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A b s t r a c t

J o s e p h E v e r e t t e H a t c h : M e t h i c i l l i n - r e s i s t a n t St a p hy l o c o c c u s a u r e u s i n G y m s : E v a l u a t i o n

o f Sw a b b i n g - B a s e d Sa m p l i n g M e t h o d o l o g i e s a n d t h e L e v e l s o f M S SA / M R SA o n

E n v i r o n m e n t a l Su r f a c e s w i t h i n R e c r e a t i o n a l E x e r c i s e F a c i l i t i e s

(U n d e r th e D i r e c t i o n o f M a r k D . S o b s e y ,
W i l l i a m A

. R u t a l a
,
a n d D a v i d J . W e b e r )

M e t h i c i l l in - r e s i s t a n t S t a p hy l o c o c c u s a u r e u s (M R SA ) i s a n e m e r g i n g i n f e c t i o u s

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

t h i s p a t h o g e n h a s t r a n s i t i o n e d f r o m a s s o c i a t i o n p r i m a r i l y w i t h h e a l t h c a r e s e t t i n g s t o

a s s o c i a t i o n w i t h c o m m u n i t y - a c q u i r e d i n f e c t i o n s (C A - M R SA ) a s w e l l . A s CA - M R S A

p r e v a l e n c e h a s r i s e n
,
i t s o u t b r e a k s h a v e b e e n l i n k e d t o c o m m o n e n v i r o n m e n t a l s o u r c e s ;

p r o m p t i n g i n t e r e s t i n t h e e n v i r o n m e n t a s a p o t e n t i a l m e a n s o f i t s d i s s e m in a t i o n . T o

i n v e s t i g a t e t h i s r i s k i n g y m s
,
f o u r t y p e s o f s a m p l i n g d e v i c e s w e r e e v a l u a t e d . T h e fi n d i n g s

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

p r e v a l e n c e o f M R SA . Sa m p l i n g w a s b y s w a b b i n g a s u r f a c e a r e a w i t h a m o i s t e n e d g a u z e

w i p e ,
e n r i c h m e n t c u l t u r e o f r e c o v e r e d w i p e f l u i d

, p l a t t i n g o f e n r i c hm e n t c u l t u r e s o n

d i f f e r e n t i a l / s e l e c t i v e m e d i a a n d c o l o n y i s o l a t i o n a n d i d e n t i f i c a t i o n . O f 8 f a c i l i t i e s

s a m p l e d , 5 h a d M R SA ( 1 . 6 9 - 10% p r e v a l e n c e ) a n d t h e o v e r a l l M R SA p r e v a l e n c e f o r a l l

s a m p l e s w a s 4 . 5 % .
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I w o u l d l i k e t o e x p r e s s m y a p p r e c i a t i o n t o m y r e s e a r c h c o m m i t t e e
.
D r . M a r k

So b s e y ,
D r . W i l l i a m R u t a l a

,
a n d D r . D a v i d We b e r

,
a s w e l l a s m y p e r s o n a l m e n t o r D r

.

L i s a C a s a n o v a a n d m y a c a d e m i c a d v i s o r D r . L o u i s B a l l f o r a l l t h e r e h e l p a n d g u i d a n c e

t h r o u g h o u t m y r e s e a r c h a n d a c a d e m i c s t u d i e s w h i c h h a s a l l o w e d m e t o p r e s s o n t h r o u gh

t h e d i f f i c u l t i e s t h a t I e x p e r i e n c e d a n d p e r s e v e r e t o t h e c o m p l e t i o n o f t h i s w o r k . I w o u l d

a l s o l i k e t o e x p r e s s m y t h a n k s t o t h e e n t i r e t y o f D r . So b s e y
'

s E n v i r o n m e n t a l

M i c r o b i o l o g y L a b
, p a r t i c u l a r l y t o D o u g W a i t a n d D o r o t h y T h o m p s o n f o r p u t t i n g u p w i t h

m y m e s s a n d p r o v i d in g i n v a l u a b l e a s s i s t a n c e t o m e . I w o u l d a l s o l i k e t o e x p r e s s m y

th a n k s t o m y a s s i s t a n t s : K i n c a i d L o w e a n d K . M a e v e M c G a r r y w h o s e a s s i s t a n c e w a s

i n v a l u a b l e . I w o u l d a l s o l i k e t o t h a n k M a r i a G e r g e n
- T e a g u e a n d t h e p e r s o n n e l o f t h e

U N C M c C l e n d o n C l i n i c a l L a b o r a t o r i e s
,
e s p e c i a l l y M r s . D i a n a D o d g e a n d D r . M e l i s s a

M i l l e r f o r a l l o f t h e i r a s s i s t a n c e i n t h e s e e n d e a v o r s .

T o m y f a m i l y ,
1 w o u l d l ik e t o e x p r e s s m y l o v e a n d a p p r e c i a t i o n f o r e n c o u r a g i n g

m e t o t a k e o n t h e m o n u m e n t a l c h a l l e n g e o f g r a d u a t e s c h o o l a n d f o r t h e s u p p o r t t h a t t h e y

p r o v i d e d m e t h r o u g h o u t m y e n t i r e l i f e . T o m y w i f e
.
R o s y . . . t h a n k s f o r b e i n g t h e r e i n

e v e r y f a s h i o n t h a t I n e e d e d : f r o m b e g r u d g i n g a s s i s t a n t t o s u p r e m e t a s k m a s t e r
,
m a k i n g

s u r e I w a s e m o t i o n a l l y a b l e a n d c o n t i n u a l l y w o r k i n g e v e n w h e n I w a s n o t p a r t i c u l a r l y

w i l l i n g . T h e r e a r e s o m a n y o t h e r t h i n g s t h a t I s h o u l d s a y t o y o u
,
b u t y o u a l r e a dy k n o w

th a t y o u a r e e v e r y t h i n g t o m e a n d I o n l y h a v e s o m u c h r o o m t o e x p r e s s m y g r a t i t u d e t o

y o u . T h e r e a r e s o m a n y o t h e r s t o t h a n k
,
b u t t h e r e i s n o w a y t o m e n t i o n t h e m a l l .

iv
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T a b l e o f C o n t e n t s

I. L i s t o f T a b l e s v i i i

II L i s t o f F i g u r e s x i

II I In t r o d u c t io n 1

IV Re s e a r c h O b j e c t i v e s 3

V Li t e r a t u r e R e v i e w 4

A M R SA : t h e O r g a n i s m 4

1 Wha t i s S ta p h y l o c o c c u s a u r e u s ? 4

2 Wh a t i s MR SA ? 5

3 A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e 6

4 A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e i n MR SA 7

5 V i r u l e n c e F a c t o r s a n d P a t h o g e n e s i s 9

6 E p i d e m i o l o g y o f MR SA 1 1

B M R SA i n t h e E n v i r o n m e n t 14

/ T h e R o l e o f S u rf a c e s i n D i s e a s e Sp r e a d 14

2 D ep o s i t i o n a n d Su r v i v a l o f S t a p h y l o c o c c u s a u r e u s i n t h e E n v i r o n m e n t 7 5

3 E v id e n c e f o r MR SA i n t h e E n v i r o n m e n t 1 8

C S a m p l i n g T e c h n i q u e s 2 0

1 Sa mp l i n g f o r p a th o g e n s f r o m E n v i r o n m e n t a l S u rf a c e s 2 0

D K n o w l e d g e G a p s a n d O u r R e s e a r c h A i m s 2 4

V I E x p e r i m e n t a l D e s i g n 2 6

V II . M a t e r i a l s a n d M e t h o d s 2 7

A P h a s e 1- E v a lu a t i o n o f B a c k g r o u n d B a c t e r i a l C o n t a m i n a t i o n o f T a r g e t Su r f a c e s 2 7

B P h a s e 2 - C o m p a ri s o n o f C a n d i d a t e S a m p l i n g P r o t o c o l s 2 8

1 Sa mp l i n g D e v i c e E v a l u a t i o n - R ep r e s e n t a t i v e S u rf a c e s 2 8

2 Su r v i v a l A s s a y o f S a u r e u s o n Me t a l C o u p o n s 3 2

3 . R e s u s p e n s i o n Me d ia A s s a y 3 3

4 R e c o v e r y Me d i a A s s a y 3 3

5 R e c o v e r y f r o m S a mp l i n g D e v i c e A s s a y 3 4

NEATPAGEINFO:id=AE77B99A-2306-4D5D-9346-2CC413BF6BAE



6 S a m p l i n g D e v i c e E v a l u a t i o n - H a r d , F l a t , n o n - p o r o u s S u rf a c e 3 5

7 Sa mp l i n g D e v i c e E v a l u a t i o n u s i n g a Mo s t P r o b a b l e N u m b e r E n r i c hm e n t M e t h o d 3 6

C P h a s e 3 - E n v i r o n m e n t a l S a m p l i n g 3 8

1 E n v i r o n m e n t a l Sa mp l i n g o f E x e r c i s e F a c i l i t i e s 3 8

2 T i m e - S e r i e s A n a ly s i s o f S a u r e u s / MR SA l o a d in g o n Gy m E q u ip m e n t 4 3

V II I R e s u l t s 4 4

A P h a s e I - E v a l u a t i o n o f B a c k g r o u n d B a c t e r i a l C o n t am i n a t io n o f T a r g e t S u r f a c e s 4 4

B P h a s e I l - C o m p a r i s o n o f C a n d i d a t e Sa m p li n g M e t h o d s 4 4

1 F i r s t P e r m u t a t i o n o f Sa mp l i n g D e v i c e E v a l u a t i o n - R e p r e s e n t a t i v e S u rf a c e s 4 4

2 S u r v i v a l o f S a u r e u s o n Me t a l C o u p o n s 4 8

3 R e s u s p e n s io n Me d i a E v a l u a t i o n 5 0

4 R e c o v e r y Me d i a E v a l u a t i o n 5 1

5 E v a l u a t i o n o f R e c o v e r y fi o m S a mp l i n g D e v i c e s 5 7

6 S a mp l i n g D e v i c e E v a l u a t i o n u s i n g I d e a l S u r f a c e 5 3

7 S a m p l i n g D e v i c e E v a l u a t i o n u s i n g MPN E n r i c h m e n t C u l t u r e t o Qu a n t if y Te s t B a c t e r ia

5 6

C P h a s e I l l - E n v i r o n m e n t a l S a m p l i n g 5 8

7 E n v i r o n m e n t a l S a m p l i n g of E x e r c i s e F a c i l i t i e s 5 8

2 T i m e - S e r i e s A n a ly s i s o f S a u r e u s /MR SA lo a d i n g o n Gy m E q u ip m e n t 6 8

IX . D i s c u s s i o n 7 2

A . O v e r v i e w 7 2

B P h a s e 1 7 3

C P h a s e I I 7 4

D Ph a s e I II 7 7

E . S u m m a r y a n d Co n c lu s io n s 8 1

X R e c o m m e n d a t i o n s f o r F u t u r e Wo r k 8 5

X I A pp e n d i x I - F o r m L e t t e r Se n t f o r R e c r u i t m e n t o f E x e r c i s e F a c i l i t i e s 8 6

X l i A p p e n d i x 2 - P u l s e d - F i e l d G e l E l e c t r o p h o r e s i s P r o t o c o l a t U N C - H o s p i t a l s f o r M R SA

st r a i n t y p i n g 8 8

V I
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X R e f e r e n c e s 9 4
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L i s t o f T a b l e s

T a b l e 1 : V i r u l e n c e F a c t o r s o i S t a p hy l o c o c c u s a u r e u s ,
a d a p t e d f r o m R e y g a e r t , W 2 00 9 9

T a b l e 2 : E p i d e m i o l o g i c a l R i s k F a c t o r s f o r C A - M R SA i n f e c t i o n
, a d a p t e d f r o m B o u c h e r

, H W
.

2 0 08 1 3

T a b l e 3 : D i s t i n g u i s h i n g C A - M R SA f r o m H A - MR SA
,
a s r e v i e w e d b y C h a r l e b o i s

,
E . D . 2 0 04 1 4

T a b l e 4 : F a c t o r s A f f e c t i n g E n v ir o n m e n t a l S u r v i v a l o f P a t h o g e n s 1 6

T a b le 5 : Su r v i v a l o f 5 a u r e u s o n F o m i t e s 1 7

T a b l e 6 : P r e v a le n c e o f M R SA o n Su r f a c e s i n t h e H e a l t h c a r e e n v i r o n m e n t 1 8

T a b l e 7 : P r e v a le n c e o f M R SA o n Su r f a c e s o u t s i d e t h e h e a l t h c a r e e n v i r o n m e n t (M R SA

c o n c e n t r a t i o n s w e r e n o t p r o v i d e d i n t h e s e s t u d i e s ) 1 9

T a b le 8 : V a r i a b l e s w h i c h c o n f o u n d c o m p a r i s o n s b e t w e e n E n v i r o n m e n t a l Su r f a c e S a m p l i n g

M e t h o d s a n d t h e ir a p p l i c a t i o n i n R e a l - W o r l d S e t t i n g s (2 5 ) 2 2

T a b le 9 : L i s t o f S a m p l e s t a k e n f o r B a c k g r o u n d B a c t e r i a l C o n t a m i n a t i o n I n v e s t i g a t i o n 2 7

T a b l e 10 : D e s c r ip t i o n o f e a c h E x e r c i s e F a c i l it y i n c l u d e d in f i e ld s a m p l i n g 3 9

T a b l e 1 1 : N u m b e r o f S am p le s c o l l e c t e d f r o m e a c h s i t e b a s e d u p o n E x e r c i s e T y p e w i t h w h i c h t h e

su r f a c e i s a s s o c i a t e d P r e s e n t e d a s T o t a l N u m b e r o f S a m p l e s (Sa m p le s a s s o c i a t e d w i t h H a n d

C o n t a c t / S a m p l e s a s s o c i a t e d w i t h T o r s o C o n t a c t ) 4 1

T a b l e 12 : M e a n S am p l in g E f f i c i e n c i e s (% ) o f e a c h s a m p l i n g d e v i c e o n e a c h r e p r e s e n t a t i v e

s u r f a c e a t - 6 5 5 c f u / su r f a c e i n o c u l a t i o n s (n = 3 f o r e a c h d a t a p o i n t ) (
* i n d i c a t e s n o c o l o n i e s g r e w

o n i n o c u l a t e d T S A p l a t e s f o r a n y r e p l i c a t e ) 4 5

T a b l e 13 : S am p l in g e f f i c i e n c i e s (% ) f r o m e a c h t r i a l r e p l i c a t e f o r e a c h s a m p l in g d e v i c e a n d

r e p r e s e n t a t i v e s u r f a c e c o m b i n a t i o n a t ~ 6 5 5 c f u / s u r f a c e i n o c u l a t i o n (0 . 0 i n d i c a t e s n o d e t e c t i b l e

r e c o v e r y ) 4 5

T a b l e 14 : Su r v i v a l o f 5 . a u r e u s i n c a n d i d a t e r e s u s p e n s i o n m e d i a a t 4
° C f o r 2 4 h o u r s (o r i g i n a l

i n o c u lu m ~ 7 lo g j o ) 5 0

V I I I
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T a b l e 1 5 : M e a n R e c o v e r y o f s a m p l i n g d e v i c e s o n s t a i n l e s s st e e l c o u p o n s a t v a r i o u s i n o c u l a t e

c o n c e n t r a t i o n s (w i t h a n d w i t h o u t o r g a n i c l o a d i n g
- s h e e p

'

s b l o o d ) w it h 9 5% C o n f i d e n c e I n t e r v a l s .

(n = 3 ) 5 4

T a b l e 1 6 : C o n c e n t r a t i o n o f R e c o v e r e d O r g a n i s m s (L o g i o C o n c e n t r a t i o n ) b a s e d u p o n 5 - t u b e 3

d i l u t i o n M PN a s s a y (n = 3 ) 5 7

T a b l e 1 7 : P v a l u e s f o r p a ir w i s e c o m p a r i so n s b e t w e e n s a m p l i n g d e v i c e s f o r m e a n r e c o v e r y o f t e s t

i n o c u l a u s i n g a n M PN m e t h o d t o q u a n t i f y r e c o v e r e d o r g a n i s m s (U n p a i r e d 2 - t a i l e d T - T e s t n = 3 )

5 7

T a b l e 1 8 : P r e v a l e n c e o f S a u r e u s c o n t a m i n a t i o n o f s u r f a c e s i n e x e r c i s e f a c i l i t i e s b y s i t e

(C o n f i d e n c e I n t e r v a l s a r e b a s e d o n a P o i s s o n d i s t r i b u t i o n ) 5 9

T a b l e 1 9 : P r e v a l e n c e o f 5
'

a u r e u s c o n t a m i n a t i o n o f s u r f a c e s i n e x e r c i s e f a c i l i t i e s b y e x e r c i s e t y p e

(C o n f i d e n c e I n t e r v a l s a r e b a s e d o n a P o i s s o n d i s t r i b u t i o n ) 6 0

T a b l e 2 0 : P r e v a l e n c e o f 5 a u r e u s c o n t a m i n a t i o n o f s u r f a c e s i n e x e r c i s e f a c i li t i e s b y b o d y c o n t a c t

s it e (C o n fi d e n c e I n t e r v a l s a r e b a s e d o n a P o i s s o n d i s t r ib u t i o n ) 6 0

T a b l e 2 1 : D i s t r i b u t i o n o f l o g t r a n s f o r m e d d a t a f o r t h e c o n c e n t r a t i o n s o f S a u r e u s f r o m p o s i t i v e

s am p l e s f r o m e a c h c a t e g o r y o f e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s 6 1

T a b l e 2 2 : P - v a lu e s f o r p a i r - w i s e c o m p a r i s o n s b e t w e e n t h e m e d i a n c f u l e v e l s f r o m p o s i t i v e

s am p l e s f r o m e a c h e x e r c i s e f a c i l i ty (v a l u e s a r e f r o m a M a n n - Wh i t n e y U t e s t ) 6 3

T a b l e 2 3 : P - v a lu e s f o r p a i r
- w i s e c o m p a r i s o n s b e t w e e n t h e m e d i a n c f u l e v e l s f r o m p o s i t i v e

s a m p l e s f r o m e a c h c a t e g o r y o f s a m p l e s (v a l u e s a r e f r o m a M a n n - W h i t n e y U t e s t ) 6 3

T a b l e 2 4 : N u m b e r o f s am p l e s p o s i t i v e f o r t h e p r e s e n c e o f M R SA a n d th e r e la t iv e p r e v a l e n c e o f

M R SA o n e n v ir o n m e n t a l s u r f a c e s (C o n f i d e n c e I n t e r v a l s b a s e d o n P o i s s o n d i st r ib u t i o n ) 6 4

T a b l e 2 5 : P e r c e n t o f Sa m p l e s t h a t w e r e M R SA o u t o f s a m p l e s p o s i t i v e f o r S a u r e u s 6 5

T a b l e 2 6 : D e s c r i p t i o n s o f S am p l e s th a t w e r e f o u n d t o b e p o s i t iv e f o r M R SA . S t r a in ty p i n g b y

P F G E a n a ly s i s i n d i c a t e s s i m i la r i t y b e t w e e n i s o la t e s f r o m d i f f e r e n t s am p l e s . S t r a i n t y p e s w i t h a

s u b s c r i p t e d n u m e r a l a r e
" P r o b a b l y r e l a t e d "

t o t h e i s o l a t e w i t h t h e s a m e l e t t e r 6 6

T a b l e 2 7 : L i s t o f Sa m p l e s f r o m T i m e - S e r i e s A n a l y s i s E x p e r i m e n t ( n u m b e r s a r e L o g i o C PU
'

s o f S

a u r e u s d e t e c t e d R e d C e l l s a r e S am p le s t h a t w e r e f o u n d t o b e p o s i t i v e f o r M R SA ) 6 9

I X
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T a b l e 2 8 : P F G E a n a l y s i s o f M R SA i s o l a t e s o b t a i n e d d u r i n g t h e T i m e S e r i e s A n a l y s i s

E x p e r i m e n t S t r a i n s w i t h s u b s c r i p t e d n u m e r a l s a r e
"

p r o b a b l y r e l a t e d "

t o t h e s t r a in w i t h t h e s a m e

l e t t e r St r a i n s w i t h s u b s c r ip t e d l e t t e r s a r e o n l y
"

p o s s i b l y r e l a t e d "

(i e h a v e 3 t o 6 b a n d s d i f f e r e n t

f r o m t h e s t r a i n o f t h e s am e l e t t e r ) 7 0
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I I
.

L i s t o f F i g u r e s

F i g u r e 1: S a m p l i n g E f f i c i e n c y o f P o l y e s t e r S w a b s o n e a c h s u r f a c e t y p e a t ~ 6 55 c f i i i n o c u l a t i o n s

(e r r o r b a r s a r e 1 St a n d a r d D e v i a t i o n ) 4 6

F i g u r e 2 : S am p l i n g E f fi c i e n c y o f M a c r o f o a m Sw a b s o n e a c h s u r f a c e t y p e a t ~ 6 5 5 c f u i n o c u l a t i o n s

(e r r o r b a r s a r e 1 St a n d a r d D e v i a t i o n ) 4 7

F i g u r e 3 : S a m p l i n g E f f i c i e n c y o f P o l y e s t e r - R a y o n B l e n d G a u z e W i p e s o n e a c h s u r f a c e t y p e a t

~ 6 55 c f u i n o c u l a t i o n s ( e r r o r b a r s a r e 1 S t a n d a r d D e v i a t i o n ) 4 7

F i g u r e 4 : M e a n S a m p l i n g E f f i c i e n c y (% ) o f e a c h s a m p l i n g d e v i c e a c r o s s a l l s u r f a c e s ( e r r o r b a r s

a r e 1 St a n d a r d D e v i a t i o n ) 4 8

F i g u r e 5 : M e a n R e c o v e r y (% ) o f S a u r e u s i n o c u l a t e d o n t o s t a i n l e s s s t e e l c o u p o n s a n d s a m p l e d a t

3 0 m i n u t e i n t e r v a l s w i t h 0 85% s a li n e a s t h e e l u t i n g a g e n t ( n = 6 f o r e a c h t i m e p o in t , e r r o r b a r s a r e

9 5% C o n f i d e n c e L i m i t s ) 4 9

F i g u r e 6 : M e a n R e c o v e r y (% ) o f S a u r e u s i n o c u l a t e d o n t o s t a i n l e s s s t e e l c o u p o n s a n d s a m p l e d a t

3 0 m i n u t e i n t e r v a l s w i t h P B S a s t h e e l u t i n g a g e n t ( n = 6 f o r e a c h t i m e p o i n t
,
e r r o r b a r s a r e 9 5 %

C o n fi d e n c e L i m i t s ) 5 0

F i g u r e 7 : R e c o v e r y o f 5 a u r e u s i n o c u l a t e d w i t h ~ 6 2 0 0 c f u b y v a r i o u s e l u t i n g m e d i a (n = 3
,
e r r o r

b a r s a r e 9 5% C o n fi d e n c e I n t e r v a l s ) 5 1

F i g u r e 8 : R e c o v e r y o f B a c t e r ia l I n o c u l u m f r o m d ir e c t l y in o c u l a t e d s a m p l i n g d e v i c e s (d r y ) (n = 3 ,

E r r o r B a r s a r e 9 5% C o n f i d e n c e I n t e r v a l s ) 5 2

F i g u r e 9 : P e r c e n t R e c o v e r y o f B a c t e r i a l I n o c u l a t e f r o m d i r e c t ly i n o c u la t e d s a m p l i n g d e v i c e s (p r e -

m o i s t e n e d w it h D PB S w / 0 1% T w e e n 8 0 ) (n = 3
.
E r r o r B a r s a r e 9 5% C o n fi d e n c e I n t e r v a l s ) 5 3

F i g u r e 1 0 : M e a n R e c o v e r y o f s a m p l i n g d e v ic e s o n s t a i n l e s s s t e e l s u r f a c e s (n = 3 , e r r o r b a r s a r e

9 5 % C o n fi d e n c e I n t e r v a l s , L o g
= L o g l O) 5 5

F i g u r e 1 1 : M e a n R e c o v e r y ,
b a s e d u p o n 2 0% T r i m m e d d a t a , o f s a m p l i n g d e v i c e s o n s t a i n l e s s s t e e l

s u r f a c e s (n = 3
,
e r r o r b a r s a r e 9 5% C o n fi d e n c e I n t e r v a l s

,
L o g

= L o g l O) 5 5

F i g u r e 1 2 : M e a n R e c o v e r y o f S a m p l i n g D e v i c e s a c r o s s a l l i n o c u la l e v e l s ( n = 5
,
e r r o r b a r s a r e 9 5%

C o n f i d e n c e I n t e r v a l s 5 6

F i g u r e 1 3 : M e a n R e c o v e r y o f S am p li n g D e v i c e s u s i n g a n M PN E n r i c hm e n t a s s a y ( n = 3 ,
e r r o r

b a r s a r e 9 5% C o n fi d e n c e I n t e r v a l s ) 5 7

x i
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F ig u r e 14 : B o x a n d W h i s k e r P l o t o f t h e c o n c e n t r a t i o n s o f 5 a u r e u s f r o m p o s i t i v e s u r f a c e s (L o g

T r a n s f o r m e d ) (Wh i s k e r s a r e m i n t o m a x , r e su l t s a r e p e r e n t i r e s u r f a c e , n o t a st a n d a r d a r e a ) . . 6 1

F i g u r e 15 : C o r r e l a t i o n b e t w e e n M e d i a n C F U (L o g U n i t s ) o f 5 a u r e u s p e r s a m p l i n g c a t e g o r y a n d

t h e P e r c e n t o f P o s i t i v e S am p le s in e a c h c a t e g o r y 6 2

F i g u r e 1 6 : C o r r e l a t i o n b e t w e e n M e d i a n L o g t r a n s f o r m e d c ft i c o u n t s f o r a l l s am p l e s p o s i t i v e f o r S

a u r e u s p e r c a t e g o r y a n d p r e v a le n c e o f M R SA f r o m e a c h c a t e g o r y 6 7

F i g u r e 1 7 : C o r r e l a t i o n b e t w e e n t h e P r e v a l e n c e o f a l l S . a u r e u s a n d MR SA f r o m e a c h c a t e g o r y 6 7

F i g u r e 18 : B o x - a n d - Wh i s k e r P l o t o f c f i i c o u n t s in S a w r e w s - p o s i t iv e s a m p l e s t h a t w e r e f o u n d t o

b e e i t h e r p o s i t i v e o r n e g a t iv e f o r M R SA (W h i s k e r s a r e M i n t o M a x ) 6 8

F i g u r e 1 9 : P r e v a le n c e o i S a u r e u s a n d M R SA o n 10 s u r f a c e s i n a n e x e r c i s e f a c i l i t y o v e r t i m e 7 0

F i g u r e 2 0 : P r e v a le n c e o f 5 a u r e u s a n d M R SA o n su r f a c e s f r o m T i m e - S e r i e s A n a l y s i s e x p e r i m e n t

g r o u p e d b y Sa m p l i n g T i m e o r D a y 7 1

F i g u r e 2 1 : B o x a n d W h i s k e r p l o t o f d i s t r i b u t i o n o f c o l o n y f o r m i n g u n i t s o f 5 a u r e u s f r o m t h e

T im e - Se r i e s A n a l y s i s a t e a c h sa m p l in g t i m e p o i n t (w h i s k e r s a r e m i n t o m a x ) 7 1

X I I
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I I I . I n t r o d u c t i o n

M e t h i c i l l i n - r e s i s t a n t St a p hy l o c o c c u s a u r e u s (M R SA ) i s a n e m e r g i n g i n f e c t i o u s

b a c t e r i a l a g e n t t h a t fi r s t d e v e l o p e d w i t h t h e i n t r o du c t i o n o f s e m i - s y n t h e t i c p e n i c i l l i n s

(e . g . m e t h a c i l l i n
,
o x a c i l l i n ) a n d h a s c o n t i n u e d t o a c q u i r e n e w r e s i s t a n c e s t o a w i d e r a n d

w i d e r a r r a y o f a n t i b i o t i c s a s t h e y a r e d e v e l o p e d . S t a p hy l o c o c c u s a u r e u s a n d M R SA b o th

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

i n f e c t i o n s
,
f o o d p o i s o n i n g ,

r e s p i r a t o r y i n f e c t i o n
,
a n d t o x i c - s h o c k s y n d r o m e s . O r i g i n a l l y

o n l y a s s o c i a t e d w i t h th e h e a l t h c a r e s y s t e m
,
M R SA a l s o e m e r g e d i n t h e c o m m u n i t y a n d

n o w c a u s e s a l a r g e p r o p o r t i o n o f c o m m u n i t y - a c q u i r e d i n f e c t i o n s i n a d d i t i o n t o b e i n g o n e

o f t h e m a i n c a u s e s o f h e a l t h c a r e a s s o c i a t e d i n f e c t i o n s i n t h e U n i t e d St a t e s .

