

F a c t o r s s u c h p H , p a r t ic le

c o n c e n t r a t io n
,
v ir u s ty p e ,

s o lv e n t io n ic c o m p o s it i o n a n d s t r e n g t h in f lu e n c e

th e e x t e n t o f v ir u s a g g r e g a t io n (S h a r p , 19 7 6 ) .

3 . 7 W a t e r b o r n e D is e a s e s

H e p a t it is A v ir u s
.
V ib r i o c h o l e r a e

, p o l io v i r u s
,
S a lm o n e l la ty p h i ,

C ry p to s p o r i d i u m p a n / u m , G i a r d i a l a m b l i a a n d N o rw a l k v ir u s a r e e x a m p le s

o f im p o r ta n t h u m a n p a th o g e n s t r a n s m is s i b l e b y w a t e r
. W it h a p p li c a t io n o f

d is i n f e c t io n t o c o m m u n ity w a te r s u p p l ie s
,
w a t e r b o r n e e p i d e m ic s h a v e

d r a m a t ic a l ly d e c r e a s e d i n t h e 2 0
" ^

c e n t u r y . Y e t d e s p ite im p r o v e m e n ts i n

w a te r s a n it a t io n
,

w a t e r b o r n e o u t b r e a k s c o n t in u e t o o c c u r . T h e

p r o t o z o a n s , C r y p to s p o r i d i u m p a n / u m a n d G i a r d i a l a m b li a a r e m u c h m o r e

r e s is t a n t to c h e m ic a l d is i n f e c t io n t h a n b a c te r ia p a t h o g e n s s u c h a s S . ty p h i
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a n d V . C h o l e r a e a n d c o n t i n u e to p r e s e n t d if f ic u lt ie s i n m o d e r n w a t e r

s u p p l ie s . U n le s s c a r e is t a k e n t o c o n t r o l d is in fe c t i o n e f f i c a c y w it h p r o p e r

f i lt r a t i o n a n d c o n t in u o u s a p p l ic a t i o n o f e f fe c t iv e d i s i n fe c t a n t to s u r fa c e a n d

g r o u n d w a te r s
,
th e r e w i l l c o n t i n u e t o b e o u t b r e a k s o f w a t e rb o r n e i n fe c t io u s

d is e a s e s , i n c lu d in g g ia r d ia s is , c r y p t o s p o r id o s is ,
v i r a l h e p a t it is a n d v ir a l

g a s t r o e n t e r it is .

W h il e t h e r e a r e m a n y h i s t o r ic a l r e fe r e n c e s t o d r in k i n g w a te r

p r e c a u t i o n s
,
it w a s J o h n S n o w

'

s c o r r e la t io n b e tw e e n L o n d o n
'

s 1 8 5 4

c h o le r a e p i d e m i c a n d t h e B r o a d S t r e e t p u m p w a te r s u p p ly w h ic h p r o v id e d

t h e f i r s t s c ie n t if ic e v id e n c e t h a t a n u n s e e n , w a te r - t r a n s m i s s i b le e l e m e n t

c o u ld b e d i r e c t ly r e s p o n s i b le f o r a d is e a s e o u t b r e a k T h e id e n t if ic a t io n o f

t h e e t io l o g i c a g e n t s o f w a t e r b o r n e d is e a s e o u tb r e a k s c o n t i n u e s t o b e

e x t r e m e ly p r o b le m a t i c . M a n y o u t b r e a k s a r e n o t i d e n t if i e d b e c a u s e

e p id e m io l o g i c a l m e t h o d s la c k t h e s e n s it iv it y t o d e t e c t lo w - le v e l ,

w a te rb o r n e p a t h o g e n t r a n s m is s io n . In a d d it io n
,

w a te r b o r n e v ir a l

o u t b r e a k s d u e t o e n te r o v i r u s e s a n d o t h e r e n t e r ic v i r u s e s a r e d if f ic u l t t o

d e te c t a s a s s a y te c h n iq u e s a r e t e c h n ic a l ly d if fic u lt
,
t im e - c o n s u m in g a n d

c o s t ly .

D u r in g t h e p e r io d 1 9 8 6 - 1 9 9 4
,
1 3 0 w a t e r b o r n e o u t b r e a k s a n d

4 5 2
,
9 6 4 c a s e s o f i l ln e s s w e r e r e p o r t e d t o C D C a n d t h e E P A (M M WR C D C

S u r v e il l a n c e S u m m a r ie s
,
v o l 3 9

,
4 0

,
4 2

,
4 5 ) . In c r e a s e d s u r v e il la n c e a n d

id e n t if ic a t io n o f t h e e t i o lo g ic a g e n t (s ) o f w a t e r b o r n e o u t b r e a k s a r e h e l p in g

d e t e r m in e w h e t h e r c u r r e n t r e g u la t io n s a n d t r e a t m e n t p r o c e s s e s a r e
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e f fe c t iv e a t p r e v e n t in g o f w a t e r b o r n e o u t b r e a k s d u e t o t r a d it io n a l a n d

e m e r g i n g p a t li o g e n s P r o v is io n o f d r i n l<i n g w a t e r o f a d e q u a t e q u a l it y a n d

s u f fic ie n t q u a n t ity c o n t in u e s t o b e a n e s s e n t ia l e l e m e n t i n e f fo r t s t o c o n t r o l

a n d p r o te c t t h e p u b l ic f r o m in f e c t i o u s d is e a s e s . W h i le t h e d if f i c u lt ie s in

a c h ie v i n g th i s g o a l a r e g r e a t e r in d e v e lo p in g t h a n i n d e v e lo p e d c o u n t r ie s ,

e n d e m ic a n d e p id e m ic w a t e r b o r n e d i s e a s e s t il l o c c u r in d e v e lo p e d

c o u n t r i e s
,
i n c l u d i n g t h e U n it e d S t a te s .

3
. 8 D r i n k i n g Wa t e r R e g u l a t i o n

In 1 9 8 6
,
A m e n d m e n ts t o t h e S a f e D r i n k in g W a te r A c t (S DWA )

m a n d a t e d t h a t E P A e s t a b l is h d is i n fe c t io n r e q u i r e m e n t s to c o n t r o l

w a t e r b o r n e p a t h o g e n s b y d r in k i n g w a t e r t r e a tm e n t , m in im iz e f o rm a t io n o f

d is in f e c t io n b y - p r o d u c ts
,
e s t a b l is h r e g u l a t io n s fo r m a x im u m c o n t a m in a n t

le v e l s (M CL s ) f o r d is i n fe c t i o n b y - p r o d u c t s (D B P s ) a n d p r e v e n t d is c h a r g e

o f to x ic e f f l u e n t in t o t h e e n v i r o n m e n t T h e 1 9 9 6 S a f e D r i n k i n g W a t e r A c t

(S DWA ) a m e n d m e n ts r e q u i r e U S E P A t o d e s ig n a t e d e a d li n e s f o r t h e

r e g u la t io n o f h i g h - r i s k m ic r o b ia l c o n t a m in a n t s a n d d is i n fe c t io n b y - p r o d u c t .

B y N o v e m b e r 1 9 9 8
,
E P A m u s t p r o m u lg a t e a s t a g e 1 D / D B P R u le a n d a n

in te r im E n h a n c e d SWT R (E SWT R ) . W it h s o m e d e la y , t h e f i n a l

In f o r m a t io n C o ll e c t io n R u le ( IC R ) w a s e s ta b l is h e d i n M a y 1 9 9 6

S u r v e i ll a n c e d a t a c o ll e c t e d f o r t h e IC R w i l l b e u s e d to d e v e lo p a n

im p r o v e d , s t a g e I I D / D B P R u le a n d f i n a l iz e a n E S WT R . A ll m u n ic i p a l

w a t e r s u p p l ie s w il l b e r e q u i r e d to d i s i n fe c t s o u r c e g r o u n d w a t e r . A d d it i o n a l
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f i lt r a t io n p r o c e s s e s w i ll b e r e q u ir e d f o r s o u r c e w a t e r i n f l u e n c e d b y s u r f a c e

w a te r . W a t e r u t i li t i e s w il l b e m o n it o r e d t o e n s u r e t h a t t h e y m e e t t h e

d if f i c u lt ta s k o f m e e t in g M C L s fo r D B P s w h i le m a in t a i n i n g m i c r o b i a l s a f e ty

s t a n d a r d s .

E P A w i ll s e t s e p a r a t e d is i n f e c t io n c r it e r ia f o r g r o u n d w a t e r s t h a n

t h o s e e s t a b l i s h e d f o r s u r fa c e w a te r s . T h e S u r f a c e W a te r T r e a t m e n t R u le

t r e a ts G i a r d ia a n d e n t e r ic v i r u s e s a s t h e m o s t r e s t r i c t iv e p a t h o g e n s a s

t h e s e a r e th e o r g a n is m s m o s t r e s is ta n t t o d is i n f e c t io n . H o w e v e r
,
r e v is io n s

o f t h e SWT R n o w b e in g d e v e l o p e d r e c o g n iz e C ry p to s p o r d i u m p a r v u m a s

a n e v e n m o r e r e s is t a n t p a t h o g e n t h a n G i a rd ia o r e n t e r ic v ir u s e s . In

r e c o g n it io n o f t h is r is k , th e M C L o f C r y p to s p o r d i u m is e x p e c t e d to b e s e t

a t z e r o ( P o n t iu s
,
1 9 9 7 ) .

T h e G ro u n d w a te r T r e a t m e n t R u le (G WT R ) h a s n o t y e t b e e n

d e v e lo p e d ; h o w e v e r
,
t h e d r a f t GWD R t a rg e t s e n te r ic v i r u s e s a s t h e m o s t

im p o r t a n t p a t h o g e n s . E n t e r ic v i r u s e s a r e c o n s id e r e d r e s t r ic t iv e p a t h o g e n s

In g r o u n d w a te r r e g u la t io n b e c a u s e o f t h e i r s m a l l s i z e , o c c u r r e n c e i n

g r o u n d w a te r a n d f r e q u e n t r o le i n g r o u n d w a t e r - b o r n e o u t b r e a k s , i n

s it u a t io n s i n w h ic h C ry p to s p o r id i u m p a r v u m a n d G i a r d i a l a m b li a a r e n o t

c o n s id e r e d a g r e a t c o n c e r n i n d r in k in g w a t e r s o u r c e s ,
s u c h a s w it h

g r o u n d w a t e r
,

UV r a d i a t io n m a y b e t h e m o s t s u it a b le a lte r n a t iv e

d is in f e c t io n p r o c e s s e s .
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3 . 9 E n t e r i c V i r u s e s

E n t e r ic v i r u s e s m u lt i p ly in t h e a lim e n ta r y t r a c t
, p a r t ic u la r ly i n t h e

lo w e r in te s t i n e A p p r o x im a t e ly 14 0 ty p e s o f e n t e r ic v ir u s e s c a n b e fo u n d

in w a t e r a n d w a s t e w a te r (B it to n , 1 9 9 4 ) . F e c a ll y s h e d in c o n c e n t r a t io n s a s

h ig h a s 1 0
^ ° in f e c t io u s u n it s p e r g r a m ,

u n u s u a l ly s t a b le in e n v i r o n m e n t a l

w a te r s (Wh it e a n d F e n n e r
,
1 9 8 6 ) a n d g e n e r a l ly m o r e r e s is t a n t t o c h lo r in e

d is i n f e c t i o n t h a n b a c te r i a l p a t h o g e n s , e n t e r ic v i r u s e s p o s e a s ig n if ic a n t

p u b l ic h e a lt h r is k in d r i n k i n g w a t e r .

N o r w a l k v i r u s
,

r o t a v ir u s
,

h e p a t it is A v i r u s
,

a d e n o v i r u s a n d

e n t e r o v i r u s in f e c t io n s c a u s e s i g n if i c a n t w a te r b o r n e d is e a s e s (B l a c k lo w ,

1 9 9 1 ) . M o s t e n te r i c v i r u s e s a r e n o n - e n v e lo p e d a n d ty p ic a l ly h a v e a s h o r t

i n c u b a t i o n p e r io d o f 7 - 14 d a y s V i r a l g a s t r o e n t e r it i s is t h e s e c o n d m o s t

c o m m o n v i r a l il l n e s s w it h s y m p to m s r a n g i n g f r o m d ia r r h e a
,

n a u s e a
,

v o m it i n g ,
f e v e r ,

h e a d a c h e , m y a lg ia a n d m a la is e . T h e s e v ir u s e s c a u s e

in fe c t io n s w h ic h a r e u s u a l ly s e lf - l im it i n g b u t w h i c h m a y b e fa t a l in t h e v e r y

y o u n g ,
e ld e r ly , m a ln o u r i s h e d o r im m u n o - c o m p r o m is e d .

3 . 9 a N o r w a l k V i r u s

N o n w a lk v i r u s (N V ) i s a 2 6 - to 3 5 - n m
,
n o n e n v e lo p e d ,

7 . 7 k b ,

p o s it iv e - s e n s e
,
s in g le - s t r a n d e d R N A v i r u s

,
r e c e n t ly c la s s if ie d o n t h e b a s is

o f g e n o m e s e q u e n c in g a s a m e m b e r o f t h e C a l ic i v ir i d a e f a m i ly (J ia n g ,

1 99 0 ). W it h a b u o y a n t de n s ity o f 1 . 3 3 t o 1 . 4 1 g / c m
^ i n C s C I , t h e s e v ir u s e s

la c k d i s t i n c t iv e m o r p h o l o g y w h e n v i e w e d b y s c a n n in g e le c t r o n

m ic r o s c o py T h e r e a r e t h r e e o p e n r e a d i n g f r a m e s (O R F s ) i n t h e NV

g e n o m e . T h e f ir s t a n d lo n g e s t , O R F 1 , is p r e d ic te d t o b e in it ia t e d b y a n
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in t e r n a l A U G s t a r t c o d o n a n d to e n c o d e a p o ly p r o te i n p r e c u r s o r t o a

n o n s t r u c t u r a l p r o te i n .
T h e s e c o n d O R F is t h o u g h t t o e n c o d e a c a p s id

p r o te in t h a t s e lf - a s s e m b le s in t o v i r u s - l i k e p a r t ic le s . O R F 3 is a t t h e 3
'

e n d

o f t h e NV g e n o m e a n d i s t h o u g h t t o e n c o d e a s m a ll p r o t e i n o f u n k n o w n

f u n c t i o n .

T h e N o r w a lk g r o u p o f v ir u s e s is a m a j o r w o r l d w i d e c a u s e o f

e p id e m i c
,
w a t e r b o r n e g a s t r o e n te r it i s . C D C h a s e s t im a t e d t h a t 4 2 % o f

n o n - b a c te r i a l g a s t r o e n t e r it is is a s s o c i a te d w it h N o rw a lk v ir u s (K a p la n
,

1 9 8 2 ) . N V is a l s o t h e m a j o r c a u s e o f a c u te g a s t r o e n te r it is f o l l o w i n g

i n g e s t io n o f r a w s h e l lf is h (G o u v e a , 1 9 9 4 ; K o hn
,
1 9 9 5 ). F ift y to s e v e n ty

p e r c e n t o f th e U . S . a d u lt p o p u l a t io n s h o w s s e r u m a n t ib o d i e s t o t h e s e

v i r u s e s
,
s u g g e s t i n g p r io r NV e x p o s u r e .

S y m p t o m s o f N V i n fe c t io n in c l u d e m i ld to m o d e r a te n a u s e a (7 9 % ) ,

d i a r r h e a (6 6 % ) ,
v o m it in g (6 9 % ) , h e a d a c h e s , m y a lg i a a n d m a la is e . I l ln e s s

la s ts a p p r o x im a t e ly 7 2 h o u r s w it h f e c a l s h e d d i n g o f in f e c t io u s v i r u s

o c c u r r i n g f r o m o n s e t S p r e a d t h r o u g h fe c a l ly c o n t a m i n a te d w a te r a n d

s h e ll f i s h ,
NV t r a n s p o r t

, p e r s is t e n c e a n d d is i n fe c t io n k i n e t ic s h a v e n o t b e e n

a d e q u a t e ly in v e s t ig a t e d b e c a u s e N V c a n n o t b e c u lt iv a t e d i n v it r o a n d h a s

n o k n o w n a n im a l m o d e l. T r a d it io n a l ly ,
d ia g n o s is h a s b e e n a c h ie v e d

t h r o u g h im m u n e e le c t r o n m ic r o s c o p y (l E M ),
r a d io - im m u n e a s s a y (R IA )

a n d e n z y m e - im m u n e a s s a y (E IA ). T h e s e a s s a y t e c h n i q u e s a r e l im ite d b y

t h e s c a r c ity o f r e a g e n t s d e r iv e d f r o m h u m a n v o lu n te e r s a n d t h e la c k o f

s e n s it i v it y ,
s pe c if ic ity a n d s t a n d a rd iz a t i o n . C lo n in g a n d m o le c u la r
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d e t e c t i o n t e c h n iq u e s s u c h a s R T - P C R a r e i n c r e a s i n g t h e a b il ity o f

r e s e a r c h e r s t o d i a g n o s e a n d s t u d y N o rw a lk v i r u s a n d r e la t e d h u m a n

c a l ic iv i r u s .

C u r r e n t l y t h e r e is e v id e n c e o f t h r e e N o rw a l k - l ik e v i r u s g e n o g r o u p s ,

a n d a t le a s t f iv e d i s t i n c t s e r o ty p e s N o n w a l k
,
S n o w M o u n t a in a n d S a p p o r o

v ir u s e s a r e t h e p r o ty p e s o f g e n o g r o u p s 1 , 2 , a n d 3
,
r e s p e c t iv e ly . N o n w a l k ,

H a w a ii , S n o w M o u n t a in , T a u n t o n a n d t he Sa p p o r o s t r a i n a r e c u r r e n t ly

c o n s id e r e d t h e f iv e p r o t o t y p e s o f h u m a n c a lc iv ir u s e s H u C V s w it h o t h e r s

s t r a in s s t i ll b e in g i n v e s t ig a t e d . A d d it io n a l v i r u s e s s u c h a s m in i r e o v i r u s e s ,

r e c o v e r e d f r o m p e d ia t r ic p a t ie n t s w it h n o s o c o m i a l g a s t r o e n t r i t i s (L e w ,

1 9 9 4 ) , a p p e a r t o h a v e g e n o m ic o r g a n iz a t i o n s im i la r t o t h e N o n /v a lk v i r u s

a n d a r e l i k e ly to s o o n b e c la s s if i e d i n t h e C a l i c i v i r i d a e fa m i ly .

Im m u n ity t o N V is n o t w e ll u n d e r s t o o d . T h e r e a r e tw o fo r m s o f

im m u n it y t o N V : s h o r t - a n d lo n g - t e r m . S h o r t - t e r m r e s is t a n c e is s e r o t y p e
-

s p e c if i c (Wy a tt , 1 9 7 4 ). L o n g - te r m im m u n i ty d e v ia t e s f r o m tr a d it io n a l

im m u n ity a s s e e n in r e s p o n s e to in f e c t i o n w it h m o s t o t h e r v i r u s e s . A d u lts

w it h b lo o d s e r u m a n t ib o d ie s c a n s t i ll b e s u s c e p t ib l e t o r e i n fe c t io n w h il e , In

c o n t r a s t
,
t h o s e w it h o u t NV s e r u m a n t i b o d ie s a r e o f te n r e s is ta n t t o in f e c t io n

w h e n c h a l le n g e d . It is t h o u g h t t h a t g e n e t ic a l ly d e t e r m in e d v a r i a t i o n in

v i r u s r e c e p to r s i n t h e i n te s t in a l t r a c t is r e s p o n s i b le fo r l o n g - te r m r e s is ta n c e

i n t h e a b s e n c e o f h o s t N V s e r u m a n t ib o d i e s (B a r o n
,
1 9 8 4 ; B la c k l o w &

C u k o r
,
1 9 8 2 ; C u ko r & B la c k l o w , 1 9 8 4 ) T h e la c k o f im m u n ity in t h e

p r e s e n c e o f h o s t NV a n t ib o d i e s is le s s w e ll u n d e r s t o o d .
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3 . 9 b P o l i o v i r u s

T h r o u g h o u t r e c o rd e d h u m a n h is t o r y , p a r a ly t ic p o l io v ir u s c a s e s

h a v e b e e n id e n t if i e d . In t h e m id - 1 7 0 0 s
,
a s y n d r o m e i d e n t if i a b l e a s

p a r a ly t ic p o l io m y e li t i s b e g a n t o b e m e n t io n e d i n t h e m e d ic a l l ite r a t u r e .

(M e l n ic k
,
19 9 6 ) ,

w it h la r g e e p id e m ic s o c c u r r in g t h r o u g h t h e f i r s t h a lf o f th e

2 0 *
*'
c e n t u r y . W it h a n a g g r e s s i v e p o l io v i r u s v a c c i n a t io n p r o g r a m ,

m u c h

e f fo r t is c u r r e n t ly d e v o t e d t o t h e e l im i n a t i o n o f w il d - ty p e p o l io v i r u s

w o r l d w id e

P o l io v ir u s w a s c la s s if ie d i n 1 9 5 5 a s a n E n te r o v ir u s (v o n M a g n u s
,

1 9 5 5 ) . A s u b g r o u p o f t h e f a m i ly P ic o r n a v i n
'

d a e , t h e g e n u s E n t e r o v ir u s

w a s f o r m e d in r e s p o n s e t o a la r g e g r o u p o f v ir u s e s s im il a r i n t h e ir s m a l l

s iz e (~ 2 7 n m ) , a n R N A g e n o m e , r e s i s t a n c e t o e t h e r a n d m il d a c id (p H

3 . 0 ) a n d m u lt ip l ic a t i o n w it h in t h e e n te r i c t r a c t T h is g r o u p in g h a s b e e n

v a li d a t e d t h r o u g h m o d e r n m o le c u la r te c h n iq u e s w h ic h h a v e id e n t if i e d

s e q u e n c e h o m o lo g y ,
s im il a r s t r u c t u r e a n d m o d e o f r e p l ic a t i o n

T h e r e is a la r g e r a t i o o f u n a p p a r e n t p o li o v ir u s i n f e c t io n s fo r e a c h

p a r a ly t ic c a s e . E x p o s u r e o f a n o n - v a c c in a te d i n d iv id u a l t o p o li o v i r u s m a y

r e s u lt i n a r a n g e o f r e s p o n s e s i n c lu d i n g a s s y m t o m a t ic in f e c t io n , m i ld

il l n e s s
,

n o n - p a r a ly t ic p o l io m y e lit is a n d p a r a ly t ic p o l io m y e l it i s . T h e m o s t

c o m m o n s y m p to m s o f m i l d p o l io v i r u s in f e c t i o n i n c l u d e f e v e r
,
m a la is e ,

d r o w s in e s s , h e a d a c h e , n a u s e a , v o m it in g , c o n s t i p a t i o n a n d a s o r e t h r o a t .

In a b o u t 1 - 2 % o f c a s e s
,
t h e r e i s m i ld m u s c le w e a k n e s s w it h a lm o s t a lw a y s

c o m p le te r e c o v e r y . P a r a l y t i c p o lio m y e l it is i s t h e m o s t s e r io u s
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m a n if e s t a t io n o f p o l io v ir u s i n f e c t io n a n d o c c u r s i n 1% o r fe w e r o f a l l c a s e s .

T y p ic a l ly t h e v ir u s d o e s n o t m u lt ip ly i n m u s c le
,
w it h p e r ip h e r a l m u s c l e a n d

n e r v e d a m a g e s e c o n d a ry t o t h e p r im a ry d e s t r u c t io n o f n e r v e c e l ls w it h in

t h e c e n t r a l n e r v o u s s y s te m In t h e s e c a s e s , f la c c id p a r a ly s i s i s t h e m o s t

c o m m o n s y m p to m ,
c a u s e d b y lo w e r m o to r n e u r o n d a m a g e . T h e a m o u n t

o f d a m a g e v a r ie s a n d r e c o v e r y u s u a l ly o c c u r s w it h in 6 m o n t hs , w it h s o m e

c a s e s s u f fe r in g p e r m a n e n t r e s id u a l p a r a ly s is

T h e t h r e e s e r o ty p e s o f p o li o v ir u s s h a r e s o m e s u r fa c e a n t ig e n s
,

(M e l n ic k
,
1 9 9 6 ) b u t a r e d is t i n g u is h e d b y e p ito p e d if fe r e n c e s c l u s t e r e d

p r im a r i ly o n V P 1
,
o n e o f f o u r s t r u c t u r a l p r o t e in s . P r o p a g a t i o n o f p o l io v i r u s

i n c e ll c u lt u r e h a s a llo w e d n o t o n ly b e t t e r u n d e r s t a n d i n g o f t h e v i r u s e s a n d

r e l ia b le d ia g n o s is o f in f e c t i o n b u t a ls o p r o d u c t i o n o f a l iv e ,
o r a l p o li o

v a c c i n e (O P V ). In a r e a s w h e r e l iv e O P V is u s e d , v a c c i n e s t r a in p o l io v i r u s

is o f t e n fo u n d i n s e w a g e a n d f e c a lly c o n t a m i n a t e d w a t e r . H o w e v e r
, o t h e r

e n te r o v i r u s e s a r e a ls o f o u n d in w a te r a n d s e w a g e , e s p e c ia l ly d u r i n g

r e c u r r e n t a n n u a l p e r io d s o f h ig h p r e v a le n c e in t h e p o p u l a t io n .

3 . 1 0 I n d ic a t o r s o f W a t e r Q u a l it y

In d i c a to r o r ga n is m s a r e u t il iz e d a s e a s i ly d e te c ta b le a n d

q u a n t if i a b l e in d ic a t o r s o f f e c a l c o n t a m in a t io n ,
t r e a t m e n t e f f ic i e n c y a n d

r e l ia b il ity o f t h e d is t r i b u t io n s y s t e m (O iiv ie r i
,
1 9 83 ). D is i n f e c t i o n o f d r i n k in g

w a t e r a n d t r e a t e d s e w a g e , a lt h o u g h o f te n e f fe c t iv e a t r e d u c t io n o f

b a c te r i a l p a t h o g e n s , d o e s n o t n e c e s s a r i ly a c h ie v e in a c t iv a t io n o f v i r u s e s
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C o n s e q u e n t ly ,
v i r u s e s m a y b e d e t e c t e d in w a t e r s m e e t i n g f e c a l c o l ifo r m

a n d o t h e r b a c te r i a l i n d i c a t o r s t a n da r d s . (G e l d e n h u y s a n d P r e t o r i u s
,
1 9 8 9 ;

P a y m e n t
,
1 9 8 5 ) B e t te r in d ic a t o r o r g a n i s m s m u s t b e i d e n t if i e d to p r o t e c t

t h e p u b li c f r o m h e a lt h r is k s d u e to v i r a l c o n ta m i n a t io n . B e c a u s e d i r e c t

d e t e c t i o n o f p a t h o g e n i c b a c t e r i a , v i r u s e s a n d p r o t o z o a n c y s t s i s o f te n to o

c o s t l y , t im e - c o n s u m in g o r t e c h n ic a l ly d if f i c u lt fo r r o u t i n e u s e ,
i n d ic a t o r

o rg a n is m s a r e n e c e s s a r y t o o ls i n t h e a s s e s s m e n t a n d m o n it o r i n g o f

d r in k i n g w a t e r
,
w a s t e w a te r a n d r e c r e a t io n a l w a te r f o r m i c r o b ia l q u a li ty .

G o y a l ( 1 9 8 3 ) a n d E ll io t t a n d C o lw e ll ( 1 9 8 5 ) h a v e p r o p o s e d t h e

f o l lo w in g c r it e r ia f o r in d ic a t o r o rg a n is m s :

1 . A p p l i c a b l e t o a l l t y p e s o f w a t e r .

2 .
P r e s e n t i n s e w a g e a n d f e c a l ly c o n t a m i n a t e d w a t e r w h e n

p a t h o g e n s a r e p r e s e n t .

3 . N u m b e r s c o r r e l a t e w i t h a m o u n t o f f e c a l c o n ta m i n a t i o n .

4 . P r e s e n t i n g r e a t e r n u m b e r s t h a n p a t h o g e n s .

5 . N o a f t e r g r o w t h o r r e g r o w t h i n w a t e r o r t h e e n v i r o n m e n t .

6 . S u r v i v a l / p e r s i s t e n c e g r e a t e r t h a n o r a t l e a s t e q u a l t o p a t h o g e n s

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

7 . A b s e n t f r o m n o n - f e c a l l y c o n t a m i n a t e d w a t e r .

8 . E a s i l y d e t e c t e d a n d q u a n t i f i e d .

9 . C o n s t a n t c h a r a c t e r i s t i c s .

1 0 . H a r m l e s s t o h u m a n s a n d o t h e r a n im a ls .

1 1 . N u m b e r s i n w a t e r a s s o c i a t e d w i t h r i s k s o f e n t e r i c i l l n e s s f o r

c o n s u m e r s .

A t p r e s e n t
,
n o i n d i c a to r o r g a n is m h a s m e t a l l c r it e r ia o f a n id e a l in d ic a t o r

Y e t i n d ic a t o r s c o n t in u e t o p la y a n im p o r t a n t r o le i n t h e m o n ito r i n g a n d

s u r v e i l la n c e o f w a te r q u a lit y .
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3 . 1 1 M S 2 B a c t e r i o p h a g e

B a c te r i o p h a g e h a v e b e e n e x t e n s iv e ly s t u d ie d a s p o t e n t ia l in d ic a t o r s

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

T h e s e v ir u s e s a r e e a s i ly d e t e c t a b le a n d s o n n e s t u d ie s s u g g e s t t h a t c e r t a i n

b a c t e r io p h a g e h a v e c o m p a r a b le s u r v iv a l t im e s t o h u m a n v i r u s e s i n

e n v ir o n m e n t a l w a t e r s a n d w a t e r t r e a t m e n t (H a v e la a r
,

1 9 9 1 )

B a c t e r io p h a g e a r e v i r u s e s w h ic h in fe c t b a c te r ia l h o s t s
,
c o n t a i n D N A o r

R NA g e n e t i c m a t e r ia l , a n d li k e a l l v i r u s e s
,
a r e o b l ig a te pa r a s ite s r e q u ir i n g

a s p e c if i c h o s t f o r in f e c t i o n
,

r e p l ic a t io n
,
m a t u r a t io n a n d r e l e a s e . A n

im p o r t a n t f e a t u r e i n t he c l a s s i f i c a t i o n o f b a c te r io p h a g e i s t h e s ite t h a t

t h e s e v i r u s e s u t il iz e t o i n it i a te b a c te r ia l i n f e c t io n T h o s e b a c t e r io p h a g e s

t h a t a t t a c h t o a n d i n f e c t t h r o u g h p il i a r e c a l le d F m a le - s p e c if ic p h a g e i n

c o m p a r i s o n t o t h e s o m a t i c b a c te r io p h a g e th a t a d s o r b to a n d i n f e c t t h r o u g h

t h e h o s t
'

s m e m b r a n e .

H a v e la a r e t a l .

, ( 1 9 9 3 ) s u g g e s t s F - s p e c if i c R N A b a c te r io p h a g e a r e

a d e q u a t e i n d i c a t o r s o f e n te r i c v i r u s e s i n f r e s h w a t e r . M S 2 Is a p r o t o ty p i c a l

F m a le - s p e c if ic c o li p h a g e . In a d d it io n s e r o t y p i n g m a le - s p e c if i c R NA

c o l ip h a g e m a y p r o v id e in f o r m a t io n t o d if fe r e n t ia t e b e tw e e n h u m a n a n d

a n im a l c o n t a m in a t io n s o u r c e s (F u r u s e
,
1 9 8 7 ) .

MS 2 is u s e f u l a s a m o d e l o rg a n is m f o r U V in a c t iv a t io n r e s e a r c h . A s

a F m a le - s p e c if i c R NA c o li p h a g e ,
M S 2 h a s s in g le - s t r a n d e d R N A W it h a

f ir s t - o r d e r s u r v i v a l c u r v e f o r U V i n a c t iv a t io n (H a r m
,
1 9 8 0 ; M a t te r n e t a l . ,

1 9 6 5 ) a n d w it h o u t h o s t - c e l l r e a c t iv a t io n m e c h a n is m s
,
M S 2 is a s im p le a n d

e f fe c t iv e b io a s s a y o rg a n i s m (Q u a i ls e t a l , 1 9 8 3 ) .
T h e s t r u c t u r e a n d s iz e
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o f M S 2 is s u p e r f ic ia ll y s im i la r t o h u m a n e n t e r o v ir u s e s
, s u c h a s p o l io v i r u s

a s w e l l a s h u m a n c a li c iv i r u s e s a n d h e p a t it is A v i r u s (H a v e la a r , 1 9 9 0 ) .

3 . 1 2 M e t h o d s f o r V i r u s D e t e c t i o n

A s p r e v io u s ly n o t e d
,
h u m a n e n te r i c v i r u s e s h a v e b e e n d e t e c t e d i n

w a t e r m e e t i n g c o lif o r m s t a n d a rd s (M e l n ic k
,
1 9 8 0 ; B e r g , 1 9 7 3 ) . N o

in d ic a to r o r g a n is m is w it h o u t l im it a t i o n s a n d , a s o f y e t , n o g e n e r a lly

a c c e p te d a n d p r o v e n i n d i c a t o r o rg a n is m d i r e c t ly r e f l e c t s t h e p r e s e n c e a n d

c o n c e n t r a t i o n s o f e n te r ic v ir u s e s C o n v e n t io n a l m e t h o d s to d e te c t h u m a n

e n te r ic v i r a l p a t h o g e n s a r e u n a b le o r in e f f ic i e n t a t d ir e c t d e t e c t io n o f lo w

le v e ls o f t h e m o r e im p o r t a n t v i r a l p a t h o g e n s . R e c o v e r y a n d i d e n t if i c a t i o n

m e t h o d s a r e l im it e d in t h e i r s e n s i t iv it y , c a n b e t im e - c o n s u m i n g ,
e x p e n s iv e ,

a n d r e q u i r e s k il le d l a bo r a n d a d v a n c e d la b o r a t o r y e q u ip m e n t . S o m e

e n te r ic v i r u s e s
,

s u c h a s h e p a t it is A a n d E v i r u s e s
,

r o t a v i r u s e s
,

c a l ic iv ir u s e s a n d e n te r ic a d e n o v ir u s
,
c a n n o t b e d e te c te d a t a l l o r w it h h ig h

s e n s it iv ity i n c e l l c u lt u r e
.
F a s t ,

r e li a b l e , s e n s it iv e , e f f ic ie n t a n d e c o n o m ic a l

d e t e c t i o n o f e n t e r ic v i r u s e s is a n im po r ta n t a r e a o f r e s e a r c h a n d

d e v e lo p m e n t t h a t i s e s s e n t ia l t o t h e r e g u la t i o n
,
c o n t r o l a n d p r e v e n t io n o f

w a t e r b o r n e d i s e a s e

3 . 1 2 a C o n v e n t i o n a l D e t e c t i o n M e t h o d s

C o n v e n t io n a l m e t h o d s f o r d e t e c t i o n o f h u m a n e n t e r ic v ir u s e s in c l u d e

im m u n e e l e c t r o n m i c r o s c o p y ,
s o li d p h a s e im m u n o - a s s a y s o r c e l l c u lt u r e

i n fe c t iv ity a s s a y s . C o n v e n t io n a l d e te c t i o n o f p a t h o g e n ic v i r u s e s i n
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d r in k i n g a n d e n v i r o n m e n t a l w a te r s in v o lv e s c o lle c t in g a r e p r e s e n t a t i o n a l

s a m p le , c o n c e n t r a t in g t h e v ir u s e s
,
e x t r a c t in g v i r u s e s f r o m t h e c o n c e n t r a t e

,

a n d i s o la t i n g a n d q u a n t if y i n g t h e v i r u s e s b y c e l l c u lt u r e a s s a y s . C e ll

c u l tu r e a s s a y s r o u t i n e ly u n d e r e s t im a t e v ir u s p r e s e n c e f o r s e v e r a l r e a s o n s

C o n c e n t r a t i o n m e t h o d s a r e o ft e n in e f f i c ie n t a n d t h e i r e f f i c ie n c y is h i g h l y

v a r i a b l e .
In a d d it i o n , c y t o to x ic c o n t a m in a n ts a r e c o n c e n t r a te d w it h t h e

v i r u s e s a n d m a y i n te r f e r e w it h c e ll a s s a y . F in a l ly ,
m a n y im p o r t a n t

p a t h o g e n ic e n t e r ic v i r u s e s s u c h a s h e p a t it is A v i r u s , r o t a v i r u s a n d N o rw a l k

v i r u s g r o w p o o r l y o r n o t a t a ll i n c e l l c u l t u r e . A s a c o n s e q u e n c e o f th e s e

l im it a t i o n s t o c o n v e n t io n a l m e t h o d s
,
n e w m o le c u la r d e te c t io n m e t h o d s f o r

v i r a l n u c le ic a c id s a r e b e i n g c o n s id e r e d a s a n a lte r n a t i v e a p p r o a c h to

e f fe c t iv e ly a n d r a p i d ly m o n it o r e n t e r ic v ir u s e s i n w a t e r a n d w a s t e w a t e r .

3 . 1 2 b M o le c u l a r D e t e c t i o n o f V i r a l N u c le i c A c i d

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

e n a b l e d t h e d e v e lo p m e n t o f h y b r id iz a t io n d e t e c t i o n te c h n iq u e s (C o v a ,

1 9 8 8
,
J a n s e n

,
1 9 8 5 ). H o w e v e r

,
t h e l o w s e n s it iv ity o f t h e s e t e c h n iq u e s

lim its t h e d e t e c t i o n o f lo w le v e ls o f e n te r ic v ir u s e s i n d r i n k i n g w a t e r a n d

e n v ir o n m e n t a l w a t e r s .
W it h t h e d e v e lo p m e n t o f in - v i t r o a m p lif i c a t io n o f

s p e c if ic n u c le i c a c id s e q u e n c e s t h e d e t e c t io n o f lo w c o n c e n t r a t i o n s o f

w a t e r b o r n e p a t h o g e n s d r a m a t ic a l ly im p r o v e d T h e a p p li c a t io n o f i n v it r o

e n z y m a t ic a m p lif i c a t io n b y P C R , fo l lo w e d by d e te c t io n o f t h e s p e c if ic

n u c le i c a c id p r o d u c t b y o l ig o p r o b e h y b r i d iz a t io n , h a s p r o v id e d t h e

s e n s it iv ity a n d s p e c if i c ity r e q u i r e d t o m o n it o r fe c a l c o n ta m i n a t io n o f w a t e r
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a n d o t h e r s a m p le s (A b b a s z a d e g a n
,
1 9 9 3 ) .

M o le c u l a r d e t e c t i o n o f v i r a l p a t h o g e n s in w a te r s a m p le s i s l im ite d b y

c o n v e n t io n a l c o n c e n t r a t io n p r o t o c o ls w h i c h c o - c o n c e n t r a t e P C R in h ib it o r y

s u b s t a n c e s . T e c h n iq u e s s u c h a s g u a n id in iu m e x t r a c t i o n
, (S h ie h ,

1 9 9 5 )

h a v e b e e n d e v e lo p e d t o p u r if y v i r a l n u c le i c a c id f r o m t h e c o n c e n t r a t e .

H o w e v e r
,
t h e s e t e c h n iq u e s is o la te p u r if ie d v i r a l n u c le ic a c id , c o m p l ic a t i n g

e f f o r t s t o d e te c t o n ly i n f e c t io u s v ir a l p a r t ic le s . N e w c o n c e n t r a t io n

te c h n iq u e s s u c h a s P E G p re c i p ita t io n a n d a n t ib o d y - c a p t u r e P C R

(A C / P C R ) a tte m p t to c o n c e n t r a t e in t a c t v i r io n s (S c h w a b , 1 9 9 6 ). In

g e n e r a l
,
P C R r e s u lt s c a n n o t y e t b e r e l ia b ly in t e r p r e te d i n t e r m s o f

d e te c t io n o f in f e c t i o u s o r v ia b l e p a t h o g e n s (M a ie r
,
1 9 9 5 ; J o s e p h s o n

,

1 9 9 3 ) . Im p r o v e d m o le c u l a r m e t h o d s to d e te c t w a t e r b o r n e p a t h o g e n s a t

lo w c o n c e n t r a t io n s a n d in c o m p le x e n v ir o n m e n t a l s a m p le s w i ll s t r e n g t h e n

t h e d e te c t io n a n d s tu d y o f im p o r t a n t p a t h o g e n s . U lt im a t e ly ,
th is r e s e a r c h

w il l p r o v i d e b e t t e r s u r v e il la n c e d a t a o f w a te r b o r n e p a t ho g e n s
,

a be t te r

u n d e r s t a n d i n g o f d i s i n fe c t io n e f f i c a c y a n d , c o n s e q u e n t ly , e n a b le a n

im p r o v e d p r e v e n t io n a n d c o n t r o l s t r a te g y f o r w a t e r b o r n e d i s e a s e s .