R e c e n t o u t b r e a k s o f M R SA i n t h e h e a l t h c a r e a n d c o m m u n i ty s e t t i n g s h a v e

s p a r k e d a n i n t e r e s t i n t h e p o s s i b i l i t y t h a t t h e e n v i r o n m e n t m a y p l a y s o m e r o l e i n t h e

t r a n s m i s s i o n o f t h e s e p a t h o g e n s b e t w e e n i n d i v i d u a l s . B e f o r e o u t b r e a k s l i n k e d t o

e n v i r o n m e n t a l t r a n s m i s s i o n
,
i t w a s t h o u g h t t h a t p e r s o n - t o -

p e r s o n t r a n s m i s s i o n w a s t h e

o n l y r o u t e o f s p r e a d a s t h i s i s a h u m a n p a t h o g e n t h a t h a s n o k n o w n e n v i r o n m e n t a l o

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

t h a t M R SA c a n b e f o u n d i n t h e e n v i r o n m e n t s o f p a t i e n t w a r d s a s w e l l a s o t h e r l o c a t i o n s
,

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

fi n d i n g s .

M a n y r e p o r t e d o u t b r e a k s o f c o m m u n i t y - a s s o c i a t e d m e t h i c i l l i n - r e s i s t a n t

S t a p h y l o c o c c u s a u r e u s (C A - M R SA ) h a v e o c c u r r e d i n p a r t i c i p a n t s o f s p o r t s t e a m s
,

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

w h i c h s e n s a t i o n a h z e s t h e s e a c c o u n t s a n d i n c i t e s p u b H c c o n c e r n a b o u t t h e p o s s i b i l i t y o f

M R SA i n s i d e p u b H c r e c r e a t i o n a l e x e r c i s e f a c i h t i e s .

T h i s s t u d y w a s a im e d a t i n v e s t i g a t i n g t h e p r e v a l e n c e a n d l e v e l s o f M R SA

c o n t a m i n a t i o n o n e x e r c i s e e q u i p m e n t i n s i d e g y m s i n O r a n g e , D u r h a m , a n d W a k e

c o u n t i e s o f N o r t h C a r o l in a i n a n e f f o r t t o a d d r e s s t h e s e c o n c e m s . B e f o r e w e c o u l d

u n d e r t a k e fi e l d s a m p l i n g ,
c a n d i d a t e s a m p l in g m e t h o d s w e r e fi r s t e v a l u a t e d i n o r d e r t o

u n d e r s t a n d th e i r r e l a t i v e e f fi c a c i e s a n d l e a r n m o r e a b o u t t h e p o t e n t i a l p r o b l e m s w i t h

i n t e r p r e t a t i o n o f t h e r e s u l t s o b t a i n e d d u r i n g e n v i r o n m e n t a l s a m p l i n g . M u c h i s u n k n o w n

a b o u t t h e t r u e d i s t r ib u t i o n a n d f a t e o f t h e s e o r g a n i s m s o n e n v i r o n m e n t a l s u r f a c e s
,
b u t

m u c h o f t h e w o r k a l r e a d y d o n e i n t h e c o n t e x t o f f o o d s a f e t y a n d b i o t e r r o r i s m

i n v e s t i g a t i o n i n du s t r i e s c a n b e u s e d t o i n f o r m th i s a n d f i i t u r e i n v e s t i g a t i o n s .
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I V . R e s e a r c h O b j e c t i v e s

• E v a l u a t e t h e c u r r e n t s t a t u s a n d n e e d f o r im p r o v e d e n v i r o n m e n t a l s a m p l i n g

p r o t o c o l s i n o r d e r t o i n c o r p o r a t e m e th o d s t h a t w o u l d a l l o w f o r e n h a n c e d a n d

p r e d i c t a b l e r e c o v e r y a n d d e t e c t i o n o f M S SA /M R SA

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

p o t e n t i a l s a m p l i n g d e v i c e s i n t h e r e c o v e r y o f M S SA /M R SA f r o m e n v i r o n m e n t a l

s u r f a c e s

• O b t a i n fi e l d d a t a o n t h e p r e v a l e n c e o f M S SA /M R S A c o n t a m i n a t i o n t o e s t im a t e

a c t u a l c o n t a m i n a t i o n l e v e l s o n e n v i r o n m e n t a l s u r f a c e s w i t h i n r e c r e a t i o n a l

e x e r c i s e f a c i l i t i e s

• O b t a in a n d i n t e r p r e t i n f o r m a t i o n a b o u t w h i c h t y p e s o f f a c i l i t i e s o r e q u i p m e n t m a y

h a v e h i g h e r r a t e s o f M R SA

• D r a w c o n c l u s i o n s a b o u t f a c t o r s i n f l u e n c i n g th e p r e v a l e n c e a n d c o n t a m i n a t i o n

l e v e l s o f e n v i r o n m e n t a l s u r f a c e s w i t h M R SA .
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V . L i t e r a t u r e R e v i e w

A . M R SA : t h e O r g a n i s m

1 . W h a t i s S t a p h y l o c o c c u s a n i e n s
'

?

B a c t e r i a o f t h e g e n u s St a p hy l o c o c c u s c a n b e b o t h c o m m e n s a l s a n d p a t h o g e n s o f

h u m a n s St a p h y l o c o c c i a r e f o u n d m a i n l y o n t h e s k i n , o u t e r m u c o u s m e m b r a n e s (e . g . i n

t h e n a r e s ) ,
a n d i n t h e g a s t r o i n t e s t i n a l t r a c t o f h u m a n s a n d a n im a l s . T h e y a l s o c a n b e

f o u n d c o n t a m i n a t i n g t h e h a n d s ,
f o r e a r m , a x i l l a , p h a r y n x

,
t h e s k i n o f t h e t r u n k , a n d t h e

p e r i a n u m / g r o i n / v a g i n a (7 7 ) . T h e y a r e G r a m -

p o s i t i v e c o c c i w h i c h p r o d u c e t h e e n z y m e

c a t a l a s e a n d a r e n e g a t i v e f o r o x i d a s e p r o d u c t i o n . T h e y a r e l a r g e l y b e n i g n a n d e v e n

t h o u g h t t o b e b e n e f i c i a l t o t h e h u m a n h o s t i n t h a t t h e y m a y h e l p p r e v e n t c o l o n i z a t i o n

w i t h s o m e h a r m fu l m i c r o o r g a n i s m s H o w e v e r
,
t h e r e a r e a f e w s p e c i e s i n t h e g e n u s t h a t

a r e p a t h o g e n i c t o h u m a n s w i t h S t a p hy l o c o c c u s a u r e u s t h e p a t h o g e n i c s p e c i e s o f g r e a t e s t

p u b l i c h e a l t h im p o r t a n c e .

S t a p hy l o c o c c u s a u r e u s i s f o u n d c o l o n i z i n g t h e n a r e s o f a p p r o x i m a t e l y 3 2 % o f t h e

U . S . p o p u l a t i o n (4 4 ) a n d i s d i s t i n g u i s h e d f r o m o th e r s t a p h y l o c o c c i b y i t s p r o d u c t i o n o f

c o a gu l a s e . C o l o n i z a t i o n i s a s y m p t o m a t i c
,
b u t w h e n S. a u r e u s i s i n t r o d u c e d i n t o a s i t e

t h a t p r o v i d e s a r o u t e f o r i n v a s i o n
,
l i k e a s c r a p e o r c u t

,
o r i f i t c o l o n i z e s a n

im m u n o c o m p r o m i s e d h o s t
,
i t c a n c a u s e a r a n g e o f i n f e c t i o n s f r o m d e r m a t i t i s t o s y s t e m i c

i n f e c t i o n a n d s e p t i c e m i a So m e s t r a i n s c a n e l a b o r a t e t o x i n s t h a t c a n c a u s e t o x i c s h o c k

s y n d r o m e o r s c a l d e d s k i n s y n d r o m e .
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S . a u r e u s g e t s i t s n a m e b a s e d u p o n t h e y e l l o w -

g o l d e n c o l o r i z a t i o n t h a t i t s

c o l o n i e s u s u a l l y t a k e o n d u r i n g i n c u b a t i o n o n n u t r i e n t - r i c h a g a r s u c h a s b l o o d a g a r s .

M o s t S a u r e u s i s o l a t e s a r e a l s o b e t a - h e m o l y t i c o n s u c h a g a r s ,
w h i c h a i d s i n t h e i r c l i n i c a l

i d e n t i f i c a t i o n .

2 . W h a t i s M R SA ?

P e n i c i l l i n w a s c o m m e r c i a l l y r e l e a s e d fo r c i v i l i a n u s e i n t h e m i d - 19 4 0 '

s
,
a n d th e

f i r s t s t r a i n s o f p e n i c i l l i n - r e s i s t a n t S t a p hy l o c o c c u s a u r e u s a p p e a r e d a s e a r l y a s 1 94 7 . T h e

n e x t g e n e r a t i o n o f p e n i c i l l i n - b a s e d d r u g s ( s e m i - s y n t h e t i c b e t a - l a c t a m d r u g s ) c a m e i n t o

u s e q u i c k l y t h e r e a f t e r : m e t h i c i l l i n a n d o x a c i l l i n . T h e f i r s t s t r a i n s o f m e t h i c i l l i n - r e s i s t a n t

St a p hy l o c o c c u s a u r e u s w e r e r e p o r t e d i n 19 6 1 i n t h e U n i t e d K i n g d o m .

M e t h i c i l l i n - r e s i s t a n t St a p hy l o c o c c u s a u r e u s (M R SA ) ,
a l s o c o mm o n l y r e f e r r e d t o a s

m u l t i - dr u g r e s i s t a n t S t a p hy l o c o c c u s a u r e u s o r o x a c i l l i n - r e s i s t a n t St a p hy l o c o c c u s a u r e u s

(O R SA ) h a s b e c o m e i n c r e a s i n g l y r e s i s t a n t t o a w i d e r a n d w i d e r r a n g e o f a n t i b i o t i c

o p t i o n s . T o d a y ,
a p p r o x i m a t e l y 0 . 8% o f t h e U . S p o p u l a t i o n i s c o l o n i z e d w i t h M R SA a t

a n y o n e t im e (4 4 ) . I n f e c t i o n s c a u s e d b y MR S A i n c l u d e t h e s a m e t y p e s c o m m o n l y c a u s e d

b y M S SA (m e t h i c i l l i n - s u s c e p t i b l e St a p hy l o c o c c u s a u r e u s ) b u t a r e m o r e r e c a l c i t r a n t t o

t r e a t m e n t
,
r e q u i r i n g m o r e a g g r e s s i v e a n d e x p e n s i v e t y p e s o f a n t i b i o t i c s a n d a d d i t i o n a l

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

i n c r e a s e d m e d i c a l c o s t s . M R SA c a n l e a d t o v e r y s e r i o u s d i s e a s e s i n c l u d i n g n e c r o t i z i n g

f a s c i i t i s o r py o m y o c i t i s
,
n e c r o t i z i n g p n e u m o n i a

,
a n d e n d o c a r d i t i s , b u t l i k e a l l S . a u r e u s

i n f e c t i o n s
,
i s m o s t c o m m o n l y e n c o u n t e r e d a s l e s s s e v e r e (a l t h o u g h s t i l l s e r i o u s )
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i n f e c t i o n s o f t h e u p p e r t o m i d - l e v e l s o f t h e s k i n in t h e f o r m o f r a s h e s a n d / o r n o n - h e a l i n g

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

3 . A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e

M R SA
,
a n d o t h e r a n t i b i o t i c r e s i s t a n t o r g a n i s m s , e m e r g e d l a r g e l y i n r e s p o n s e t o t h e

u s e a n d o v e r u s e o f a n t i b i o t i c s ; w h i c h i n t r o du c e d s e l e c t i v e p r e s s u r e f o r t h e d e v e l o p m e n t

a n d s u b s e q u e n t d i s s e m i n a t i o n o f a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e f a c t o r s a m o n g b a c t e r i a l

p o p u l a t i o n s . T y p e s o f a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e in c l u d e : I n t r i n s i c R e s is t a n c e
,
w h e r e a

m i c r o o r g a n i s m h a s n a t u r a l l y o c c u r r i n g o r c o n s i s t e n t ly i n h e r i t e d f a c t o r s w h i c h c o n f e r

r e s i s t a n c e t o a n a n t i b i o t i c
,
o x i d A c q u i r e d R e s i s t a n c e

,
w h e r e a m i c r o o r g a n i s m d e v e l o p s a

r e s i s t a n c e e i t h e r t h r o u gh a g e n e t i c m u t a t i o n o r b y a c q u i r i n g g e n e t i c m a t e r i a l f r o m o t h e r

o r g a n i s m s th r o u g h t r a n s f o r m a t i o n
,
t r a n s d u c t i o n

,
o r b a c t e r i a l c o n j u g a t i o n i n w h i c h

c h r o m o s o m a l o r p l a s m i d e l e m e n t s c a n b e t r a n s f e r r e d . P a t h w a y s f o r r e s i s t a n c e c a n f o l l o w

o n e o r a c o m b i n a t i o n o f p a t h w a y s : e n z y m a t i c d e g r a d a t i o n / m o d i fi c a t i o n o f t h e

a n t im i c r o b i a l ; d e c r e a s e d u p t a k e / a c c u m u l a t i o n o f t h e a n t im i c r o b i a l ; a l t e r a t i o n o f t h e

a n t im i c r o b i a l a g e n t
'

s t a r g e t ; c i r c u m v e n t i n g t h e a n t i m i c r o b i a l a g e n t
'

s e f f e c t s ; o r

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

m e t a b o l i s m . (2 7 )
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4 . A n t i b i o t i c R t s i s t a n c c i n M R S A

A f t e r t h e i n t r o d u c t i o n o f p e n i c i l l i n ,
i t d i d n o t t a k e l o n g f o r s t a p h y l o c o c c i t o

d e v e l o p r e s i s t a n c e t o t h i s fi r s t g e n e r a t i o n a n t i b i o t i c b y a c q u i s i t i o n o f t h e b l a Z g e n e

e n c o d i n g f o r t h e b e t a - l a c t a m a s e e n z y m e (6 1 ) w h i c h i n a c t i v a t e s p e n i c i l l i n . L a t e r , w h e n

s e m i - s y n t h e t i c p e n i c i l l i n - b a s e d b e t a - l a c t a m d r u g s w e r e i n t r o d u c e d i n 19 5 9 - 19 6 0

(m e t h i c i l l i n a n d o x a c i l l i n ) , s o m e S t a p hy l o c o c c u s a u r e u s s t r a i n s d e v e l o p e d r e s i s t a n c e t o

t h e s e dr u g s w h e n t h e y u n d e r w e n t a l t e r a t i o n s i n t h e t a r g e t o f a l l b e t a - l a c t a m b a s e d

a n t ib i o t i c s ,
t h e i r p e n i c i l l i n - b in d i n g p r o t e in s (P B P s ) P B P s a r e t r a n s p e p t i d a s e s t h a t

f u n c t i o n i n t h e c r o s s l i n k i n g o f p e p t i d o g l y c a n s u b u n i t s i n t h e b a c t e r i a l c e l l w a l l . B e t a -

l a c t a m - b a s e d a n t i b i o t i c s b i n d t o t h e s e P B P s
, b l o c k i n g t h e i r a b i l i t y t o f u n c t i o n , a n d l e a v e s

t h e b a c t e r i a u n a b l e t o r e p a i r , g r o w ,
o r d i v i d e .

So m e s t r a i n s o f 5 a u r e u s w e r e a b l e t o o b t a i n t h e a b i l i t y t o p r o d u c e a m o d i fi e d

PB P kn o w n a s P B P 2 a
,
w h i c h i s a h i gh - m o l e c u l a r w e i gh t , m u l t i - d o m a i n p r o t e i n w h i c h h a s

a l o w a f fi n i t y f o r a l l b e t a - l a c t a m b a s e d d r u g s (4 8 ) . P B P 2 a i s e n c o d e d b y t h e m e c A g e n e

w h i c h i s p a r t o f t h e g e n e t i c e l e m e n t k n o w n a s S C Cm e c o r t h e s t a p h y l o c o c c a l c a s s e t t e

c h r o m o s o m e m e c (6 1 ) . S C Cm e c m a y h a v e o r i g i n a t e d i n a c o a g u l a s e - n e g a t i v e

s t a p h y l o c o c c a l s p e c i e s s u c h a s S t a p hy l o c o c c u s h a e m o ly t i c u s o r St a p hy l o c o c c u s s c i u r i

(H i r a m a t s u e t a l . 2 0 0 1 ) o r f r o m S ta p hy l o c o c c u s e p id e r m i t i s ( 8 1) .

T h e S C Cm e c e l e m e n t c o n t a i n s b o t h a m e c g e n e c o m p l e x a n d a c c r g e n e c o m p l e x .

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

c c r c o m p l e x t yp e s t h a t c o m p o s e t h e e l e m e n t (I , I I ,
I I I

,
I V

,
o r V ) . G e n e r a l l y ,

t h o s e s t r a i n s

o f M R SA c o m m o n l y a s s o c i a t e d w i t h h o s p i t a l s a n d h e a l t h c a r e (H A - M R S A ) a r e t y p e s I
,
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I I
, o r I I I . St r a i n s a s s o c i a t e d w i t h c o m m u n i t y a c q u i s i t i o n (C A - M R S A ) ,

w h i c h a r e

t h e o r i z e d t o h a v e d e v e l o p e d i n d e p e n d e n t l y fi -

o m H A - M R SA s t r a i n s
,
a r e t y p e s I V a n d V

u s u a l l y . CA - M R SA s t r a i n s a l s o t y p i c a l l y h a v e o t h e r f a c t o r s u s e d t o d i s t in g u i s h t h e m

f r o m H A - M R SA s t r a i n s i n c l u d i n g t y p e s o f v i r u l e n c e f a c t o r s , a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e

p a t t e r n s
,
t h e o r i z e d s o u r c e o f a c q u i s i t i o n , a n d t h e M R SA a s s o c i a t e d r i s k f a c t o r s t h a t t h e

i n d i v i du a l h a d . T y p i c a l l y ,
S C C m e c t y p e s I

,
IV

,
a n d V d o n o t c a r r y a n y o t h e r a n t i b i o t i c

r e s i s t a n c e g e n e s
, w h i l e t y p e s I I a n d I I I p o t e n t i a l l y c a r r y a w i d e a r r a y o f r e s i s t a n c e g e n e s .

O t h e r a n t im i c r o b i a l s t o w h i c h M R SA h a s d e m o n s t r a t e d r e s i s t a n c e i n c l u d e t h e

a m i n o g l y c o s i d e s (a m i k a c i n
, g e n t a m i c i n

,
t o b r a m y c i n ); q u i n o l o n e s (c i p r o fl o x a c i n

,

l e v o fl o x a c i n , o fl o x a i n ) ; o x a z o l i d i n o n e s (l i n e z o l i d ) ; m a c r o l i d e s (a z i t h r o m y c i n ,

e r y t h r o m y c i n ) ,
a n d l i n c o s a m i d e s (c l i n d a m y c i n ) a s w e l l a s c o m b i n a t i o n d r u g s l i k e

t r i m e t h o p r im - s u l f a m e t h o x a z o l e a n d q u i n u p r i s t i n - d a l f o p r i s t i n . T h e s e r e s i s t a n c e s a r e

m e di a t e d t h r o u g h v a r i o u s g e n e a c q u i s i t i o n s o r m o d i fi c a t i o n s . (6 1 )

T h e d e v e l o p m e n t o f m u l t i - d r u g r e s i s t a n t M R SA s t r a i n s h a s l e d t o m a j o r c o n c e r n s ,

v a n c o m y c i n h a s l o n g b e e n t h e a n t i b i o t i c o f l a s t r e s o r t f o r t r e a t m e n t o f M R SA N o

r e s i s t a n c e t o v a n c o m y c i n w a s o b s e r v e d f o r m a n y y e a r s
,
a n d d o c t o r s t r i e d t o p r e v e n t i t

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

M R SA s . H o w e v e r
,
e v e n t h i s l a s t o p t i o n i s c o m i n g u n d e r p r e s s u r e a s a n u m b e r o f M R SA

s t r a i n s h a v e d e v e l o p e d i n t e r m e d i a t e r e s i s t a n c e t o v a n c o m y c i n (V I S A ) a n d a t l e a s t s i x

c a s e s o f v a n c o m y c i n
- r e s i s t a n t St a p hy l o c o c c u s a u r e u s i n f e c t i o n s h a v e b e e n d o c u m e n t e d

i n t h e U S (6 8 ) .
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N i r u l e n c t F a c t o r s a n d F^ a t h o g e n e s i s

St a p hy l o c o c c u s a u r e u s c a n c a r r y a w i d e a s s o r tm e n t o f v i r u l e n c e f a c t o r s w h i c h

h e l p i t t o c o l o n i z e
,
i n f e c t a n d e l i c i t d i s e a s e . A l l S . a u r e u s i s o l a t e s

,
w h e t h e r M SSA o r

M R SA
,
c a n e x h i b i t a n y o r a l l o f t h e s e v i r u l e n c e f a c t o r s ; h o w e v e r , t h e r e a r e g e n e r a l

a s s o c i a t i o n s b e t w e e n s t r a i n t y p e s o f M SS A ,
H A - M R SA , a n d C A - M R SA a n d w h i c h

v i r u l e n c e f a c t o r s a r e t y p i c a l l y f o u n d i n i s o l a t e s o f t h e s e s t r a i n s . A d d i t i o n a l l y ,
e x p r e s s i o n

o f v a r i o u s v i r u l e n c e f a c t o r s c a n b e i n f lu e n c e d b y th e g r o w th p h a s e a n d g r o w th c o n d i t i o n s

e x p e r i e n c e d b y t h e o r g a n i s m t h r o u gh v a r i o u s g e n e i n d u c t i o n / s u p p r e s s i o n m e c h a n i s m s .

(3 2 )

S u r f a c e B o u n d P r o t e i n s

• P r o t e i n A - b i n d s I g G a n t i b o d i e s t o p r e v e n t

o p s o n i z a t i o n

PN SG - a n a d h e s i o n

F i b r o n e c t i n b i n d i n g p r o t e i n

C o l l a g e n b i n d i n g p r o t e i n

B o u n d C o a g u l a s e - b i n d s a n d c o v e r t s f i b r i n o g e n t o

f i b r i n

S e c r e t e d P r o t e i n s

a - t o x i n - m e m b r a n e p o r e f o r m i n g h e m o l y s i n

P- t o x i n - h y dr o l y s i s o f c e l l w a l l l i p i d s

y
- t o x i n - w i d e r a n g e c y t o l y t i c a c t i v i t y
P a n t o n - V a l e n t i n e L e u k o c i d i n —k i l l s w h i t e b l o o d
c e l l s t h r o u g h m e m b r a n e l y s i s

E x f o l i a t e t o x i n s (E T A ,
E T B )—c a u s e e p i d e r m i s

s l o u gh i n g
St a p h y l o c o c c a l e n t e r o t o x i n s—g a s t r o i n t e s t i n a l
e f f e c t s

T o x i c s h o c k s y n d r o m e t o x i n (T S ST - 1)—l e a k a g e o f

e n d o t h e l i a l c e l l s

F r e e C o a g u l a s e —c o n v e r t s f i b r i n o g e n t o f i b r i n

D e o x y r ib o n u c l e a s e—^h y d r o l y z e s D N A

H y a l u r o n i d a s e —h y d r o l y z e s c o n n e c t i v e t i s s u e

L i p a s e s—h y d r o l y z e s l i p i d s

St a p h y l o k i n a s e - l y s e s f i b r i n

T a b l e 1 : \ i r u l o n c e F a c t o r s o \ S t a p h y l o c o c c u s a u r e u s , a d a p t e d f r o m R e > g a e r t . \ \

2 0 09
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Co l o n iz a t i o n

T y p i c a l l y i n s t a p h y l o c o c c a l i n f e c t i o n s
,
i t i s a c o l o n i z i n g s t r a i n o f t h e o r g a n i s m

t h a t i s r e s p o n s i b l e f o r d i s e a s e p r o d u c t i o n (8 0 ) . C o l o n i z a t i o n p r o v i d e s a r e s e r v o i r f o r t h e

o r g a n i s m s u c h t h a t i n f e c t i o n c a n o c c u r o n c e a b r e a k i n t h e h o s t d e f e n s e s o c c u r s . S u c h

b r e a k s u s u a l l y t a k e t h e f o r m o f a b r e a c h i n t h e s k i n c a u s e d b y s o m e k i n d o f t r a u m a l i k e

s h a v i n g ,
s u r g i c a l p r o c e d u r e s

,
c u t s a n d a b r a s i o n s ; b u t c a n a l s o o c c u r v i a a s p i r a t i o n o f t h e

o r g a n i s m (e s p e c i a l l y d u r i n g o t h e r r e s p i r a t o r y c o - i n f e c t i o n s ) o r s im p l e

im m u n o s u p p r e s s i o n o f t h e h o s t . I t h a s b e e n s h o w n b y W e r t h e im e t a l .
2 0 0 5 t h a t

c o l o n i z a t i o n l e a d s t o a n i n c r e a s e d r i s k o f i n f e c t i o n (7 7 ) .