W it h r e c e n t le g is la t i o n t o r e g u la t e d i s i n fe c t io n b y - p r o d u c t s , u lt r a v i o le t

r a d i a t i o n i s g a i n i n g s u p p o r t a s a n a lte r n a t iv e d is i n f e c t io n t e c h n o lo g y ,

p a r t ic u l a r l y f o r w a s t e w a t e r e f f lu e n t a n d s m a ll e r d r i n k in g w a t e r s u p p li e s .

G iv e n t h a t m a n y o f t h e m o r e im p o r t a n t v i r a l p a t h o g e n s a r e d if f ic u l t o r

im p o s s i b l e to d e t e c t b y c o n v e n t io n a l i n f e c t iv it y a s s a y s ,
P C R o r a n

a lte r n a t iv e m o le c u la r t e c h n iq u e is e s s e n t i a l i n t h e s t u d y a n d d e te c t io n o f
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v i r a l p o l lu t i o n i n w a t e r
. W it h t h e m e c h a n is m o f U V i n a c t iv a t i o n o c c u r r i n g

a t t h e l e v e l o f t h e n u c le ic a c id , it is p o s s i b le t h a t f a i lu r e o f R T - P C R

a m p l if ic a t io n
,

a s d e te c t e d b y a l o s s o f a m p l ic o n s ig n a l , m a y b e

in te r p r e t a b l e a s a lo s s o f v ir a l i n f e c t iv it y . S u c c e s s f u l a d a p t a t io n o f t h e

s e n s it iv e a n d s p e c if i c d e te c t io n o f v i r a l p a th o g e n s b y RT - P C R s u c h t h a t

o n ly p o te n t i a lly v ia b le a n d in f e c t io u s v i r u s e s a r e a m p l if ie d w o u l d g r e a t l y

im p r o v e t h e d e t e c t io n o f v i r a l p a t h o g e n s a n d p r o v id e a n e w b a s is t o

d e t e r m i n e a n d p o s s i b le r e g u la t e t h e v i r o l o g i c a l q u a lit y o f w a te r .
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4 . 0 M A T E R IA L S A N D M E T H O D S

4 . 1 V i r u s a n d H o s t C e l ls :

4 . 1 a N o r w a l k V i r u s (N V )

N o rw a l k v i r u s (s t r a in 8 F l l a ) w a s p r o c e s s e d f r o m c o m p o s it e h u m a n

v o l u n t e e r s t o o l s a m p l e s . A 1 0 % s to o l s lu r r y i n p h o s ph a t e b u f f e r e d s a l in e

(P B S ) w a s k e p t a t 4 ° C f o r 2 h o u r s a n d t h e N V w a s p u r if i e d b y

f l u o r o c a r b o n e x t r a c t io n b y v o rt e x i n g o n e p a r t o rg a n ic s o lv e n t a n d tw o

p a r t s s to o l s u s p e n s io n f o r a t le a s t 2 m i n u t e s a n d t h e n c e n t r i fu g in g a t 5 0 0 0

X g f o r 2 0 m i n u t e s T h e N V e x t r a c t io n p r o c e s s w a s r e p e a t e d 6 t im e s

u s i n g s u c c e s s iv e v o l u m e s o f P B S . T h e a q u e o u s s u p e r n a t a n t w a s

r e c o v e r e d a n d s a v e d a s NV s to c k a n d f r o z e n a t - 7 0
°

C .

4 . 1 b P o l i o v i r u s

P o li o v ir u s ty p e 1 (P V 1 ), s t r a i n L S c , a n d p o l io v i r u s ty p e 3 (P V 3 ),

S a b i n e s t r a i n
,

w e r e p r o p a g a t e d a n d a s s a y e d f o r i n fe c t iv ity u s in g

c o n t i n u o u s c e l l c u ltu r e s . P V 1 w a s g r o w n a n d a s s a y e d i n t h e B u f fa lo

G r e e n M o n k e y K id n e y (B G M K ) c o n t i n u o u s c e l l l i n e P V 3 w a s g r o w n a n d

a s s a y e d i n R D c e l ls , a h u m a n e m b r y o n a l r h a b d o m y o s a r c o m a c e l l l i n e .

H o s t c e l ls w e r e g r o w n a n d m a in t a in e d i n E a g le
'

s M i n im u m E s s e n t i a l

M e d i u m s u p p le m e n t e d w it h 0 . 0 1 5 M H E P E S b u f fe r
,

k a n a m y c in

( l OOp g / m L ) , g e n t a m i c i n (5 0 p g / m L ) , n o n - e s s e n t ia l a m i n o a c id s
,
s o d i u m

b ic a r b o n a t e (0 . 0 7 5% ), L - g l u ta m i n e
,
0 . 0 4 M m a g n e s i u m c h lo r id e

,
a n d f e t a l

c a lf s e r u m (2 % f o r m a i n te n a n c e a n d p la q u e a s s a y m e d ia ; 1 0 % f o r g r o w t h
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m e d ia ) . In fe c t e d c e l l ly s a t e w a s f r o z e n a n d t h a w e d 3 t im e s a n d h a r v e s te d

b y f l u o r o c a r b o n e x t r a c t i o n a s d e s c r i b e d in p r e v io u s s e c t i o n . In f e c t iv ity

d a t a w a s c o ll e c t e d b y c e ll c u lt u r e p l a q u e a s s a y t e c h n i q u e s u s i n g 1%

n e u t r a l r e d v it a l d ye a s h a s b e e n p r e v io u s ly d e s c r i b e d (S o b s e y e t a l .

,

1 9 7 8 )

4
.
1 c C o l i p h a q e M S 2

C o l ip h a g e M S 2 (A T C C 1 5 5 9 7 - B 1) w a s p r o p a g a te d a n d a s s a y e d i n E .

c o l i C - 3 0 0 0 (A T C C 1 5 5 9 7 ) b y d o u b le (t o p ) a g a r la y e r (D A L ) p la q u e

te c h n iq u e (A d a m s
,
1 9 5 9 ) . M S 2 s t o c k w a s h a r v e s t e d f r o m t h e t o p a g a r o f

c o n f l u e n t ly s is DA L p l a t e s a n d s u s p e n d e d i n s m a l l v o lu m e s o f P B S . C e l l

d e b r is w a s r e m o v e d b y c h l o r o f o r m e x t r a c t io n a n d c e n t r if u g a t io n a t 5 0 0 0 x

g f o r 1 5 m i n u te s a t 4
°

C . M S 2 w a s r e c o v e r e d i n t he a q u e o u s p h a s e a n d

s to r e d a t - 4 0 ° C .

4 . 2 V i r u s P r e p a r a t i o n

S t o c k v i r u s s u s p e n s io n s w e r e f i lte r e d to r e m o v e v ir u s a g g r e g a te s b y

f i lte r i n g f ir s t t h r o u g h a 0 2 u m - p o r e - s iz e f o ll o w e d b y f il te r i n g t h r o u g h a

0 . 0 8 | am - p o r e - s iz e
, p r e t r e a t e d N u c le o p o r e p o ly c a rb o n a te f i lte r .

P r e t r e a t m e n t w a s p e r fo r m e d b y p a s s i n g 3 . 0 m L o f a u to c l a v e d , f ilt e r e d (0 . 2

]i m M il le x
,
M il l ip o r e ) 0 1% T w e e n 8 0 t h r o u g h f i lt e r s f o ll o w e d b y 3 w a s h e s

w it h 1 0 m L o f a u to c l a v e d
,
f i lt e r e d (0 . 2 p m M i l le x

,
M il li p o r e ) ,

d is t il le d
,

d e io n iz e d w a t e r . M S 2 w a s im m e d i a te l y s u s p e n d e d i n P B S to m in im iz e

a gg r e g a t io n . A ll m o n o d is p e r s e d v ir u s e s w e r e s t o r e d a t 4 °

C t o p r e s e r v e
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in f e c t iv it y a n d d is p e r s io n . U V I r r a d i a t io n e x p e r im e n t s w e r e p e r f o r m e d

w i t h i n 4 8 h o u r s .

4 . 3 E x p e ri m e n t a l P r o c e d u r e

4 . 3 a UV D o s i n g

F o u r 2 5 w a tt g e r m ic i d a l la m p s (A q u if i n e 3 0 8 4 ) p r o d u c e d 2 5 4 n m U V

r a d ia t i o n w h ic h w a s c o l lim a t e d t o p r o v id e o n ly r a d i a t i o n p e r p e n d i c u la r o r

n e a r ly p e r p e n d ic u l a r to t h e s u r fa c e o f t h e v i r u s s u s p e n s i o n i n 6 0 x 1 5m m

p la s t i c p e t r i d is h F i lt e r e d v i r u s s u s p e n s io n in 1 0 m L o f P B S
, g a v e a l iq u id

d e p t h 0 . 5 c m
,
a n d it w a s c o n s t a n t ly s t i r r e d a t a s lo w s p e e d b y m a g n e t i c

m ix i n g d u r i n g U V e x p o s u r e . U V la m p s w e r e t u r n e d o n a n d a l lo w e d to

s t a b i l iz e fo r 1 0 - 15 m in u te s . UV i n te n s it y o f g e r m ic id a l la m p s w a s

m e a s u r e d w it h a U V X D i g it a l R a d i o m e te r . E x p o s u r e t im e s w e r e c o n t r o l le d

b y b lo c k i n g o u t t h e U V ra d ia t io n w it h c a r d b o a rd b e f o r e a n d a ft e r

c a lc u l a t e d e x p o s u r e t im e s . T h e i r r a d ia te d v i r u s s u s p e n s i o n w a s s a m p le d

a s a f u n c t io n o f t im e a n d s a m p le s w e r e s t o r e d im m e d ia te ly o n m e lt i n g ic e

a n d a s s a y e d fo r in f e c t iv ity w ith i n 6 h o u r s .

4 . 3 b D o s e M e a s u r e m e n t s

A v e r a g e in t e n s i ty (I a v g ) w a s d e te r m i n e d f r o m a n e q u a t io n f i r s t

d is c u s s e d b y M o r o w itz ( 1 9 5 0 ) f o r t h e i r r a d ia t io n o f s t ir r e d s u s p e n s io n s ;

l a v g
= lo X (1 - e

- = ' -

)/ a L

Wh e r e l o i s t h e in c id e n t i n t e n s it y ,
L i s t h e d e p t h o f t h e s u s p e n s i o n o r p a t h

le n g t h (c m ) a n d a i s t h e a b s o r b a n c e p e r c m . B e c a u s e t h e t u r b id ity o f t h e
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v ir u s s u s p e n s io n
,

a s m e a s u r e d a t 2 5 4 n m w it h a S p e c t r o n i c 1 2 0 1

s p e c t r o p h o t o m e t e r (M i lto n R o y C o m p a n y ,
R o c h e s te r

,
N Y ), w a s lo w

,
n o

c o r r e c t i o n s f o r s c a t te r i n g w e r e n e c e s s a r y . D o s e w a s c o m p u te d a s t h e

p r o d u c t o f k n o w n r a d i a t io n in t e n s ity a n d e x p o s u r e t im e (s e c o n d s ) a n d

c o u ld b e c a lc u l a te d f r o m :

D o s e = I n t e n s it y x t im e

T h i s e q u a t io n is d e r iv e d f r o m t h e B u n s e n - R o s c o e r e c ip r o c ity la w o f

p h o to c h e m is t r y w h i c h s t a te s t h a t a c o n s t a n t p h o t o c h e m ic a l r e a c t io n

o c c u r s if t h e p r o d u c t o f i n te n s it y a n d e x p o s u r e t im e i s c o n s ta n t (G a te s ,

1 9 2 9 ) . T h e n e c e s s a r y e x p o s u r e t im e w a s c a lc u l a te d b y d iv i d in g t h e

d e s i r e d UV d o s e b y t h e k n o w n U V i n t e n s ity S a m p le s o f t h e v i r u s

s u s p e n s i o n w e r e r e m o v e d a t s p e c if ie d i n te r v a ls
,
i n c lu d in g a n o n i r r a d ia te d

s a m p le a t t im e z e r o . V i r u s s u s p e n s i o n s a t e a c h d o s e w e r e d i l u te d s e r i a ll y

1 0 - f o l d i n 0 1 X P C R b u ff e r (P e rk i n E lm e r - R o c h e
,
A la m e d a

,
C A ) a n d

t ite r e d t h e s a m e d a y i n c e l l c u lt u r e s b y p l a q u e a s s a y . T h e s a m e v i r u s

d il u t i o n s w e r e te s t e d a s 1 0 p i a l iq u o t s b y D / R T - P C R a n d a lt e r n a t iv e R T -

P C R t e c h n iq u e s . V i r a l i n a c t iv a t io n w a s d e f i n e d e it h e r a s is a l o g i o l o s s o f

v i r u s i n f e c t iv ity (- lo g i o (N t/ N o )) b y p la q u e a s s a y o r a s a e n d p o in t t it r a t io n

a s s a y a s d e t e r m i n e d b y a lo s s in R T - P C R a m p li c o n s ig n a l.

4 . 4 R e v e r s e - t r a n s c r i p t i o n a n d E n z y m a t i c A m p l i f i c a t i o n

4 . 4 a S h o r t T a r g e t RT - P C R

T h e R N A - P C R k it f r o m P e r k i n E lm e r - R o c h e (A la m e d a
,
C A ) w a s u s e d
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a c c o r d in g t o t h e m a n u f a c t u r e r
'

s p r o t o c o l
,
e x c e p t t h e r e a c t io n v o l u m e f o r

r e v e r s e t r a n s c r ip t io n (R T ) w a s in c r e a s e d t o 3 0 ^ 1 t o a c c o m m o d a t e a l Op I

s a m p le . R a n do m h e x a m e r s o r 3
'

g e n e - s p e c i f i c p r im e r s w e r e u s e d in t h e

RT re a c t io n .

V ir a l R N A w a s h e a t - r e l e a s e d b y a d d i n g r e a c t io n t u b e s c o n t a in i n g

P C R b u f fe r
,
m a g n e s i u m c h l o r id e , n u c l e o t i d e s , p r im e r a n d s a m p l e t o a

t h e r m o c y c l e r (m o d e l 4 8 0
,
P e r k i n E lm e r

,
N o n w a l k

,
C N ) p r e h e a te d t o 9 9 ° C

,

f o r 5 m in u t e s . T u b e s w e r e c h i l le d q u ic k ly o n i c e fo r 1 m i n u te
,
c e n t r if u g e d

a n d 5 0 u n its o f M u L v r e v e r s e t r a n s c r ip ta s e a n d 2 0 u n i ts o f R N a s e i n h i b it o r

w e r e a d d e d . A f te r v o r t e x in g ,
t u b e s w e r e a d d e d t o a t h e r m o c y c le r

p r e h e a t e d to 4 2
°

C f o r 6 0 m i n u te s , fo l lo w e d b y a 5 m i n u t e 9 9 ° C s te p t o

i n a c t iv a te t h e r e v e r s e t r a n s c r ip t a s e . A f te r c h i ll i n g t u b e s t o 4 ° C a n d a b r ie f

c e n t r if u g a t i o n , t u b e s w e r e s u p p le m e n t e d w it h a c o m p le te p r im e r s e t
,
P C R

b u f fe r
,
m a g n e s i u m c h l o r id e , w a te r a n d 5 u n it s T a q D N A p o ly m e r a s e t o a

f i n a l v o l u m e o f l OOia l . E a c h r e a c t io n t u b e w a s o v e r la i d w it h 8 0 ]i L o f

m in e r a l o i l . T u b e s w e r e a d d e d t o t h e t h e r m o c y c le r p r e h e a t e d t o 9 5 ° C a n d

p r o g r a m m e d f o r t h e f o ll o w i n g P C R p ro f ile : 4 0 c y c le s o f 9 5 ° f o r 1 . 5 m i n

(d e n a tu r a t io n ), 5 5
°

f o r 1 . 5 m i n . (p r im e r a n n e a l in g ) ,
a n d 7 2 °

fo r 1 . 5

m i n u te s (e l o n g a t io n ) .

4 . 4 b L o n g T a r g e t RT - P C R

A m p lif i c a t io n o f lo n g v i r a l g e n o m e t a rg e t s w a s d o n e u s i n g a T it a n

O n e T u b e R T - P C R S y s t e m f r o m B o e h r i n g e r M a n n h e im (In d i a n a p o l i s ,
I N ) .

J jĵ U t il iz in g a h e a t s t a b l e A M V R e v e r s e T r a n s c r i p t a s e , s y n t he s is o f c D NA
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#

m

39

w a s p e r f o r m e d a t 5 0
°

C r a t h e r t h a n 4 2 ° C . T h e h ig h e r t r a n s c r ip t i o n

te m p e r a t u r e im p r o v e d r e v e r s e t r a n s c r i p t io n o f p r o b le m g e n o m i c r e g io n s

b y r e d u c i n g t h e s e c o n d a ry s t r u c t u r e o f v i r a l R N A P C R a m p l if ic a t io n o f

t r a n s c r ib e d c D N A w a s a c h i e v e d w it h o u t a d d it i o n a l m a n ip u l a t io n o f

r e a c t io n t u b e to a d d D N A p o ly m e r a s e a c t iv ity . A c o m b in a t io n o f tw o h ig h

f i d e lity ,
R N a s e H - a n d h e a t s t a b l e D N A p o ly m e r a s e s { Ta q D NA

p o ly m e r a s e a n d P w o D N A p o l y m e r a s e ), p r o v id e d a s e n s it iv e o n e t u b e
,

o n e s te p R T - P C R s y s t e m A d d it io n o f D T T , D M S O a n d E D T A s t a b il iz e d

t h e t e m p la t e a n d in c r e a s e d t h e a c t iv it y o f t h e e n z y m e s . T h i s s i n g l e s te p

p r o t o c o l m i n im i z e d th e o p p o rt u n ity f o r c o n t a m i n a t i o n , r e d u c e d h a n d l i n g

t im e
, a n d i n c r e a s e d s p e c if ic it y a n d s e n s it iv it y t o lo w c o p y n u m b e r b y

p r o v i d in g o p p o r t u n it y f o r a n i n c r e a s e d o p t im a l p r im e r - a n n e a l in g

t e m p e r a t u r e .

T h e m a n u f a c t u r e r
'

s p r o to c o l w a s f o ll o w e d w it h a 1 0 p i s a m p l e .

P r im e r s , n u c le o t id e s , D T T a n d P C R - g r a d e w a t e r w e r e c o m b i n e d i n s i n g le

r e a c t io n c o c k ta i l a n d d is t r ib u t e d t o r e a c t io n t u b e s T h e s a m p l e w a s a d d e d

a n d t h e v ir a l R NA h e a t - r e le a s e d b y a d d i n g t u b e s t o th e t h e r m o c y c le r

p r e h e a te d t o 9 9
°

C fo r 5 m in u te s A ft e r b e in g c h il l e d o n i c e fo r 2 m i n u t e s
,

t u b e s w e r e c e n t r if u g e d a n d a s e c o n d r e a g e n t c o c k t a il w a s a d de d ,

c o n t a in i n g RN a s e In h i b ito r
,
P C R b u ff e r a n d e n z y m e m i x .

A ft e r t h e

a d d it io n o f a m in e r a l o i l o v e r la y t o p r e v e n t e v a p o r a t io n
,
t u b e s w e r e a d d e d

t o p r e h e a te d t h e r m o c y c l e r f o r a 3 0 m in u t e R T s t e p a t 5 0 ° C ,
f o l lo w e d

im m e d ia t e ly b y 1 0 c y c l e s o f P C R a m p lif i c a t i o n w it h d e n a t u r a t io n a t 9 4
° C
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4 0

f o r 3 0 s e c
,
a n n e a l i n g a t 6 0 ° C f o r 3 0 s e c a n d e lo n g a t io n a t 6 8 ° C f o r 1

m i n u te . T h i s t h e r m o c y c le r p r o f i le w a s l in k e d t o a s im i la r p r o f i l e ,
w ith t h e

s a m e d e n a t u r a t i o n a n d a n n e a l in g t e m p e r a t u r e s a n d t im e s
,
b u t w i t h a 5

s e c o n d e x t e n s io n p e r c y c l e to t h e 6 8 ° C e l o n g a t io n s t e p fo r 2 5 c y c le s .