C o l o n i z a t i o n b y a S . a u r e u s s t r a i n i s m e d i a t e d b y a n u m b e r o f h o s t - o r g a n i s m

f a c t o r s . T h e h o s t f a c t o r s a s s o c i a t e d w i t h S a u r e u s c o l o n i z a t i o n a r e p o o r l y u n d e r s t o o d a t

t h i s t im e . I n t h e e x a m p l e o f n a s a l c o l o n i z a t i o n , s u c h f a c t o r s i n c l u d e s e c r e t e d

a n t im i c r o b i a l s u b s t a n c e s s u c h a s im m u n o g l o b u l i n s
,
l y s o z y m e s

,
e t c (3 8 ) a n d t h e

p a r t i c u l a r a n a t o m y o f t h e n a s a l p a s s a g e s a r e t h o u gh t t o b e s i gn i fi c a n t c o n t r i b u t o r s t o

e x p o s u r e - c o l o n i z a t i o n o u t c o m e s . A d d i t i o n a l l y ,
i t h a s b e e n sh o w n th a t S . a u r e u s t y p i c a l l y

c o l o n i z e s t h e s e c t i o n o f t h e n a r e s t h a t i s l a c k i n g i n c i l i a a n d b a s i c a l l y f r e e f r o m t h e

a n t im i c r o b i a l s u b s t a n c e s n o r m a l l y s e c r e t e d i n m u c u s . ( 19 ,
18

,
7 7 )

O r g a n i s m f a c t o r s t h a t i n fl u e n c e c o l o n i z a t i o n i n c l u d e m a n y o f t h e v i r u l e n c e

fa c t o r s
, p a r t i c u l a r l y t h e s u r f a c e b o u n d p r o t e i n s

,
r e v i e w e d i n T a b l e 1 . T h e s u r f a c e b o u n d

p r o t e i n s r e l a t e d t o e f f a c e m e n t t o h o s t t i s s u e s a r e r e f e r r e d t o a s
"
m i c r o b i a l s u r f a c e

c o m p o n e n t s r e c o g n i z i n g a d h e s i v e m a t r i x m o l e c u l e s
"

(M SC RA M M s ) . T h e s e

M SC R A M M s a l l o w t h e b a c t e r i a l c e l l s t o a t t a c h t o v a r i o u s t i s s u e s b y a d h e r i n g t o

s u b s t a n c e s s u c h a s c o l l a g e n a n d fi b r o n e c t i n . V a r i o u s a s s o r tm e n t s o f t h e s e M SC R A MM s
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i n d i f f e r e n t S . a u r e u s s t r a i n s m a y m e a n t h a t c e r t a i n s t r a i n s o f S . a u r e u s a r e m o r e

p r e d i s p o s e d t o e f f a c e m e n t t o c e r t a i n t i s s u e s a n d t h u s m o r e Hk e l y t o c a u s e c e r t a i n t y p e s o f

d i s e a s e . (3 2 ,
5 7 )

D is e a s e P r o d u c t i o n

A n u m b e r o f v i r u l e n c e f a c t o r s e n a b l e s o m e S a u r e u s s t r a i n s t o p e r s i s t e n t l y

c o l o n i z e o r c a u s e d i s e a s e i n v a r i o u s i n d i v i du a l s . T h i s i s a c c o m p l i s h e d b y e v a d i n g o r

c o u n t e r a c t i n g h o s t d e f e n s e s .
E x a m p l e s o f t h e s e v i r u l e n c e f a c t o r s i n c l u d e : t h e a b i l i t y t o

f o rm b i o f i lm s (2 4 ) ,
e p i t h e l i a l / e n d o t h e l i a c e l l i n v a s i o n ( 53 ) ,

t h e f o r m a t i o n o f s m a l l -

c o l o n y v a r i a n t s (S C V
'

s ) w h i c h c a n l e a d t o p e r s i s t e n t / r e c u r r e n t i n f e c t i o n ( 6 0) ,
t h e

p r o d u c t i o n o f a n a n t i p h a g o c y t i c m i c r o c a p s u l e (5 5 ) ,
s u r f a c e - b o u n d p r o t e i n A w h i c h

p r e v e n t s o p s i n i z a t i o n (6 1) ,
a n d t h e s e c r e t i o n o f c h e m o t a x i s i n h i b i t o r y p r o t e i n s w h i c h a c t

t o p r e v e n t n e u t r o p h i l m i g r a t i o n t o t h e c o l o n i z a t i o n / i n f e c t i o n s i t e (2 8 ) .

A d di t i o n a l l y ,
S a u r e u s c a n a l s o p r o d u c e a n u m b e r o f e n z y m e s s u c h a s l i p a s e s

,

e l a s t a s e s , a n d p r o t e a s e s t h a t h e l p i t b r e a k d o w n h o s t t i s s u e s a n d s p r e a d t o a d d i t i o n a l s i t e s

w i t h i n t h e h o s t . S o m e s t r a i n s p r o du c e a n u m b e r o f t o x i n s t h a t c a u s e a d d i t i o n a l d i s e a s e

s t a t e s s u c h a s s e p t i c s h o c k , t o x i c s h o c k s y n d r o m e , s c a l d e d s k i n s y n d r o m e /b u U o u s

i m p e t i g o , o r f o o d p o i s o n i n g ( 32 )

6 . E p i d e m i o l o g y o f M R .S A

M R SA p r e v a l e n c e i s o n t h e r i s e i n t h e U n i t e d S t a t e s a s w e l l a s w o r l dw i d e .
I n a

s t u d y b y K l e v e n s e t a l . 2 0 0 6
,
d a t a fr o m t h e N a t i o n a l N o s o c o m i a l I n f e c t i o n s S u r v e i l l a n c e
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s y s t e m i n d i c a t e d t h a t t h e n u m b e r o f S t a p hy l o c o c c u s a u r e u s i s o l a t e s t h a t w e r e M R SA r o s e

f r o m 3 5 . 9% i n 19 9 2 t o 6 4 . 4 % i n 2 0 0 3 ; a n i n c r e a s e o f a b o u t 3%) p e r y e a r . A d d i t i o n a l l y ,
i t

h a s b e e n e s t im a t e d t h a t a p p r o x im a t e ly 2
. 3 m i l l i o n p e o p l e , 0 . 8 % o f t h e p o p u l a t i o n

, c a r r y

M R SA i n t h e U S (4 4 ) . D a t a f r o m N a t i o n a l H o s p i t a l D i s c h a r g e S u r v e y f r o m 19 9 9 t o

2 0 0 0 g a v e e s t im a t e s o f a t o t a l o f 2 9 1
,
5 4 2 a n n u a l h o s p i t a l i z a t i o n s w i t h a S a u r e u s r e l a t e d

d i a g n o s i s ; 12 5
,
9 6 9 o f t h e s e (4 3 . 2 % ) w e r e M R SA r e l a t e d

, w i t h m o s t d i a g n o s e s o f M R SA

o c c u r r i n g i n p e r s o n s > 6 5 y e a r s o f a g e (4 3 ) .

M R SA in f e c t i o n i s l a r g e l y a s s o c i a t e d w i t h t h e h e a l t h c a r e s y s t e m . C o n t a c t w i t h

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

M R SA a c q u i s i t i o n . I n a d d i t i o n t o b e i n g a v e r y p r o b l e m a t i c n o s o c o m i a l p a t h o g e n ,
M R SA

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

d e c a d e s
,
i n f e c t i n g p e o p l e w i t h o u t t h e t y p i c a l r i s k f a c t o r s f o r M R SA a c q u i s i t i o n (3 1 , 3 5 ) .

T h e s e n e w s t r a i n s o f M R SA t h a t h a v e a r i s e n i n t h e c o m m u n i t y a r e c o l l e c t i v e l y r e f e r r e d t o

a s c o m m u n i t y - a c q u i r e d o r C A - M R SA (h e a l t h c a r e a s s o c i a t e d s t r a i n s a r e c a l l e d H A -

M R SA ). R i s k f a c t o r s t h a t h a v e b e e n i d e n t i f i e d f o r C A - M R S A i n c l u d e r e c e n t

h o s p i t a l i z a t i o n
,
o u t p a t i e n t v i s i t

,
n u r s i n g h o m e a dm i s s i o n

,
o r a n t i b i o t i c e x p o s u r e , c h r o n i c

i l l n e s s
,
i n j e c t i o n d r u g u s e

,
a n d c l o s e c o n t a c t w i t h a n i n d i v i d u a l w i t h a f o r e m e n t i o n e d r i s k

f a c t o r s a c c o r d i n g t o a m e t a - a n a l y s i s c o n d u c t e d b y S a l g a d o e t a l . 2 0 0 3 .
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R i s k g r o u p / f a c t o r

C h i l d r e n < 2 y e a r s o f a g e

A th l e t e s

I n j e c t i o n d r u g u s e r s

M e n w h o h a v e s e x w i t h m e n

M i l i t a r y p e r s o n n e l
L i v i n g i n a c o r r e c t i o n a l f a c i l i t y ,

r e s i d e n t i a l h o m e s
,

o r s h e l t e r s

V e t e r i n a r i a n s
, p e t o w n e r s

,
a n d p i g f a r m e r s

A du l t s > 6 5 y e a r s o f a g e

A f r i c a n - A m e r i c a n s

R e c e n t i n f l u e n z a - l ik e i l l n e s s a n d / o r s e v e r e

p n e u m o n i a

C o n c u r r e n t s k i n / s o f t t i s s u e i n f e c t i o n

H i s t o r y o f c o l o n i z a t i o n o r i n f e c t i o n w i t h C A -

M R SA

C l o s e c o n t a c t (o f t e n h o u s e h o l d ) w i t h a M R SA

c o l o n i z e d i n d i v i d u a l

T a b i c 2 : E p i d t m i o l o g i c a i R i s k F a c t o r s f o r C A - M R SA i n f e c t i o n , a d a p t e d f r o m B o u c h e r . H , \ \ ,

2 0 0 8

C A - M R SA c a s e s a r e o n t h e r i s e i n t h e U S a n d o th e r p a r t s o f t h e w o r l d .

O u t b r e a k s h a v e b e e n i d e n t i f i e d i n c h i l d r e n , t h e p r i s o n p o p u l a t i o n , s p o r t s t e a m

p a r t i c i p a n t s ,
m i l i t a r y p e r s o n n e l

,
m e n w h o h a v e s e x w i t h m e n

,
a n d o t h e r s ( 1 ,

8 - 1 1
,
13 ) a n d

h a v e b e e n r e c o r d e d i n N o r t h A m e r i c a
,
L a t i n A m e r i c a , W e s t e r n E u r o p e , Sa u d i A r a b i a

,

I n d i a
,
A s i a

,
A u s t r a l i a , a n d N e w Z e a l a n d (4 ) . I t i s t h o u g h t t h a t C A - M R SA s t r a in s

o r i g i n a t e d f r o m d i s p e r s i o n o f H A - M R SA s t r a i n s i n t o t h e c o m m u n i t y ,
t h i s s e e m s t o b e t h e

c a s e f o r e a r l y CA
- M R SA o u tb r e a k s

. H o w e v e r
,
du e t o t h e f a c t t h a t C A - MR SA s t r a i n s

a p p e a r v e r y d i s t i n c t f r o m t h e i r H A - M R SA c o u n t e r p a r t s i n t h e a r e a s o f n o n - b e t a - l a c t a m
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d r u g a n t i b i o g r a m s
, g e n o t y p e s

,
a n d g e n e t i c d e t e r m i n a n t s o f v i r u l e n c e f a c t o r s

,
i t i s

h y p o t h e s i z e d th a t c o n t e m p o r a r y CA - M R S A s t r a i n s l a r g e l y d e r i v e d f r o m c o m m u n i t y

m e t h i c i l l i n - s u s c e p t i b l e S a u r e u s s t r a i n s w h i c h h o r i z o n t a l l y a c q u i r e d a SC Cm e c (t y p e I V )

e l e m e n t . M a n y o f t h e s e s t r a i n s h a v e a d i s t i n c t v i r u l e n c e f a c t o r
,
PV L (P a n t o n - V a l e n t i n e

l e u k o c i d i n ) w h i c h a i d s i n w h i t e b l o o d c e l l d e s t r u c t i o n a n d m a k e s t h e s e s t r a i n s m o r e

v i r u l e n t T h i s v i r u l e n c e fa c t o r i s n o t t y p i c a l l y f o u n d i n H A - M R SA s t r a i n s . ( 14 , 1 5 ,
2 2

,

2 3
,
6 2

,
7 5 )

D i s t i n g u i s h i n g C A - M R S A s t r a i n f e a t u r e s v . H A - M R SA

A b s e n c e o f H e a l t h c a r e a s s o c i a t e d r i s k f a c t o r s

Su s c e p t i b i l i t y t o m o s t n o n - b e t a - l a c t a m a n t i b i o t i c s

D i s t i n c t g e n o t y p e s f r o m H A - M R S A s t r a i n s

Pr e s e n c e o f S C Cm e c t y p e I V (a n d r e c e n t l y V )
D i s t i n c t v i r u l e n c e g e n e s (P V L a n d e n t e r o t o x i n s )

T a b l e 3 : D i s t i n g u i s h i n g C A - M R S A f r o m H A - M R S A . a s

r e v i e w e d b y C h a r l e b o i s
.
E . D . 2 0 0 4

A f t e r s e v e r a l y e a r s o f c i r c u l a t i o n i n t h e c o m m u n i t y ,
C A - M R SA s t r a i n s h a v e m a d e

t h e i r w a y i n t o h e a l t h c a r e s e t t i n g s . T h e y h a v e b e g u n t o c a u s e n o s o c o m i a l i n f e c t i o n s l i k e

H A - M R SA s t r a i n s (3 0 ) . T h i s m a y h a v e s e r i o u s im p l i c a t i o n s f o r h o w f i i t u r e M R SA c a s e s

a r e h a n d l e d a s v i r u l e n c e f a c t o r s a n d a n t i m i c r o b i a l r e s i s t a n c e t r a i t s o f C A - a n d H A - M R SA

s t r a i n s a r e i n t e r m i n g l e d w i t h i n t h e h e a l t h c a r e s e t t i n g .

B
.

M R SA i n t h e E n v i r o n m e n t

1 . T h e R o l e o f S u r f a c e s i n D i s e a s e S p r e a d

M a n y h u m a n p a t h o g e n s s p e n d s o m e t i m e i n t h e e x t e r n a l e n v i r o n m e n t b e t w e e n

h o s t s . M a n y o f t h e s e p a t h o g e n s a r e c a r r i e d b e t w e e n h o s t s v i a a i r o r w a t e r , w h i l e o t h e r s

a r e t r a n s p o r t e d v i a v e c t o r s (s u c h a s a r t h r o p o d s) o r c o n t a m i n a t e d f o o d . T h e m o d e s o f
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e n v i r o n m e n t a l s p r e a d o f v a r i o u s d i s e a s e s h a v e b e e n t h o r o u g h l y i n v e s t i g a t e d (e . g . e n t e r i c

p a t h o g e n t r a n s p o r t i n w a t e r ); h o w e v e r
,
t h e r e h a s b e e n i n c r e a s i n g i n t e r e s t i n t h e r o l e s t h a t

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

im p l i c a t e d i n d i s e a s e s p r e a d b e f o r e ,
e s p e c i a l l y i n h e a l t h c a r e a n d i n s t i t u t i o n a l

e n v i r o n m e n t s
,
f o r p a t h o g e n s s u c h a s t h e i n fl u e n z a v i r u s (a s r e v i e w e d b y (7 6 )) ,

n o r o v i r u s

( 12 ,
8 2 ) a n d o t h e r s .

R e c e n t ly ,
t h e r e h a s b e e n a n i n t e r e s t i n t h e r o l e o f t h e e n v i r o n m e n t i n t h e s p r e a d o f

St a p hy l o c o c c u s a u r e u s a n d M R SA t h a t c h a l l e n g e s t h e p a r a d i g m o f s t r i c t p e r s o n - t o -

p e r s o n t r a n s m i s s i o n o f t h i s p a t h o g e n T h e fi r s t r e c o g n i t i o n o f t h i s p h e n o m e n o n a n d m o s t

o f t h e e x i s t i n g l i t e r a t u r e i s f r o m h e a l t h c a r e e n v i r o n m e n t s w h e r e t h e r e i s g r e a t c o n c e r n

o v e r M S SA / M R SA a s a n o s o c o m i a l p a t h o g e n (5 ,
6 , 3 7 ,

4 0
,
6 7 ) . M o r e r e c e n t l y ,

t h e r e h a s

b e e n a n i n t e r e s t i n e n v i r o n m e n t a l s u r f a c e s a s r e s e r v o i r s f o r t h e s p r e a d o f M R SA i n t h e

c o m m u n i t y ( 17 ,
3 9 , 4 9 , 5 6 , 6 5 , 6 6 , 7 0 ) .

2 . D e p o s i t i o n a n d S u r \ i A a l i ) \ S t a p h y l o c o c c u s a u r e u s i n t h e

E n ^ i r o n m e n t

H u m a n s a r e t h e m a j o r r e s e r v o i r o ^ S t a p hy l o c o c c u s a u r e u s a n d t h u s
,
t h e m a j o r

s o u r c e o f e n v i r o n m e n t a l s t a p h y l o c o c c i ( 1 6 ) . T h i s o r g a n i s m c a n b e s p r e a d v i a t h e n o s e
,

m o u t h
,
s k i n

,
o r g a s t r o i n t e s t i n a l t r a c t . T h e r e i s a p o t e n t i a l f o r a e r i a l d i s s e m i n a t i o n o f

s t a p h y l o c o c c i f r o m t h e r e s p i r a t o r y t r a c t i n c o l o n i z e d / i n f e c t e d i n d i v i du a l s , e s p e c i a l l y

u n d e r s t a t e s o f v i g o r o u s a c t i v i t y o r s e v e r e d i s e a s e ; h o w e v e r
,
c o n t a m in a t i o n o f t h e h a n d

a n d s u b s e q u e n t t r a n s f e r t o t h e e n v i r o n m e n t i s t h e m o s t p r o m i n e n t s o u r c e o f

e n v i r o n m e n t a l c o n t a m i n a t i o n .
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I n o r d e r f o r t h e e n v i r o n m e n t t o s e r v e a s a p o t e n t i a l r e s e r v o i r f o r a p a t h o g e n ,
t h e

p a t h o g e n m u s t b e a b l e t o p e r s i s t i n t h e e n v i r o n m e n t f o r s o m e p e r i o d o f t im e . P a t h o g e n

s u r v i v a l i n t h e e n v i r o n m e n t i s i n f l u e n c e d b y a m u l t i t u d e o f e n v i r o n m e n t a l - o r g a n i s m

i n t e r a c t i o n s . Su c h f a c t o r s a s m a t t e r -

p h a s e ,
t e m p e r a t u r e

,
h u m i d i t y , p H , p r e s e n c e o f

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

o t h e r p o t e n t i a l f a c t o r s c a n d e t e r m i n e t h e l e n g t h o f t im e a p a t h o g e n w i l l r e m a i n v i a b l e in

t h e e n v i r o n m e n t .

P h y s i o c h e m i c a l B i o l o g i c a l P a t h o g e n C h a r a c t e r i s t i c s

H u m i d i t y

S a l i n i t y

p H

U V R a d i a t i o n

T e m p e r a t u r e

O r g a n i c a n d I n o r g a n i c

m o l e c u l e s

M a t t e r - p h a s e

(c o m p o s i t i o n / t e x t u r e )

P re d a t i o n P a t h o g e n C la s s a n d
S t r u c t u r e

C r o w d i n g R e s i s t a n c e s

Pr e s e n c e o f N u t r i e n t s M e t a bo l i c n e e d s
P r e s e n c e o f A n t im i c r o b i a l s A g g r e g a t i o n

D o r m a n t St a t e

T a b l e 4 : F a c t o r s A f f e c t i n g E n \ i r o n m e i i t a l S u r v i x a l o f P a t h o g e n s

G i v e n t h e s e fa c t o r s
,
i t h a s b e e n d e m o n s t r a t e d t h a t S t a p hy l o c o c c u s a u r e u s i s a b l e

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

k i n d s o f f o m i t e s r a n g i n g f r o m d u s t p a r t i c l e s t o v a r i o u s s u r f a c e s t h a t o n e m a y fi n d i n t h e

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

m o n t h s ( 16 ,
3 6 , 3 7 ,

4 2
,
5 1

, 7 1 ,
7 4 ) . I t w a s p r e v i o u s l y t h o u g h t t h a t M R SA s u r v i v a l

s h o u l d r e s e m b l e t h a t o f M SSA ; C im o l a i e t a l . (2 0 0 8) p o s t u l a t e d th a t t h e r e i s l i t t l e r e a s o n

t o s u s p e c t m e t h i c i l l i n - r e s i s t a n c e s t a t u s s h o u l d g r e a t l y a f f e c t e n v i r o n m e n t a l fi t n e s s .

H o w e v e r
,
t h e r e i s s o m e e v i d e n c e t h a t s o m e M R SA i s o l a t e s m a y p e r s i s t l o n g e r i n t h e

e n v i r o n m e n t t h a n s o m e M S SA i s o l a t e s (7 4 ) . T h i s w o r k w a s d o n e w i t h a v e r y l im i t e d

n u m b e r o f i s o l a t e s
,
m a k i n g i t d i f fi c u l t t o d e t e r m i n e t h e im p l i c a t i o n s f o r M R SA i n
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g e n e r a l . P r e v i o u s s t u d i e s c o n d u c t e d i n l a b o r a t o r y s e t t i n g s h a v e d e m o n s t r a t e d t h a t S

a u r e u s c a n s u r v i v e f r o m a n y w h e r e f r o m a f e w h o u r s t o s e v e r a l m o n t h s (Se e T a b l e 5 ) .

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

i n o c u l a t i o n a f f e c t s u r v i v a l t i m e s o f 5 a u r e u s (4 2 ) .

F o m i t e

P l a s t i c P a t i e n t C h a r t

L a m i n a t e d T a b l e T o p
C l o t h C u r t a i n

10 0 % c o t t o n (c l o t h i n g ) ,

1 0 0 % c o t t o n t e r r y

(t o w e l s a n d w a s h c l o t h s )
6 0 % c o t t o n - 4 0 % p o l y e s t e r b l e n d s ( s c r u b s u i t s

,
l a b

c o a t s
,
a n d c l o t h i n g )

10 0% p o l y e s t e r (p r i v a c y c u r t a i n s a n d c l o t h i n g )
10 0% p o l y e t h y l e n e p l a s t i c ( s p l a s h a p r o n s ) .

C o p p e r P e n n i e s

w / b l o o d a n d/ o r p u s

Su r v i v a l I n o c u l a t i o n So u r c e

1 1 d a y s

> 12 d a y s

9 d a y s

4 - 2 1 d a y s

2 - 1 4 d a y s

1 - 3 d a y s

1- 4 0 d a y s

4 0 - > 5 1 d a y s

< 4 h o u r s

> 2 w e e k s

N o t

Sp e c i fi e d

l O'
c f u

(3 7 )

10 - l O
^
c f u (5 1)

(7 1 )

G l a s s C o n t a i n e r w / a n d w /o H o s p i t a l D u s t > 6 m o l O
^
c f u (7 4 )

M e l a m i n e C o u n t e r T o p
V i n y l F l o o r T i l e

G l a s s

0 - > 6 0 d a y s

I n c r e a s e d

w i t h

I n o c u l a
'

A m o u n t

5 0 c fu -

l O^ c f u
(7 9 )

V a r i o u s D r y Su r f a c e s

(L i t e r a t u r e R e v i e w )
7 d a y s - 7 m o N o t (4 2 )

D e s c r i b e d

T a b l e 5 : S u r v i ^ a i o f 5 . a u r e u s o n F o m i t e s
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3 . E v i d e n c e f o r M R SA i n t h e E n v i r o n m e n t

T h e r i s e o f M R S A a s o n e o f t h e l e a d i n g c a u s e s o f n o s o c o m i a l i n f e c t i o n s

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

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

b e e n c o n d u c t e d . M a n y s t u d i e s y i e l d e d n e g a t i v e fi n d i n g s ,
w h i l e o t h e r s s u g g e s t p o t e n t i a l l y

u b i q u i t o u s St a p hy l o c o c c u s a u r e u s i n t h e h e a lt h c a r e e n v i r o n m e n t a n d t h e p o s s i b i l i t y o f

e n v i r o n m e n t a l r e s e r v o i r s f o r M R SA (5 ,
6

,
1 6

,
3 6

,
4 0

,
4 6

,
4 7

,
5 4

,
5 6

,
5 8

,
6 3

,
6 7 ) B u m

u n i t s e s p e c i a l ly m a y b e o f g r e a t c o n c e r n a s r a t e s o f e n v i r o n m e n t a l M R SA h a v e b e e n

d e m o n s t r a t e d i n o n e s t u dy t o b e q u it e h i gh a n d t h u s m a y p o s e s e r i o u s r i s k t o p a t i e n t s i n

t h e s e w a r d s (6 3 ) .

S u r f i t f

V a r i o u s S u r f a c e s i n R e gu l a r P a t i e n t

W a r d s

M R S A MM SA S o u r c e

P r e v a l e n p i ; C « n @^B t r a t i o n

1 - 2 7% N /A (5 )
R e v i e w

V a r i o u s S u r f a c e s i n M R S A

c o l o n i z e d / i n f e c t e d

P a t i e n t s '
r o o m s

2 7% N o t G i v e n (6 )

V a r i o u s S u r f a c e s i n a n E m e r g e n c y
D e p a r t m e n t

2 . 5 % N o t G i v e n (4 0 )

C o m p u t e r K e y b o a r d s a n d M i c e i n

H o s p i t a l W a r d s

1 . 1% N o t G i v e n (4 6 )

R o o m D o o r H a n d l e s i n W a r d s

P u b l i c A r e a s

8 . 7 %

0 %

1 - 6 x 10
'

/ s u r f a c e

(5 4 )

(5 6 )
d r u g t r o l l e y ,

m e d i c a t i o n t r o l l e y , s h e l v e s o f 4 1%

m o n i t o r s a n d / o r b e d h e a d

0 - 6 c f u / s u r f a c e (5 8 )

E l e v a t e d S u r f a c e s a n d F l o o r s o f B u r n 3 1%

U n i t P a t i e n t R o o m s a n d N e a r b y A r e a s 4 0 %

< 2 . 7 c fu / c m
^

< 5 . 3 c fu / c m ^
(6 3 )

S u r f a c e s i n s i d e r o o m s o f M R S A c o l o n i z e d 5 3 6 %

p a t i e n t s

N o t G i v e n (6 7 )

T a b l e 6 ; P r e v a l e n c e o f M R SA o n S u r f a c e s i n t h e H e a lt h c a r e e n \ l r o n m e n t

S t e mm i n g f r o m th e s e i n q u i r i e s , a d d i t i o n a l r e s e a r c h h a s b e e n d o n e i n t h e r e l a t e d

fi e l d s o f v e t e r i n a r y a n d a n im a l s c i e n c e s , e x a m i n i n g v e t e r i n a r y w a r d s (3 4 ) a n d v a r i o u s p e t
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a n d l i v e s t o c k a n i m a l s f o r M R SA (2 1
,
2 6 , 4 1 , 7 3 ) . M u n i c ip a l s e w a g e h a s a l s o b e e n

e x a m i n e d (3 ) a s w e l l a s c o a s t a l m a r i n e w a t e r s (6 9 ) . T h e s e s t u d i e s h a v e d e m o n s t r a t e d t h a t

S a u r e u s a n d MR SA a r e p r e s e n t , a t l e a s t i n l o w l e v e l s e i t h e r c o n s t a n t l y o r t r a n s i e n t l y ,
i n

a l l o f t h e s e e n v i r o n m e n t s .