T h e f in a l t h e r m o c y c le r p r o f i le w a s a p r o lo n g e d e lo n g a t io n s te p o f 7

m in u t e s a t 6 8
°

C

4 . 4 c A n t i b o d y (Im m u n o a f f i n i t y ) C a p t u r e R T - P C R

V ir u s e s w e r e c a p tu r e d b y a n t i b o d ie s th a t w e r e b o u n d t o a

p a r a m a g n e t i c b e a d . T h e R N A o f c a p t u r e d v i r u s e s w a s h e a t - r e l e a s e d a n d

a m p lif i e d b y R T - P C R . G o a t a n t i- h u m a n o r g o a t a n t i - r a b b it im m u n o g lo b i n

G (Ig G ) a n t ib o d i e s c o v a le n t ly l in k e d t o p a r a m a g n e t i c be a d s w e r e f r o m B io

M a g A d v a n c e d M a g n e t ic s , I n c (C a m b r id g e , M a s s . ) N o n - s p e c if ic b i n d i n g

s ite s w e r e b lo c k e d w it h 1% bo v i n e s e r u m a l bu m i n (B SA )(B o e h r i n g e r

M a n n h e im
,
In d ia n a p o lis ,

IN ) a n d t h e b e a d - a n t i b o d y c o m p le x w a s w a s h e d

tw i c e w i th 0 . 0 5 % T w e e n 2 0 i n P B S
.

P o o le d h u m a n s e r u m

im m u n o g lo b u li n (H S IG , G A M M A R , A r m o u r P h a rm a c e u t ic a l C o . ,

K a n k a k e e
,
IL ),

d il u te d 1 :2 0 0 i n 0 . 1 % B S A i n P B S , w a s a d d e d a n d t h e

r e a c t io n g e n t ly a g it a t e d a n d a ll o w e d t o in c u b a t e f o r 3 0 m in u te s a t r o o m

t e m p e r a t u r e . T h e b e a d c o m p le x w a s w a s h e d t w ic e w it h 0 . 0 5 % T w e e n 2 0

i n P B S a n d t h e s a m p le w a s a d d e d T h e m ix t u r e w a s in c u b a te d f o r 2 - 4

h o u r s a t r o o m t e m p e r a t u r e a n d t h e a n t i g e n - a n t ib o d y c o m p le x w a s w a s h e d

f iv e t im e s w ith 0 . 0 5% T w e e n 2 0 in P BS . T h e b e a d s w e r e c o n c e n t r a t e d

w it h a m a g n e t a n d r e s u s p e n d e d i n 5 0 ]i \ 0 .
1% P C R b u f fe r .

V i r a l R N A w a s
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4 1

h e a t - r e le a s e d b y a d d in g t o t h e t h e r m o c y c l e r p r e h e a te d t o 9 9 ° C f o r 5

m in u t e s . T h e m a g n e t ic b e a d s w e r e r e m o v e d b y m i c r o c e n t r if u g a t io n fo r 2

m i n u t e s a t 1 0 K
,
t h e R NA c o n t a i n in g s u p e r n a t a n t c o n t a i n in g t h e r e le a s e d

v i r a l R N A w a s a n a ly z e d im m e d ia te ly b y R T - P C R .

4 . 5 O l i g o n u c l e o t i d e P r im e r s f o r R T - P C R

4 . 5 a S h o r t T a r g e t P r i m e r P a i r s

P o l i o v ir u s , t y p e 1 a n d t y p e 3 w e r e d e te c t e d b y t h e p a n - e n t e r o v ir u s p r im e r

p a i r d e s c r ib e d b y D e L e o n e t a l .

, 1 9 9 0 .
T h is p r im e r p a i r a m p lif i e s a r e g io n

f r o m n u c l e ic a c id b a s e n u m b e r 4 4 9 to 6 4 4 in t h e 5
'

n o n - t r a n s la t e d r e g io n

o n t h e r e f e r e n c e e n t e r o v i r u s o f c o x s a c k ie v i r u s B 3 (C h a p m a n e t a l .

,
1 9 9 0 ) .

T h r e e p r im e r p a i r s w e r e u s e d i n t h e a m p l if ic a t i o n o f N V s h o r t t a rg e ts .

P r im e r p a i r p 3 5 / p 3 6 w a s d e s c r ib e d b y A t m a r e t a l, 1 9 9 5 a n d a m p l if y a 4 6 9

b a s e f r a g m e n t (4 4 8 7 - 4 95 6 ) in s id e t h e p o ly m e r a s e r e g i o n o f t h e N o r w a lk

v i r u s g e n o m e . T h e N V p o l p r im e r p a i r a m p l if ie s a 2 6 0 b a s e s e q u e n c e

w it h in t h e NV p o ly m e r a s e r e g i o n (4 6 0 1 - 4 8 6 0 ) a n d w a s d e s c r ib e d b y D e

L e o n e t a l .

, ( 1 9 9 2 ) T h e t h i rd NV s h o r t f r a g m e n t p r im e r p a i r , d e s c r ib e d b y

J i a n g e t a l . , ( 1 9 9 3 ) w a s d e s i g n a t e d t h e IP p r im e r p a ir ,
a m p l if ie d a 2 2 4 b p

r e g i o n (2 2 1 5 - 2 4 3 8 ) a t t h e 5 '

e n d o f NV O R F 1 . T h e r e w e r e tw o M S 2 s h o r t

t a r g e t p r im e r p a i r s b o t h s e le c t e d b y B a t t ig e ll i e t a l , (1 9 9 0 ) . R e p 1 a n d

R e p 2 a m p lif y f r a g m e n t s o f 2 3 4 a n d 2 3 3 n u c le o t i d e s
, ( 1 9 8 2 - 2 2 1 5

,
2 2 9 8 -

2 3 3 0
,
r e s p e c t iv e l y ) w it h b o th a m p li c o n s w it h in t h e M S 2 r e p l ic a s e r e g io n .

NEATPAGEINFO:id=5A65622B-E403-4276-A43C-18BD8F51611A



4 2

4 . 5 b L o n g T a r g e t P r i m e r P a i r s

P r im e r p a ir s w e r e s e le c te d t o a m p l if y l o n g N V , M S 2 a n d P V 1

g e n o m ic t a r g e t s . C o m p le te v i r a l g e n o m ic s e q u e n c e s w e r e l o c a t e d f r o m

G e n B a n k u s i n g c o m p u t e r s o f tw a r e p a c k a g e E N T R E Z (R e le a s e 2 4 . 0 ,

B e t h e s d a , M D ) .
P r im e r s e q u e n c e s w e r e id e n t if ie d f r o m t h e l ite r a t u r e a n d

a p p r o p r i a te s e q u e n c e s lo c a t e d i n t a rg e t r e g i o n s w e r e a n a ly z e d . T h e

p r im e r l e n g t h w a s i n c r e a s e d t o 2 8 - 3 3 b a s e s t o in c r e a s e t h e o p t im u m

p r im e r p a i r a n n e a li n g te m p e r a t u r e t o a p p r o x im a t e ly 6 0 ° C . In a d d it i o n

p r im e r p a i r s w e r e a n a ly z e d f o r h o m o lo g y a n d s e c o n d a ry s t r u c t u r e . O n c e

a p p r o p r ia t e c a n d id a te p r im e r p a i r s w e r e id e n t if ie d , o l ig o n u c l e o t id e s w e r e

o rd e r e d f r o m t h e N u c le i c A c i d s C o r e F a c i l it y (L i n e b e r g e r C o m p re h e n s iv e

C a n c e r C e n t e r
,
C h a p e l H i l l, N C ) a n d r e s u s p e n d e d in P C R - g r a d e w a t e r .

P r im e r p a i r s w e r e te s t e d fo r s e n s it iv it y a n d t h e b e s t p r im e r p a i r c h o s e n f o r

lo n g t a r ge t a m p l if ic a t i o n .

T h e r e a r e tw o lo n g ta r g e t p r im e r p a ir s f o r N o n w a l k v i r u s : N V

A m p l ic o n 1 (N V 2 A / B ) i s w it h i n t h e 5 '

n o n - c o d i n g r e g i o n a n d is 1 3 4 6 b p

lo n g a n d NV A m p l ic o n 2 (N V C 3 / 5 ) i s w it h i n t h e p o l y m e r a s e r e g i o n a n d

a m p l if ie s a 9 2 2 b p a m p l ic o n T h e M S 2 lo n g t a rg e t p r im e r p a ir s a m p lif ie s a

4 9 4 b p a m p l ic o n w it h i n t h e r e p l ic a s e r e g i o n . T h e p o li o v ir u s p o lC / D p r im e r

p a i r a m p lif ie s a 9 7 0 b p a m p li c o n (6 1 1 6 - 6 9 8 1 ) w it h i n t h e p o ly m e r a s e

r e g io n
.

4 . 5 c P r im e r P a i r S e n s i t i v i t y

T h e s e n s i t i v it y o f t h e p r im e r p a i r s d e te c t io n o f t a r g e t v i r u s b y R T - P C R

w a s d e te r m i n e d f o r P V a n d M S 2 b y a m p l ify in g ta r g e t v ir u s e s i n s a m p le s
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s e r ia lly d i l u te d 1 0 - f o ld i n 0 . 1% P C R b u f fe r . S t a n d a r d iz e d ^ 0 \l \ v o l u m e s o f

e a c h d i lu t io n w e r e e v a l u a t e d b y R T - P C R a n d c o m p a r e d w it h in f e c t iv ity

d a t a a v a i la b le o n t h e s a m e d il u t io n s e r i e s b y p la q u e a s s a y . T h e R T - P C R

ti te r w a s r e p r e s e n t e d a s P C R u n it s (P C R U / m L ) a n d w a s c a l c u la te d f r o m

th e a s s u m p ti o n o f 1 P C R U a t t h e lo w e s t d i lu t i o n fo r w h i c h a n a m p li c o n

s ig n a l w a s d e t e c t e d . F o r P V a n d M S 2
,
R T - P C R t ite r c a n b e c o m p a r e d t o

t h e c e l l c u lt u r e in f e c t iv ity t it e r t o d e t e r m in e t h e r e la t iv e s e n s it iv ity o f R T -

P C R a m p lif i c a t i o n to in f e c t iv ity (P F U / m L ) r e s u lts . In t h e c a s e o f N V
,

p r im e r p a i r s e n s it iv ity w a s c o m p a r e d t o r e la t i v e t o t h e P C R U d e t e c t io n o f

th e m o s t s e n s it iv e s h o r t t a rg e t p r im e r p a ir , t h e p o l p r im e r s e t ( 1 1 P C R U ).

P r im e r d e te c t io n l im it s a r e p r e s e n te d b e lo w i n T a b le 4 . 1 .

NEATPAGEINFO:id=47C24407-6EC2-437F-9EC8-3189A5DA5D27



4 4

T a b le 4 . 1 : P r i m e r s f o r N V
,
P V a n d M S 2 A m p l i f i c a t i o n b y R T - P C R

V i r u s P r i m e r s G e n o m ic

n u c l e o t i d e s

S e q u e n c e (5
'

t o 3 '

) A m p ii c o n

S iz e (b p )
S e n s it iv it y

P V p a n - e n t e r o

3
'

5
'

6 2 7 - 6 4 4

44 9 - 4 6 5

A C C G G A T G G C C A A T C C A A (- )
C C T C C G G C C C C T G A A T G ( + )

1 9 7 0 . 0 1 - 0 . 1 P FU D /R T - P C R

10 - 1 0 0 P F U A C/ R T - P C R

PV p o l C /D

3
'

5
"

6 9 51 - 6 9 8 1

61 16 - 6 1 4 3

G G T A G G A A G C A A T T A C A T C A T C A C C A T A G G C (- )
C G A T C C C A G G C T T A A G A CA G A C T T T G A G (+ )

9 7 0 0 . 1 - 1 . 0 P F U D/R T - P C R

M S 2 R e p 1

3
'

5 "

2 1 9 5 - 2 2 1 5

19 82 - 2 0 0 1

G CT T G T T C A G C G A A C T T CT T G ( - )
T A A G C T A C G G G A G G C G A A T G (+ )

2 3 4 1 . 0 - 1 0 P F U D / R T - P C R

10 - 1 00 P F U A C /R T - P C R

M S 2 R e p 2

3
"

5
'

2 3 10 - 2 3 3 1

2 0 9 8 - 2 1 1 7

C C C T A CA A C G A G C C T A A A T T C (- )
G C A A C C T C C T C T C T GG C T A C (+ )

2 3 3 1 . 0 - 1 0 P F U D/ RT - P C R

1 0 - 1 0 0 P F U A C /R T - P C R

[UIS 2 B R E P 3 / 5

3
*

5 "

2 3 10 - 2 3 3 1

1 83 8 - 1 8 5 8

T C C C T A C A A C G A G C C TA A A TT C (- )
A T G A G G A T T A C C CA T G T C G A A G (+ )

4 9 4 1 0 P F U

N V P o l

3
'

5 "

4 8 4 0 - 4 8 6 0

4 60 1 - 4 6 2 1

G A G A A A T A T G A CA T G G A T T G (- )
C A A A T T A T G A C A G A A T C C T T C (+ )

2 6 0 1 P C R U
^

D / R T - P C R

10 0 - 1 0 00 P C R U
'

A C /R T - P C R

N V IP

3
"

5
"

2 4 1 9 - 2 4 3 8

2 2 1 5 - 2 2 3 3

A G C C TG A T A G A G C A T T C T T T ( - )
C A C C A C C A T A A A C A G G C T G T (+ )

2 2 4 1 P C R U
'

D /R T - P C R

10 0 - 1 0 00 PC R U
'

A C /R T - P C R

N V 3 5 / 3 6

3
'

5
'

4 9 3 6 - 4 9 5 6

4 4 8 7 - 4 5 0 5

CT T G T T G G T T T G A G G C C A T A T (- )
A TA A A A G T T G G CA T G A A CA ( + )

4 7 0 1 0 P C R U
^

D / RT - P C R

1 00 - 1 0 00 PC R U
'

A C /R T - P C R

N V 2 A / B

3
'

5 '

1 9 38 - 1 9 7 0

6 24 - 6 5 6

T G G T G A T G A C T A T A G CA T C A G A C A C A A A T T G C A (- )
A T G C TA T A T A C A TA G G T CA A G G C A A G A C GG T G G (+ )

1 34 7 0 . 1 P C R U

N V C 3 /C 5

3
*

5
"

4 9 07 - 4 9 3 1

4 0 10 - 4 0 38

T G A G A A T T T G A G T G A G G C GG G C T G G ( - )
G G C C C A T C C C T A C A A C A GG T A C T A C G T G A (+ )

9 2 2 0 . 1 P C R U
'

' R T - P C R N V A m p i i c o n S e n s i t i v i t v o f E x p r e s s e d R e l a t iv e t o D / R T - P C R A m p l i f i c a t i o n o f p o l p r im e r r e g i o n f l P C R U )
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4 . 6 A n a ly s i s o f V i r a l A m p l i c o n s b y A g a r o s e G e l E l e c t r o p h o r e s is

A m p l if ie d P C R p r o d u c ts w e r e a n a ly z e d o n 1 2 % a g a r o s e g e ls f o r l o n g ta r g e t

a m p l ic o n s a n d o n 1 . 7 % a g a r o s e g e l s f o r s h o r t t a rg e t a m p l i c o n s . A g a r o s e g e ls w e r e

p r e p a r e d b y d i s s o lv in g t h e a g a r o s e in 1X T A E b u f fe r (0 . 0 4 M T r is b a s e , 0 . 0 0 5 M s o d iu m

a c e t a t e
,
0 0 0 1 M E D T A ) u s i n g a m ic r o w a v e o v e n f o r h e a t in g . A g a r o s e g e ls w e r e

s u p p le m e n t e d w it h e t h id i u m b r o m id e a n d P C R s a m p le s w e r e s u s p e n d e d in lo a d in g

b u f fe r a n d i n je c t e d in t o p r e - f o r m e d w e l ls in t h e a g a r o s e g e l G e l s w e r e e le c t r o p h o r e s e d

a n d D N A p ro d u c t s w e r e v is u a l iz e d b y U V t r a n s i ll u m in a t io n (U lt r a - L u m
,
P a r a m o u n t ,

C A )

w it h a 1 0 0 bp o r 1 K b D NA l a d d e r (G ib c o B R L ,
G a it h e r s b e rg ,

M D ) u t il iz e d a s a P C R

p r o d u c t le n g t h r e f e r e n c e .

4 . 7 D a t a A n a l y s is

In a c t i v a t i o n
, p a r t i c u la r ly o f s in g le - s t r a n d e d

,
m o n o d i s p e r s e d v ir u s e s s u c h a s t h e

N V
,
M S 2 a n d P V u s e d i n t h is s t u d y c a n t y p ic a l ly b e c h a r a c t e r iz e d b y f ir s t - o r d e r k in e t ic s

a n d m o d e l e d b y C h i c k
'

s la w . T h e s u r v iv a l r a t io (N t/ N o ) ,
w h e r e N o is t h e i n it i a l t it e r a n d

N t is t h e v i r u s p la q u e c o u n t a t t im e t (t im e o f e x p o s u r e ), r e l a te s t h e v ir u s c o n c e n t r a t i o n

a t s a m p li n g p o i n t t (r e la t in g to a p a r t i c u la r d o s e ) t o t h e c o n c e n t r a t i o n o f v i r u s e s a t t h e

s t a r t o f t h e e x p e r im e n t . T h e s u r v iv a l r a t io s w e r e lo g - t r a n s f o r m e d a n d p lo t t e d a s a

f u n c t i o n o f U V d o s e . T h e s u r v iv a l d a t a f o r MS 2 a n d P V w a s c a l c u l a t e d f r o m c e l l

i n fe c t iv ity d a ta a n d e x p r e s s e d a s a r a t io o f t h e m e a n p la q u e f o r m i n g u n its p e r m L

(P F U /m L ) a t e a c h s a m p l i n g p o i n t r e l a t iv e to t h e m e a n v i r u s c o n c e n t r a t io n a t t im e z e r o

T h e U V d o s e is d i r e c t ly p r o p o r t io n a l t o t h e t im e o f U V e x p o s u r e p e r t h e B u n s e n - R o s c o e

r e c i p r o c i ty l a w a n d t h e s u r v iv a l r a t i o c a n th e r e f o r e b e t r e a te d a s l in e a r f u n c t i o n o f t h e
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UV d o s e .

R T - P C R a m p l if ic a t i o n w a s a ls o u s e d t o e s t im a te v ir u s lo s s d u e t o U V i r r a d i a t io n .

T h e lo s s o f R T - P C R a m p lic o n s ig n a l w a s t r e a t e d a s a m e a s u r e o f U V i n a c t iv a t io n . T h e

g r e a te s t 1 0 - f o ld d il u t io n g iv i n g a R T - P C R s i g n a l w a s a s s u m e d t o c o n t a i n 1 u n it (1

P C R U ) p e r 1 0 p L a n d t h e R T - P C R t ite r w a s b a c k - c a lc u la te d t o r e p r e s e n t t h e i n it ia l

s a m p l e c o n c e n t r a t io n (P C R U/ m L ). T h is c a l c u la t i o n o f R T - P CR t ite r (P C RU / m L ) w a s

r e p e a t e d a t t im e z e r o a n d a t e a c h o f t h e s a m p li n g p o i n ts . T h e R T - P C R t it e r a t e a c h

s a m p l i n g p o in t w a s d iv id e d b y t h e R T - P C R t it e r a t t im e z e r o a n d t h e r a t io w a s lo g i o

t r a n s f o rm e d . T h e lo g i o r e d u c t io n in a m p l ic o n s ig n a l w a s p l o t t e d a s a f u n c t io n o f U V

d o s e .
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5 . 0 R E S U L T S

5 . 1 O v e r v i e w

U V d is i n f e c t io n o f N o r w a lk v i r u s a n d tw o m o d e l e n te r i c v i r u s e s
,
M S 2 a n d

p o l io v i r u s
,
w a s s t u d ie d a t U V d o s e s u p t o 5 5 0 mW - s e c / c m

^
. T h e i n a c t i v a t i o n o f M S 2

a n d p o l io v i r u s w a s d e t e rm i n e d i n i t i a lly b o t h b y c e ll i n fe c t iv i ty a s s a y a s w e l l a s R T - P C R

a s s a y o f s h o r t g e n o m ic t a rg e t s (< 3 0 0 b p ) . F o r N V , w h ic h c u r r e n t l y la c k s a h o s t c e l l l i n e

f o r p la q u e a s s a y a n d w h i c h is w it h o u t a n a n im a l m o d e l , R T - P C R w a s t h e o n ly a v a i la b le

a lte r n a t i v e t o m e a s u r e r e d u c t io n b y UV C o m p a r is o n o f P V a n d M S 2 v ir a l r e d u c t i o n a s

m e a s u r e d b y R T - P C R a m p l if ic a t io n o f s h o r t g e n o m ic ta rg e t s w it h c e l l i n fe c t iv ity a s s a y

m e a s u r e m e n t o f v i r u s in a c t iv a t io n c o n f i rm s t h e n e e d t o im p r o v e R T - P C R a m p l if ic a t io n

t e c h n iq u e s t o b e t te r e s t im a t e UV d is i n f e c t io n . T h is is b e c a u s e t h e R T - P C R t ite r

r e d u c t i o n s w e r e m u c h le s s t h a n t h e i n fe c t iv it y t ite r r e d u c t io n s a t a l l U V d o s e s .

T h e r e f o r e
,

f o r n o n - c u lt u r a b le v i r u s e s li k e NV
,

ty p ic a l s h o r t p r o d u c t R T - P C R

u n d e r e s t im a t e s t h e lo s s o f v i r u s i n f e c t iv it y p r o d u c e d b y U V . In s u b s e q u e n t

e x p e r im e n t s
,
a t t e m p ts w e r e m a d e t o o v e r c o m e t h is p r o b le m b y u s i n g im m u n o c a p t u r e

R T - P C R a n d lo n g ta rg e t R T - P C R .

5
. 2 S h o rt T a r g e t R T - P C R D e t e c t i o n o f V i r u s R e d u c t i o n b v U V R a d i a t i o n

D ir e c t
,
h e a t - r e le a s e R T - P C R (D / R T - P C R ) i s a s e n s it iv e t e c h n iq u e c a p a b le o f

d e te c t in g lo w le v e ls o f v i r a l n u c le ic a c id . I t ha s a t h e o r e t ic a l d e t e c t i o n l im it o f 1 v ir a l

g e n o m i c u n it p e r s a m p le v o l u m e a n a ly z e d . T h e D / RT - P C R a m p lif i c a t io n o f s h o r t v ir a l
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4 8

g e n o m i c ta r g e t s fo r a l l t h r e e v i r u s e s w a s r e p li c a t e d i n f o u r UV r a d ia t i o n e x p e r im e n t s

(T a b le 5 . 1) .

A m p l if ic a t io n o f a s h o r t P V g e n o m ic t a rg e t (1 9 7 b p ) s h o w e d o n ly a 0 - 1 l o g i o

r e d u c t io n in R T - P C R a m p li c o n s ig n a l a t a l l d o s e s , e v e n a f te r a U V d o s e o f 5 5 0 mW -

s e c / c m
^

. S im i la r ly , t h e a m p l if ic a t i o n o f a s h o r t (2 3 2 b p ) M S 2 g e n o m ic t a rg e t b y D / R T -

P C R d e t e c t e d a 0 - 1 lo g i o r e d u c t io n i n a m p li c o n s i g n a l a f te r a UV d o s e o f u p t o 5 5 0 m W-

s e c /c m
^

.

N V s h o r t ta r g e t a m p lif i c a t io n
,
u s i n g t h e p o l p r im e r p a i r (2 6 0 b p ) s h o w e d a g r e a t e r

l o s s o f a m p l ic o n s ig n a l b y U V r a d i a t io n
,
r e la t iv e t o P V a n d M S 2 . A ft e r a UV d o s e o f 30

mW- s e c /c m
^

,
N V h a d a m e a n 0 . 5 lo g i o u n it r e d u c t io n o f a m p l ic o n s ig n a l c o m p a r e d t o n o

a m p l ic o n s ig n a l lo s s f o r P V a n d M S 2 . A ft e r a U V d o s e o f 5 5 0 mW - s e c / c m ^
,
R T - P C R

a m p l if ic a t io n o f th e N V p o l p r im e r r e g i o n s h o w e d a m e a n 1 . 5 l o g i c g r e a te r r e d u c t i o n i n

a m p l ic o n s ig n a l t h a n w a s o b s e r v e d f o r P V o r M S 2 (2 . 5 lo g i o v e r s u s m e a n 1 . 0 lo g i c

r e d u c t io n
,
r e s p e c t iv e ly ) .

5 . 3 V i r a l R e d u c t i o n f r o m U V R a d i a t i o n D e t e c t e d b v S h o rt T a r g e t R T - P C R

A m p l i f i c a t i o n a n d V i r u s I n a c t i v a t i o n b y C e l l I n f e c t i v i t y A s s a y

T h e r e w a s l it t le a g r e e m e n t b e tw e e n UV r e d u c t io n o f P V a n d M S 2 a s d e t e c t e d b y

lo s s o f D / R T - P C R a m p lic o n s ig n a l a n d t h e lo s s o f v i r a l in f e c t iv ity t ite r . A s s e e n in T a b le

5 . 1 , p o l io v i r u s , w a s i n a c t iv a t e d b y 3 . 6 lo g i o a ft e r a U V d o s e o f 3 0 mW - s e c / c m
^

. T h e

d e te c t io n l im it o f P V i n a c t iv a t i o n by UV ra d ia t i o n , a ^ 5 . 5 l o g i c l o s s i n v ir u s i n f e c t iv ity

t it e r
,
w a s r e a c h e d a ft e r a U V d o s e o f 9 0 mW- s e c / c m

^
. B a s e d o n c e l l i n f e c t i v it y d a ta

,

M S 2 w a s m o r e r e s is ta n t t o UV i n a c t iv a t io n th a n P V . F o r M S 2 i n fe c t iv it y t ite r r e d u c t io n s

b y UV w e r e 1 . 1 l o g i c a t a UV d o s e o f 3 0 mW - s e c / c m ^
,
4 . 8 lo g i o a t a d o s e o f 1 5 0 m W-
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s e c /c m ^
a n d t h e d e t e c t io n l im it o f > 6 6 l o g i o a t a d o s e o f 3 5 0 mW- s e c / c m ^

.

T h e s u b s t a n t i a l r e d u c t io n s i n P V a n d M S 2 In fe c t iv it y a t p r o g r e s s i v e ly h ig h e r UV

d o s e s c o n t r a s ts w i th t h e 0 - 1 lo g i o r e d u c t io n s i n RT - P C R a m p l ic o n s ig n a l s e e n b o th fo r

P V a n d M S 2 a t a l l U V d o s e s . I t a p p e a r s t h a t R T - P C R a m p l if i e s R NA a s s o c ia t e d n o t

o n ly w it h i n t a c t
,
i n fe c t io u s v i r u s e s b u t a ls o w it h R NA f r o m d a m a g e d ,

n o n i n fe c t io u s

v i r io n s a n d p e r h a p s n a k e d R NA . T h e r e f o r e
,
e f fo r t s w e r e m a d e t o i n v e s t ig a t e a lt e r n a t i v e

R T - P C R m e t h o d s t o im p ro v e t h e r e l a t io n s h i p b e tw e e n t h e d a t a f o r l o s s o f in fe c t iv it y a n d

lo s s o f R T - P C R a m p l ic o n s ig n a l f r o m UV ra d ia t i o n .

5 . 4 U V D is i n f e c t i o n b y In f e c t iv i ty A s s a y a n d U V V i r u s R e d u c t i o n a s D e t e c t e d b y

A i t e r n a t i v e R T - P C R A m p l i f i c a t i o n IVIe t h o d s

5 . 4 a U V r e d u c t i o n o f v i r u s d e t e c t e d b y i n f e c t iv i t y a n d R T - P C R o f m u lt i p l e s h o rt

g e n o m i c t a r g e t s :

A m p l if ic a t io n o f m u lt i p le s h o r t v i r a l g e n o m ic ta r g e ts w a s p e r fo r m e d i n a n a t te m p t t o

im p r o v e R T - P C R d e t e c t i o n o f UV v i r u s r e d u c t i o n . T h e a m p lif i c a t io n o f m u lt i p le s h o r t

t a r g e ts i n c r e a s e d t h e t o ta l le n g t h o f a m p l if ie d v i r a l R NA , w it h t h e in t e n t to im p r o v e t h e

p r o b a b i l ity o f d e te c t in g UV d a m a g e t o t h e g e n o m e . T w o M S 2 s h o r t g e n o m i c t a r g e ts

(2 3 2 b p ,
2 3 3 b p ) a n d th r e e NV s h o r t ta r g e t s (2 2 4 b p , 4 7 0 b p , 2 2 4 b p ) w e r e a m p l if i e d i n

tw o r e p l ic a t e e x p e r im e n ts o n U V r a d ia t io n (T a b le 5 2 ) . A m p l if i c a t io n o f m u lt i p l e N V

s h o r t t a r g e t s w it h D / R T - P C R d id n o t g r e a t ly im p r o v e d e te c t io n o f v i r u s r e d u c t io n b y U V

r a d ia t i o n
,

a s is s e e n i n T a b l e 5 . 2 . D / RT - P C R d e t e c t e d a 0 - 1 (m e a n 0 6 7 ) l o g i o

r e d u c t io n i n a m p l ic o n s ig n a l a t a UV d o s e o f 9 0 mW- s e c / c m ^
,
a 1 lo g i c lo s s a t 5 0 mW -

s e c / c m
^
a n d a 2 lo g i c l o s s a t 5 5 0 mW - s e c / c m

^
fo r a ll t h r e e N V a m p l ic o n s . T h e s e
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5 0
re s u lt s a r e q u ite s im il a r to t h o s e o f a s i n g le N V s h o r t g e n o m i c t a rg e t (p o l) i n T a b le

5 . 1 , w it h lo Qi o R T - P C R t ite r r e d u c t io n s o f 0 . 5 , 1 a n d 2 5 a t t h e s a m e U V d o s e o f 9 0 , 1 5 0

a n d 5 5 0 mW - s e c / c m ^
,
r e s p e c t iv e ly . T h e tw o s h o r t g e n o m ic M S 2 a m p li c o n s d e t e c t e d 0 -

1 lo g i o lo s s o f s ig n a l a t a ll U V d o s e s (T a b l e 5 4 ) . T h e s e r e d u c t io n s o f M S 2 t it e r a r e

n e a r ly t h e s a m e a s t h e R T - P C R t ite r r e d u c t i o n s o b t a i n e d b y a m p l if ic a t i o n o f a s i n g le

s h o r t t a rg e t a s s h o w n i n T a b le 5 . 1 F o r M S 2
,
c o r r e s p o n d i n g r e d u c t io n s o f i n f e c t iv ity b y

U V r a d ia t i o n a ls o w e r e s im il a r t o t h o s e in T a b le 5 .
1 a n d m u c h g r e a t e r t h a n R T - P C R ti te r

r e d u c t i o n s .

5 . 4 b U V r e d u c t i o n o f v i r u s d e t e c t e d b y i n f e c t i v i t y a n d A C / R T - P C R o f m u l t i p l e

s h o r t g e n o m i c t a r g e t s :

A n t ib o d y c a p t u r e R T - P C R (A C / R T - P C R ) w a s u t i li z e d i n a n e f fo r t to im p r o v e

d e t e c t i o n o f in t a c t , i n f e c t io u s v i r u s e s b y R T - P C R a m p l if ic a t io n o f o n ly R N A r e le a s e d

f r o m im m u n o m a g n e t ic a lly c a p t u r e d v ir io n s . A C / R T - P C R d a ta w a s r e p l ic a t e d i n tw o

e x p e r im e n ts fo r t h e th r e e N V a m p l i c o n s , tw o M S 2 a m p l ic o n s a n d o n e P V s ho r t t a r g e t

a m p l ic o n (T a b l e 5
.
5 ) .

A C / R T - P C R a m p l if i c a t i o n o f P V R N A w it h t h e p a n - E n t e r o p r im e r p a i r (1 9 7 b p ) d id

n o t a l te r R T - P C R d e te c t io n o f v ir u s r e d u c t io n c o m p a r e d t o D / R T - P C R , e v e n a f te r a U V

d o s e o f 5 5 0 mW - s e c / c m ^
. W it h b o t h D / R T - P C R a n d A C / R T - P C R a m p l if i c a t io n

,
0 - 1

lo g i o l o s s o f a m p l ic o n s i g n a l w a s o b s e r v e d f o r P V a t a l l U V d o s e s (T a b l e 5 5 ). S im i la r ly ,

M S 2 r e d u c t io n
,
a s d e t e c te d by R e p 1 a n d R e p 2 a m p l ic o n l o s s b y R T - P C R e n d - p o i n t

t it r a t i o n
,
d i d n o t im p r o v e w it h A C / R T - P C R re l a t iv e to D / R T - P C R (T a b l e 5 . 4 ) . In f a c t , a t

a d o s e o f 1 5 0 mW - s e c / c m
^

, A C / R T - P C R s h o w e d le s s r e d u c t io n i n t h e M S 2 a m p l ic o n

s i g n a ls t h a n D / R T - P C R (0 lo g i o v e r s u s 1 lo g i o ) .
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5 1
R e d u c t io n o f N o r w a lk v i r u s b y UV ra d ia t io n

,
a s b a s e d o n r e d u c t io n o f a ll t h r e e

A C / RT - P C R a m p lic o n s ig n a l e n d p o in t s ,
is s h o w n in T a b le 5 . 2 . A f te r a U V d o s e o f 1 5 0

m W- s e c / c m ^
a n d h ig h e r , A C / R T - P C R a m p l if ic a t i o n s h o w e d le s s r e d u c t io n i n NV

a m p li c o n s ig n a l t h a n w it h D / R T - P C R a m p l if ic a t i o n o f t h e s a m e N V p o l a m p l ic o n .

A C / R T - P C R d e t e c t e d a 0 - 1 lo g i o NV re d u c t io n i n s i g n a l a t a ll U V d o s e s fo r a l l t h r e e NV

s h o r t ta r g e t s in c l u d i n g a d o s e o f 5 5 0 mW - s e c / c m
^

. F o r a U V d o s e o f 5 5 0 mW - s e c / c m ^
,

t h e A C / R T - P C R r e d u c t io n s In a m p li c o n s i g n a ls (0 - 1 lo g i o) a r e 1 - 2 lo g i o le s s t ha n t he

a m p l ic o n s i g n a l r e d u c t io n s d e te c te d b y D / R T - P C R (2 l o g i o ).

5 . 4 c U V r e d u c t i o n o f v i r u s d e t e c t e d b y i n f e c t i v i t y a n d R T - P C R o f l o n g g e n o m i c

t a r g e t s :

In o r d e r to i n c r e a s e t h e li k e l i h o o d o f d e t e c t in g U V d a m a g e t o t h e R N A v ir a l

te m p l a t e , t h e le n g t h o f R T - P C R g e n o m i c ta r g e t s w a s i n c r e a s e d .
T h e p r o b a b i lit y o f

d e te c t i n g a lo s s o f a m p l ic o n s ig n a l p r o d u c e d b y UV d a m a g e t o R N A te m p la t e w a s

t h o u g h t t o i n c r e a s e w it h a l o n g e r t a rg e t . T w o r e p l ic a t e e x p e r im e n t s w e r e p e r f o rm e d

w it h t h e a m p l if ic a t i o n o f tw o NV l o n g t a r g e ts , o n e P V l o n g ta r g e t a n d o n e M S 2 lo n g

t a r g e t .

A s s e e n i n T a b le 5 . 3
,
t h e R T - PC R a m pl if ic a t io n o f a l o n g e r po l io v ir u s ta r g e t (9 7 0

b p ) s h o w e d a g r e a te r r e d u c t io n i n a m p li c o n s ig n a l t h a n t h e a m p l if ic a t io n o f a s h o r t P V

g e n o m i c t a rg e t A f te r a U V d o s e o f 1 5 0 m W- s e c /c m ^
, t h e lo n g e r P V a m p l ic o n s ig n a l

e n d p o in t w a s r e d u c e d b y 2 l o g i o w h il e t h e s h o r t ta r g e t a m p l ic o n s i g n a l w a s r e d u c e d

o n l y b y 1 lo g i o A ft e r a UV d o s e o f 5 5 0 mW - s e c / c m ^
,
t h e l o n g e r P V a m p li c o n s i g n a l

w a s r e d u c e d b y > 3 lo g i c u n it s i n c o n t r a s t t o t h e 1 l o g i o r e d u c t io n s e e n b y s h o r t t a r g e t

R T - P C R e n d - p o i n t t it r a t io n .
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5 2
R T - P C R a m p l if ic a t io n o f a lo n g e r M S 2 a m p l ic o n (5 0 0 b p ) d id n o t im p r o v e

d e t e c t i o n o f v ir u s r e d u c t io n b y UV r a d ia t io n . A s s e e n i n T a b le 5 . 3
,

r e d u c t io n i n

a m p li c o n s i g n a l w a s e s s e n t ia l ly e q u iv a le n t f o r R T - P C R a m p lif i c a t io n o f l o n g a n d s h o r t

M S 2 t a r g e t s . A t a ll d o s e s , t h e r e w a s a 0 - 1 l o g i o l o s s in a m p li c o n s ig n a l fo r b o t h s h o r t

a n d lo n g t a r g e ts . T h e r e fo r e , t h e a m p lif i c a t io n o f t h e l o n g M S 2 t a rg e t b y R T - P C R d id n o t

im p r o v e t h e r e l a t io n s h ip b e tw e e n s h o r t R T - P C R a m p li c o n r e d u c t i o n a n d M S 2

i n a c t iv a t i o n b a s e d o n i n fe c t iv ity a s s a y

H o w e v e r , D / R T - P C R a m p l if ic a t io n o f lo n g e r t a r g e t s d e te c te d a g r e a t e r r e d u c t io n o f

N V t h a n d id t h e a m p l if ic a t io n s h o r t t a r g e ts , e s p e c ia l ly a t l o w e r U V d o s e s . A s s h o w n i n

T a b l e 5 . 3
,
t h e l o g i o r e d u c t i o n o f l o n g ( 1 3 4 7 b p ) t a r g e t D / R T

- P C R s ig n a l w a s a 2 lo g i o

a ft e r a d o s e o f 3 0 mW- s e c / c m
^
a n d t h e d e te c t i o n l im it (> 3 lo g i o) w a s r e a c h e d a ft e r a UV

d o s e o f 1 5 0 mW - s e c / c m ^
. F o r t h e s e c o n d lo n g N V a m p l ic o n (9 2 1 b p ) ,

t h e D / R T - P C R

t ite r r e d u c t io n s w e r e 1 lo g i o a ft e r a U V d o s e o f 3 0 mW - s e c / c m ^
a n d t h e d e t e c t io n lim it o f

> 2 l o g i o a ft e r a UV d o s e o f 1 5 0 mW- s e c /c m ^
.

5 . 4 d C o m p a r is o n o f UV r e d u c t i o n b y a l t e r n a t iv e RT - P C R m e t h o d s :

T h e d e te c t io n o f v i r u s r e d u c t io n b y a lt e r n a t iv e R T - P C R t e c h n iq u e s is s u m m a r iz e d

in F ig u r e 5 . 1 . V i r a l r e d u c t io n a s m e a s u r e d b y l o s s o f s h o r t D / R T - P CR a m p l ic o n s ig n a l

d i d n o t c o r r e l a te w it h P V 1 a n d M S 2 i n a c t iv a t io n a s d e t e rm i n e d b y i n fe c t iv it y a s s a y s . B y

i n f e c t iv ity a s s a y ,
a U V d o s e o f 3 0 m W- s e c / c m

^
r e s u lte d i n m e a s u r a b le in a c t iv a t i o n o f

P V a n d M S 2 (3 6 a n d 1 . 1 lo g i o ,
r e s p e c t i v e ly ),

w it h t h e d e te c t io n l im it o f v ir u s in a c t iv a t io n

(> 6 6 lo g i o r e d u c t i o n f o r M S 2 a n d > 5
. 5 lo g i o r e d u c t io n f o r P V ) r e a c h e d a ft e r a U V d o s e

o f 3 5 0 m W- s e c / c m . F o r a ll t h r e e v ir u s e s
,
s h o r t t a rg e t R T - P C R d e te c te d o n ly a 1 lo g i o
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5 3

r e d u c t io n in v ir u s s i g n a l a ft e r a UV d o s e o f 1 5 0 mW - s e c / c m
' ^

,
i n c o n t r a s t t o t h e 4 . 8 -

> 5 . 5 l o g i o r e d u c t io n i n i n fe c t iv it y t it e r f o r PV 1 a n d M S 2 , r e s p e c t iv e ly . D / R T - P C R

a m p l if ic a t io n o f s h o r t ta r g e ts s h o w e d a g r e a t e r r e d u c t io n i n a m p li c o n s ig n a l f o r NV t h a n

f o r PV a n d M S 2 . T h is s u g g e s t s t h a t N V m a y b e m o r e s e n s i t i v e t o UV t h a n t h e s e o t h e r

e n t e r ic v i r u s e s .