W i t h t h e e m e r g e n c e o f C A - M R SA ,
c o n c e rn o v e r e n v i r o n m e n t a l r e s e r v o i r s o f

M R SA o u t s i d e t h e h e a l t h c a r e s e t t i n g h a s g r o w n . A n u m b e r o f p r e l i m i n a r y s t u d i e s h a v e

a t t e m p t e d t o fi n d MR SA o n s u r f a c e s c o m m o n l y e n c o u n t e r e d i n t h e c o m m u n i t y s u c h a s

t e l e p h o n e m o u t h p i e c e s (8 3 ) , p u b l i c t r a n s p o r t a t i o n (7 0 ) ,
c o m p u t e r t e r m i n a l s (3 9 ) ,

v a r i o u s

s u r f a c e s f o u n d i n a u n i v e r s i t y s e t t i n g (7 ) ,
a n d s u r f a c e s i n s i d e d o m e s t i c r e s i d e n c e s (6 5 ,

6 6 )

Su r f a c e P r e v « l^ c e So u r c e

V a r i o u s Su r f a c e s a t a L a r g e U r b a n 0% ( 7)
U n i v e r s i t y
- p l i o n e m o u t l i p i e c e s

- e l e v a t o r b u t t o n s

- p h o t o c o p i e r b u t t o n s

- c o m p u t e r b u t t o n s

- s t u d e n t d e s l i s
- v e n d i n g m a c h i n e b u t t o n s

E x e r c i s e E q u i pm e n t i n gy m s o n a m i l i t a r y 0% (2 9 )
b a s e

C o m p u t e r K e y b o a r d s i n U n i v e r s i t y 8 . 3% (3 9 )
C o m p u t e r L a b s

Su r f a c e s i n K i t c h e n s
,
B a t h r o o m s

,
a n d o t h e r 2 6% o f h o m e s h a d a t l e a s t o n e (6 5 )

s u r f a c e s i n f a m Uy h o m e s p o s i t i v e s u r f a c e
1 . 34 % o f a l l s u r f a c e s t e s t e d

H a n d R a i l i n g s i n P u b l i c T r a n s p o r t a t i o n 0% (7 0 )
V e h i c l e s

H i g h Sc h o o l T e l e p h o n e s 0 % (8 3 )
T a b l e 7 : P r e v a l e n c e o f M R S A o n S u r f a c e s o u t s i d e t h e h e a l t h c a r e e n v i r o n m e n t

( M R S A c o n c e n t r a t i o n s %\ e r e n o t p r o v i d e d i n t h e s e s t u d i e s )

M o s t o f t h e r e s u l t s f r o m c o m m u n i t y s o u r c e s h a v e y i e l d e d v e r y l o w t o

u n d e t e c t a b l e r e s u l t s f o r t h e a m o u n t o f e n v i r o n m e n t a l M R SA t h e r e m a y b e i n t h e s e
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s e t t i n g s . T h e r e a r e s t i l l c o n c e r n s a b o u t t h e p o t e n t i a l f o r e n v i r o n m e n t a l r e s e r v o i r s o f

M R SA a s t h e r e i s s o m e e v i d e n c e t h a t c o m m o n l y s h a r e d i t e m s h a v e b e e n l i n k e d t o

o u t b r e a k s o f M R S A . E v i d e n c e f o r t h e p o t e n t i a l s p r e a d o f M R SA v i a fo m i t e s c o m e s

m o s t l y f r o m t h e h e a l t h c a r e s e t t i n g (5 ,
2 0

,
3 3

,
4 5 ) a n d f r o m a t h l e t i c t e a m s a n d/ o r s p o r t s

p a r t i c i p a n t s (9 ,
13

,
17 ) . M a n y a d v o c a t e t h e im p o r t a n c e o f e n v i r o n m e n t a l s o u r c e s o f

M R SA a s p o t e n t i a l l y im p o r t a n t c o n t r i b u t o r s t o M R SA a c q u i s i t i o n i n t h e h e a l t h c a r e

s e t t i n g (6 , 16 ) w h i l e o t h e r s c a u t i o u s ly a g r e e t h a t e n v i r o n m e n t a l r e s e r v o i r s a r e p o t e n t i a l

s o u r c e s o f i n f e c t i o n b u t p o i n t o u t g a p s i n t h e e v i d e n c e f o r s u c h s p r e a d (3 6 ) T h i s

a r g u m e n t c a r r i e s o v e r i n t o t h e c o m m u n i t y s e t t i n g ,
w h e r e t h e r e h a s b e e n m u c h l e s s

s c i e n t i fi c i n v e s t i g a t i o n b u t w h e r e t h e r e a r e c y c l e s o f h i g h p u b l i c c o n c e r n d u e t o t h e

o c c a s i o n a l r e p o r t s o f M R SA i n f e c t i o n s i n s c h o o l s a n d a t h l e t e s i n t h e p r e s s ,
a n d b e c a u s e

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

t r a n s f e r o f t h i s p a t h o g e n ,
e s p e c i a l l y i n i n s t i t u t i o n a l s e t t i n g s l i k e p r i s o n s o r s c h o o l s

,
o r

o t h e r a r e a s w h e r e m a n y p e o p l e m a y c o m e i n t o c o n t a c t w i t h c o m m o n s u r f a c e s / f o m i t e s i n

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

C . S a m p l i n g T e c h n iq u e s

1 . S a m p l i n g f o r p a t h o g e n s f r o m E n \ i r o n m c n t a I S u r f a c e s

T h e r e c o v e r y o f m i c r o o r g a n i s m s f r o m e n v i r o n m e n t a l s u r f a c e s i s k n o w n t o b e

s u bj e c t t o a h i g h d e g r e e o f v a r i a b i l i t y i n b o t h t h e r e p r o d u c i b i l i t y a n d s e n s i t i v i t y o f t h e

r e s u l t s (52 ) . T h e e f f e c t i v e n e s s o f a n y s a m p l i n g m e th o d i s in f l u e n c e d b y m a n y f a c t o r s

i n c l u d i n g t h o s e t h a t c o n t r i b u t e t o t h e a b i l i t y t o r e m o v e t h e o r g a n i s m s f r o m t h e s u r f a c e
.
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t h e r e l e a s e o f t h e o r g a n i s m s f r o m t h e s a m p H n g d e v i c e , a n d t h e s u b s e q u e n t d e t e c t i o n o f

t h e m v i a c u l t i v a t i o n o r o t h e r m e t h o d s ( 50 ) .

E n v i r o n m e n t a l m i c r o b i a l s a m p l i n g t e c h n i q u e s f o r s u r f a c e s w e r e fi r s t d e v e l o p e d

f o r t h e f o o d s a f e t y i n d u s t r y a n d h a v e t h e r e a f t e r b e e n a d a p t e d t o o t h e r fi e l d s s u c h a s t h e

h e a l t h c a r e s e t t i n g ,
i n du s t r i a l h y g i e n e

,
a n d b i o t e r r o r i s m i n v e s t i g a t i o n s . F o r t h e m o s t p a r t ,

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

t h e i r i n c e p t i o n : a s w a bb i n g b a s e d m e th o d f o l l o w e d b y e i t h e r d i r e c t p l a tt i n g o r

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

t e c h n i q u e s e i t h e r a c r o s s fi e l d s o r e v e n w it h i n t h e s a m e fi e l d ; m o s t m e t h o d o l o g i e s a r e

d e v e l o p e d i n - h o u s e b y e a c h u s e r a n d a r e d e s i g n e d t o m e e t t h e i r o w n s p e c i fi c n e e d s

T h i s l a c k o f s t a n d a r d i z a t i o n i s d u e t o m a n y f a c t o r s i n c l u d i n g p o o r o v e r a l l

r e c o v e r y e f fi c i e n c i e s a c r o s s m o s t m e t h o d o l o g i e s
,
l im i t a t i o n s i n t h e t y p e s o f s u r f a c e s t h a t

v a r i o u s m e t h o d o l o g i e s a r e a b l e t o s a m p l e ,
t h e n e e d t o c a t e r s a m p l i n g a n d

c u l t u r e / e n r i c h m e n t t e c h n i q u e s t o s p e c i fi c o r g a n i s m s o f i n t e r e s t
,
a n d a l a c k in t h e a b i l i t y t o

a d e q u a t e l y c o m p a r e s am p l i n g m e t h o d o l o g i e s a c r o s s v a r i o u s s t u d i e s d u e t o v a r i o u s f a c t o r s

s u c h a s t h e r e f e r e n c e s u r f a c e m a t e r i a l s u s e d
,
s a m p l i n g a r e a

,
a n d s u r f a c e m a t r i x

d i f f e r e n c e s .

T h e tw o m a i n s c h o o l s o f s a m p l i n g m e t h o d o l o gi e s i n t h i s fi e l d c u r r e n t l y i n c l u d e

s w a b - b a s e d m e t h o d s i n w h i c h a s w a b o r o t h e r d e v i c e i s p a s s e d o v e r a s u r f a c e a n d t h e n

s u b s e q u e n t ly u s e d t o i n o c u l a t e a c u l t u r e p l a t e o r e n r i c h m e n t b r o t h
,
o r c o n t a c t - b a s e d

m e t h o d s i n w h i c h a d e v i c e c o a t e d w i t h g r o w t h m e d i a s u c h a s c o n t a c t / R o d a c p l a t e s o r d i p -

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

T h e r e a r e o b v i o u s d i f f e r e n c e s b e t w e e n t h e s e t w o a p p r o a c h e s : e . g . c o n t a c t - b a s e d m e t h o d s
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a r e c u r r e n t l y o n l y u s a b l e o n h a r d
,
f l a t s u r f a c e s w h e r e s w a b b i n g t e c h n i q u e s a r e m o r e

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

e f f e c t i v e i n t e r m s o f r e c o v e r y e f fi c i e n c i e s a n d s e n s i t i v i t i e s c o m p a r e d t o s w a b - b a s e d

m e t h o d s o v e r a s t a n d a r d i z e d s a m p l i n g a r e a ( 5 2 ) f o r S . a u r e u s a n d E c o l i w h e n c o m p a r e d

t o s w a b - b a s e d a p p r o a c h e s w i t h o u t a n e n r i c hm e n t s t e p ; h o w e v e r
,
d u e t o t h e l im i t a t i o n s o f

c o n t a c t - b a s e d m e t h o d s i n b o t h t h e a m o u n t o f s u r f a c e a r e a t h a t c a n b e s a m p l e d a n d t h e i r

a b i l i t y t o b e u t i l i z e d o n i r r e g u l a r s u r f a c e s
,
s w a b - b a s e m e t h o d s a r e s t i l l h i g h l y u s e d i n

m a n y e n v i r o n m e n t a l i n v e s t i g a t i o n s i n b o t h r e s e a r c h a n d i n du s t r i a l s e t t i n g s .

L a b o r a t o r y A s p e c t s

S u r f a c e s t y p i c a l l y l im i t e d t o h a r d
,
n o n -

p o r o u s m a t e r i a l s
-

g l a s s ,
s t a i n l e s s s t e e l , w a l l b o a r d ,

p o l y c a r b o n a t e
,
e t c

! - d e v i c e s m a y h a v e v a r i a b l e e f fi c i e n c i e s

a c r o s s s u r f a c e t y p e s
^ _ _ _ _ _ _ _

S e e d i n g C o n c e n t r a t i o n s

- h o w d o y o u c o m p a r e t r i a l s w h i c h u s e d

d r a m a t i c a l l y d i f f e r e n t m i c r o b i a l s e e d i n g
c o n c e n t r a t i o n s ?

R e a l - W o r l d A s p e c t s

Su r f a c e T y p e M a t r i x E f f e c t s
- D e p t h
- C o m p o s i t i o n
- P o r o s i t y
- I r r e g u l a r s u r f a c e s

R e a l - W o r l d C o n d i t i o n s / P r o c e s s e s

-

p h y s i o c h e m i c a l p r o p e r t i e s Hk e h u m i d i t y
a n d t e m p e r a t u r e

,
e t c

-

p r e s e n c e o f d i r t /g r im

I n d i v i d u a l M e t h o d V a r i a b l e s U s e r M e d i a t e d V a r i a b l e s

- t y p e o f s w a b
,
w e t t i n g a g e n t ,

a n d p r o c e s s i n g - W o r k in g C o n d i t i o n s

s t e p s w e r e u s e d a n d t h e i r i n d i v i du a l e f f e c t s - I n d i v i d u a l Sa m p l i n g T e c h n i q u e ( r o l l i n g
,

o f s w a b b u d s a n d a p p l i e d p r e s s u r e )
Sa m p l i n g A r e a

- h o w m u c h c a n a d e v i c e s a m p l e ?

I
- w h a t e f f e c t d o e s t h i s h a v e ?

M o l e c u l a r E f f e c t s

- v a n d e r W a a l s fo r c e s

- s t a t i c e l e c t r i c i t y
- c o n t a c t a n g l e

j_ ^ n o t w e l l u n d e r s t o o d
_ ^ ^ _ _ _ ^

T a b l e 8 : V a r i a b i e s w h i c h c o n f o u n d c o m p a r i s o n s b e t w e e n E n v i r o n m e n t a l S u r f a c e

S a m p l i n g M e t h o d s a n d t h e i r a p p l i c a t i o n i n R e a l - W o r l d S e t t i n g s ( 2 5 )

G i v e n t h e v a r i a b l e s a n d d i f fi c u l t i e s i n m i c r o b i o l o g i c a l e n v i r o n m e n t a l s u r f a c e

s a m p l i n g , t h e d e v e l o p m e n t o f m e t h o d s f o r t h e s e t y p e s o f e n d e a v o r s h a s b e e n l a r g e l y
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a d d r e s s e d b y e a c h e n d - u s e r ( e . g . a h o s p i t a l i n f e c t i o n c o n t r o l t e a m i n v e s t i g a t i n g p o t e n t i a l

e n v i r o n m e n t a l s o u r c e s o f h e a l t h c a r e - a s s o c i a t e d p a t h o g e n s ) . R e p o r t e d e f f i c i e n c i e s f o r

s w a b - b a s e d t e c h n i q u e s h a v e h i s t o r i c a l l y b e e n l o w . I n a r e p o r t b y M o o r e a n d G r i f f i t h
,

2 0 0 7 ,
v a r i o u s f a c t o r s i n fl u e n c i n g r e c o v e r y u s i n g s w a b b a s e d m e t h o d s i n c l u d i n g s w a b

t y p e a n d w e t t i n g a g e n t w e r e i n v e s t i g a t e d . F o r S a u r e u s
,
r e c o v e r y e f f i c i e n c i e s f r o m a

d i r e c t l y i n o c u l a t e d s t a i n l e s s s t e e l s u r f a c e p e a k e d a t 8 . 9% ; h o w e v e r
,
o n a d ir e c t l y

i n o c u l a t e d s u r f a c e t h a t h a d b e e n a l l o w e d t o dr y f o r o n e h o u r
,
r e c o v e r y a c r o s s a l l

s w a b / w e t t i n g a g e n t c o m b i n a t i o n s t e s t e d p e a k e d a t 1 . 4 % . M i r r o r i n g t h e s e r e s u l t s w o r k

d o n e b y O b e e e t a l . 2 0 0 7 , y i e l d e d r o u g h l y 1 - 10%) e f fi c i e n c y f o r s w a b - b a s e d m e t h o d s o n a

w e t s u r f a c e a n d a r a n g e o f 0 . 0 7 % - 3 . 8 5 %) e f fi c i e n c i e s f r o m s u r f a c e s a l l o w e d t o d r y fo r 3 0

m i n a f t e r i n o c u l a t i o n . B o t h o f t h e s e s t u d i e s w e r e d o n e o n s t a i n l e s s s t e e l c o u p o n s a n d a r e

s i m i l a r t o r e s u l t s p r e s e n t e d i n o t h e r w o r k . R e p o r t e d r e c o v e r y e f f i c i e n c i e s f o r c o n t a c t -

b a s e d m e t h o d s f o r S . a u r e u s r a n g e f r o m 3 8% - 7 2 . 5 %) ( 52 ,
5 9 ) .

A s p r e v i o u s l y s t a t e d , a l t h o u g h c o n t a c t - b a s e d m e t h o d s h a v e b e e n s h o w n t o y i e l d

h i g h e r r e c o v e ri e s
,
t h e i r l im i t a t i o n s i n t h e t y p e s o f s u r f a c e s a n d t h e t o t a l a r e a t h a t c a n b e

u s e d o n c u r r e n t l y l i m i t s t h e i r a p p l i c a t i o n t o h a r d
,
fl a t

,
n o n -

p o r o u s s u r f a c e s . T h e c u r r e n t

s t a t e o f t h i s fi e l d m e a n s t h a t o t h e r f a c t o r s
,
b e s i d e s s a m p l i n g e f f i c i e n c y ,

h a v e p l a y e d a

m a j o r r o l e i n t h e d e t e r m i n a t i o n o f w h i c h m e th o d s a r e c o m m o n l y e m p l o y e d : c o s t
,
e a s e - o f -

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

e t c . T h i s h a s p r o du c e d a s c e n e

w h e r e t h e r e i s s o m e i m p e t u s t o d e v e l o p n e w t e c h n o l o g i e s l i k e v a c u u m - b a s e d c o l l e c t i o n

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

n e w o r o l d m e th o d s s u c h t h a t e a c h u s e r m u s t d e v e l o p th e i r o w n m e th o d s t o fi t t h e i r o w n

l i m i t a t i o n s a n d n e e d s .
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D . K n o w l e d g e G a p s a n d O u r R e s e a r c h A i m s

T h e d i s t ri b u t i o n o f S t a p hy l o c o c c u s a u r e u s a n d M R SA i n v a r i o u s e n v i r o n m e n t a l

s e t t i n g s i s p o o r l y u n d e r s t o o d , e s p e c i a l l y c o m m u n i t y - b a s e d s e t t i n g s . F u r t h e r m o r e
,
t h e

a s s o c i a t e d ri s k s f r o m e n v i r o n m e n t a l s t a p h y l o c o c c i a r e a l s o u n c l e a r . M a n y o f t h e

q u e s t i o n s t h a t s u r r o u n d t he s e i s s u e s s t e m f r o m a l a c k o f k n o w l e d g e a b o u t h o w t o r e c o v e r

t h e s e o r g a n i s m s f r o m e n v i r o n m e n t a l s o u r c e s
,
a n d m o r e g e n e r a l l y ,

a p a u c i t y o f

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

I n t h i s i n v e s t i g a t i o n
,
w e a i m e d t o a d d r e s s s o m e o f t h e s e q u e s t i o n s a b o u t t h e

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

d i s t r i b u t i o n o f t h e s e o r g a n i s m s o n e n v i r o n m e n t a l s u r f a c e s i n s i d e r e c r e a t i o n a l e x e r c i s e

f a c i l i t i e s ; l o c a t i o n s t h a t h a v e l o n g b e e n s u s p e c t e d o f p r o v i d i n g a h i g h r i s k e n v i r o n m e n t

f o r e n v i r o n m e n t a l t r a n s m i s s i o n o f t h e s e p a t h o g e n s .

W e b e g a n o u r i n v e s t i g a t i o n b y a t t e m p t i n g t o u t i l i z e m e t h o d s p r e v i o u s l y u s e d b y

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

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

e a s i ly a n d r e l i a b l y r e c o v e r t h e s e o r g a n i s m s , w e u n d e r t o o k o u r o w n i n v e s t i g a t i o n o f

s a m p l i n g d e v i c e s a n d o t h e r i s s u e s r e l a t e d t o t h e r e c o v e r y o f t h e s e o r g a n i s m s E v e n t u a l l y ,

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

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

p a t h o g e n s o n v a ri o u s s u r f a c e t y p e s i n s i d e e x e r c i s e f a c i l i t i e s . W e h o p e t h a t t h e

i n f o r m a t i o n g a r n e r e d f r o m o u r i n v e s t i g a t i o n i s u s e f u l i n t h e d e v e l o p m e n t o f ri s k
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a s s e s s m e n t a n d m a n a g e m e n t s t e p s f o r S a u r e u s a n d M R SA i n s i d e t h e s e t y p e s o f f a c i l i t i e s

a s w e l l a s o t h e r t y p e s o f s e t t i n g s .
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V I . E x p e r i m e n t a l D e s i g n

T h i s w o r k w a s d o n e i n t h r e e e x p e r im e n t a l p h a s e s . T h e fi r s t p h a s e w a s a n

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

f a c i l i t i e s t o e v a l u a t e p o t e n t i a l s a m p l i n g i n t e r f e r e n c e b y b a c k g r o u n d o r g a n i s m s p r e s e n t o n

s u r f a c e s . T h e s e d a t a w e r e u s e d t o s e l e c t c a n d i d a t e m e t h o d s f o r s a m p l i n g p r o c e du r e ,

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

a c o m p a r i s o n o f c a n d i d a t e s a m p l i n g a n d p l a t i n g m e t h o d s B a s e d o n t h e c o m p a r i s o n

c o n d u c t e d i n P h a s e 2
,
a m e t h o d w a s s e l e c t e d f o r u s e i n P h a s e 3 . P h a s e 3 c o n s i s t e d o f

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

p r e s e n c e a n d l e v e l s o f M R S A o n s u r f a c e s .
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V I I . M a t e ri a l s a n d M e t h o d s

A . P h a s e l - E % a l u a t i o n o f B a c k g r o u n d B a c t e r i a l C o n t a m i n a t i o n o f T a r g e t

S u r f a c e s

P o ly e s t e r s w a b s w e r e u s e d t o s a m p l e 10 0 c m
^
a r e a s ( 10 c m x 10 c m ) o n e a c h o f 10

s u r f a c e s a t a l o c a l e x e r c i s e f a c i l i t y . Su r f a c e s s a m p l e d a r e l i s t e d i n T a b l e 9 .

1 F r e e - w e i g h t H a n d l e

' 2 D i p - A s s i s t P l a t f o r m H a n d l e

3 F r e e - w e i g h t B e n c h

4 F r e e - w e i g h t B e n c h

5 B a r b e l l H a n d l e

6 B a r b e l l B e n c h

7 E l l i p t i c a l M a c h i n e H a n d l e

8 B u t t e r fl y M a c h i n e B e n c h

9 E x e r c i s e M a t

1 0 M e d i c i n e B a l l

T a b l e 9 : L i s t o f S a m p l e s t a k e n f o r B a c k g r o u n d B a c t e r i a l C o n t a m i n a t i o n

I n N C s t i g a t i o n

E a c h s w a b w a s w e t t e d b y im m e r s i o n i n 1 5m L o f T S B (T r y p t i c a s e S o y B r o t h ) i n

a l Om L p o l y s t y r e n e t u b e
,
t h e e x c e s s l i q u i d w a s e x p r e s s e d b y p r e s s i n g a n d r o l l i n g t h e
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s w a b a r o u n d t h e r im o f t h e t u b e
, a n d t h e n t h e w e t t e d h e a d o f t h i s s w a b w a s a p p l i e d t o t h e

s a m p l e a r e a w i t h m o d e r a t e p r e s s u r e a n d p a s s e d i n a t i g h t , z i g - z a g p a t t e r n a c r o s s t h e e n t i r e

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

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

b r o k e n o f f i n t o t h e l i q u i d A l l s a m p l e s w e r e r e t u r n e d t o l a b w i t h i n o n e h o u r o f s a m p l i n g .

T u b e s w e r e v o r t e x m i x e d a n d t h e n 0 5m L o f e a c h s a m p l e w a s s p r e a d p l a t e d o n b o t h

m a n n i t o l s a l t a g a r (M SA ) a n d s h e e p
'

s b l o o d a g a r (SB A ) . T h e r e m a i n i n g l i q u i d s a m p l e s

w e r e i n c u b a t e d a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r 2 4 h o u r s
,
a n d t w o 0 2 5 m L v o l u m e s w e r e s p r e a d

p l a t e d o n M SA a n d SB A . A l l p l a t e s w e r e i n c u b a t e d f o r 2 4 h o u r s a t 3 5 ° C . A ft e r

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

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

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

w e r e s u b c u l t u r e d t o T SA (T r y t i c a s e S o y A g a r ) a n d t h e n r e s u l t a n t c o l o n i e s w e r e p i c k e d

a n d e m u l s i fi e d i n d e i o n i z e d H 2O o n a g l a s s s Hd e w h i c h w a s l e f t t o dr y ,
h e a t fi x e d a n d

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

,
a n d t e s t e d f o r c o a g u l a s e p r o d u c t i o n v i a t h e St a p h y l a s e

T e s t k i t (O x o i d ) .

B .
P h a s e 2 - C o m p a r i s o n o f C a n d i d a t e S a m p l i n g P r o t o c o l s

1 . S a m p l i n g D e v i c e E v a l u a t i o n - R e p r e s e n t a t i v e S u r f a c e s

Sa mp l i n g D e v i c e s A n a ly z e d

• P o l y e s t e r Sw a b s - (F i s h e r b r a n d ) p o l y e s t e r fi b e r s p u n a r o u n d a p l a s t i c s h a f t .

• M a c r o f o a m Sw a b - (V WR ) f o a m h e a d o n a p l a s t i c s h a f t

• G a u z e W ip e - (V e r s a l o n ) 4
"

x 4
"
p o l y e s t e r - r a y o n b l e n d w i p e .
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S a mp l i n g S u r f a c e s

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

e x e r c i s e f a c i l i t i e s w e r e u s e d . Su r f a c e s t e s t e d w e r e :

• Sm o o t h M e t a l B a r - H a n d l e o f a 2 1b C A P b r a n d d u m b b e l l p u r c h a s e d f r o m P l a y

I t A g a i n S p o r t s (7 . 2 3 c m c i r c u m f e r e n c e x 6 .
9 2 c m l e n g t h ) . A l l d u m b b e l l s u s e d

w e r e n e w w h e n p u r c h a s e d .

• T e x t u r e d M e t a l B a r - C u t s e c t i o n s o f a c r o s s - t e x t u r e d h a n d l e o f a u s e d b a r b e l l

p u r c h a s e d f r o m P l a y I t A g a i n Sp o r t s (8 . 1 7 c m c i r c u m f e r e n c e x 6 . 1 1c m l e n gt h ) .