R e d u c t io n o f t h e P V l o n g D / R T - P C R a m p li c o n b e t te r e s t im a te d UV in a c t iv a t io n o f

P V t h a n d id D / R T - P C R a m p li f i c a t io n o f t h e s h o r t t a rg e t . A t U V d o s e s o f 1 5 0 mW -

s e c / c m
^
a n d h ig h e r ,

a m p l if i c a t io n o f t h e l o n g P V a m p li c o n im p r o v e d t h e d e te c t io n o f

v i r u s r e d u c t i o n r e l a t iv e t o s h o r t t a rg e t a m p l if ic a t io n by 1 - 2 lo g i o - F o r NV
,
a m p l if ic a t io n o f

lo n g ta r g e t s a ls o s h o w e d a g r e a te r t it e r r e d u c t io n t h a n s h o r t t a r g e t s a t a l l U V d o s e s

te s te d F o r M S 2
,
l o n g p r o d u c t a n d s h o r t p r o d u c t R T - P C R r e d u c t i o n s o f o n ly 0 - 1 lo g i o

w e r e o b s e r v e d a t a l l UV d o s e s (3 0 t o 5 5 0 mW - s e c / c m ^
) . I n d e e d

,
R T - P C R a m p lif i c a t io n

o f t h e lo n g p r o d u c t g a v e M S 2 t ite r r e d u c t i o n s w h i c h w e r e e it h e r le s s t h a n o r n o g r e a t e r

t h a n t h o s e f o r th e s h o r t p r o d u c t .

5 . 5 U V D i s i n f e c t i o n o f N V . P o l i o v i r u s a n d M S 2 a n d T h e i r D e t e c t i o n b y A l t e r n a t i v e

R T - P C R A m p l i f i c a t i o n IVIe t h o d s a n d I n f e c t i v i t v

F ig u r e 5 . 2 a n d F ig u r e 5 . 3 s u m m a r iz e U V d is i n fe c t io n o f p o li o v i r u s a n d M S 2

r e s p e c t iv e l y , b a s e d o n i n fe c t iv it y a n d R T - P C R a s s a y s .
F ig u r e 5 . 4 s u m m a r iz e s UV

r e d u c t io n o f N V b y RT - P C R a lte r n a t iv e a m p lif i c a t io n te c h n iq u e s
. A s i s s e e n i n F i g u r e

5 . 2
,
U V i n a c t iv a t io n o f po l io v i r u s b y c e ll in fe c t i v ity a s s a y , d o e s n o t c o r r e la te w it h

r e d u c t i o n o f D / R T - P C R s h o r t a m p l ic o n s i g n a l . A n t ib o d y c a p t u r e o f t h e P V v i r i o n p r i o r t o

R T - P C R a m p l if ic a t io n o f t h e s h o r t P V g e n o m i c ta r g e t d id n o t im p r o v e t h e R T - P C R
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e s t im a t i o n o f P V i n a c t iv a t io n b y U V ra d ia t io n H o w e v e r

,
R T - P C R a m p l if ic a t io n o f a

lo n g P V t a r g e t im p r o v e d t h e d e t e c t io n o f P V r e d u c t i o n b y U V r e la t iv e to c e ll in f e c t iv ity

a s s a y .

Im p r o v e d d e t e c t i o n o f v ir u s r e d u c t i o n b y U V ra d ia t io n u s i n g a lo n g e r g e n o m i c

t a r g e t f o r R T - P C R a m p l if ic a t io n w a s n o t o b s e r v e d f o r M S 2 . A s s h o w n i n F ig u r e 5 . 3
,
U V

r e d u c t i o n o f t h e lo n g M S 2 a m p l ic o n d o e s n o t d if fe r f r o m t h e e n d - p o i n t t it e r r e d u c t io n

e it h e r b y d i r e c t o r A C / R T - P C R a m p l if ic a t io n o f a s h o r t M S 2 g e n o m i c t a r g e t .

F ig u r e 5 . 3 il l u s t r a te s U V re d u c t io n o f NV a s d e t e c te d b y lo s s o f R T - P C R a m p l ic o n

s ig n a l . A n t ib o d y c a p t u r e o f t h e N V v i r io n p r io r t o a m pl if ic a t io n o f s h o r t N V t a r g e ts d id

n o t im p r o v e t h e d e t e c t io n o f N V re d u c t io n b y UV i r r a d ia t io n . H o w e v e r
,
a m p lif i c a t io n o f

l o n g NV a m p l ic o n 1 d e t e c t e d t h e g r e a t e s t r e d u c t io n o f N V w it h t h e d e t e c t i o n lim it

r e a c h e d a t 1 5 0 mW - s e c / c m ^ A t U V d o s e s le s s t h a n 3 5 0 m W- s e c / c m ^
,
r e d u c t io n o f N V

lo n g a m p li c o n 2 a n d l o n g a m p l i c o n 1 w e r e 1 - 2 lo g i o g r e a t e r t h a n t he r e d u c t io n s o f N V

s h o r t a m p lic o n s ig n a l . O v e r a ll , UV r a d ia t io n c a u s e s s o m e w h a t g r e a te r lo s s o f N V t it e r

b y R T - P C R a m p l if ic a t io n o f l o n g g e n o m ic t a rg e t s t h a n s h o r t g e n o m ic t a rg e t s .
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F i g u r e 5 . 1 : U V R e d u c t i o n (- L o Qi o ) o f N V , P V 1 , a n d M S 2 B a s e d

o n I n f e c t i v i t y A s s a y a n d R T - P C R A m p l i f i c a t i o n M e t h o d s

O )
o

5 5 0 3 0 Q

PV 1 - In f e c t i v it y
P V 1 - L o n g A m p l ic o n

P V 1 - S h o r t A m p l ic o n

M S 2 - l n f e c t i v it y

M S 2 - L o n g A m p l ic o n

M S 2 - S h o r t A m p l i c o n

N V - L o n g A m p l i c o n 1

N V - L o n g A m p l i c o n 2

N V - S h o r t A m p l ic o n

(m W
*
s e c /c m )
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F ig u r e 5 . 2 : U V R e d u c t i o n (- L o Q i o ) o f P o l i o v i r u s B a s e d o n

I n f e c t i v i t y a n d A lt e r n a t i v e R T - P C R A s s a y s
0 *

^ - 2
o

^ - 3

O

- 4

- 6

0

B fi l i Sfiii i iii '

f r K ffi ' ii^ ^

I I

MM M M M W i g l l M l A li ! -

3 0

m

- i
1 5 0

|i |
' i ; !

' w i W i S;
'

;* f f B f . 1* V nujHi i i iM | j
i

| i f 11 j w i j ! i ; j
-

s , (i i

3 50

D o s e (m W*
s e c / c m 2 )

I S

4
5 5 0

In f e c t iv i t y
- ^ a - - D / R T - P C R , S h o r t A m p l i c o n D /R T - P C R

,
L o n g A m p l i c o n A C /R T - P C R
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F ig u r e 5 . 3 : U V R e d u c t i o n (- L o g i o ) o f MS 2 B a s e d o n

I n f e c t i v i t y a n d A l t e r n a t i v e R T - P C R A s s a y s

- 1 -

- 2

- 3 -

o

l5 - 4
o

- 5 - ^

- 6 - ^

. f
*

* " ■
*

7* ?W
"

^ ■ "

Vi

- 7 - f

0

\
\
\

\

\

\

\ .

J f
^

30 1 5 0 3 50

D o s e (m W
*
s e c / c m 2 )

i
5 50

In f e c t iv ity
-
^ A— D /R T - P C R

,
S h o rt A m p lic o n

-

^ fc D / R T - PC R
,
L o n g A m p l ic o n

- - ^ - A C / R T - P C R |
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F i g u r e 5 . 4 : U V R e d u c t i o n (- L o g ^ o ) o f N o r w a l k V i r u s B a s e d o n

A lt e r n a t i v e R T - P C R A s s a y s

o

o

. E „ . J » > «

"
i i j i » J . . 3 i i ii » .

- -
j i ! J i >

-
l l J J i » l . r ! 13 H i J

0 3 0 150

D o s e (mW
*
s e c / c m

^
)

3 50 55 0

- ■ <►— L a r g e A m p l i c o n 1 —• — L a r g e A m p l i c o n 2 S h o r t A m p ti c o n
• ■ - x - - - A n t i b o d y C a p t u r e
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T a b l e 5 . 1 : R e d u c t i o n (- L o g ^ o ) o f N o rw a l k V i r u s , P o l i o v i r u s a n d

M S 2 b y U V R a d i a t i o n b y I n f e c t i v i t y A s s a y a n d S h o r t T a r g e t R T - P C R
^

N o r w a l k v i r u s P o l io v i r u s M S - 2

D o s e m W *
s e c / c m R T - P C R I n f e c t i v it y R T - P C R i n f e c t i v i t y R T - P C R In f e c t i v i t y

3 0

9 0

1 5 0

3 5 0

5 5 0

0 . 5

2 . 5

N / D

N / D

N / D

N / D

N / D

N / D

0

3
.
6

> 5 . 5
'

> 5 . 5
'

> 5 . 5
*=

> 5 .
5 ' '

0

1 . 1

3 .
0

4 .
8

> 6 .
6
'^

> 6
.
6
'^

^
A m p l i c o n s i z e ( b p ) f o r p r im e r t a r g e t s : N V p o l - 2 6 0 ,

P V p a n E n t e r o = 1 9 6 , M S - 2 R e p 1 = 2 3 4 ;

m e a n r e s u l t s o f 4 t r ia l s

i n c l u d e s d e t e c t i o n l im i t f o r o n e o r m o r e t r i a ls

N / D = N o D a t a
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T a b le 5 . 2 : R e d u c t i o n (- L o g i o ) o f N o r w a l k V i r u s b y UV R a d ia t i o n

a t M u l t i p l e T a r g e t s b y D i r e c t a n d A n t i b o d y C a p t u r e R T - PC R
^

D ir e c t (h e a t r e le a s e P C R A n t i b o d y C a p t u r e P C R

(D o s e ) m W - s e c / c m
'

P o l IP 3 5 / 3 6 A v g P o l IP 3 5 / 36 A v g

9 0

1 50

2 50

3 50

5 50

0

1

1

1

2

2

0

0

1

1

1

2

0

1

1

1

1

2

0

0 . 6 7

1

1

1 . 3

2

0

0

1

N / D

N / D

1

0

0

0

N /D

N /D

0

0

1

1

N / D

N / D

1

0

0 . 33

0 . 6 7

N /D

N /D

0 . 6 7

^
A m p l i c o n s i z e (b p ) f o r p r im e r t a r g e t s : N V p o l = 2 6 0 , IP = 2 2 4 , 3 5 / 3 6 = 4 7 0 ;

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

N / D = N o D a t a
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T a b le 5 . 3 : R e d u c t i o n (- L o g i o ) o f N V , P V a n d M S 2 b y L o n g T a r g e t a n d

S h o r t T a r g e t R T - P C R a n d I n f e c t i v i t y A s s a y

N o r w a l k v i r u s P o l i o v i r u s M S - 2

U V D o s e

m W*
s e c / c m 2

D / R T - P C R D /R T - P C R

L o n g V L o n g 2
"

S h o r t
'

L o n g r S h o r t
'

In f e c t i v i t y
'

D / R T - P C R

L o n g S h o r t
'

In f e c t i v i t y
'

0 . 0

3 0 3 . 6 1 . 1

1 5 0 > 3 > 2 > 5 . 5 4 . 8

35 0 > 3 > 2 > 5 . 5 > 6 . 6

5 5 0 > 3 > 2 2 . 5 > 3 1 > 5 . 5 1 1 > 6 . 6

'
T a b u l a t e d v a l u e s a r e m e a n s f r o m f o u r r e p l i c a t e e x p e r i m e n t s

"^
T a b u l a t e d v a l u e s a r e m e a n s f r o m t w o r e p l i c a t e e x p e r i m e n t s

T a r g e t S i z e s (b p ): N V L o n g 1 = NV 2 A / B (1 3 4 7 b p ), N V L o n g 2 = N V C 3 / C 5 (9 2 2 ), N V S h o r t = p o l (2 6 0 ),
P V L o n g = p o l C / D (9 7 0 ), P V S h o r t = p a n - e n t e r o (1 9 7 ), M S 2 L o n g = B R E P 3 / 5 (4 9 4 ), I\/1S2 S h o r t = R e p 1 (2 3 3 )
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T a b l e 5 . 4 : R e d u c t i o n (- L o g i o ) o f M S 2 b y D / R T - P C R

a n d A C / R T - P C R A m p l i f i c a t i o n o f S h o r t T a r g e t s
^

D / R T - P G R A C / R T - P C R

D o s e m W *
s e c / c m R e p 1 R e p 2 R e p 1 R e p 2

3 0

9 0

1 5 0

5 5 0

0

1

1

1

1

0

0

0

1

1

0

N / D

0

0

1

0

N / D

0

0

0

^
A m p l i c o n s i z e ( b p ) f o r p r im e r t a r g e t s : l\/I S 2 R e p 1 = 2 3 4 ; IVI S 2 R e p 2 = 2 3 3 ;

N / D = N o D a t a
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T a b le 5 . 5 : R e d u c t i o n (- L o g i o ) o f N V , P V a n d M S 2 b y A C / R T - P C R

D o s e m W*

s e c /c m P V - p a n E N V p o l N V IP N V 3 5 / 3 6 M S 2 - R e p 1 M S 2 - R e p 2

9 0

1 5 0

5 5 0

0

0

1

1

0

0

1

1

0

0

0

0

0

1

1

1

0

0

1

1

0

0

0

1

^
A m p l i c o n s i z e (b p ) f o r p r i m e r t a r g e t s : M S 2 R e p 1 = 2 3 4 ; M S 2 R e p 2 = 2 3 3 ;

N V p o l = 2 6 0 , I P = 2 2 4
, 3 5 / 3 6 = 4 7 0 , p a n E n t e r o = 1 9 7

N / D = N o D a t a
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6 . 0 D IS C U S S IO N

P r e s e n t a n d fo r t h c o m in g d r i n k i n g w a t e r r e g u l a t io n s b y t h e U S E P A p la c e g r e a t e r

r e s p o n s ib i l ity o n w a t e r t r e a tm e n t u t il it ie s t o m e e t d is i n fe c ta n t a n d d is i n f e c t io n b y - p r o d u c t

M C L s w h i le m a i n t a i n i n g t h e m ic r o b ia l q u a l ity o f f i n is h e d w a te r . U lt r a v i o le t r a d i a t i o n m a y

b e c o m e a n in c r e a s in g ly a t t r a c t iv e a lte r n a t iv e t o c h lo r in e f o r d r i n k in g w a te r d i s i n f e c t io n .

T h is m a y b e e s p e c ia l ly a p p l ic a b le t o fo r g r o u n d w a t e r s o u r c e s o f d r in k i n g w a t e r
,
w h e r e

t h e g r e a t e s t m ic r o b i a l r is k is f r o m e n te r i c v i r u s e s . H o w e v e r
,
if t h e e f f i c a c y o f U V

d is in fe c t io n o f p r o to z o a n c y s t s c a n b e i n c r e a s e d w it h U V te c h n o lo g i e s s u c h a s m e d i u m

p r e s s u r e
,
h ig h in t e n s ity l a m p s a n d p u ls e d ,

b r o a d w a v e le n g t h s p e c t r u m i r r a d ia t i o n , UV

r a d i a t i o n m a y a l s o g a in g r e a te r a c c e p ta n c e f o r d is i n f e c t i n g s u r f a c e w a te r s y s t e m s .

Im p r o v e d m e t h o d s a r e n e e d e d t o b e t t e r d e t e c t a n d m o n it o r m ic r o b ia l p a t h o g e n s in

d r in k i n g w a t e r s u p p l ie s L im it a t i o n s o f c o n v e n t i o n a l in f e c t i v ity a s s a y s , p a rt ic u la r ly f o r

im p o rt a n t
,

n o n - c u lt u r a b le v i r a l p a t h o g e n s s u c h a s N o rw a lk v i r u s
,
m o t iv a t e s c u r r e n t

e f f o rt s to im p r o v e a n d a d a p t m o le c u la r t e c h n iq u e s s u c h a s R T - P C R f o r d e t e c t io n o f l o w

le v e l s o f in fe c t io u s v i r u s e s i n d r i n k in g w a t e r a n d o t h e r e n v ir o n m e n t a l s a m p l e s A t

p r e s e n t , R T - P C R a m p lif i c a t io n is s e v e r e ly l im it e d b y it s i n a b il ity to r e l ia b ly e s t im a t e

c o n c e n t r a t io n s o f i n f e c t io u s v ir u s e s . A s s h o w n b y M a ie r (1 9 9 5 ) f o r U V i r r a d ia te d

p o li o v ir u s a n d a s w e ll a s fo r ba c t e r ia l p a t ho g e n s by J o s e p hs o n ( 19 93 ), c u r r e n t P C R

t e c h n i q u e s w il l a m p l ify a n d d e t e c t n u c le ic a c i d f r o m i n fe c t io u s a s w e l l a s n o n i n f e c t io u s

p a t h o g e n s .

S t u d y o f U V d is i n f e c t io n o f NV is lim it e d b y it s la c k o f a n i n f e c t iv it y a s s a y a n d t h e

d if f i c u lty o f i n te r p r e t i n g R T - P C R r e s u lt s i n te r m s o f in f e c t io u s v ir a l u n it s . C o n s e q u e n t ly ,
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a k e y ta s k o f t h is s t u d y w a s t o im p r o v e t h e r e la t io n s h i p b e t w e e n U V i n a c t i v a t i o n o f

m o d e l v i r u s e s (P V a n d M S 2 ) , a s d e te r m i n e d b y c e l l in f e c t iv ity a s s a y , a n d R T - P C R

a m p li c o n s ig n a l r e d u c t io n

In f e c t iv ity a s s a y c o n f i r m e d t h e u n u s u a l U V r e s is ta n c e o f M S 2 a s n o t e d in p r e v i o u s

r e p o r t s . W ie d e n m a n n ( 1 9 9 3 ) a n d B a tt ig e l i (1 9 9 3 ) b o t h n o t e d t h a t t h e U V d o s e

n e c e s s a r y f o r a 4 lo g i o i n a c t iv a t io n o f M S 2 w a s 3 t im e s g r e a te r t h a n f o r H A V M e n g

(1 9 9 6 ) r e p o r t e d t h a t M S 2 w a s le s s s e n s it iv e t o U V r a d ia t i o n t h a n P V 1 . T h i s s t u d y

o b s e r v e d a 3 . 6 l o g i o r e d u c t io n in P V a n d a 1 . 1 lo g i o r e d u c t io n i n M S 2 a t 3 0 m W-

s e c / c m ^
. T h e e x t e n t o f p o l io v i r u s r e d u c t i o n s e e n i n t h is s t u d y is c o n s is te n t w it h t h e

p r e v io u s w o rk b y M a ie r (1 9 9 6 ) a n d M e n g ( 1 9 9 6 ) w h o r e p o r te d 4 lo g i o i n a c t iv a t io n o f

P V 1 in f e c t iv it y b y UV d o s e s o f 3 0 a n d 2 1 . 7 m W- s e c / c m
^

, r e s p e c t iv e ly . C h a n g (1 9 8 5 )

d e t e c t e d a 3 l o g i o P V i n a c t iv a t io n a t a d o s e o f 3 0 m W- s e c / c m
^
T y p ic a l ly ,

v i r u s e s w it h

s i n g le - s t r a n d e d n u c le i c a c id a r e m o r e s e n s it iv e t o U V d a m a g e a n d m o r e r a p id ly

i n a c t iv a t e d t h a n v i r u s e s w it h d o u b le - s t r a n d e d n u c le ic a c id H o w e v e r
, M S 2 , a s i n g le -

s t r a n d e d R N A v i r u s s h o w e d UV r e s is t a n c e e q u iv a le n t t o d o u b l e s t r a n d e d D N A v i r u s e s

(M e n g ,
1 9 9 6 ) . T h is u n u s u a l r e s is t a n c e t o UV r a d ia t i o n m a y b e d u e i n p a r t t o it s s m a l l

g e n o m e s iz e (~ 4 0 0 0 b p ) , v e r y c o m p a c t R NA s t r u c t u r e a n d h ig h d e g r e e o f h y d r o g e n

b o n d i n g ,
a s n o t e d b y S tr a u s s

, ( 1 9 6 3 ) .

A s e x p e c t e d
,
t h e r e d u c t i o n o f t h e s h o r t R T - P C R a m p l ic o n s d i d n o t r e f l e c t t h e lo s s

o f i n fe c t iv ity f o r U V ir r a d i a t e d P V a n d M S 2 . F o r b o t h v i r u s e s ,
R T - P C R e n d - p o in t

t it r a t io n d e t e c te d a 0 - 1 lo g i c lo s s o f s h o r t a m p l ic o n s a t a l l do s e s . By p la q u e a s s a y , a f te r

a U V d o s e o f 5 5 0 mW - s e c / c m
^
t h e r e w a s a 5 5 lo g i o lo s s o f P V i n f e c t iv ity t it e r a n d 6 . 6

l o g i o lo s s o f M S 2 i n f e c t iv ity t it e r .
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6 6
E s t im a t io n o f U V i n a c t iv a t io n o f IVIS 2 i n fe c t iv ity d id n o t im p r o v e w it fi D / RT - P C R

a m p l if ic a t io n o f m u lt ip le s h o r t g e n o m ic t a rg e t s . T h is in a b il ity o f R T - P C R to d e te c t M S 2

in a c t iv a t io n m a y b e a c o n s e q u e n c e o f t h e s ta b le s e c o n d a ry s t r u c t u r e o f it s R N A

g e n o m e . T h is s e c o n d a ry s t r u c t u r e m a y p r o te c t t h e g e n o m i c R NA f r o m t h e fo r m a t io n o f

U V g e n e r a t e d p h o to p r o d u c t s in t h e r e g i o n s a m p l if i e d .

T h e a m p li f ic a t io n o f m u lt i p l e s h o r t N V g e n o m i c R N A ta r g e ts b y D / R T - P C R d id n o t

i n c r e a s e t h e d e t e c t io n o f v i r u s r e d u c t io n b y U V i r r a d ia t i o n .

I n o rd e r t o im p r o v e t h e d e t e c t io n o f U V r e d u c t i o n o f v ir u s i n f e c t iv ity ,
a n t ib o d y

c a p t u r e o f i n t a c t v i r i o n s p r i o r t o R T - P C R a m p lif i c a t io n w a s in v e s t ig a t e d . A s o b s e r v e d b y

L im s a w a t e t a l . (1 9 9 7 ) ,
l ib e r a t e d v i r a l R N A c a n b e s t a b le i n a u t o c la v e d , s t e r i le w a t e r

a n d f ilt e r e d a c t iv a t e d s l u d g e f o r 1 8 a n d 5 d a y s r e s p e c t iv e ly . T h is f r e e v i r a l R N A is

d e t e c t a b le b y R T - P C R . A n t ib o d y c a p t u r e o f v i r u s e s p r io r to R T - P C R re c o v e r e d o n ly

v i r u s e s w it h in t a c t c a p s i d e p it o p e s ,
c a p a b le o f a n a n t i b o d y - a n t ig e n r e a c t io n . T h is

t e c h n iq u e s h o u l d e x c l u d e t h e c a p t u r e a n d a m p l if ic a t i o n o f f r e e R NA n o t a s s o c ia t e d w it h

v i r i o n s a n d c o n s e q u e n t ly n o t p r e s e n t in g a p u b li c h e a lth r is k .

T h e a n t ib o d y c a p t u r e o f NV v i r io n s w it h p o ly c lo n a l a n t ib o d ie s b o u n d t o

p a r a m a g n e t i c b e a d s p r io r t o R NA h e a t - r e le a s e a n d R T - P C R a m p lif i c a t i o n g a v e N V

r e d u c t io n s b y U V r a d ia t io n th a t w e r e s im i la r t o t h o s e o b t a in e d b y D / R T - P C R a t m u lt ip le

s h o r t v i r a l g e n o m i c t a rg e ts A C / R T - P C R a m p l if i c a t io n o f U V ir r a d ia t e d P V w a s

e q u iv a le n t t o D / R T - P C R a m p l if i c a t io n u s in g t h e s a m e p r im e r p a i r D e te c t io n o f M S 2

r e d u c t io n b y U V r a d ia t io n u s i n g m u l t i p le s h o r t D / R T - P C R t a r g e ts a ls o d id n o t im p r o v e

w it h A C / RT - P C R a m p l if ic a t i o n . T h e i n e f f e c t iv e n e s s o f A C / R T - P C R f o r d e t e c t i o n o f v i r a l

i n a c t iv a t i o n by U V r a d ia t io n m a y r e s u lt f r o m a la c k o f s e n s it iv ity t o UV d a m a g e d v ir io n s
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6 7
T h e n u c le i c a c id i s li k e ly m o r e q u ic k ly d a m a g e d t h a n t h e v i r a l c a p s id ,

r e d u c in g

in f e c t i v it y t it e r a t d o s e s w e l l b e l o w t h e U V d o s e s r e q u ir e d o f e f fe c t r e d u c t i o n i n R T - P C R

a m p l ic o n s .

T h e r e c e n t d e v e lo p m e n t o f m o n o c lo n a l a n t ib o d ie s a g a i n s t N o n /i/ a lk v i r u s m a y

p r o v id e a m o r e s p e c if i c s o l id - p h a s e a n t i b o d y c a p t u r e te c h n iq u e o f a u n iq u e N V e p it o p e .

T h e c a p t u r e o f a NV e p it o p e ,
s p e c if ic to a n a t t a c h m e n t s ite a f fe c te d b y U V r a d ia t i o n

d a m a g e ,
c o u ld e n a b le a n im m u n o m a g n e t ic c a p t u r e te c h n iq u e c a p a b le o f d is t i n g u is h i n g

i n fe c t io u s f r o m n o n - i n f e c t io u s N o n w a l k v i r io n s T h i s s p e c if ic it y o f m o n o c lo n a l a n t ib o d ie s

f o r im m u n o m a g n e t ic c a p t u r e c o u ld p r o v id e R T - P C R d e te c t io n o f U V ir r a d ia te d e n te r ic

v ir u s e s t h a t b e t t e r e s t im a te d UV i r r a d i a t io n o f t h e v i r u s e s .

T h e a m p lif i c a t io n o f lo n g v ir a l R N A t a rg e t s b y d ir e c t ( h e a t - r e le a s e ) R T - P C R

im p ro v e d t h e e s t im a t io n o f P V i n a c t iv a t io n . A t a UV d o s e o f 5 5 0 m W- s e c / c m ^
,
t h e r e

w a s a 2 lo g i o g r e a te r r e d u c t io n in lo n g a m p li c o n th a n w a s s e e n w ith t h e s h o r t ta r g e t

a m p l ic o n . S u r p r is in g ly ,
t h e R T - P C R a m p l if ic a t i o n o f lo n g e r R NA ta r g e t s b y R T - P C R d id

n o t im p r o v e t h e d e t e c t io n o f U V r e d u c t io n o f M S 2 . L o n g t a rg e t R T - P C R a m p l if i c a t io n

d e te c t e d a g r e a te r r e d u c t i o n o f NV a t lo w e r U V d o s e s o f 3 0 mW - s e c / c m ^
,
a n d 1 5 0 m W-

s e c / c m
^

.
H o w e v e r

,
t h e d if fe r e n c e in a m p l ic o n r e d u c t i o n b e t w e e n t h e s h o r t a n d l o n g N V

g e n o m i c t a r g e t s d im i n is h e d a t a U V d o s e o f 5 5 0 m W- s e c / c m
^

T h e R T - P C R a m p l if ic a t io n o f l a r g e v ir a l g e n o m i c t a r g e t s s h o w s t h e p o t e n t ia l t o

im p ro v e t h e d e te c t io n o f U V i n a c t iv a t io n o f v ir u s e s . In c r e a s i n g t h e le n g t h o f v i r a l

g e n o m e a m p l if i e d by R T - P C R in c r e a s e s t h e li k e li h o o d o f d e te c t in g a r e g i o n im p a c te d by

U V d a m a g e to t h e n u c le ic a c id . In t h i s s t u d y , p r im e r p a ir s a m p lif i e d 6 - 1 3% o f t h e M S 2

R N A g e n o m e
,
3 - 1 8 % o f t h e N V R N A g e n o m e a n d 3 - 1 5% o f t h e P V R NA g e n o m e .

NEATPAGEINFO:id=C1373A6F-0B7C-4F3F-B4ED-0944A4B02FE6



6 8
I n c r e a s i n g t h e a m p l ic o n le n g t h m a y i n c r e a s e t h e p r o b a b il it y o f d e t e c t in g UV d a m a g e

b y lo s s o f P C R s i g n a l a n d c o n s e q u e n t ly m a y b e tt e r e s t im a t e v i r a l i n a c t iv a t io n b y U V

r a d ia t i o n A d d it io n a l r e s e a r c h i s n e e d e d t o d e t e r m in e w he t h e r p r im e r p a ir s t o a m p lif y

lo n g e r t a rg e ts c a n b e d e s i g n e d to d e t e c t lo w le v e ls o f v i r u s a n d t o i n v e s t ig a t e w h e t h e r

e v e n lo n g e r t a r g e ts f o r R T - P C R a m p lif i c a t io n o f v i r a l n u c le ic a c id s a r e e v e n b e t t e r

c o r r e l a te d lo s s o f v i r u s in f e c t iv ity f r o m UV r a d i a t i o n .
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7 . 0 C O N C L U S I O N S

1 R T - P C R re s u lt s f r o m U V ir r a d ia t e d v ir u s e s c a n n o t b e in t e r p r e te d a s a n e s t im a t io n o f

m ic r o b ia l r is k . T a rg e t n u c le i c a c id f r o m n o n i n fe c t io u s v i r a l u n its Is d e te c te d in

a d d it io n t o t h o s e f r o m i n fe c t io u s v i r i o n s .

2 . UV r a d ia t io n e f f i c i e n t ly in a c t iv a te d p o lio v i r u s u n d e r la b o r a t o r y c o n d it i o n s ,
w it h a 3 . 7

lo g i o r e d u c t io n d e t e c t e d b y c e l l in f e c t i v ity a s s a y a f te r a U V d o s e o f 3 0 mW - s e c / c m ^
.

M S 2 s h o w e d a h ig h e r r e s is t a n c e t o UV in a c t iv a t i o n w it h a 1 .
1 lo g i o r e d u c t io n

d e t e c t e d a t t h e s a m e d o s e . N o n w a lk v ir u s
,
c u r r e n t ly w it h o u t a c e ll c u lt u r e in f e c t iv it y

a s s a y ,
r e q u i r e s a m o le c u la r te c h n i q u e s u c h a s R T - P C R fo r s e n s it iv e d e t e c t io n . A t a

U V d o s e o f 3 0 mW - s e c / c m
^

,
t h e r e w a s n o r e du c t io n o f R T - P C R t it e r o f N V w h e n

a m p lif y in g a s h o r t g e n o m ic t a rg e t . T h e s a m e w a s t r u e f o r P V 1 a n d M S2 .

3 . R T - P C R a m p l if ic a t io n o f m u lt ip le s h o r t t a r g e t s f o r P V
,
N V a n d M S 2 d id n o t

s ig n if ic a n t ly im p r o v e t h e d e t e c t io n o f v i r a l i n a c t iv a t io n b y U V r a d i a t io n
,
w it h 0 - 1 l o g i o

r e d u c t i o n d e te c te d fo r a ll v i r u s e s a t a l l d o s e s .

4 A n t ib o d y c a p t u r e o f v i r i o n s p r i o r t o R N A re le a s e e it h e r r e d u c e d o r d id n o t im p r o v e

t h e d e t e c t io n o f P V a n d M S 2 i n a c t iv a t io n b y U V r a d ia t io n a n d r e d u c e d t h e d e t e c t io n

o f N V ti te r r e d u c t io n .

5 . M S 2 c o l ip h a g e d id n o t s h o w m u c h r e d u c t io n i n t ite r b y e it h e r a n t ib o d y c a p t u r e R T -

P C R o r d i r e c t R T - P C R o f s h o r t a n d l o n g g e n o m ic ta r g e t s .

6 . A d d it io n a l r e s e a r c h t o e v a l u a te t h e im p a c t o f i n c r e a s e d ta r g e t v i r a l R N A s iz e f o r R T -

P C R o n e s t im a t io n o f v ir a l i n a c t iv a t io n b y UV ra d ia t i o n is n e e d e d .

7 T h e a p p lic a t io n o f m o n o c lo n a l a n t ib o d i e s r a t h e r t h a n p o ly c lo n a l a n t i s e r a in t h e

im m u n o m a g n e t i c c a p t u r e o f i n t a c t v ir i o n s p r io r t o R T - P C R a m p lif i c a t i o n m a y im p r o v e

s p e c if ic it y a n d t h e r e b y p r o v id e b e t t e r d e te c t io n o f U V in a c t iv a t io n .
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8 . 0 R E F E R E N C E S

1) A b b a s z a d e g a n , M , H u b e r , M . S , G e r b a , C . P . , P e p p e r , I . L .
1 9 9 3 D e t e c t i o n o f

e n te r o v i r u s e s i n g r o u n d w a t e r w it h p o ly m e r a s e c h a i n r e a c t i o n . A p p li e d a n d

E n v ir o n m e n ta l M i c r o b i o lo g y 5 9 (5 ) : 1 3 1 8 - 13 2 4 .

2 ) A d a m s , M . H . B a c te r io p h a g e s ; In te r s c ie n c e ,
N e w Y o r k

,
1 9 5 9 .

3 ) A t m a r
,
R . L

,
N e i ll

,
F H .

,
R o m a ld e

,
J . L .

,
L e G u y a d e r

,
F .

,
Wo o d le y ,

C M .

,
M e t c a lf ,

T
. G .

,
E s te s . 1 9 9 5 . D e t e c t i o n o f N o n w a l k v i r u s a n d h e p a t it is A v i r u s in s h e l lf is h

t is s u e s w it h t h e P C R . A p p l ie d a n d E n v i r o n m e n t a l M ic r o b io lo gy . 6 1 (8 ): 3 0 14 - 3 0 18 .

4 ) B a tt ig e l l i, D . A .

,
S o b s e y ,

M . D .

,
L o b e

,
D . C . 1 9 9 3 . T h e in a c t iv a t io n o f h e p a t it is A v i r u s

a n d o t h e r m o d e l v i r u s e s b y UV i r r a d i a t io n . Ws a te r S c i . T e c h n o ! . 2 7 : 3 3 9 .

5 ) B a r o n
,
R . C . , G r e e n b e rg ,

H . B . C u k o r , G ,
B la c k lo w , N . R . 19 8 4 . S e r o l o g ic a l

r e s p o n s e s a m o n g te e n a g e r s f o l lo w in g n a t u r a l e x p o s u r e t o N o rw a lk v i r u s J . I n fe c t
D is 1 5 0 : 5 3 1 - 5 3 4

6 ) B e rg , G . , E d . 1 9 7 8 . I n d ic a to r s o f V ir u s e s in Wa te r a n d F o o d . A n n A rb o r S c ie n c e

P u b l i s h e r s : A n n - A r b o r , M l

7 ) B la c k l o w
,
N . R .

,
C u k o r

,
G . 19 8 4 . N o rw a lk v i r u s : a m a j o r c a u s e o f e p id e m ic

g a s t r o e n t e r it is . A m J . P u b l ic H e a lt h 7 2 : 1 3 2 1 - 1 3 2 3

8 ) B it t o n
,
G . W a s t e w a te r M ic r o b i o lo g y ; W il e y - L i s s : N e w Y o r k , 1 9 9 4 ; p . 8 7 .

9 ) B la c k l o w
,
N . R .

,
G r e e n b e rg ,

H . B . 1 9 9 1 V i r a l g a s t r o e n t e r it is . N . E n g l . J M e d .

3 2 5 : 2 5 2 - 2 6 4 .

1 0 )B l a c k lo w , N .
R .

, C u k o r
, G .

,
B e d ig i a n ,

M . K .

, E c h e v e r r i a ,
P

. ,
G r e e n b e r g , H . B .

,

S c h r e ib e r , D . S . , T r ie r , J . S . 1 9 7 9 .
Im m u n e r e s p o n s e a n d p r e v a le n c e o f a n t ib o dy t o

N o n w a l k e n t e r ic v i r u s a s d e t e r m in e d b y r a d io im m u n o a s s a y . J C l in . M ic r o b io l .

1 0 : 9 0 3 - 9 0 9 .

1 1 )B la c k lo w
,
N . R

,
D o l in

,
R .

,
F e d s o n

,
D . S

,
D u p o n t

,
H .

,
N o r th r u p ,

R
. S .

, H o r n ic k ,
R . B

,

C h a n n o c k , R . M . 1 9 7 2 A c u te i n f e c t io u s n o n b a c te r ia l g a s t e r o e n t e r it is : E t i o lo g y a n d

p a t h o g e n e s is . A n n In t . M e d . 7 6 : 9 9 3 - 1 0 0 8 .

1 2 ) B la tc h le y , E . R . , B a s t i a n
,
K C

,
D d u g g i r a l a ,

R . K ,
A l le m a n

,
J

. E . , M o o r e , M . ,

S c h u e r c h , P . 1 9 9 6 . U lt r a v io le t i r r a d ia t i o n a n d c h lo r in a t io n / d e c h l o r in a t io n f o r

m u n i c p a l w a s t e w a te r d is i n fe c t io n : A s s e s s m e n t o f p e r f o r m a n c e l im ita t i o n s . W a t e r

E n v ir o n R e s 6 8 : 1 9 4
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1 3 ) B u d o w s k y ,
E I

. ,
K o s t y u k , G . V

,
K o s t , A . A . , S a v in , F . A 1 9 8 1 . P r i n c ip le s o f s e le c t iv e

i n a c t iv a t io n o f v ir a l g e n o m e II . In f lu e n c e o f s t ir r i n g a n d o p t i c a l d e n s ity o f t h e l a y e r t o
b e i r r a d i a t ie d u p o n u . v .

- in d u c e d i n a c t iv a t io n o f v i r u s e s . A r c h . V i r o l . 6 8 :2 4 9 - 2 5 6 .

14 )B u t te r f ie l d
,
C . T

,
1 9 4 8 . B a c te r i c id a l p r o p e r t ie s o f c h lo r a m i n e s a n d f r e e c h l o r in e i n

w a te r . P u b l ic H e l a t h R e p 6 3 :9 3 4 - 9 4 0

1 5 ) C e n t e r s f o r D is e a s e C o n t r o l a n d P r e v e n t io n . 1 9 9 0 . Wa te r b o r n e - d is e a s e o u tb r e a k s
,

1 9 8 9 - 1 9 9 0 M o rb id . M o r t a l . W e e k ly R e p 4 0 : 1- 2 1

1 6 )C e n t e r s fo r D is e a s e C o n t r o l a n d P r e v e n t io n . 1 9 8 8 . W a t e r b o r n e - d i s e a s e o u t b r e a k s ,

1 9 8 6 - 1 9 8 8 . M o r b id . M o r t a l . W e e k ly R e p . 3 9 : 1- 1 3 .

1 7 )C u ko r
,
G .

,
B la c k l o w

,
N R . 1 9 8 4 H u m a n v ir a l g a s to e n te r it i s M ic r o b i o l R e v .

4 8 : 1 5 7 - 1 7 9 .

1 8 )D iz e r
,
H .

,
B a r t o c h a

,
W

, S e id e l , K .

,
L o p e s P il a . J . M . , G r o hm a n n , A . 1 9 9 3 .

In a c t iv a t io n o f b a c te r i a a n d c o l ip h a g e s in s u r f a c e w a t e r h ig h ly p o l lu te d b y s e c o n d a ry
e f f l u e n t a n d p u ri f ie d b y f l o c c u la t io n a n d f ilt r a t i o n b y m e a n s o f U V i r r a d ia t io n a t a p i lo t

p l a n t s c a l e .
Z e n t r . F u r H y g ie n e U m w e lt . 1 9 4 (5 - 6 ) ; 4 9 0 - 5 0 7 .