T h e b a r b e l l s e c t i o n s h a d v a r i o u s l e v e l s o f w e a t h e r i n g fr o m u s e b u t w e r e

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

• V i n y l - Sq u a r e p i e c e s a f f i x e d t o w o o d e n b a c k i n g . S h e e t s o f V i n y l p u r c h a s e d

f r o m St e w a r t M a c d o n a l d ( h t t p : /
'

/w w w s t e vv m a c c o m / ) I t e m # 16 5 6 - B l a c k V i n y l

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

f o r m a t s a n d b e n c h e s a n d w a s m o d e r a t e l y t e x t u r e d . (7 . 0 7 c m x 7 . 0 7 c m )

• R u b b e r - Sq u a r e p i e c e s o f f o a m r u b b e r a f f i x e d t o w o o d e n b a c k i n g . C o n s t r u c t e d

fr o m r u b b e r g r i p t a p e c o m m o n l y u s e d o n t e n n i s a n d r a c q u e t b a l l r a c q u e t s

(W i l s o n P r o So f t O v e r g r i p ) . T h i s m a t e r i a l m o d e l e d t h e m a t e r i a l c o m m o n l y

u s e d o n h a n d - gr i p s o f e x e r c i s e e q u i p m e n t . (7 . 0 7 c m x 7 . 0 7 c m )

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

e x p e r i m e n t a l r u n s . T h e V i n y l a n d R u b b e r s u r f a c e s w e r e s p r a y e d a n d s a t u r a t e d w i t h 7 0%

e t h a n o l a n d e x p o s e d t o g e r m i c i d a l U V fo r 3 0 m i n u t e s t o s t e r i l i z e t h e m b e t w e e n r u n s .
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E x p e r i m e n t a l r u n s w e r e c o n d u c t e d s t a r t i n g w i t h t h e s m a l l e s t b a c t e r i a l i n o c u l u m a n d

w o r k i n g t o t h e l a r g e s t t o m i n im i z e a n y p o t e n t i a l c a r r y o v e r e f f e c t s .

B a c t e r i a l I n o c u l a f o r R e c o v e r y E x p e r i m e n t s

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

P r o t e c t i o n A g e n c y (E PA ) m e t h o d 16 0 1 (7 2 ) . A f r o z e n s t o c k o f St a p hy l o c o c c u s a u r e u s

A T C C s t r a i n 2 5 9 2 3 w a s u s e d t o i n o c u l a t e 2 5m L o f T SB , w h i c h w a s i n c u b a t e d i n a s h a k e r

f l a s k a t l OOr pm a t 3 5 ° C . A f t e r 4 h o u r s , t h e o p t i c a l d e n s i t y a t 5 2 0 n m w a s m e a s u r e d

W h e n t h e O D r e a d i n g w a s a t b e t w e e n 0 1- 0 5
,
t h e c u l t u r e w a s c e n t r i f u g e d a t 7

,
2 7 7 x g f o r

10 m i n u t e s a t 4 ° C a n d t h e p e l l e t w a s r e s u s p e n d e d i n 2 5 m L o f P B S (P h o s p h a t e B u f f e r e d

S a l i n e ) S e r i a l 10 - f o l d d i l u t i o n s o f t h e b a c t e r i a l s u s p e n s i o n w e r e t h e n p r e p a r e d i n P B S

a n d t h e s u s p e n s i o n w a s t i t e r e d b y s p r e a d - p l a t t i n g l OO ^ L o f e a c h d i l u t i o n o n t o 3 r e p l i c a t e

T SA p l a t e s w h i c h w e r e t h e n i n c u b a t e d f o r 2 4 h o u r s a t 3 5 ° C . T h e b a c t e r i a l s u s p e n s i o n s

w e r e t h e n h e l d a t 4
° C f o r n o m o r e t h a n 2 4 h o u r s b e f o r e u s e .

I n o c u l a t i o n o f T e s t S u rf a c e s

T h e b a c t e r i a l s u s p e n s i o n w a s d i lu t e d w i t h P B S t o t h e t a r g e t c o n c e n t r a t i o n f o r e a c h

e x p e r im e n t a l r u n . T h e i n o c u l u m w a s d e l i v e r e d i n 2 5 2 n L dr o p s d i s t r i b u t e d e v e n l y o v e r a

5 0 c m ^
t e s t s u r f a c e . T e s t s u r f a c e s w e r e l e f t t o d r y o n t h e b e n c h a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r 2

h o u r s b e f o r e s a m p l i n g .

Sa mp l i n g P r o c e d u r e

F o r s w a b s a m p l i n g , 0 . 8 5 % N a C l w a s u s e d a s t h e w e t t i n g a g e n t . E a c h s w a b w a s

s u b m e r g e d i n t o I m L o f t h e w e t t i n g a g e n t i n s i d e a g l a s s t e s t t u b e a n d e x p r e s s e d b y

p r e s s i n g a n d r o l l in g th e s w a b h e a d a r o u n d th e r im o f t h e t u b e . T h e t e s t s u r f a c e w a s

s a m p l e d by p a s s i n g t h e s w ab ba c k a n d f o r th w i th m o de r a t e p r e s s u r e o n t h e s u r f a c e i n a
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t i g h t , z i g - z a g p a t t e r n i n t w o p e r p e n d i c u l a r d ir e c t i o n s w h i l e r o l l i n g t h e h e a d o f t h e s w a b .

T h e s w a b w a s t h e n b r o k e n - o f f i n t o t h e t e s t t u b e a n d s t o r e d a t 4 ° C f o r 1 h o u r
.

G a u z e w i p e s w e r e fo l d e d i n t o 1
"

x 1
"

s q u a r e s a n d t h e n w e t t e d w i t h I m L o f

0 . 8 5 % N a C l . T h e w i p e w a s t h e n p a s s e d o v e r t h e t e s t s u r f a c e i n a t ig h t , z i g - z a g p a t t e r n

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

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

p l a c e d i n t o 2 9m L o f t h e w e t t i n g a g e n t i n a 5 0 m L c o n i c a l p o l y s t y r e n e t u b e a n d h e l d a t

4 ° C f o r 1 h o u r .

Sa mp l e P r o c e s s i n g

A l l s w a b s w e r e v o r t e x m i x e d f o r 10 - 2 0 s e c o n d s a n d 10 0 )a L o f t h e s u s p e n s i o n w a s

s p r e a d p l a t e d o n T SA . Wi p e s w e r e v o r t e x m i x e d f o r 2 0 s e c o n d s
,
t h e w i p e r e m o v e d a n d

t h e l i q u i d e x p r e s s e d b a c k i n t o t h e s a m p l e t u b e c o n t a i n i n g t h e r e l e a s e d b a c t e r i a T h e

s a m p l e t u b e w a s t h e n c e n t r i f u g e d a t 7
,
2 7 7 x g f o r 10 m i n u t e s a n d a l l b u t 1 m L o f t h e

s u p e r n a t a n t r e m o v e d . T h e b a c t e r i a l p e l l e t w a s t h e n r e s u s p e n d e d v i a v o r t e x m i x i n g a n d

l OO^ L w a s s p r e a d p l a t e d o n T SA . A l l p l a t e s w e r e i n c u b a t e d f o r 2 4 h o u r s a t 3 5 ° C a n d

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

s a m p l i n g d e v i c e
,
i n o c u lu m c o n c e n t r a t i o n

, a n d s u r f a c e t y p e c o mb i n a t i o n
.
I n o c u l a

c o n c e n t r a t i o n s w e r e c o n f i r m e d b y s p r e a d p l a t i n g s e r i a l d i l u t i o n s o n T SA
,
i n c u b a t i n g a n d

c o u n t i n g r e s u l t i n g c o l o n i e s .

A n a ly s i s

E x p e c t e d c o l o n y c o u n t s o n e a c h s a m p l e p l a t e w e r e c a l c u l a t e d f r o m t h e i n i t i a l

i n o c u l u m t i t e r .
F o r e x a m p l e ,

i f w e o b t a i n e d a n o r i g i n a l t i t e r o f 10 0 0 c f u /5 0 )Li L o f i n o c u l u m

a n d 5 Q\i L o f i n c o u l u m w a s p l a c e d o n e a c h t e s t s u r f a c e w e w o u l d e x p e c t - l OOOc f u t o b e

p r e s e n t o n t h e s u r f a c e . I f a l l i n o c u l a t e d c f i i s w e r e r e c o v e r e d a n d t h e n p l a c e d in t o I m L o f
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l i q u i d ,
w e w o u l d e x p e c t t o d e t e c t a p p r o x im a t e l y 10% o f t h e i n o c u l a t e d a n d r e c o v e r e d

c fu s (i . e . l OOc fu s ) i f w e p l a t t e d l OOji L o f t h e l i q u i d . T h e s e e x p e c t e d p l a t e c o u n t s w e r e

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

2 . S i i r \ iv a i A s s a y o f 5 . a u r e u s o n M e t a l C o u p o n s

I n o c u l u m v o l u m e s o f 5 0 )a L c o n t a i n i n g ~ l
,
0 0 0 c fu o f S a u r e u s s u s p e n d e d i n P B S

w e r e i n o c u l a t e d o n t o 1
"

x 1
" m e t a l (s t a i n l e s s s t e e l ) c o u p o n s i n 2 5 2 |a L d r o p s

(~ 1 15 0 c fu /5 0 |u L i n o c u l a f o r r u n 1 a n d ~ 15 0 0 c fu / 50 |i i L i n r u n 2 ) . T h r e e r e p l i c a t e s w e r e

d o n e p e r e x p e r i m e n t . A l l c o u p o n s w e r e p l a c e d i n s t e r i l e p l a s t i c p e t r i d i s h e s a n d l e f t t o

d r y f o r 0
,
3 0

,
6 0 , 9 0 , o r 1 2 0 m i n u t e s . A t e a c h t i m e p o i n t , o n e s e t o f c o u p o n s w a s e l u t e d

u s i n g 5 m L o f a w e t t i n g a g e n t (0 . 8 5 % sa l i n e o r P B S) a d d e d t o t h e p e t r i d i s h a n d a g i t a t i o n

o n a s h a k e r p l a t f o r m a t 6 0 r p m f o r 2 0 m i n u t e s . A f t e r e l u t i o n , t h e w e t t i n g a g e n t w a s

a s p i r a t e d a n d c e n t r i f i i g e d a t 7
,
2 7 7 x g f o r 1 0 m i n u t e s a t 18 ° C . A f t e r c e n t r i f l i g a t i o n

,
t h e

t o p 4 m L o f s u p e r n a t a n t w a s r e m o v e d
,
t h e b a c t e r i a l p e l l e t r e s u s p e n d e d i n t h e r e m a i n i n g

v o l u m e
,
a n d 10 - 1 0 0 |i i L a Hq u o t s o f e a c h r e s u l t a n t s u s p e n s i o n w a s s p r e a d p l a t e d o n T S A .

P l a t e s w e r e i n c u b a t e d fo r 4 8 h o u r s a t 3 5 ° C . A t o t a l o f 6 t r i a l s f o r e a c h s a m p l i n g t im e

w e r e c o n d u c t e d f o r b o t h r u n s 1 a n d 2 . P l a t e c o u n t s w e r e c o m p a r e d t o e x p e c t e d p l a t e

c o u n t s b a s e d o n t i t e r o f t h e o r i g i n a l i n o c u l u m t o c a l c u l a t e r e c o v e r y p e r c e n t a g e s .
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3 . R e s u s p c n s i o n M e d i a A s s a y

A s u s p e n s i o n o f . S a u r e u s (s e e
"
B a c t e r i a l I n o c u l a f o r R e c o v e r y E x p e r i m e n t s

"

a b o v e ) w a s d i l u t e d t o a p p r o x i m a t e l y 6 0 0 0 c f u / 5 0 ^ L . 5 0 |j ,L o f t h e i n o c u l u m w a s p l a c e d

o n t o 1
"

s q u a r e s t a i n l e s s s t e e l c o u p o n s i n s i d e p e t r i d i s h e s a n d s p r e a d e v e n l y o v e r t h e

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

f o r 2 h o u r s a n d 5m L o f a t e s t r e c o v e r y m e d i u m (P B S ,
PB S w i t h 0 . l % )T w e e n 8 0

,

D u l b e c c o
'

s P B S
,
o r D u l b e c c o

'

s P B S w i t h 0 . 1%) T w e e n 80 ) w a s a d d e d t o t h e p e t r i d i s h .

A l l p e t r i d i s h e s w e r e a gi t a t e d o n a s h a k e r p l a t f o r m a t 6 0r p m f o r 2 0 m i n u t e s . A f t e r

a g i t a t i o n ,
t h e r e c o v e r y m e d i u m f r o m e a c h p e t r i d i s h w a s p l a c e d i n t o a 10 m L p o l y s t y r e n e

t u b e
,
c e n t r i f u g e d , (4

° C ,
1 0 m i n u t e s

,
7

,
2 7 7 x g ) ,

t h e t o p 4 m L o f m e d i a r e m o v e d a n d t h e

b a c t e r i a l p e l l e t r e s u s p e n d e d i n t h e r e s u l t a n t 1 m L o f r e m a i n i n g m e d i u m . T h e

r e s u s p e n d e d o r g a n i s m s w e r e s p r e a d p l a t e d o n T SA ( l OO^ L o n 10 r e p l i c a t e p l a t e s ) a n d

c o u n t e d a t 2 4 a n d 4 8 h o u r s o f i n c u b a t i o n a t 3 5
°

C E a c h r e c o v e r y m e d i u m w a s t e s t e d i n

t r i p l i c a t e .

4 . R e c o \ e i y M e d i a A s s a y

A s u s p e n s i o n o f 5
'

.
a u r e u s (s e e

" C r e a t i o n o f B a c t e r i a l I n o c u lu m "
a b o v e ) w a s

d i l u t e d t o a p p r o x im a t e l y 6 0 0 0 c f ia / 50 |x L A 50 |u L v o l u m e o f t h e i n o c u l u m w a s p l a c e d

o n t o 1
"

s q u a r e s t a i n l e s s s t e e l c o u p o n s i n s i d e p e t r i d i s h e s a n d s p r e a d e v e n l y o v e r t h e

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

f o r 2 h o u r s a n d 5m L o f a t e s t r e c o v e r y m e d i u m (P B S ,
PB S w i th 0 . 1%)T w e e n 8 0

,

D u l b e c c o
'

s P B S , o r D u l b e c c o
'

s P B S w i th 0 . 1% T w e e n 80 ) w a s a d d e d t o t h e p e t r i d i s h .
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A l l p e t r i d i s h e s w e r e a g i t a t e d o n a s h a k e r p l a t f o r m a t 6 0 r p m f o r 2 0 m i n u t e s . A f t e r

a g i t a t i o n ,
t h e r e c o v e r y m e d i u m f r o m e a c h p e t r i d i s h w a s p l a c e d i n t o a 1 0 m L p o l y s t y r e n e

t u b e
,
c e n t r i f l i g e d , (4

° C
,
10 m i n u t e s

,
7

,
2 7 7 x g ) ,

a n d r e s u s p e n d e d i n 1 m L . T h e

r e s u s p e n d e d o r g a n i s m s w e r e s p r e a d p l a t e d o n T SA a n d r e s u l t i n g c o l o n i e s w e r e c o u n t e d

a t 2 4 a n d 4 8 h o u r s o f i n c u b a t i o n a t 3 5 ° C . E a c h r e c o v e r y m e d i u m w a s t e s t e d i n t r i p l i c a t e .

5 . R e c o v e r y f r o m S a m p l i n g D e v i c e A s s a y

A b a c t e r i a l s u s p e n s i o n o f 5 a u r e u s (s e e
"
B a c t e r i a l I n o c u l u m f o r R e c o v e r y

E x p e r im e n t s
"

a b o v e ) w a s d i l u t e d t o ~ 2 0 0 0 c fu / 10 0 ^ L i n P B S.
A l OO^ L v o l u m e o f t h i s

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

m a c r o f o a m s w a b s
,
1
"
x l

"
p o l y e s t e r - r a y o n b l e n d g a u z e w i p e s ) w h i c h w e r e e i t h e r d r y (r u n

1 ) o r p r e
- w e t t e d w i t h D u lb e c c o

'

s P B S w i th 0 1% T w e e n 80 (r u n 2 ) . A f t e r a p p l y i n g th e

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

c o n t a i n i n g 2 m L o f D u l b e c c o
'

s P B S a n d 0 .
1% T w e e n 8 0 . C o n t r o l s w e r e p e r f o r m e d a t t h i s

s t e p b y d i r e c t l y i n o c u l a t i n g t u b e s c o n t a i n i n g 2 m L o f D u l b e c c o
'

s P B S w i t h 0 . 1% T w e e n

8 0 w i t h l OO^ L o f t h e t e s t i n o c u l a . A l l t u b e s w e r e v o r t e x m i x e d a t m a x im u m s e t t i n g f o r

2 0 s e c o n d s a n d s p r e a d p l a t e d o n T SA P l a t e s w e r e i n c u b a t e d fo r 2 4 h o u r s a t 3 5 ° C . M e a n

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

t h e c o n t r o l t o d e t e r m i n e r e t e n t i o n o f 5 . a u r e u s o n s a m p l i n g d e v i c e s .
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6 . S a m p l i n g D e v i c e E v a l u a t i o n - H a r d , F i a t , n o n -

p o r o u s S u r f a c e

Sa mp l i n g D e v i c e s A n a ly z e d

• P o l y e s t e r Sw a b s - (F i s h e r b r a n d) p o l y e s t e r fi b e r s p u n a r o u n d a p l a s t i c s h a ft .

• M a c r o fo a m Sw a b - (V W R ) f o a m h e a d o n a p l a s t i c s h a f t .

• G a u z e W i p e - (V e r s a l o n ) 4
"

x 4
"
p o l y e s t e r - r a y o n b l e n d w i p e .

• Sw i f f e r
™ W i p e - (S w i f f e r

™
B r a n d D r y Sw e e p i n g C l o t h s ) E l e c t r o s t a t i c W i p e s

I n o c u l a t i o n of T e s t S u rf a c e s

A 4 - h o u r c u l t u r e o f 5 . a u r e u s i n T SB w a s t i t e r e d a n d d i l u t e d i n P B S t o t h e d e s i r e d

i n o c u lu m c o n c e n t r a t i o n In s o m e e x p e r im e n t a l r u n s
,
s t e r i l e d e f i b r i n a t e d s h e e p

'

s b l o o d

w a s a d d e d ( 5% v /v ) t o m im i c o r g a n i c l o a d i n g o n s u r f a c e s . A l OOji L v o l u m e o f t h e

i n o c u l u m w a s a p p l i e d t o 10 c m x 10 c m s t a i n l e s s s t e e l c o u p o n s i n p l a s t i c p e t r i d i s h e s , a n d

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

s p r e a d e r . T h e t e s t s u r f a c e s w e r e a l l o w e d t o d r y f o r 2 h o u r s a t r o o m t e m p e r a t u r e .

Sa mp l i n g P r o c e d u r e

F o r Sw a b s : S w a b s w e r e m o i s t e n e d w i t h D u l b e c c o
'

s P B S w i t h 0 .
1% T w e e n 8 0

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

s w a b a n d a p p l y i n g m o d e r a t e p r e s s u r e
,
i n a t i g h t z i g - z a g p a t t e r n i n t w o p e r p e n d i c u l a r

d i r e c t i o n s o v e r t h e t e s t s u r f a c e . T h e s w a b s w e r e t h e n b r o k e n o f f i n t o 2 m L o f D u l b e c c o
'

s

P B S w i t h 0 . 1% T w e e n 8 0 i n a l Om L p o l y s t y r e n e t u b e .

F o r W i p e s : Wi p e s w e r e c u t d o w n t o a p p r o x im a t e l y 1 " s q u a r e s b e f o r e u s e . W ip e s

w e r e m o i s t e n e d w i t h D u l b e c c o
'

s P B S w i t h 0 . 1%) T w e e n 8 0 ( l OO^ L ) a n d , w i t h m o d e r a t e

p r e s s u r e
,
u s e d t o s a m p l e t h e t e s t s u r f a c e s b y p a s s i n g t h e w i p e i n a t i g h t z i g - z a g p a t t e r n i n

t w o p e r p e n d i c u l a r d i r e c t i o n s . A n e w f a c e o f e a c h w i p e w a s u s e d t o s a m p l e t h e t e s t
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s u r f a c e i n t h e s e c o n d d i r e c t i o n . A f t e r s a m p l i n g ,
e a c h w i p e w a s p l a c e d i n t o 2 m L o f

D u l b e c c o
'

s P B S w i t h 0 1% T w e e n 80 i n a l Om L p o l y s t y r e n e t u b e .

C o n t r o l s : 1 0 0 |l i L o f t h e b a c t e r i a l i n o c u l u m w a s p i p e t t e d i n t o 2 m L o f D u l b e c c o
'

s

P B S w i t h 0 . 1%) T w e e n 8 0 i n a 10 m L p o l y s t y r e n e t u b e

S a mp l e P r o c e s s i n g

S a m p l e s r e m a i n e d a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r 3 0 m i n u t e s a n d w e r e t h e n v o r t e x

m i x e d a t m a x im u m s e t t i n g f o r 2 0 s e c o n d s t o r e l e a s e b a c t e r i a i n t o t h e D u l b e c c o
'

s P B S

w i t h 0 . 1%) T w e e n 80 S a m p l e s w e r e s p r e a d p l a t e d o n T SA ( l OOjx L /p l a t e ) a n d i n c u b a t e d

f o r 2 4 - 4 8 h o u r s a t 3 5 ° C C o l o n i e s w e r e c o u n t e d a n d s a m p l i n g e f f i c i e n c y w a s c a l c u l a t e d

b y c o m p a r i s o n o f c o l o n y c o n c e n t r a t i o n s o f s a m p l e s t o c o n c e n t r a t i o n s o f i n o c u l u m

c o n t r o l s .

D a t a A n a ly s i s

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

t r i a l s e t t o t h e m e a n c o l o n y c o u n t s i n t h e c o n t r o l s e t s . I n a n e f f o r t t o r e d u c e t h e e f f e c t s o f

w i t h i n t r i a l o u t l i e r s
,
a 2 0%o T r im m e d M e a n m e t h o d (7 8) w a s a l s o u s e d i n t h i s e v a l u a t i o n

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

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

7 . S a m p l i n g D e v i c e E v a l u a t i o n u s i n g a M o s t P r o b a b l e N u m b e r

E n r i c h m e n t M e t h o d

Sa mp l i n g D e v i c e s A n a ly z e d

• P o l y e s t e r S w a b s - (F i sh e r b r a n d ) p o l y e s t e r fi b e r s p u n a r o u n d a p l a s t i c sh a f t .
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• M a c r o f o a m Sw a b - (V WR ) f o a m h e a d o n a p l a s t i c s h a f t .

• G a u z e W i p e
- (V e r s a l o n ) 4

"
x 4

"
p o l y e s t e r - r a y o n b l e n d w i p e .

• Sw i f f e r
^ ^ W i p e - (Sw i f f e r

^ ^
B r a n d D r y Sw e e p i n g C l o t h s ) E l e c t r o s t a t i c W i p e s

I n o c u l a t i o n of T e s t Su rf a c e s

A 4 h o u r c u l t u r e o f S a u r e u s i n T SB w i t h 5% v /v s t e r i l e d e f i b r i n a t e d s h e e p
'

s

b l o o d w a s u s e d a s t h e i n o c u l u m i n t h i s e x p e r im e n t . V o l u m e s o f I OO|i L o f t h e i n o c u lu m

w e r e s p r e a d w i t h a d i s p o s a b l e p l a s ri c c e l l s p r e a d e r o v e r t h e s u r f a c e o f l Oc m x 10 c m

s t a i n l e s s s t e e l c o u p o n s . A l OO î L v o lu m e o f t h e i n o c u l u m w a s a l s o a d d e d d i r e c t l y t o 6

m L o f D P B S w i t h 0 . 1% T w e e n 8 0 a s a c o n t r o l . A l l i n o c u l a t e d s u r f a c e s w e r e a l l o w e d t o

d r y f o r 3 0 m i n u t e s .

Sa m p l i n g P r o c e d u r e a n d P r o c e s s i n g

T h e M PN p r o c e d u r e w a s a d a p t e d f r o m t h e U S Fo o d a n d D r u g A dm i n i s t r a t i o n

B a c t e r i o l o g i c a l A n a l y t i c a l M a n u a l (2 ) S am p l i n g w a s c a r r i e d o u t a s d e s c r i b e a b o v e
,

e x c e p t t h a t s a m p l i n g d e v i c e s w e r e p l a c e d i n t o 6 m L o f D P B S w i t h 0 . 1% T w e e n 8 0 i n a

l Om L p o l y s t y r e n e t u b e . Sa m p l e s w e r e h e l d f o r 10 m i n u t e s b e f o r e b e i n g v o r t e x m i x e d a t

m a x im u m s e t t i n g f o r 2 0 s e c o n d s . O n e m L o f e a c h s a mp l e w a s t h e n u s e d t o c r e a t e 10 -

f o l d s e r i a l d i l u t i o n s f r o m 10
' ^
t o 10

' ^
i n P B S T h e s e s a m p l e d i l u t i o n s w e r e u s e d t o

i n o c u l a t e a 5 t u b e M PN a s s a y b y a d d i n g I m L v o l u m e s o f t h e a p p r o p r i a t e d i l u t i o n t o 9 m L

v o l u m e s o f T SB a m e n d e d w i t h 10 %) N a C l a n d ! %> N a p y r u v a t e . T u b e s w e r e i n c u b a t e d a t

3 5 ° C f o r 4 8 h o u r s a n d t u b e s e x h i b i t i n g c l o u d y g r o w t h w e r e s c o r e d a s p o s i t i v e . T h e M o s t

P r o b a b l e N u m b e r (M PN ) w a s c a l c u l a t e d a c c o r d i n g t o t h e M PN t a b l e s i n t h e

B a c t e r i o l o gi c a l A n a l y t i c a l M a n u a l u s i n g t h e r e s u l t s o f 3 d i l u t i o n s w h e r e t h e h i g h e s t

d i l u t i o n c o n t a i n e d 0 p o s i t i v e t u b e s
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C . P h a s e 3 - E n \ i r o n m c n t a l S a m p l i n g

1 . E n v i r o n m e n t a l S a m p l i n g o f E x e r c i s e F a c il i t i e s

R e c r u i t m e n t of E x e r c i s e F a c i l i t i e s

I n t e rn e t a n d p h o n e b o o k s e a r c h e s o f l o c a l g y m s a n d e x e r c i s e f a c i l i t i e s i n O r a n g e ,

W a k e
,
a n d D u r h a m C o u n t i e s (N C ) w e r e c o n d u c t e d a n d p o t e n t i a l s i t e s f o r s a m p l i n g

i d e n t i f i e d . P o t e n t i a l s i t e s w e r e c o n t a c t e d v i a e m a i l
, p h o n e c a l l s

,
a n d /o r m a i l t o e l i c i t

p a r t i c i p a t i o n i n t h e s t u d y . I n s t i t u t i o n a l R e v i e w B o a r d a p p r o v a l w a s u n n e c e s s a r y a s n o

d i r e c t i n t e r a c t i o n w i t h i n d i v i d u a l s n e e d e d t o o c c u r . Si t e s r e c e i v e d a f o r m l e t t e r

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

w o u l d b e r e p o r t e d t o t h e m b u t o t h e r w i s e k e p t c o n f i d e n t i a l (Se e A p p e n d i x ) . Si t e s w e r e

a l s o o f f e r e d r e c o m m e n d a t i o n s f o r a d d i t i o n a l c l e a n i n g / p r o t e c t i v e a c t i o n s a g a i n s t S a u r e u s

a n d M R SA u p o n t h e i r r e q u e s t .

A p p r o x im a t e l y 5 0 - 7 5 f a c i l i t i e s w e r e c o n t a c t e d . E i g h t f a c i l i t i e s r e s p o n d e d t h a t

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

n o t r e t u r n a t t e m p t s t o s p e a k t o a m a n a g e r o r o w n e r v i a p h o n e o r e m a i l . T w o o f t h e

f a c i l i t i e s t h a t w e r e c o n t a c t e d s p e c i fi c a l l y i n d i c a t e d t h a t t h e y d i d n o t w i s h t o p a r t i c i p a t e

c i t i n g p o t e n t i a l i m p l i c a t i o n s o f s t u d y f i n d i n g s a n d n e g a t i v e p u b l i c i t y a s m a j o r c o n c e r n s .

A b a s i c d e s c r i p t i o n o f e a c h s i t e i n c l u d e d i n t h e s t u d y i s p r e s e n t e d i n T a b l e 10 b e l o w ; a l l

s i t e s w e r e C o - e d e x c e p t fo r s i t e 3
,
w h i c h w a s a w o m e n

'

s o n l y f a c i l i t y . A l l s i t e s h a d a s e t

c l e a n i n g p r o t o c o l e x c e p t f o r s i t e 5 ; a l l o t h e r s i t e s e a c h u s e d a d i f f e r e n t c l e a n i n g a g e n t (s ) .

S i t e s 1 a n d 2 h a d d i s i n f e c t a n t w i p e s a v a i l a b l e f o r p a t r o n s t o u s e t o w i p e d o w n e q u i p m e n t

t h e m s e l v e s . I n a d d i t io n
,
s i t e 1 a s w e l l a s s i t e 8 h a d c l e a n i n g a g e n t s i n s p r a y b o t t l e s a n d

c l e a n i n g r a g s a v a i l a b l e f o r p a t r o n s t o u s e a s t h e y s a w fi t . S p e c i f i c a d h e r e n c e t o c l e a n i n g
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r e g i m e s o r p a t r o n u s e o f c l e a n i n g a g e n t s w a s n o t i n v e s t i g a t e d . I t w a s o r i g i n a l l y p l a n n e d

t o i n c o r p o r a t e a b o u t t h e s a m e n u m b e r o f e a c h t y p e o f S i t e i n t o t h i s i n v e s t i g a t i o n
, b u t t h e

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

Si t e

N u m b e r

N u m b e r o f

S a m p l e s
C o l l e c t e d

S i t e T y p e S i t e

L o c a t i o n

M e a n

P a t r o n A g e

Si t e l

S i t e 2

S i t e 3

S i t e 4

Si t e s

S i t e 6

Si t e ?

S i t e s

5 0

59

6

4 1

16

2 0

5 0

L a r g e U n i v e r s i t y F a c i l i t y O r a n g e 1 8 - 2 5

L a r g e C o r p o r a t e O r a n g e 3 5 - 4 5

P e r s o n a l T r a i n e r
^

D u r h a m 4 5 - 5 5

P e r s o n a l T r a i n e r Wa k e 2 5 - 3 5

A p a r tm e n t C o m p l e x F a c i l i t y D u r h a m 2 5- 3 5 4
P e r s o n a l T r a i n e r D u r h a m 3 5 - 4 5

P e r s o n a l T r a i n e r D u r h a m 1 8- 2 5

L a r g e U n i v e r s i t y F a c i l i t y W a k e 1 8 - 2 5

T a b l e 1 0 : D e s c r i p t i o n o f e a c h E x e r c i s e F a c i l i t y i n c l u d e d i n fi e l d s a m p l i n g

E n v i r o n m e n t a l Sa m p l i n g of Su rf a c e s i n Gy m / E x e r c is e F a c i l i t i e s

S a m p l i n g s u r f a c e s c o n s i s t e d o f v a r i o u s t y p e s o f e x e r c i s e e q u i p m e n t
,
a l t h o u g h

o t h e r s u r f a c e s w i t h i n t h e s e f a c i U t i e s w e r e a l s o s a m p l e d (e . g . d o o r h a n d l e s
,
l o c k e r r o o m

b e n c h e s ) . Su r f a c e s t o b e s a m p l e d w e r e c o n v e n i e n c e s a m p l e s a n d c h o s e n b a s e d o n

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

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

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

s a m p l e a t e a c h f a c i l i t y (t y p i c a l l y n o m o r e t h a n 1 . 5 o r 2 h o u r s ) a n d t h e a m o u n t o f

e q u i p m e n t w i t h i n e a c h f a c i l i t y . T h o s e f a c i l i t i e s t h a t w e r e l a r g e r r e p r e s e n t a l a r g e r

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

p u r p o s e s Sa m p l e s w e r e c o l l e c t e d b y s p r a y i n g D u l b e c c o
'

s P B S w i t h 0 . 1% T w e e n 8 0 o n t o
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t h e s u r f a c e w i t h a s p r a y b o t t l e . A p o l y e s t e r - r a y o n b l e n d g a u z e w i p e w a s p a s s e d o v e r t h e

e n t i r e s u r f a c e i n a t i g h t z i g - z a g p a t t e r n w i t h m o d e r a t e p r e s s u r e
,
f o l d e d t o e x p o s e a n e w

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

d i r e c t i o n . I n t h e c a s e o f i r r e g u l a r s u r f a c e s s u c h a s b a r s o r h a n d l e s
,
t h e w i p e w o u l d b e

w r a p p e d a r o u n d t h e h a n d l e , g r i p p e d w i t h m o d e r a t e p r e s s u r e
,
a n d t w i s t e d b a c k a n d f o r t h

a b o u t t h e s u r f a c e a s w e l l a s s i d e - t o - s i d e
. Sa m p l e w i p e s w e r e imm e d i a t e l y p l a c e d i n t o 9 0

m L o f T SB a m e n d e d w i t h 10 % N a C l a n d 1% N a p y r u v a t e i n a 12 5m L p o l y p r o p y l e n e

b o t t l e a n d t h e b o t t l e s s t o r e d i n a c h i l l e d c o o l e r . Sa m p l e s w e r e t r a n s p o r t e d t o t h e l a b a n d

p r o c e s s e d w i t h i n 2 h o u r s o f c o l l e c t i o n . T h e f o l l o w i n g i n f o r m a t i o n r e g a r d i n g t h e s u r f a c e s

w a s r e c o r d e d : d e s c r i p t i o n s o f t h e t y p e o f e x e r c i s e e q u i p m e n t s a m p l e d , p r o b a b l e b o d y

c o n t a c t s i t e s w i t h w h i c h t h e s u r f a c e i s a s s o c i a t e d (e i t h e r t h e h a n d s o r t h e b o d y / t o r s o ) ,
a n d

t h e t y p e o f e x e r c i s e w i t h w h i c h th e s u r f a c e / e q u i p m e n t i s a s s o c i a t e d .

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

e x e r c i s e w i t h w h i c h t h e s u r f a c e w a s a s s o c i a t e d : S t r e n g t h T r a i n i n g ,
A e r o b i c s

,

C a l i s t h e n i c s
,
o r O t h e r . Su r f a c e s a s s o c i a t e d w i t h "

St r e n g t h T r a i n i n g
"
w e r e t h o s e

a s s o c i a t e d w i t h t h e m o v e m e n t o f w e i gh t s o f s o m e t y p e (e . g . e x e r c i s e m a c h i n e s t h a t

p r o v i d e d m o d e r a t e t o h e a v y r e s i s t a n c e
,
f r e e w e i g h t s ,

b a r b e l l s
,
m e d i c in e b a l l s

,
e t c . a n d

a n y d e d i c a t e d b e n c h s u r f a c e s a s s o c i a t e d w i t h t h e s e i t e m s : e . g . b e n c h e s d e d i c a t e d f o r u s e

w i t h f r e e w e i g h t s o r b a r b e l l s ) . Su r f a c e s a s s o c i a t e d w i t h
"
A e r o b i c s " i n c l u d e d t h o s e i t e m s

u s e d i n a c t i v i t i e s a s s o c i a t e d w i t h A e r o b i c e x e r c i s e : t r e a d m i l l s ,
e x e r c i s e b i k e s

,
e l l i p t i c a l s ,

j u m p r o p e s ,
e t c . Su r f a c e s a s s o c i a t e d w i t h " C a H s t h e n i c s

" i n c lu d e d t h o s e s u r f a c e s w h e r e

o u t s i d e w e i g h t w a s n o t i n t r o du c e d f o r a d d i t i o n a l r e s i s t a n c e i n t h e e x e r c i s e (i . e . o n l y b o d y

w e i g h t w a s u s e d ) a n d i n c l u d e d s u r f a c e s a s s o c i a t e d w i t h p u s h - u p s , s t r e t c h i n g , y o g a ,
s i t -
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u p s / c r u n c h e s
,
a n d o t h e r e x e r c i s e s o f t h i s n a t u r e . Su r f a c e s g r o u p e d i n t o t h e " C a l i s t h e n i c s

"

g r o u p i n c lu d e d i t e m s s u c h a s s t r e t c h i n g m a t s
,
e x e r c i s e b a l l s , y o g a m a t s

,
b e n c h e s d e s i g n e d

f o r s i t - u p s , a n d e q u ip m e n t d e s i g n e d o n l y f o r u n - a s s i s t e d l e g r a i s e s . S u r f a c e s s u c h a s

l o c k e r r o o m b e n c h e s
,
s h o w e r h e a d s / h a n d l e s ,

a n d d o o r h a n d l e s n o t a s s o c i a t e d w i t h

a c t i v e l y e x e r c i s i n g w e r e c a t e g o r i z e d a s
" O t h e r .

" A b r e a k d o w n o f t h e s a m p l e s c o l l e c t e d

f r o m e a c h s i t e b a s e d u p o n t h e e x e r c i s e a n d b o d y c o n t a c t s i t e o f e a c h s a m p l e i s p r e s e n t e d

i n T a b l e 1 1 b e l o w .

T y p e o f A e W
E x e r c i s e

C a l i s t h e n i c s

Si t e l

Si t e !

Si t e 3

Si t e 4

Si t e s

Si t e 6

Si t e ?

Si t e s

14 ( 10 / 4 )
19 ( 14 / 5 )
0 (0 /0 )
0 (0 /0 )
5 (4 / 1)
0 (0 /0 )
4 (4 /0 )
8 (6 / 2 )

6 (2 /4 )
8 (0 / 8 )
0 (0 /0 )
4 (0 /4 )
0 (0 /0 )
4 (0 /4 )
6 (0 /6 )
7 ( 1 /6 )

S t r e n g t h

2 0 ( 13 / 7 )
3 2 ( 19 / 13)
2 4 ( 13 / 1 1)
3 5 (2 3 / 12 )
1 1 (4 / 7)
14 ( 13 / 1)
2 0 ( 14 /6 )
3 5 (2 1 / 14 )

O t h e r

10 (6 /4 )
0 (0 / 0 )
2 (2 / 0 )
2 (2 / 0 )
0 (0 / 0)
2 (2 / 0 )
0 (0 / 0)
0 (0 / 0 )

T o t a l s

5 0 (3 1/ 19 )
5 9 (3 3/ 2 6 )
2 6 ( 15 / 1 1 )
4 1 (2 5 / 16 )
16 (8/ 8 )
2 0 ( 15 / 5 )
3 0 ( 18/ 12 )
5 0 (2 8 / 2 2 )

T o t a l s 5 0 (3 8 / 12 ) 3 5 (3 /3 2 ) 19 1 ( 12 0 / 7 1) 16 ( 12 /4 ) 2 9 2 ( 17 3/ 1 19 )
T a b l e 1 1 : N u m b e r o f S a m p l e s c o l l e c t e d f r o m e a c h s i t e b a s e d u p o n E x e r c i s e T y p e

w i t h w h i c h t h e s u r f a c e i s a s s o c i a t e d . P r e s e n t e d a s T o t a l N u m b e r o f S a m p l e s

(Sa m p l e s a s s o c i a t e d w i t h H a n d C o n t a c t / S a m p l e s a s s o c i a t e d w i t h T o r s o C o n t a c t )

Sa m p l e P r o c e s s i n g

Sa m p l e s w e r e v o r t e x m i x e d a t m a x im u m s e t t i n g f o r 1 m i n u t e t o r e l e a s e b a c t e r i a

i n t o t h e b r o t h . A 3 - d i lu t i o n
, 5 t u b e M PN m e t h o d w a s u s e d t o m e a s u r e S a u r e u s l e v e l s i n

e a c h s a m p l e b y p l a c i n g l Om L
, I m L

,
a n d O . l m L v o l u m e s i n t o 5 r e p l i c a t e t u b e s o f T SB

w i t h 10% N a C l a n d 1% N a p y r u v a t e .
T h e M PN t u b e s a n d o r i g i n a l s a m p l e b o t t l e (w i t h

t h e r e m a i n i n g b r o t h a n d s a m p l i n g w i p e i n s i d e ) w e r e i n c u b a t e d fo r 4 8 h o u r s a t 3 5 ° C .

A f t e r i n c u b a t i o n , a s t e r i l e b a c t e r i o l o g i c a l l o o p w a s u s e d t o t r a n s f e r a s m a l l a m o u n t o f

b r o t h f r o m e a c h t u b e i n t h e M PN a s s a y a n d e a c h o r i g i n a l s a m p l e b o t t l e t o a s e c t i o n o f a

B a i r d - P a r k e r a g a r p l a t e . E a c h p l a t e w a s i n c u b a t e d a t 3 5
° C f o r 4 8 h o u r s .
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I d e n t ifi c a t i o n a n d E n u m e r a t i o n o f S a u r e u s

T h e i n o c u l a t e d B a i r d - P a r k e r a g a r p l a t e s w e r e e x a m i n e d f o r b a c t e r i a l c o l o n i e s

t y p i c a l f o r S a u r e u s (b l a c k c o l o n i e s w i t h a t r a n s l u c e n t h a l o ) a n d u p t o 3 c o l o n i e s f r o m

e a c h s a m p l e s e t (t h e M PN t u b e s a n d s a m p l e b o t t l e f o r e a c h s a m p l e ) w e r e s u b - c u l t u r e d t o

M SA . T h e s e i s o l a t e s w e r e t h e n t e s t e d v i a g r a m s t a i n i n g ,
c a t a l a s e r e a c t i o n

,
a n d t u b e

c o a g u l a s e (R a b b i t P l a s m a w i t h E D T A - B e c t o n D i c k e n s o n ) . I s o l a t e s t h a t w e r e i d e n t i f i e d

a s S a u r e u s w e r e s u b - c u l t u r e d t o a t u b e o f T SB b r o t h w i t h 2 0% g l y c e r o l a n d s t o r e d

f r o z e n a t - 8 0 ° C .
I f a s a m p l e s e t w a s f o u n d t o h a v e a t l e a s t o n e i s o l a t e t h a t w a s i d e n t i f i e d

a s S a u r e u s
,
t h e n p l a t e s e c t i o n s t h a t h a d t y p i c a l c o l o n y m o r p h o l o g y f o r S a u r e u s w e r e

s c o r e d a s p o s i t i v e f o r S . a u r e u s . T h e M P N w a s c a l c u l a t e d u s i n g t a b l e s f r o m t h e

B a c t e r i o l o g i c a l A n a l y t i c a l M a n u a l (4 ) . T h e M PN v a l u e s o b t a i n e d f r o m t h e t a b l e w e r e

a dj u s t e d t o m a t c h t h e t o t a l s a m p l e v o l u m e o f e a c h s a m p l e b o t t l e ,
b y d i v i d i n g b y 10 t o

y i e l d r e s u l t s p e r l Om L a n d m u l t i p l y i n g b y 9 t o y i e l d r e s u l t s f o r 90m L (t o t a l s a m p l e

v o l u m e ) . V a l u e s b e l o w t h e d e t e c t i o n l im i t s o f t h i s a s s a y w e r e a s s i g n e d a v a l u e o f 1

c f u / s a m p l e a n d t h o s e a b o v e t h e d e t e c t i o n l im i t s a s s i g n e d a v a l u e o f 14 4 0 c fu / s a m p l e

(D e t e c t i o n l im i t s o f t h e a s s a y w e r e : l o w e r d e t e c t i o n l im i t 1 . 6 2 C F U / s a m p l e , u p p e r

d e t e c t i o n l im i t 14 4 0 c f Li / s a m p l e ) .

I d e n t ifi c a t i o n o f MR SA

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

o f t h e i s o l a t e t o a 0 . 5 M c F a r l a n d St a n d a r d , p l a c i n g l O^ L o n B D
™

O x a c i l l i n Sc r e e n

A g a r ,
a n d i n c u b a t i n g a t 3 5 ° C f o r 2 4 h o u r s . A n y g r o w t h w a s s c o r e d a s p o s i t i v e f o r

M R SA M R SA i s o l a t e s w e r e s e n t f o r P u l s e d - F i e l d G e l E l e c t r o p h o r e s i s t y p i n g
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p e r f o r m e d b y M a r i a G e r g i n (M T - A SC P ) o f t h e E p i d e m i o l o g y D e p a r t m e n t o f U N C

H o s p i t a l s . T h e w r i t t e n p r o c e d u r e f o r t h e P F G E a n a l y s i s i s p r e s e n t e d i n t h e A p p e n d i x .

2 . T i m e - S e r i e s A n a l y s i s o f 5 . a u r e u s / M R S A l o a d i n g o n G y m

E q u i p m e n t

T e n s u r f a c e s a t a p r e v i o u s l y s a m p l e d e x e r c i s e f a c i l i t y w e r e c h o s e n f o r a n a l y s i s : 5

b a r b e l l b e n c h e s
,
a n d 5 b e n c h s u r f a c e s f r o m v a r i o u s e x e r c i s e m a c h i n e s . Sa m p l e s w e r e

t a k e n t w i c e a d a y a t 1 0 a m a n d 3 p m o n 3 d a y s (W e d n e s d a y ,
T h u r s d a y ,

a n d t h e f o l l o w i n g

M o n d a y ) a n d p r o c e s s e d/ a n a l y z e d a s d e s c r i b e d i n
"
I X : E n v i r o n m e n t a l Sa m p l i n g o f

E x e r c i s e F a c i l i t i e s .

"
L e v e l s a n d p r e v a l e n c e o f S a u r e u s a n d M R SA w e r e c o m p a r e d

a c r o s s t h e s e r e p e a t e d s a m p l i n g s M R SA i s o l a t e s w e r e s e n t f o r P F G E a n a l y s i s a t U N C

H o s p i t a l s a s d e s c r i b e d a b o v e i n ' '

I d e n t ifi c a t i o n o f MR SA " i n "
E n v i r o n m e n t a l Sa m p l i n g

f r o m E x e r c i s e F a c i l i t i e s .

"
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V I I I . R e s u l t s

A . P h a s e I - E v a l u a t i o n o f B a c k g r o u n d B a c t e r i a l C o n t a m i n a t i o n o f T a r g e t

S u r f a c e s

A l l 10 o f t h e s u r f a c e s t e s t e d f o r b a c k g r o u n d b a c t e r i a l c o n t a m i n a t i o n s h o w e d

g r o w th . A l l s am p l e s h a d c o l o n i e s w i t h m o r p h o l o g y c o n s i s t e n t w i t h St a p hy l o c o c c u s o r

St r e p t o c o c c u s s p e c i e s o n S B A . P r e s u m p t i v e S t a p hy l o c o c c u s o r St r e p t o c o c c u s c o l o n y

c o u n t s r a n g e d fr o m 2 t o 1 5 0 CF U p e r SB A p l a t e . A d d i t i o n a l l y , a l l b u t o n e s a m p l e h a d

o th e r t y p e s o f o r g a n i s m s g r o w i n g o n SB A : 1 s a m p l e h a d y e a s t
,
1 h a d gr a m n e g a t i v e r o d s

,

4 h a d o n e o r m o r e P r o t e u s s p e c i e s s w a r m i n g m u c h o f t h e p l a t e , a n d 6 h a d o n e o r m o r e

B a c i l l u s s p e c i e s c o v e r i n g m u c h o f t h e p l a t e . A l l b u t o n e s a m p l e h a d g r o w t h o n M SA .

C o l o n y c o u n t s o n M SA r a n g e d f r o m 0 t o 1 0 0 , a n d 6 s a m p l e s h a d c o l o n i e s c o n s i s t e n t w i t h

St a p h y l o c o c c a l s p e c i e s . O f t h e s a m p l e s o b t a i n e d
,
o n l y 2 h a d S t a p hy l o c o c c u s a u r e u s

p r e s e n t .

B . P h a s e I l - C o m p a r i s o n o f C a n d i d a t e S a m p l i n g M e t h o d s

1. F i r s t P e r m u t a t i o n o f S a m p l i n g D e v i c e E v a l u a t i o n -

R e p r e s e n t a t i v e S u r f a c e s

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

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

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

a n i n o c u l u m o f - 6 5 5 c f l i
,
s a m p l i n g e f f i c i e n c y r a n g e d f r o m 0 t o 57 . 5% a c r o s s a l l s a m p h n g
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d e v i c e / s u r f a c e c o m b i n a t i o n s (T a b l e 1 2 ) . M e a n s a m p l i n g e f f i c i e n c i e s f o r w e r e 4 . 7 % f o r

p o l y e s t e r s w a b s
,
1 3 . 9 % f o r m a c r o f o a m s w a b s

,
a n d 8 . 0% f o r p o l y e s t e r - r a y o n b l e n d g a u z e

w i p e s . H o w e v e r
,
h i g h v a r i a b i l i t y w a s o b s e r v e d w i th i n e a c h g r o u p (F i gu r e s 1 - 4 ) .

I n d i v i d u a l

P o l y e s t e r M a c r o f o a m G a u z e
^

b Sw
- ^ " •

R u b b e

R u b b e r (C u r v e dP
M e t a l (S n i o o t h )
M e t a l (T e x t u r e d )

6 . 1

1 . 0

0 . 0 *

1 6 . 3

0 . 0 *

4 . 6

5 7 5

3 . 1

0 . 0 *

4 . 6

2 . 5

3 1. 0

4 . 6

1 . 0

1. 0

T a b l e 1 2 : M e a n S a m p l i n g E f fi c i e n c i e s (% ) o f e a c h s a m p l i n g d e v i c e o n e a c h

r e p r e s e n t a t i v e s u r f a c e a t ~ 6 5 5 c f u / s u r f a c e i n o c u l a t i o n s ( n = 3 f o r e a c h d a t a p o i n t ) (
*

i n d i c a t e s n o c o l o n i e s g r e w o n i n o c u l a t e d T S A p l a t e s f o r a n y r e p l i c a t e )

S u r f a c e
" R e c o v e r i e s (% )

T r i a l 1 T r i a l 2 T r ia l 3

P o l y e s t e r

S w a b

IVI a c r o f o a m
Sw a b

V i n y l

R u b b e r ( F la t )
R u b b e r (C u r v e d )
M e t a l(S m o o t h )
M e t a l(T e x t u r e d )

V in y l

R u b b e r (F la t )
R u b b e r (C u r v e d )
M e t a l (S m o o t h )
M e t a l (T e x t u r e d )

P o l y e s t e r -

R a y o n B le n d
G a u z e W i p e

V in y l

R u b b e r (F la t )
R u bb e r (C u r v e d )

P M e t a l(S m o o t h )
M e t a l(T e x t u r e d )

4 6

1 5

0 0

4 6

0 0

1 5

7 6

0 0

0 0

0 0

4 6

1 0 7

10 7

0 0

0 0

10 7

1 5

0 0

3 3 6

0 0

6 1

2 9 0

7 6

0 0

1 2 2

1 5

8 0 9

3 1

1 5

1 5

3 1

0 0

0 0

1 0 7

0 0

6 1

1 35 9

1 5

0 0

1 5

1 5

1 5

0 0

1 5

1 5

T a b l e 1 3 : S a m p l i n g e f fi c i e n c i e s ( V o ) f r o m e a c h t r i a l r e p l i c a t e f o r e a c h s a m p l i n g
d e v i c e a n d r e p r e s e n t a t i v e s u r f a c e c o m b i n a t i o n a t ~ 6 5 5 c f u / s u r f a c e i n o c u l a t i o n (0 . 0
i n d i c a t e s n o d e t e c t i b l e r e c o v e r y )
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V a r i a b i l i t y w a s o b s e r v e d d u r i n g t h e s e e x p e r im e n t s
, e s p e c i a l l y a t l o w e r i n o c u l a

l e v e l s ( I c f ii a n d 9 . 2 c f u / s u r f a c e ) . W h e n l o w t i t e r i n o c u l a w e r e u s e d
,
s o m e i n c o n s i s t e n t

r e s u l t s w e r e o b s e r v e d : m a i n l y c o l o n y c o u n t s t h a t w e r e s e v e r a l o r d e r s o f m a g n i t u d e h i g h e r

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

b a c t e r i a l f o r o n e r e p l i c a t e w i t h i n e a c h s a m p l i n g gr o u p .

0 1 2 0

^

F i g u r e 1 : Sa m p l i n g E f fi c i e n c y o f P o l y e s t e r S w a b s o n e a c h s u r f a c e t y p e a t ~ 6 5 5 c f u

i n o c u l a t i o n s ( e r r o r b a r s a r e 1 S t a n d a r d D e v i a t i o n )
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F i g u r e 2 : S a m p l i n g E f f i c i e n c y o f M a c r o f o a m Sw a b s o n e a c h s u r f a c e t y p e a t ~ 6 5 5 c f u

i n o c u l a t i o n s ( e r r o r b a r s a r e 1 S t a n d a r d D e v i a t i o n )

V 2 0

F i g u r e 3 : S a m p l i n g E f f i c i e n c y o f P o l y e s t e r - R a y o n B l e n d G a u z e W i p e s o n e a c h

s u r f a c e t y p e a t ~ 6 5 5 c f u i n o c u l a t i o n s ( e r r o r b a r s a r e 1 S t a n d a r d D e v i a t i o n )

4 7
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4 5

4 0

3 5

1 3 0
o
u

^ 2 5

2 2 0

Q .