1 9 )G o y a l , S . M . , G e rb a , C . P . V i r a d e l m e th o d f o r d e te c t i o n o f r o t a v i r u s f r o m s e a w a t e r .

J . V i r o l M e t h o d s & : 2 7 9 - 2 8 5 .

2 0 )C e n t e r s f o r D i s e a s e C o n t r o l a n d P r e v e n t io n . 1 9 9 6 . S u r v e i ll a n c e f o r W a t e r b o r n e

D is e a s e O u t b r e a k s
,
1 9 9 1 - 1 9 9 2 . M o r b id . M o r ta l . We e k ly R e p 4 2 : 1- 2 3

2 1 )C h a n g , J . C H . , O s s o f f , S . F . , L o b e , D . C . , D o r f m a n
,
M J .

,
D u m a is

,
S . M

, Q u a i ls , R G
1 9 8 5 . U V i n a c t i v a t i o n o f p a th o g e n ic a n d in d ic a t o r m ic r o o r g a n is m s . A p p l . E n v r

M ic r o b io l . 4 9 (6 ): 1 3 6 1 - 13 6 5 .

2 2 )C h a pm a n , N . M .

,
T r a c y ,

S
,
G a u n t t , C J .

,
F o r t m u e l le r

,
U . 1 9 9 0 . M o l e c u l a r d e te c t io n

a n d id e n t if i c a t io n o f e n te r o v i r u s e s u s in g e n z y m a t ic a m p l if ic a t i o n a n d n u c l e ic a c id

h y b r i d iz a t io n . J . C l i n . M ic r o . 2 8 (5 ) : 8 4 3 - 8 5 0 .

2 3 )C h ic k , H . 1 9 0 8 A n i n v e s t ig a t io n o f t h e l a w s o f d is i n fe c t i o n . J . H y g . 8 : 92 - 1 5 8 .

2 4 )C o r t e ly o u , J . R . , M c Wh i n n ie ,
M . A .

, R Id d i fo r d , M . S . , S e m r a d ,
J . E . E f fe c ts o f

u lt r a v i o le t ir r a d ia t io n o n la r g e p o p u la t io n s o f c e r t a in w a te rb o r n e b a c t e ri a i n m o t i o n
,
I .

1 9 5 4 T h e d e v e lo p m e n t o f a d e q u a t e a g it a t i o n t o p r o v id e a n e f fe c t iv e e x p o s u r e

p e ri o d . A p p l . M ic r o b io l . 2 :2 2 7 - 2 3 5 .

2 5 )C o v a , L . , K e p e c k a ,
H

. ,
A y m a r d

,
M .

, G ia rd , M . 1 9 88 . U s e o f c R NA p r o be s f o r th e
d e t e c t io n o f e n te r o v i r u s e s b y m o le c u la r h y b ri d iz a t i o n . J . M e d . V i r o l . 2 4 : 1 1 - 1 8 .
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7 2

2 6 )C r a u n , G . F .
1 9 8 6 W a t e r b o r n e D is e a s e s i n t h e U n it e d S t a te s C R C P re s s In c . ,

B o c a T a t o n
,
F la .

2 7 )C r a u n , C . F . 1 9 8 8 . S u r fa c e w a t e r s u p p l ie s a n d h e a lt h . J . A m . W a t e r w o r k s . A s s o c .

8 0 : 4 0 - 5 2 .

2 8 )C r a u n
,
G . F .

,
M c C a b e , L . J . 1 9 7 3 . R e v ie w o f t h e c a u s e s o f w a te r b o r n e d i s e a s e

o u t b r e a k s . J . A m Wa te r W o r ks A s s o c , p p . 7 4 - 8 3 .

2 9 )D e L e o n ,
R .

,
M a ts u i

,
S . M .

,
B a r ic

,
R S .

,
H e r r m a n n

,
J . E .

,
B l a c k lo w

,
N . R .

,
G r e e n b e r g ,

H B .

,
S o b s e y ,

M . D 1 9 9 2 . D e te c t io n o f n o r w a lk v ir u s i n s t o o l s p e c im e n s by r e v e r s e

t r a n s c r i p t a s e - p o ly m e r a s e c h a i n r e a c t i o n a n d n o n r a d io a c t iv e o l ig o p r o b e s . J . C l in .

M ic r o . 3 0 ( 12 ) : 3 1 5 1 - 3 1 5 7 .

3 0 ) F l o y d , R , S h a r p , D G . 1 9 7 8 . V ir a l a g g r e g a t io n : Q u a n t ita t i o n a n d k i n e t ic s o f th e
a g g r e g a t io n o f p o l io v i r u s a n d r e o v i r u s A p p l . E n v i r o n . M ic r o b io l . 3 5 : 1 0 7 9 - 1 0 8 3 .

3 1 ) F lo y d , R . , J o h n s o n
,
J . D

,
S h a rp , D . G . 1 9 7 6 . In a c t iv a t io n by b r o m i n e o f s i n g le

po l io v ir u s p a r t ic le s in w a te r . A p p l. E n v ir o n . M ic r o b io l . 3 1 : 29 8 - 3 0 3 .

3 2 ) F u r u s e , K .
D is t r ib u t i o n o f c o li ph a g e s i n t h e e n v r io n m e n t : g e n e r a l c o n s id e r a t io n s . In :

P h a g e e c o l o g y . J o n W i le y : N e w Y o r k
,
1 9 8 7 .

3 3 )G a te s
,
F . L . A s t u d y o f t h e b a c t e r ic id a l a c t i o n o f u lt r a v io l e t l ig h t ,

I I . 1 9 2 9 . T h e

e f fe c t s o f v a r io u s e n v i r o n m e n ta l f a c to r s a n d c o n d it io n s . J . G e n . P h y s io l . 1 3 : 2 4 9 -

2 6 0 .

3 4 )G o u v e a
,
V . , S a n t o s , N . , T im e n e t s k y , M C . , E s t e s , M . K 1 9 9 4 . Id e n t if ic a t i o n o f

N o n w a lk v i r u s in a r t if ic ia lly s e e d e d s h e l lf is h a n d s e le c t e d f o o d s . J . V i r o l . M e t h o d s

4 8 : 1 7 7 - 1 8 7

3 5 ) G o y a l , S . M .

,
G e r b a

,
C . P . 1 9 8 3 . V i r a d a l m e h t o d fo r d e t e c t i o n o f R o t a v i r u s i n s e a

w a te r . J . V i r o l . M e t h . 7 (S - 6 ): 2 7 9 - 2 8 3 .

3 6 )G r e e n b e rg ,
H . B ,

V a ld e s u s o
, J .

R
,
K a l i k a

,
A . R .

,
Wy a tt ,

R . G
. , e t a l. 1 98 1 . P r o t e in s

o f N o n w a l k v i r u s . J . V i r o l 3 7 :9 9 4 - 9 9 9

3 7 )H a r m
,
W . 1 9 8 0 . B i o lo g ic a l E f fe c t s o f U lt r a v io le t R a d ia t io n : C a m b r i dg e U n iv e r s it y

P r e s s : C a m b r id g e , M a s s .

3 8 )H a v e la a r , A . H . , v a n O l p h e n
, M . ,

D r o s t ,
Y . C . 1 9 9 3 . F - s p e c if i c R N A b a c te r io p h a ge s

a r e a d e q u a t e m o d e l o rg a n is m s f o r e n te r ic v i r u s e s i n f r e s h w a t e r . A p p l. & E n v i r o n

M ic r o b io l . 5 9 (9 ): 2 9 5 6 - 2 9 6 2 .

3 9 )H a v e la a r
,
A . H .

,
v a n O lp h e n

,
M .

,
D r o s t

,
Y . C . 19 9 3 . F - s p e c if ic R N A b a c t e r i o p h a g e
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7 3
a d e q u a t e m o d e l o rg a n i s m s f o r e n t e r ic v ir u s e s in f r e s li w a t e r . A p p l .

E n v ir o n .

M ic r o b io l . 2 9 5 6

4 0 )H a v e la a r ,
A

. H . , M e u l e m a n s , C . C . E
. ,
P o t - H o g e b o o m , W M .

, K o s t e r , J . 1 9 9 0 .

In a c t iv a t io n o f b a c t e r io p h a g e M S 2 i n w a s te w a t e r e f f l u e n t w it h m o n o c r o m a t ic a n d

p o ly c h r o m a t i c u lt r a v io le t l ig h t . W a i te r R e s . 2 4 : 1 3 8 7 .

4 1) H a v e la a r
,
A . H .

,
N ie u w s ta d

,
T h . J .

,
M e u le m a n s

,
C . C E .

,
v a n O l p h e n

,
M 1 9 9 1 F -

s p e c if ic R NA b a c te r i o p h a g e s a s m o d e l v ir u s e s i n U V d is in fe c t i o n o f w a s te w a t e r .

W a t . S c i. T e c h . , 2 4 (2 ) : 3 4 7 - 3 5 2 .

4 2 )H ia t t ,
C W . 1 9 6 4 K i n e t i c s o f t h e in a c t iv a t i o n o f v i r u s e s . B a c te r i o l . R e v . 2 8 : 1 5 0 -

16 3 .

4 3 )H o f f
,
J . C

,
A k i n

,
E .W . 1 9 8 3 . R e m o v a l o f v i r u s e s f r o m ra w w a te r s b y t r e a t m e n t

p r o c e s s e s .

4 4 )V ir a l P o l l u t i o n o f t h e E n v i r o n m e n t
, C R C P r e s s ,

In c
, B o c a R a t o n

,
F L .

4 5 )H o f f
, J . C 1 9 7 8 . T h e r e l a t io n s h i p o f t u r b id it y to d i s i n f e c t i o n o f p o ta b le w a t e r . In :

E v a lu a t io n o f t h e M ic r o b io l o g y u S t a n d a r d s f o r D r in k in g W a t e r C .W H e n d r ic k s
,
E d .

E P A - 5 7 0 / 9 - 7 8 / 0 0 C . U . S . E PA , Wa s h i n g t o n , D C .

4 6 )H o f f , B . C . , G e ld r e ic h , E . E . 1 9 8 1 .
A c o m p a r is o n o f t h e b io c id a l e f fe c ie n c y o f

a lte r n a t iv e d i s in f e c ta n t s . J A m e r . Wa t e r Wo r k s A s s o c . 7 3 : 1 :4 0 - 4 3 .

4 7 ) J a g g e r
,
J . H .

,
1 9 5 8 J . B a c t . R e v . 2 2 : 9 9 - 14 2 .

4 8 ) J a g g e r
,
J . H . 1 9 6 7 . In t r o d u c t i o n t o r e s e a r c h in U V p h o t o b io lo g y ; P r e n t i c e - H a l l

,

E n g le w o o d C l if fs
,
N . J .

4 9 )J a n s e n
,
R .W .

,
N e w b o ld ,

J . E .

,
L e m o n

, S . M . 1 9 8 5 . C o m b i n e d im m u n o a f f i n ity c D N A -

R NA h y b r id iz a t io n a s s a y f o r d e te c t io n o f h e p a t it is A v i r u s in c l i n i c a l s p e c im e n s . J .

C l i n ic a l M i c r o b i o l 2 2 (6 ) : 9 8 4 - 9 8 9 .

5 0 )J i a n g , W l
, W a n g , M . , W a n g ,

K .

,
E s t e s

,
M K . 1 9 9 3 . S e q u e n c e a n d g e n o m ic

o r g a n iz a t io n o f N o rw a l k v i r u s .
V i r o lo g y . 1 9 5 : 5 1 - 6 1 .

5 1 )J i a n g ,
X . , G r a h a m , D . Y . , W a n g ,

K .

, E s te s ,
M

. K 1 9 9 0 .
N o n w a lk v iu r s g e n o m e

c l o n in g a n d c h a r a c t e r iz a t io n
. S c i e n c e . 2 5 0 : 1 5 8 0 - 1 5 8 3 .

5 2 )J o s e p h s o n
, K L

, G e r b a ,
C . P

,
P e p p e r

,
I . L . 1 9 9 3 . P o ly m e r a s e C h a i n R e a c t i o n

d e t e c t io n o f n o n v ia b le b a c te r ia l p a t h o g e n s . A p p l . E n v ir o n . M ic r o b i o l. 5 9 : 3 5 1 5 -

3 5 1 6 .

5 3 ) K a p l a n
,
J E .

,
F e ld m a n

,
R .

,
C a m p b e l l , R . C .

,
S i n g h , N . , S c h o n b e rg e r

, L .
B .

,
F e ld m a n

,
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7 4
R . G r e e n b e r g ,

J . B . 1 9 8 2 . E p i d e m i o lo g y o f N o rw a l k g a s t r o e n t e r it is a n d t h e r o l e o f

N o n w a lk v i r u s i n o u t b r e a k s o f a c u t e n o n - b a c t e r ia l g a s t r o e n t e r it is . A n n . In t e r n . M e d .

9 6 : 7 5 6 - 7 6 1 .

5 4 )K e l n e r
,
A 19 4 9 . E f fe c t o f V i s ib le lig h t o n t h e r e c o v e r y o f S t r e p to m y c e s g r is e u s

c o n id i a f r o m U V i r r a d ia t io n i n ju r y . P r o c . N a t . A c a d . S c i . 3 5 : 7 3

5 5 )K n u d s o n
, G . B . 1 9 8 5 . P h o t o r e a c t iv a t io n o f U V - i r r a d ia t e d L e g io n e ll a p n e u m p h i l ia

a n d o t h e r L e g io n e ll a s p e c i e s A p p p l E n v i r o n . M ic r o b io l . 4 9 : 9 7 5 - 9 8 0 .

5 6 ) L e w ,
J . F .

,
P e t r ic

,
M .

,
K a p ik a i a n ,

A Z .

,
J ia n g ,

X 1 9 9 4 Id e n t if i c a t io n o f m in i r e o v i r u s

a s a N o n w a l k - li k e v i r u s i n p e d ia t r ic p a t ie n ts w it h g a s t r o e n t e r it is . J . V ir o l 6 8 ;3 3 9 1-

3 3 9 6 .

5 7 ) L in n s a w a t
,
S .

,
O h g a k i , S . 1 9 9 7 . F a t e o f l ib e r a t e d v i r a l R N A i n w a s te w a t e r

d e te r m in e d b y P C R . A p p l . E n v ir o n . M ic r o b i o l. 6 3 (7 ) : 2 9 3 2 - 2 9 3 3 .

5 8 ) L i u ,
B . L .

,
C l a r k e

,
I . N

,
C a u l

,
E . O

,
L a m b d e n

,
P . R 1 9 9 5 . H u m a n e n te r ic c a l ic i v i r u s e s

h a v e a u n iq u e g e n o m e s t r u c t u r e a n d a r e d is t i n c t f r o m t h e N o n w a l k - l ik e v i r u s e s A r c h

V ir o l . 14 0 : 1 3 4 5 - 13 5 6 .

5 9 ) L u c k ie s h
,
M .

,
H o l la d a y ,

L . L . 1 9 4 4 . D i s in fe c t i o n o f w a te r b y m e a n s o f g e rm ic id a l

l a m p s . G e n e r a l E le c t r ic R e v ie w , p . 4 5 .

6 0 )M a ie r
,
A .

,
T o u g ia n id o u

,
D

,
W ie d e n m a n n

,
A

,
B o tz e n h a r t ,

K . 1 9 9 5 . D e t e c t i o n o f

p o li o v ir u s b y c e l l c u lt u r e a n d b y P C R a f te r U V d is in f e c t io n . W a t S c i . T e c h . 3 1 (5 ) :
14 1 - 14 5 .

6 1 )M e l n ic k
,
J L .

,
R e n n i c k

,
V . 19 8 0 In f e c t iv it y t it e r s o f e n te r o v i r u s a s f o u n d i n h u m a n

s t o o ls . J . M e d . V ir o l . 5 : 2 0 5 - 2 2 0 .

6 2 ) M e l n ic k , J L . 1 9 8 0 . A n t ig e n ic c r o s s i n g w it h i n p o l io v i r u s t y p e s . P r o c . S o c . E x p . B io l .

M e d 1 5 5 (8 9 ) : 1 3 1 - 1 3 3 .

6 3 )M e l n ic k
,
J . L . 1 9 9 6 . C u r r e n t s t a t u s o f p o li o v ir u s i n fe c t io n s . C l i n . M ic r o b io l . R e v . 9 (3 ) :

2 9 3 - 3 0 0 .

6 4 )M o r o w itz ,
H . J . 1 9 5 0 . A b s o r p t io n e f fe c t s in v o l u m e i r r a d i a t io n o f m i c r o o rg a n is m s

.

S c ie n c e . 1 1 1 : 2 2 9 - 2 3 0 .

6 5 ) N a g y ,
R . 1 9 5 5 . R e s e a r c h R e p o r t B L - R - 6 - 1 0 5 9 -3 0 2 3 - 1 W a t e r S t e r i liz a t io n b y UV

R a d ia t i o n ; We s t i n g h o u s e E le c t r i c C o .

, L a m p D iv is i o n
,
B lo o m f ie ld

,
N . J .

6 6 )O liv e r , B . G . ,
C a r e y , J . H 1 9 7 6 . U lt r a v i o le t d is i n fe c t i o n : A n a lt e r n a t iv e t o

c h l o r in a t i o n . J . W a t e r P o l . C o n t r . F e d . 4 8 (1 1 ): 2 6 1 9 - 2 6 2 4 .
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7 5
6 7 )O l iv e r , B .

G
. , a n d C o s s g r o v e , E . G .

1 9 7 7 . T h e d is i n fe c t io n o f s e w a g e t r e a t m e n t

p la n d e f f l u e n ts u s in g u lt r a v i o le t l ig h t C a n J C he m . E n g . 5 3 : 1 7 0 - 1 7 4 .

6 8 )O l iv e r i
,
V . P . 1 9 8 3 . M e a s u r e m e n t o f m ic r o b ia l q u a l ity , i n : A s s e s s m e n t o f

M ic r o b io lo g y a n d T u rb i d ity S t a n d a rd s f o r D r i n k in g W a t e r
,
P . S . B e r g e r a n d Y

A rg a m a n , E d s . E P A - 5 7 0 - 9 - 8 3 - 0 0 1 , O f f ic e o f D r i n k i n g W a te r Q u a lit y , W a s h in g t o n ,

D C .

6 9 ) P a y m e n t , P . , T u d e l , M .
1 9 8 5 . D e t e c t io n a n d h e a l t h r is k a s s o c ia t e d w i th lo w v i r u s

c o n c e n t r a t i o n in d r i n k i n g w a t e r . W a t e r S c l . T e c h n o l . 17 : 9 7 - 10 3 .

7 0 )P a y m e n t
,
P .

,
T r e m b la y ,

M .

,
T r u d e l

,
M 1 9 8 5 . R e la t i v e r e s is t a n c e to c h l o r i n e o f

p o li o v ir u s a n d d c o x s a c k ie v ir u s is o l a t e s f r o m e n v i r o n m e n ta l s o u r c e s a n d d r in k i n g
w a te r A p p l . & E n v ir o n . M i c r o b io l. 4 9 (4 ) : 9 8 1- 3 .

7 1 ) P o n t iu s
,
F W . 1 9 9 6 A n u p d a te o f t h e f e d e r a l r e g u la t io n s J . A m . Wa t e r w o r k s

A s s o c . 8 8 (3 ) : 3 6 .

7 2 )Q u a lls
,
R . G .

,
J o h n s o n

,
J . D . 1 9 8 3 . B io a s s a y a n d d o s e m e a s u r e m e n t i n U V

d i s i n fe c t i o n . A p p l . E n v ir o n . M i c r o b io l. 4 5 : 8 7 2 - 8 7 7

7 3 )Q u a l ls , R . G
,
D o r f m a n

,
M . H

. , J o h n s o n , J D . E v a lu a t i o n o f t h e e f f ic ie n c y o f

u lt r a v i o le t d i s i n fe c t io n s y s t e m s . W a t . R e s . 2 3 : 3 1 7 - 3 2 5 .

7 4 ) R a h a n
,
R A . 1 9 7 3 D e n a t u r a t i o n in U lt r a v i o le t - i r r a d ia te d D N A .

P h o t o p h y s i o lo g y v o l .

I l l
,
A . C . C r e s e E d ; A c a d e m ic P r e s s ,

N e w Y o r k
, N Y

7 5 )R o g e r s
,
F G .

,
H u f to n , P . , K u r z a w s k a , E .

,
M o ll o y ,

C , M o r g a n
,
S . 1 9 8 5
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