1 0

5

0

P o ly e s t e r Sw a b M a c r o f o a m Sw a b G a u z e W ip e

F i g u r e 4 : M e a n S a m p l i n g E f f i c i e n c y ( % ) o f e a c h s a m p l i n g d e v i c e a c r o s s a l l s u r f a c e s

( e r r o r b a r s a r e 1 S t a n d a r d D e v i a t i o n )

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

a n d s u r f a c e t y p e s e v a l u a t e d . A s e r i e s o f e x p e r im e n t s w a s p e r f o r m e d t o d e t e r m i n e w h i c h

s t e p s o f t h e s a m p l i n g p r o t o c o l w e r e t h e s o u r c e s o f b a c t e r i a l l o s s e s . L a t e r e v a l u a t i o n s o f

c a n d i d a t e s a m p l i n g d e v i c e s u t i l i z e d a n i d e a l s u r f a c e t o m i n im i z e v a r i a b i l i t y i n s a m p l i n g

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

2 . S u r v i v a l o f 5"

. fl « r ^ « . v o n M e t a l C o u p o n s

E x p e r im e n t s w e r e c o n d u c t e d t o d e t e r m i n e i f l o w r e c o v e r y e f f i c i e n c i e s o f v i a b l e

b a c t e r i a w e r e d u e t o i n a c t i v a t i o n o r i r r e v e r s i b l e b i n d i n g o f b a c t e r i a o n s u r f a c e s i n

s a m p l i n g e x p e r im e n t s . L o s s e s i n v i a b l e r e c o v e r a b l e b a c t e r i a w e r e o b s e r v e d i n t h e s e

e x p e r i m e n t s . T h e f i r s t t r i a l s o f t h i s e x p e r im e n t w e r e c o n d u c t e d w i t h 0 . 8 5% s a l i n e a s t h e

e lu t i n g a g e n t . T h e n u m b e r o f r e p l i c a t e s a t e a c h t im e p o i n t w a s 6 (F i g u r e 5) .
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> . 1 0

3 0 6 0

M i n u t e s a f t e r I n o c u la t i o n

9 0 1 2 0

F i g u r e 5 : M e a n R e c o v e r y ( % ) o f S . a u r e u s i n o c u l a t e d o n t o s t a i n l e s s s t e e l c o u p o n s

a n d s a m p l e d a t 3 0 m i n u t e i n t e r v a l s w i t h 0 . 8 5 % s a l i n e a s t h e e l u t i n g a g e n t ( n = 6 f o r

e a c h t i m e p o i n t ,
e r r o r b a r s a r e 9 5 % C o n f i d e n c e L i m i t s )

A p p a r e n t i n c r e a s e s i n b a c t e r i a r e c o v e r y a l s o o c c u r r e d i n l a t e r t r i a l s o f t h i s

e x p e r im e n t i n w h i c h P B S w a s u s e d a s t h e e l u t i n g a g e n t . A t im e s e r i e s r e c o v e r y

e x p e r i m e n t i s s h o w n i n F i g u r e 6 . I n b o t h s e t s o f e x p e r i m e n t s
,
s o m e v i a b l e b a c t e r i a i n t h e

i n o c u l u m s e e m t o b e c o m e u n d e t e c t a b l e a s s o o n a s t h e y a r e d e p o s i t e d o n t o t h e t e s t

s u r f a c e s . I t i s u n c l e a r w h e t h e r t h i s i s du e t o d i e - o f f
,
l a c k o f c u l t u r a b i l i t y ,

i n j u r y ,

u n r e c o v e r a b i l i t y f r o m t h e i n o c u l a t e d s u r f a c e o r p h y s i c a l l o s s o f c e l l s du r i n g s u b s e q u e n t

p r o c e s s i n g s t e p s . I t a p p e a r s t h a t t h e r e i s a f u r t h e r l o s s o f v i a b l e b a c t e r i a l c e l l s o v e r t im e

a s d r y i n g o c c u r s (a n a d d i t i o n a l a p p r o x i m a t e l y 8 0 - 9 0 % ),
e s p e c i a l l y d u r i n g t h e fi r s t h o u r

,

a f t e r w h i c h b a c t e r i a l n u m b e r s d o n o t s e e m t o d e c l i n e m e a s u r a b l y b e t w e e n 6 0 a n d 12 0

m i n u t e s .
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M i n u t e s a f t e r I n o c u l a t i o n

F i g u r e 6 : M e a n R e c o v e r y ( % ) o f S . a u r e u s i n o c u l a t e d o n t o s t a i n l e s s s t e e l c o u p o n s

a n d s a m p l e d a t 3 0 m i n u t e i n t e r v a l s w i t h P B S a s t h e e l u t i n g a g e n t ( n = 6 f o r e a c h t i m e

p o i n t
,
e r r o r b a r s a r e 9 5 % C o n f i d e n c e L i m i t s )

3 . R e s u s p e n s i o n M e d i a E v a l u a t i o n

P e r c e n t Su r v i v a l a t 2 4 h o u r s

,
P B S 1 0 0 . 2 - 1 02 . 7 %
P B S w / 0 . 1 % T w e e n 8 0 1 0 1 . 2 - 10 2 7 %
D u l b e c c o

'
s P B S 9 iH B l 0 0 . 7 - I 0 2 . 5%

D u l b e c c o
'

s P B S w / 0 . 1% T w e e n 8 0 9 8 . 3 - 10 1 . 8%

T a b l e 1 4 : S u r v i v a l o f ^ . a u r e u s i n c a n d i d a t e r e s u s p e n s i o n m e d i a a t 4 ° C f o r 2 4 h o u r s

( o r i g i n a l i n o c u l u m ~ 7 l o g i o )

A n e x p e r i m e n t w a s d o n e t o e v a l u a t e p o t e n t i a l e f f e c t s o f v a r i o u s m e d i a u s e d t o

r e s u s p e n d a n d s t o r e b a c t e r i a l c e l l s o n t h e i r v i a b l e c e l l c o n c e n t r a t i o n s . O v e r a 2 4 h o u r

p e r i o d ,
n o l o s s e s i n v i a b l e S a u r e u s w e r e o b s e r v e d i n a n y o f t h e t e s t e d m e d i a (T a b l e 1 4 ) .

I n i t i a l i n o c u l u m c o n c e n t r a t i o n s w e r e 6 . 5
,
6 . 8

,
a n d 7 . 1 l o g i o . T h e r e w e r e n o s t a t i s t i c a l l y

s i gn i fi c a n t d i f f e r e n c e s i n q u a n t i t i e s o f r e c o v e r e d c e l l s b e t w e e n t h e m e d i a .

5 0
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4 . R e c o v e r y M e d i a E v a l u a t i o n

9

8

7

6

5

4

3

2

1

0

- 1

I
PBS PBS w / 0 1 % D u l b e c c o

'

s PBS D u lb e c c o
'

s PBS T SB

T w e e n w / 0 1% T w e e n

F i g u r e 7 : R e c o v e r y o f 5 . a u r e u s i n o c u l a t e d w i t h ~ 6 2 0 0
_
c f u b y v a r i o u s e l u t i n g m e d i a

( n = 3 , e r r o r b a r s a r e 9 5 % C o n fi d e n c e I n t e r v a l s )

T h i s e x p e ri m e n t w a s i n t e n d e d t o d e t e r m i n e t h e e f f e c t i v e n e s s o f v a ri o u s m e d i a a s

w e t t i n g a g e n t s t o r e l e a s e b a c t e ri a l c e l l s f r o m t e s t s u r f a c e s . M e d i a w i t h 0 1% T w e e n h a d

o v e r a l l h i g h e r m e a n r e c o v e ri e s , a l t h o u g h t h e r e w e r e n o s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t

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

t e s t e d .

5 . E v a l u a t i o n o f R e c o v e r y f r o m S a m p l i n g D e v i c e s

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

d e v i c e s t o r e l e a s e b a c t e ri a l c e l l s o n c e t h e y h a d b e e n t a k e n u p i n t o t h e s a m p l i n g d e v i c e s

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

s a m p l i n g d e v i c e i n t o s o m e l i q u i d m e d i u m f o r t r a n s p o r t t o t h e l a b o r a t o r y . T h u s
,
t h e

5 1
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i n o c u l u m p l a c e d o n e a c h s a m p l i n g d e v i c e w a s n o t a l l o w e d t o d r y ; r a t h e r ,
t h e s am p l i n g

d e v i c e s w e r e im m e d i a t e l y p l a c e d i n t o D u l b e c c o
'

s P B S w i t h 0 . 1% T w e e n 80 a f t e r

b a c t e r i a l i n o c u l a w e r e a p p l i e d O n e r e p l i c a t e o f t h e Sw i f f e r
^ "^

w i p e s h a d m u c h l o w e r

r e c o v e r y t h a n t h e o t h e r t w o r u n s
,
r e s u l t i n g i n a v e r y l a r g e c o n f i d e n c e i n t e r v a l (F i g u r e 8 ) .

P r e - m o i s t e n i n g w i t h D P B S w i t h 0 .
1% T w e e n 8 0 d i d n o t c h a n g e t h e a m o u n t o f b a c t e r i a l

r e c o v e r y (F i g u r e 9 ) . T h e r e w a s n o s t a t i s t i c a l d i f f e r e n c e b a s e d u p o n 9 5 % c o n f i d e n c e

i n t e r v a l s a b o u t e a c h p o i n t c o m p a r e d a c r o s s s a m p l i n g d e v i c e s o r b e t w e e n n o n -

p r e w e t t e d

a n d p r e w e t t e d d e v i c e s .

1 8 0

1 6 0

1 4 0

1 1 2 0
o

^ 1 0 0

5?

2 8 0

0 1

I 6 0
a

4 0

2 0

Po ly e s t e r Sw a b M a c r o f o a m Sw a b G a u z e W ip e Sw i f f e r W i p e

F i g u r e 8 : R e c o v e r y o f B a c t e r i a l I n o c u l u m f r o m d i r e c t l y i n o c u l a t e d s a m p l i n g d e v i c e s

( d r y ) ( n = 3 ,
E r r o r B a r s a r e 9 5 % C o n fi d e n c e I n t e r v a l s )
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1 4 0

1 2 0

1 0 0

5 8 0

« 6 0

4 0

2 0

P o l y e s t e r Sw a b M a c r o f o a m G a u z e W i p e Sw i f fe r W i p e

Sw a b

F i g u r e 9 : P e r c e n t R e c o v e r y o f B a c t e r i a l I n o c u l a t e f r o m d i r e c t l y i n o c u l a t e d s a m p l i n g

d e v i c e s ( p r e - m o i s t e n e d w i t h D P B S w / 0 . 1% T w e e n 8 0 ) ( n = 3 ,
E r r o r B a r s a r e 9 5 y o

C o n fi d e n c e I n t e r v a l s )

6 . S a m p l i n g D e v i c e E v a l u a t i o n u s i n g I d e a l S u r f a c e

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

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

b e t w e e n d e v i c e s a n d b e t w e e n t ri a l s f o r t h e s a m e d e v i c e . M e a n r e c o v e ri e s f o r e a c h

s a m p l i n g d e v i c e t y p e a n d i n o c u lu m c o n c e n t r a t i o n a r e p r e s e n t e d i n T a b l e 15 b e l o w .

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

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

a n d r e c o v e r y e f fi c i e n c i e s a c r o s s a l l s a m p l i n g d e v i c e t r i a l s .
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I n o c u l a t e L e v e ls
2 8 L o g Un it s w /

B lo o d

3 2 Lo g u n it s w /

B lo o d
3 3 Lo g Un i t s

4 1 Lo g Un i t s w /

b l o o d
4 2 Lo g Un i t s

Ov e r a l l Re c o v e r y
a c r o s s In o c u l a t i o n s

A l l Da t a P o in t s
A v e r a g e Re c o v e r y

(%) + / - 9 5% CI

A v e r a ge Re c o v e r y

CXJ + Z- SS' / o C I

A v e r a ge Re c o v e ry A v e r a ge Re c o v e ry

(
"/ < ) + / - 95% CI

A v e r a ge Re c o v e ry

(%J + / - 95% C I

A v e r a ge Re c o v e r y (%)
+ / - 95% CI

Po lye s t e r Sw a b s

Ma c r o f o a m Sw a bs

G a u z e W i p e s

Sw if te r
™
W i pe s

0 61

0 67

1 61

1 39

0 47

0 50

2 50

1 91

1 03

1 97

8 63

7 82

1 62

3 65

13 29

14 36

0 20

0 80

1 1 53

0 80

0 10

0 61

11 35

0 12

1 67

2 14

1 18

1 53

0 22

1 22

0 39

1 71

0 02 0 02

0 38 0 56

0 24 0 07

0 12 0 09

0 7 1

1 19

4 64

2 3 3

0 58

0 71

4 4 7

2 73

20% Tr i m m e d M e a n s
A v e r a g e Re c o v e r y

(%) t ; - 95 % CI

A v e r a g e Re c o v e r y

(%) + ; - 9 5% CI

A v e r a g e R e c o v e r y

(%) + / - 95% C I

A v e r a g e R e c o v e r y

(%) t / . 9 5% C I

A v e r a ge R e c o v e r y

(%) t ; . 9 5% C I

A v e r a g e Re c o v e ry (%)
+ / - 95% CI

Po l ye s te r Sw a b s

M a c r o f o a m Sw a bs

G a u z e W i p e s

Sw if t e r
™ W ip e s

0 4 6 0 48

0 4 6 0 4 8

0 28 0 54

1 20 2 09

0 23

0 08

2 57

8 03

0 35

0 15

2 33

15 40

0 03

0 40

5 87

0 35

0 06

0 71

11 16

0 20

1 64

2 12

1 2 1

1 48

0 22

1 39

0 40

1 66

0 0 1 0 02

0 04 O 01

0 23 0 07

0 12 0 08

0 48 0 59

0 62 0 7 5

2 03 2 05

2 24 2 8 8

T a b l e 1 5 : M e a n R e c o v e r y o f s a m p l i n g d e v i c e s o n s t a i n l e s s s t e e l c o u p o n s a t v a r i o u s

i n o c u l a t e c o n c e n t r a t i o n s (w i t h a n d w i t h o u t o r g a n i c l o a d i n g - s h e e p
'

s b l o o d ) w i t h 9 5 %
C o n fi d e n c e I n t e r v a l s . ( n = 3 )

T ri m m i n g 2 0% o f t h e d a t a p o i n t s f r o m e a c h e n d o f t h e d a t a s e t s e l im i n a t e d m a n y

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

c o n f i d e n c e i n t e r v a l s c a n b e s e e n i n T a b l e 1 5
,
F i g u r e 10 a n d F i g u r e 1 1 . T h e m e a n

r e c o v e r y f o r e a c h s a m p l i n g d e v i c e a c r o s s a l l i n o c u l a l e v e l s i s p r e s e n t e d i n F i g u r e 12 . N o

s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t di f f e r e n c e s b e t w e e n s a m p l i n g d e v i c e s w e r e o b s e r v e d w h e n

a n a l y z e d a c r o s s a l l i n o c u l a l e v e l s e i t h e r w i t h T r i m m e d o r U n t r i m m e d d a t a (F i g u r e 12 ) .

5 4

NEATPAGEINFO:id=1717590E-5C69-431E-A992-5D879C7C5063

NEATPAGEINFO:id=EDF7FC52-2DEA-417C-9A34-A5FEF189A5FE



2 5

2 0

1 4 2 Lo g In o c u l u m

I 4 1 L o g In o c u l u m w i t h b o o d

1 3 3 Lo r In o c u l u m

I 3 2 L o g In o c u l u m w i t h b o o d
S 1 0

0 1

a . I 2 8 Lo g In o c u l u m w i t h b o o d

Po ly e s t e r S w d b M a c r o f o a n Sw a b G a u z e W ip e Sw i ff e r W ipe

F i g u r e 1 0 : M e a n R e c o v e r y o f s a m p l i n g d e v i c e s o n s t a i n l e s s s t e e l s u r f a c e s ( n = 3 , e r r o r

b a r s a r e 9 5 % C o n fi d e n c e I n t e r v a l s
,
L o g = L o g l O) .

2 0

g 1 5
u
V

9.
10

1 4 2 Lo g n o c u l u m

■ 4 1 Lo g n o c u l u m w i t n Bl o o d

■ 3 3 Lo g n o c u l u m

■ 3 2 L o g n o c u l u m w i t i B l o o d

1 2 8 L o g n o c u l u m w i t n B l o o d

Po ly e s t e r S w a b M a c r o f o a m Sw a b G a u z e W i pe Sw i f fe r T M W i p e

F i g u r e 1 1 : M e a n R e c o v e r y , b a s e d u p o n 2 0 % T r i m m e d d a t a , o f s a m p l i n g d e v i c e s o n

s t a i n l e s s s t e e l s u r f a c e s ( n = 3
,
e r r o r b a r s a r e 9 5 % C o n fi d e n c e I n t e r v a l s

,
L o g = L o g l O) .

5 5

NEATPAGEINFO:id=FD06F640-1393-48DA-8E88-D637A01B506F

NEATPAGEINFO:id=1B0617E8-2F28-4646-84EC-1FC0B27344DF



P o ly e s t e r Sw a b s M a c r o f o a m Sw a b s G a u z e W i p e s Sw i f f e r W ip e s

■ Co m p le t e D a t a S e t ■ 2 0 % T r im m e d D a t a

F i g u r e 12 : M e a n R e c o v e r y o f S a m p l i n g D e v i c e s a c r o s s a l l i n o c u l a l e v e l s ( n = 5 , e r r o r

b a r s a r e 9 5 y o C o n fi d e n c e I n t e r v a l s

7 . S a m p l i n g D e v i c e E v a l u a t i o n u s i n g M P N E n r i c h m e n t C u l t u r e

t o Q u a n t i f y T e s t B a c t e r i a

T h i s e x p e r im e n t w a s c o n d u c t e d u n d e r t h e c o n d i t i o n s t h a t t h e fi n a l e n v i r o n m e n t a l

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

(T S B a m e n d e d w i t h 10 % N a C l a n d 1% N a p y r u v a t e ) a n d M P N e n u m e r a t i o n m e t h o d w a s

n e e d e d i n o r d e r t o c o m p a r e c a n d i d a t e m e t h o d s u n d e r t h e s e c o n d i t i o n s . 3 t r i a l s o f e a c h

s a m p l i n g d e v i c e a n d a h i g h i n o c u l a t i o n l e v e l (5 . 6 L o g i o ) T a b l e 16 s h o w s t h e i n i t i a l t e s t

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

s a m p l i n g d e v i c e . O v e r a l l s a m p l i n g e f f i c i e n c i e s f o r e a c h s a m p l i n g d e v i c e b a s e d o n a n

m e a n i n o c u l u m o f 5 . 6 l o g i o a r e p r e s e n t e d i n F i g u r e 1 3 . N o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s w e r e

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

s l i gh t l y b e t t e r r e c o v e r y . O v e r a l l
,
m e a n r e c o v e r y v a r i e d b e t w e e n - 0 . 1 a n d 1%

,
w i t h

G a u z e w i p e s h a v i n g t h e h i g h e s t m e a n r e c o v e r y e f f i c i e n c y . P - v a l u e s f o r p a i r w i s e
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c o m p a r i s o n s b e t w e e n t h e m e a n r e e o v e ri e s fr o m e a c h s a m p Hn g d e v i c e c a n b e s e e n i n

T a b l e 1 7 .

L o g i o C o n c e n t r a t i o n s o f I n i t i a l l y I n o c u l a t e d a n d R e c o v e r e d O r g a n i s m s (9 5 % C o n f i d e n c e

I n t e r v a l )
I n i t i a l i n o c u l u m 5 . 6 0

P o l y e s t e r S w a b 2 . 9 2 (2 4 7 - 3 . 3 7 )
M a c r o f o a m Sw a b 2

.
4 7 ( 1 8 3 - 3 . 1 1 )

G a u z e W i p e

Sw i f f e r
™^

Wi p e

3 .
4 9 (3 0 0 - 3 . 9 7 )

2 . 3 9 ( 1 . 3 8 - 3 . 3 9 )
T a b l e 1 6 : C o n c e n t r a t i o n o f R e c o v e r e d O r g a n i s m s (L o g i o C o n c e n t r a t i o n ) b a s e d u p o n

5 - t u b e 3 d i l u t i o n M P N a s s a y ( n = 3 )

P o ly e s t e r S w a b

P o ly e s t e r S w a b

M a c r o f o a m Sw a b

G a u z e W i p e

Sw if f e r W ip e

M a c r o f o a m Sw a b

0 32 5 5

G a u z e W i p e

0 . 1 6 9 6

0 0 68 8

S w if f e r W i p e

0 . 3 9 4 8

0 8 9 2

0 1 2 52

T a b l e 1 7 : P v a l u e s f o r p a i r w i s e c o m p a r i s o n s b e t w e e n s a m p l i n g d e v i c e s f o r m e a n

r e c o v e r y o f t e s t i n o c u l a u s i n g a n M P N m e t h o d t o q u a n t i f y r e c o v e r e d o r g a n i s m s

(U n p a i r e d 2 - t a i l e d T - T e s t . n = 3 )

2 5

« 1 5
o
u

c

5 0 5
o .

- 0 5

Po ly e s t e r Sw a b M a c r o f o a m Sw a b G a u z e W ip e Sw i f f e r T M W ip e

F i g u r e 13 : M e a n R e c o v e r y o f S a m p l i n g D e v i c e s u s i n g a n M P N E n r i c h m e n t a s s a y .

( n = 3 , e r r o r b a r s a r e 9 5% C o n fi d e n c e I n t e r v a l s )
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C . P h a s e I l l - E n v i r o n m e n t a l S a m p l i n g

1 . E n v i r o n m e n t a l S a m p l i n g o f E x e r c i s e F a c i l i t i e s

R e s u l ts f o r S a u r e u s

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

o f e q u i p m e n t (e . g . t h e e n t i r e b e n c h a n e x e r c i s e o r t h e e n t i r e h a n d l e s e c t i o n o f a d u m b b e l l )

u s i n g a P o l y e s t e r - R a y o n B l e n d G a u z e w i p e a s d e s c r i b e d i n "
E n v i r o n m e n t a l S a m p l i n g o f

E x e r c i s e F a c i l i t i e s "
o f t h e M a t e r i a l s a n d M e t h o d s s e c t i o n . Su r f a c e s w e r e w e t t e d w i t h

D u l b e c c o
'

s P B S w i t h O. I % T w e e n 8 0
,
s a m p l e d w i t h a s t e r i l e g a u z e w ip e

,
a n d p l a c e d i n t o

9 0m L o f T SB w i t h 10% N a C l a n d 1% N a p y r u v a t e i n a p o l y p r o p y l e n e c o n t a in e r . A l l

s a m p l e s w e r e r e t u r n e d t o l a b a n d a n a l y z e d b y a qu a n t a l a s s a y (M PN ) t o e s t im a t e t h e

q u a n t i t y o f S a u r e u s p r e s e n t o n e a c h s u r f a c e .

S . a u r e u s w a s i s o l a t e d f r o m e v e r y f a c i l i t y t e s t e d . P o s i t i v e s u r f a c e s a s a

p e r c e n t a g e o f t o t a l s u r f a c e s s a m p l e d i n t h e e x e r c i s e f a c i l i t i e s r a n g e d f r o m 19 . 2% t o 7 2%)
,

w i t h t h e o v e r a l l p r e v a l e n c e o f 5 a u r e u s f r o m a l l s a m p l e s f o u n d t o b e 4 2 . 5 %) (S e e T a b l e

18 ) . I t s h o u l d b e n o t e d t h a t w h i l e Si t e 2 h a d t h e l o w e s t p r e v a l e n c e o f S a u r e u s
,
t h i s s i t e

h a d b e e n c l e a n e d j u s t p r i o r t o s a m p l i n g a n d n o p a t r o n s h a d u s e d t h e e q u i p m e n t s i n c e

c l e a n i n g . I f Si t e 2 i s e x c l u d e d f r o m t h e a n a l y s i s o f o v e r a l l p r e v a l e n c e o f 5 a u r e u s

c o n t a m i n a t i o n
,
t h e r a t e i n c r e a s e d t o - 4 5 %) .
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N o . P o s i t i v e N o . N e g a t i v e % P o s i t i v e ( 9 5 % C I )
Si t e l 3 6 14 7 2 . 0% ( 50 . 4 - 9 9 . 7 % ) i

Si t e 2 16 4 3 2 7 . 1% ( 15 . 5 - 4 4 . 0 % )
'

? Si t e 3 5 2 1 19 . 2% (6 . 2 - 4 4 . 9% )
S i t e 4 18 2 3 4 3 9 % (2 6 0 - 6 9 . 4 % )
|S i t e 5 10 :—i ; 6 62 . 5% (3 0 . 0 - 10 0% )
Si t e 6 1 1 9 5 5 . 0% (2 7 . 5 - 9 8 . 4 % )
S i t e ? 10 2 0 3 3 . 3% ( 16 . 0 - 6 1 . 3% )
S i t e s 1 8 3 2 3 6 . 0 % (2 1 3 - 5 6 . 9 % )
O v e r a l l 12 4 16 8 4 2 . 5% (3 5 . 3 - 5 0 . 6% )

T a b l e 1 8 : P r e > a l e n c e o f 5 . a u r e u s c o n t a m i n a t i o n o f s u r f a c e s i n e x e r c i s e f a c i l i t i e s b y
s i t e (C o n fi d e n c e I n t e r v a l s a r e b a s e d o n a P o i s s o n d i s t r i b u t i o n )

S u r f a c e s a s s o c i a t e d w i t h S t r e n g t h T r a i n i n g r e p r e s e n t e d t h e m a j o r i t y o f s u r f a c e s

p r e s e n t w i t h i n t h e e x e r c i s e f a c i l i t i e s v i s i t e d a n d th u s m a d e u p th e m a j o r i t y o f s a m p l e s

o b t a i n e d (n = 19 1 ) O t h e r e x e r c i s e t y p e s h a d m u c h l o w e r n u m b e r s o f s a m p l e s o b t a i n e d :

A e r o b i c s (n = 5 0 ) , C a Us t h e n i c s (n = 3 5 ) ,
a n d O t h e r s u r f a c e t y p e s (n = 16 ) . A l l s a m p l i n g

s i t e s h a d e q u i p m e n t d e s i g n e d f o r St r e n g t h T r a i n in g a n d C a l i s t h e n i c s , b u t Si t e s 3 a n d 5

l a c k e d a n y A e r o b i c e x e r c i s e e q u i p m e n t
,
a n d s a m p l e s i n t h e O t h e r c a t e g o r y (e g . d o o r

h a n d l e s
,
l o c k e r r o o m s a m p l e s

,
e t c . ) w e r e o n l y o b t a i n e d f r o m Si t e s 1 , 3 , 4 , a n d 6 . T e n o f

t h e s a m p l e s i n t h e O t h e r c a t e g o r y w e r e f r o m S i t e 1
,
w h i l e o n l y 2 c a m e f r o m e a c h o f t h e

o t h e r s i t e s . P r e v a l e n c e r a t e s b a s e d u p o n e x e r c i s e c a t e g o r y o f t h e s a m p l e d s u r f a c e r a n g e d

f r o m a l o w o f 3 6 % f o r A e r o b i c s t o a h i g h o f 6 2 . 5% f o r O t h e r (Se e T a b l e 19) .

T h e h i g h e s t p r e v a l e n c e o f 5 a u r e u s c o n t a m i n a t i o n w a s f o u n d t o i n t h e O t h e r

c a t e g o r y , a l t h o u g h t h e n u m b e r o f s a m p l e s w a s s m a l l ( 16 ) f o r t h i s c a t e g o r y . F r o m Si t e 1
,

3 o f 4 s a m p l e d d o o r h a n d l e s w e r e f o u n d t o b e c o l o n i z e d w i t h S a u r e u s . A d d i t i o n a l l y ,
3

o f 4 l o c k e r r o o m b e n c h e s f r o m b o t h m e n
'

s a n d w o m e n
'

s l o c k e r r o o m s w e r e f o u n d t o

h a v e S . a u r e u s .
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N o . P o s i t i v e N o . N e g a t i v e % P o s i t i v e (9 5 % C I )
A e r o b i c s 18 32 3 6 . 0% (2 1 . 3 - 5 6 . 9% )
C a l i s t h e n i c s 2 0 15 5 7 .

1% (3 4 . 9 - 8 8 . 3% )
S t r e n gt h d in 7 6 H B ^ ^^ 3 9 . 8% (3 1.

4 - 4 9 . 8% )
O t h e r 1 0 6 6 2 . 5 % (3 0 . 0 - 1 0 0 % )
Q v e r a U 12 4 16 8 4 2 . 5 % (3 5 . 3 - 5 0 . 6% )

T a b l e 1 9 : P r e v a l e n c e o f S . a u r e u s c o n t a m i n a t i o n o f s u r f a c e s i n e x e r c i s e f a c i l i t i e s b y
e x e r c i s e t y p e (C o n f i d e n c e I n t e r v a l s a r e b a s e d o n a P o i s s o n d i s t r i b u t i o n )

T h e m a j o r i t y o f t h e e q u i p m e n t s a m p l e d i n t h i s s t u d y e i t h e r h a d p r i m a r y c o n t a c t

w i t h t h e h a n d s o n l y (e . g . t r e a d m i l l s a r e o n l y t o u c h e d d i r e c t l y b y t h e u s e r s h a n d s d u r i n g

o p e r a t i o n ) o r h a d c o n t a c t w i t h b o t h t h e t o r s o (u s u a l l y i n t h e f o r m o f a s e a t o r a b e n c h ) a n d

t h e h a n d s (h a n d l e s ) . T h u s
,
t h e m a j o r i t y o f s a m p l e s o b t a i n e d w e r e a s s o c i a t e d w i t h h a n d

c o n t a c t (n = 173 ) r a t h e r t h a t t o r s o c o n t a c t (n = l 19 ) . T h e p r e v a l e n c e o f S . a u r e u s

c o n t a m i n a t i o n o n s u r f a c e s a s s o c i a t e d w i t h t h e h a n d s w a s 3 7 6%
,
w h i l e t h e p r e v a l e n c e f o r

t o r s o a s s o c i a t e d s u r f a c e s w a s 4 2 . 5% .

N o . P o s i t i v e N o . N e g a t i v e % P o s i t i v e (9 5 % C l T
H a n d s 6 5 1 0 8 3 7 . 6% (2 9 . 0 - 4 7 . 9% )
T o r s o 59 6 0 4 9 . 6% (3 7 . 7 - 6 4 . 0% )
O v e r a l l 12 4 1 6 8 4 2 . 5% (3 5 . 3 - 5 0 . 6% )

T a b l e 2 0 : P r e v a l e n c e o f 5
^

. a u r e u s c o n t a m i n a t i o n o f s u r f a c e s i n e x e r c i s e f a c i l i t i e s b y

b o d y c o n t a c t s i t e (C o n fi d e n c e I n t e r v a l s a r e b a s e d o n a P o i s s o n d i s t r i b u t i o n )

A b o x - a n d - w h i s k e r r e p r e s e n t a t i o n o f t h e q u a n t i t a t i v e r e s u l t s f o r S . a u r e u s p e r

s u r f a c e (r e s u l t s a r e a n a l y z e d p e r w h o l e s u r f a c e t e s t e d ) f r o m e a c h c a t e g o r y i s p r e s e n t e d i n

F i g u r e 1 4 . M e d i a n c o u n t s f r o m p o s i t i v e s u r f a c e s r a n g e d f r o m 0 4 3 l o g i o a t s i t e 7 t o 1 . 5 2

l o g i o a t s i t e 2 . T h e o v e r a l l m e d i a n c o n c e n t r a t i o n p e r s u r f a c e w a s 0 . 9 0 l o g i o ( Se e T a b l e 2 1
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f o r d i s t r ib u t i o n d a t a f o r a l l s a m p l e c a t e g o r i e s ) . N o s i g n i f i c a n t c o r r e l a t i o n w a s f o u n d

b e t w e e n t h e p r e v a l e n c e o f 5 a u r e u s i n s a m p l e s f r o m e a c h s i t e / e x e r c i s e t y p e /o r B o d y

C o n t a c t c a t e g o r y a n d t h e m e d i a n c f l i c o u n t p e r s a m p l e f r o m e a c h o f t h e s e c a t e g o r i e s (S e e

F i g u r e 1 5 ) .

D
u .

O

- J

1.

l l 1

?TTy I r VU

1

T?

F ig u r e 1 4 : B o x a n d W h i s k e r P l o t o f t h e c o n c e n t r a t i o n s o f 5 . a u r e u s f r o m p o s i t i v e

s u r f a c e s ( L o g T r a n s f o r m e d ) . (W h i s k e r s a r e m i n t o m a x
,
r e s u l t s a r e p e r e n t i r e

s u r f a c e , n o t a s t a n d a r d a r e a )

Ca te go ry S ite 1 Si te 2 S ite 3 Si te 4 S ite 5 Si te 6 S it e 7 Si te 8 A e r o b i c s Ca l i s tli e n i c s Str e n g th Ot he r l i a nds To r s o Ov e r a l l

Nu m be r o f v a l u e s

Min im u m

25% Pe rc e nt il e

IMed ia n

75% Pe r c e n t il e

Max im u m

36 16 5 18 10 11 10 18 18 20 76 10 65 59 124

0 21 0 21 0 21 0 21 0 21 0 23 0 26 0 21 0 21 0 21 0 21 0 26 0 21 0 21 0 21

0 26 0 57 0 21 0 56 0 73 0 79 0 26 0 52 0 26 0 75 0 56 0 48 0 26 0 74 0 56

0. 82 1 46 0 .74 0 . 90 1 .52 1 .07 0 ,43 1, 24 0 . 76 1. 42 0 87 0. 82 0 79 1 .33 0 90

1 78 2 07 1 71 1 76 2 23 1 47 1 76 2 00 1 89 2 30 163 2 05 1 47 2 33 1 85

3 16 2 92 2 50 3 16 2 92 2 00 3 16 3 16 2 92 3 16 3 16 2 50 3 16 3 16 3 16

T a b l e 2 1 : D i s t r i b u t i o n o f l o g t r a n s f o r m e d d a t a f o r t h e c o n c e n t r a t i o n s o f 5
"

. a u r e u s

f r o m p o s i t i v e s a m p l e s f r o m e a c h c a t e g o r y o f e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s
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8 0 %

a , 7 0 %
.

>

• S 6 0 %
o
CL

£ 5 0 %

3
t o

4 0 %

3 0 %

2 2 0 %

0 1

a . 1 0 %

0 %

R^
= 0 0 5 9 8

0 0 0 0 2 0 0 4 0 0 6 0 0 8 0 1 0 0 1 2 0

M e d ia n C F U o f S . a u r e u s

1 4 0 1 6 0

F i g u r e 1 5 : C o r r e l a t i o n b e t w e e n M e d i a n C F U (L o g U n i t s ) o f .S. a u r e u s p e r s a m p l i n g
c a t e g o r y a n d t h e P e r c e n t o f P o s i t i v e S a m p l e s i n e a c h c a t e g o r y

P - v a l u e s fo r e a c h p a i r - w i s e c o m p a r i s o n o f 5 . a u r e u s c o u n t s o n s u r f a c e s b y t y p e o f

s u r f a c e (A e r o b i c , C a l i s t h e n i c s , S t r e n g t h a n d O t h e r ) a n d b o d y c o n t a c t w i t h t h e s u r f a c e

(H a n d s o r T o r s o ) a r e s h o w n i n T a b l e 2 2 a n d T a b l e 2 3 . T h e r e w e r e n o s i g n i f i c a n t

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

c a t e g o r y e i t h e r b e tw e e n s a m p l i n g s i t e s (T a b l e 2 0 ) o r b e tw e e n t y p e s o f e x e r c i s e

e q u i p m e n t (T a b l e 2 1 ) , b a s e d u p o n a M a n n - W h i t n e y U t e s t . H o w e v e r
,
t h e m e d i a n c o u n t s

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

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

t h e H a n d s (P = 0 . 0 0 2 6 ) . H o w e v e r , a s n o a t t e m p t w a s m a d e t o s t a n d a r d i z e t h i s a n a l y s i s

b a s e d u p o n s u r f a c e a r e a
,
t h i s f i n d i n g m a y b e d i r e c t l y l i n k e d t o t h e l a r g e d i f f e r e n c e i n t h e

m e a n s u r f a c e a r e a a T o r s o c o n t a c t s u r f a c e (e . g . a b e n c h ) h a s c o m p a r e d t o a H a n d c o n t a c t

s u r f a c e (e . g . a h a n d l e ) . (T a b l e 2 1 )
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S i t e l

S i t e 2

S i t e 3

S i t e 4

S i t e s

Si t e l Si t e 2

0 . 3 10 7

Si t e 3

0 . 4 3 54

0 . 3 2 0 7

Si t e 4

0 . 4 2 3 8

0 . 7 0 34

0 . 3 3 04

Si t e s

0 . 19 9 9

0 . 7 7 16

0 . 19 6 8

0 . 3 9 9 9

Si t e 6

0 . 7 2 4

0 . 3 8 7 5

0 . 3 0 72

0 . 9 64 1

0 . 3 0 6 8

Si t e 7

0 . 4 7 6 2

0 . 2 5 3 8

0 . 7 0 7 8

0 . 16 2 5

0 . 16 9 6

Si t e s

0 . 5 2 5 5

0 . 7 0 3 9

0 . 3 8 8 9

0 . 9 1 17

0 . 4 5 6 6

S i t e 6 0 3 18 5 0 . 7 18 8

S i t e ? 0 . 4 1 24

S i t e s

T a b l e 2 2 : P - v a l u c s f o r p a i r - w i s e c o m p a r i s o n s b e t w e e n t h e m e d i a n c f u l e v e l s f r o m

p o s i t i v e s a m p l e s f r o m e a c h e x e r c i s e f a c i l i t y (v a l u e s a r e f r o m a M a n n - W h i t n e y U

t e s t )

A e r o b i c s

C a l i s t h e n i c s

S t r e n g t h

A e r o b i c s C a l i s t h e n i c s

0 . 12 0 4

S t r e n g t h

0 . 4 7 3 2

0 . 16 4 2

O t h e r

0 . 6 4 7 3

0 . 3 32 2

T o r s o

H a n d s

0 . 9 4 0 8

H a n d s

0 0 0 2 6

T a b l e 2 3 : P - v a l u e s f o r p a i r
- w i s e c o m p a r i s o n s b e t w e e n t h e m e d i a n c f u l e v e l s f r o m

p o s i t i v e s a m p l e s f r o m e a c h c a t e g o r y o f s a m p l e s ( v a l u e s a r e f r o m a M a n n - W h i t n e y U

t e s t )

R e s u l t s f o r MR SA

A t o t a l o f 13 e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s o u t o f 2 9 2 (4 . 5 % ) w e r e f o u n d t o

h a r b o r M R SA w i t h t h e s e m e t h o d s . S i t e s 1
,
2

,
4

,
7 a n d 8 w e r e fo u n d t o h a v e M R SA

c o n t a m i n a t i n g a t l e a s t 1 e n v i r o n m e n t a l s u r f a c e
,
w h i c h i s 5 o f 8 o r 6 2 . 5% o f a l l s i t e s . T h e

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

2 4 . T h e h i g h e s t r a t e s o f M R SA p r e v a l e n c e w a s s e e n i n Si t e 8 ( 10% ). S i t e 1
,
w h i c h w a s

a l s o a s t u d e n t e x e r c i s e f a c i l i t y l i k e Si t e 8
,
h a d a p r e v a l e n c e o f 6% . Si t e s 7 (6 . 7 % ) a n d 4

(4 . 9 % ) w e r e p e r s o n a l t r a i n i n g f a c i l i t i e s w i t h a w i d e a g e r a n g e o f c l i e n t s ,
i n c l u d i n g h i g h
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s c h o o l a n d c o l l e g i a t e s p o r t s t e a m s p a r t i c ip a n t s . T h e h i g h e s t p r e v a l e n c e o f M R SA b a s e d

u p o n e x e r c i s e t y p e w a s s e e n i n t h e C a l i s t h e n i c s g r o u p ( 1 1 . 4% ). Su r f a c e s a s s o c i a t e d

p r i m a r i l y w i t h T o r s o c o n t a c t h a d a h i g h e r p r e v a l e n c e (6 . 7 % ) t h a n t h o s e a s s o c i a t e d w i t h

t h e H a n d s (2 . 9 % ) . D e s c r i p t i o n s o f t h e s a m p l e s p o s i t i v e f o r M R SA a r e p r e s e n t e d i n T a b l e

2 6
.

C a t e g o r y P o s . f o r M R SA T o t a l S a m p l e s % P o s i t i v e ( 9 5 % C L )
S i t e l « H b ^ ^ n g p ) 6 . 0% ( 1 . 2 - 17 . 5 % )
S i t e 2 1 5 9 1 . 7 % (0 - 9 . 4 % )
S i t e 3 0 2 6 0 . 0% (0 - 14 . 2 %)
S i t e 4 2 4 1 4 . 9% (0 6 - 1 7 . 6 % )
S i t e 5 _ _ _ J H P R 0 _ J H B 16 0 . 0% (0 - 2 3 .

1% )
S i t e d^ 0 2 0 0 . 0 % (0 - 1 8 . 4 % )
S i t e ?

'

2
"

3 0 6 . 7 % (0 . 8 - 2 4 . 1%)
S i t e s 5 5 0 10 . 0 % (3 2 - 2 3 3 % )
A e r o b i c s 3 5 0 6 . 0% ( 1. 2 - 17 . 5 %)
C a l i s t h e n i c s

^ ^
4 3 5 1 1 4 % (3 1 - 2 9 . 3 % )

O t h e r

'

1 16
" ^

6 . 3% (0 . 2 - 34 8 % )
H a n d s 5 17 3 2 . 9% (0 . 9 - 6 . 7 %)
T o r s o 8 1 19 6 7 % (2 . 9 - 1 3 2 % )
O v e r a U 13 2 9 2 4 . 5% (2 . 4 - 7 . 6% )

T a b l e 2 4 : N u m b e r o f s a m p l e s p o s i t i v e f o r t h e p r e s e n c e o f .M R SA a n d t h e r e l a t i v e

p r e v a l e n c e o f M R SA o n e n v i r o n m e n t a l s u r f a c e s (C o n f i d e n c e I n t e r v a l s b a s e d o n

P o i s s o n d i s t r i b u t i o n )

A c o m p a r i s o n o f t h e n u m b e r o f s a m p l e s p o s i t i v e f o r M R SA o f a l l s a m p l e s

p o s i t i v e f o r S . a u r e u s i s s h o w n i n T a b l e 2 5 .
T h e o v e r a l l r a t e o f M R S A i s o l a t i o n o f t h o s e

s a m p l e s p o s i t i v e f o r 5 a w r e w 5 w a s 10 . 5% .

6 4

NEATPAGEINFO:id=06A34A14-CF7C-4A6D-B3E4-F3E05C011320

NEATPAGEINFO:id=88C9E942-9B76-4A2D-855E-B34A48D8C47B



11 .
1%

2 0 . 0%

16 . 7 %
2 0 . 0 %

10 . 0%

13 . 6 %
'

10 . 5%

C a t e g o r y P o s . f o r M R SA A l l S . a u r e u s % o f S . a u r e u s t h a t w a s M R SA

S i t e l

S i t e 2

Si t e 3

S i t e 4

S i t e s

S i t e 6

S i t e ?

S i t e s

A e r o b i c s

C a l i s t h e n i c s

S t r e n g t h

O t h e r

H a n d s

T o r s o

O v e r a l l

I a b l e 2 5 : P e r c e n t o f S a m p l e s t h a t w e r e M R SA o u t o f s a m p l e s p o s i t i v e f o r S .

a u r e u s

T a b l e 2 6 s h o w s a d e s c r i p t i o n o f e a c h s a m p l e w h i c h y i e l d e d a M R SA i s o l a t e a s

w e l l a s t h e P F G E s t r a i n t y p i n g o f t h a t i s o l a t e . Si t e 1 h a d 3 d i f f e r e n t s t r a i n s
,
a l t h o u g h 2 o f

t h e s t r a i n s a r e
"
P r o b a b l y r e l a t e d "

a c c o r d i n g t o t h e P F G E a n a l y s i s .

"
P r o b a b l y r e l a t e d "

m e a n s t h a t t h e i s o l a t e s s h a r e d a l l o f t h e s a m e b a n d i n g p a t t e r n s o n a W e s t e r n B l o t o f t h e

d i g e s t e d g e n e t i c m a t e r i a l o f e a c h i s o l a t e e x c e p t f o r 1- 3 b a n d s (R e f e r t o t h e P F G E

P r o c e d u r e i n t h e A p p e n d i x ) . T h e i s o l a t e s f r o m S i t e 2 a n d s i t e 4 w e r e a l s o "

p r o b a b l y

r e l a t e d .

"
T h e s e tw o s i t e s w e r e a p p r o x im a t e l y 3 0 m i l e s a p a r t

,
i n d i f f e r e n t c o u n t i e s

,
a n d

w e r e u n l i k e l y t o s h a r e a n y p a t r o n a g e . S i t e 7 h a d 3 d i s t i n c t i s o l a t e s
,
a l l u n r e l a t e d t o a n y

s t r a i n s r e c o v e r e d e l s e w h e r e . T w o o f t h e s e d i s t i n c t i s o l a t e s o r i g i n a t e d f r o m t h e s a m e

s a m p l e . Si t e 8 h a d 3 s t r a i n t y p e s , o n e o f w h i c h w a s a n e x a c t m a t c h b y t h i s a n a l y s i s t o a

s t r a i n t y p e f o u n d a t Si t e 1
. S i t e s 1 a n d S i t e 8 a r e a b o u t 3 0 m i l e s a p a r t a n d a r e b o t h L a r g e
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U n i v e r s i t y St u d e n t E x e r c i s e F a c i l i t i e s . Sh a r e d p a t r o n a g e o t h e r t h a n t y p e o f p a t r o n i s n o t

e x p e c t e d b e t w e e n t h e s e 2 s i t e s o n a l a r g e s c a l e .

S i t e E q u i p m e n t / S u r f a c e B o d y C o n t a c t E x e r c i s e T y p e P F G E A n a l y s i s

St r a i n A 1
St r a i n A i

_ St r a i n B

St r a i n C ^
St r a i n C i

St r a i n C i |
St r a i n D

St r a i n s E a n d p j
St r a i n G

S t r a i n A

S t r a i n H

S t r a i n A ^ fJ
S t r a i n A

r 2

8

8

8

8

8

F r e e - w e ig h t (3 0 1b ) H a n d s St r e n g t h

E x e r c i s e / St r e t c h i n g M a t T o r s o C a l i s t h e n i c s

W o m e n
'

s L o c k e r R o o m B e n c h T o r s o O t h e r

E x e r c i s e / St r e t c h i n g M a t T o r s o C a l i s t h e n i c s

E x e r c i s e B a l l T o r s o C a l i s t h e n i c s

M e d i c i n e B a l l ( 10 1b ) H a n d s St r e n g t h

B a r b e l l T o r s o St r e n g t h

_ _
T r e a d m i l l H a n d s A e r o b i c s

St a t i o n a r y B i k e (Se a t ) T o r s o A e r o b i c s

T r e a d m i l l ^^ ^K H a n d s A e r o b i c s

E x e r c i s e / S t r e t c h i n g M a t T o r s o C a l i s t h e n i c s

B u t t e r f l y P r e s s M a c h i n e
* H a n d s S t r e n g t h

B u t t e r f l y P r e s s M a c h i n e
* T o r s o St r e n g t h

T a b l e 2 6 : D e s c r i p t i o n s o f S a m p l e s t h a t w e r e f o u n d t o b e p o s i t i v e f o r M R SA . S t r a i n

t y p i n g b y P F G E a n a l y s i s i n d i c a t e s s i m i l a r i t y b e t w e e n i s o l a t e s f r o m d i f f e r e n t

s a m p l e s . S t r a i n t y p e s w i t h a s u b s c r i p t e d n u m e r a l a r e
" P r o b a b ly r e l a t e d

"
t o t h e

i s o l a t e w i t h t h e s a m e l e t t e r .

* T h e s e s a m p l e s a r e f r o m t h e s a m e p i e c e o f e q u i p m e n t

A c o m p a r i s o n b e t w e e n t h e m e d i a n L o g i o t r a n s f o r m e d c o u n t s f o r a l l 5 . a u r e u s

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

p r e v a l e n c e o f M R SA i s p r e s e n t e d i n F i g u r e 16 . A c o m p a r i s o n b e t w e e n t h e p r e v a l e n c e o f

a l l S a u r e u s a n d M R SA a m o n g a l l g r o u p s o f s a m p l e s i s p r e s e n t e d i n F i g u r e 1 7 . T h e r e

w a s n o o b s e r v e d c o r r e l a t i o n b e t w e e n t h e p r e v a l e n c e o f M R SA a n d e i t h e r m e d i a n S

a u r e u s c o u n t s o r p r e v a l e n c e o f 5
'

a u r e u s .
F i gu r e 18 s h o w s t h e d i s t r i b u t i o n o f l o g i o

t r a n s f o r m e d c o u n t s i n S . a u r e u s - p o s i t i v e s a m p l e s t h a t w e r e l a t e r c o n f i r m e d a s M R SA a n d

t h o s e f o u n d t o b e M S SA (n o n - M R SA ) . T h e r e w a s n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e
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m e d i a n c f u c o u n t s o f M R SA a n d o n l y M S SA p o s i t i v e s a m p l e s , b a s e d o n a M a n n -

W h i t n e y U t e s t (p = 0 . 2 7 3 1 ) .

<
t o

O

0 )

c

1 6 0 0 %

1 4 0 0 %

1 2 0 0 %

1 0 0 0 %

8 0 0 %

I 6 0 0 %

4 0 0 %

2 0 0 %

0 0 0 8 5

♦ ♦

0 0 0 %

0 0 0 0 2 0 0 4 0 0 6 0 0 8 0 1 0 0 1 2 0 1 4 0 1 6 0

M e d i a n S. a u r e u s Lo g {c f u ) c o u n t

F i g u r e 1 6 : C o r r e l a t i o n b e t w e e n M e d i a n L o g t r a n s f o r m e d c f u c o u n t s f o r a l l s a m p l e s

p o s i t i v e f o r S . a u r e u s p e r c a t e g o r y a n d p r e v a l e n c e o f M R S A f r o m e a c h c a t e g o r y

1 2 0 0 %

1 0 0 0 %

<

I 8 0 0 %

O

S 6 0 0 %
c

> 4 0 0 %
I-

a .

2 0 0 %

0 0 0 %

R^ = 0 0 3 7 3

0 % 1 0 % 2 0 % 3 0 % 4 0 % 5 0 % 6 0 % 7 0 % 8 0 %

P r e v a l e n c e o f S . a u r e u s

F i g u r e 1 7 : C o r r e l a t i o n b e t w e e n t h e P r e v a l e n c e o f a l l S . a u r e u s a n d M R S A f r o m
e a c h c a t e g o r y
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D )
O

4 - 1

3 -

2 -

1 -

<^
' '

#
. o
^

F i g u r e 18 : B o x - a n d - W h i s k e r P l o t o f c f u c o u n t s i n S . a u r e u s - p o s i t h e s a m p l e s t h a t

w e r e f o u n d t o b e e i t h e r p o s i t i v e o r n e g a t i v e f o r M R SA (W h i s k e r s a r e M i n t o M a x )

2
. T i m e - S e r i e s A n a l y s i s o f 5 . fl H r ^ « s / M R S A l o a d i n g o n G y m

E q u i p m e n t

T h e v a r i a b i l i t y o f M R SA / M S SA c o n t a m i n a t i o n o n e n v i r o n m e n t a l s u r f a c e s i n

e x e r c i s e f a c i l i t i e s w i t h r e p e a t e d s a m p l i n g o v e r t im e w a s i n v e s t i g a t e d . I n T a b l e 2 5 i s

s u m m a r i z e d t h e e q u i p m e n t i n c l u d e d i n t h i s e x p e r i m e n t
,
t h e t i m e p o i n t s a t w h i c h t h e s e

e q u i p m e n t p i e c e s w e r e p o s i t i v e f o r S a u r e u s a n d M R SA
,
a n d t h e l o g i o t r a n s f o r m e d c fu

c o u n t s f r o m e a c h p o s i t i v e s a m p l e . I n F i g u r e 2 1 i s s h o w n t h e d i s t r i b u t i o n o f 5 a u r e u s a n d

M R SA c fu d a t a f r o m e a c h s a m p l i n g t i m e p o i n t . S . a u r e u s w a s d e t e c t e d a t e a c h t im e

p o i n t , w i t h 2 t o 7 s a m p l e s o u t o f 1 0 p o s i t i v e . M R SA w a s d e t e c t e d o n e q u i p m e n t s u r f a c e s

o n a l l 3 d a y s o f s a m p l i n g . O n l y o n c e w a s t h e s a m e p i e c e o f e q u i p m e n t p o s i t i v e f o r

M R SA a t b o t h m o r n i n g a n d a f t e r n o o n s a m p l i n g t im e p o i n t s
,
w h i c h o c c u r r e d o n a b a r b e l l
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b e n c h o n d a y 2 . I n F i g u r e 1 9 i s a s u m m a r y o f 5 . a u r e u s a n d M R SA p r e v a l e n c e f o r e a c h

t im e p o i n t
,
a n d i n F i g u r e 2 0 i s a s u m m a r y o f t h e s e d a t a g r o u p e d p e r m o r n i n g / a f t e r n o o n

s a m p l i n g t im e s f o r a l l 3 s a m p l i n g d a y s c o m b i n e d a n d c o m b i n e d m o r n i n g a n d a f t e r n o o n

d a t a c o m b i n e d f o r e a c h o f t h e 3 s a m p l i n g d a y s T h e m e d i a n v a l u e f r o m e a c h c o m p a r i s o n

o f d a y s o r b e tw e e n a l l m o r n i n g a n d a f t e r n o o n s a m p l e s w e r e fo u n d t o n o t b e s t a t i s t i c a l l y

s i gn i f i c a n t b y a M a n n - W h i t n e y U t e s t .

M o r n i n g A f t e r n o o n M o r n i n s A f t e r n o o n M o r n i n g A f t e r n o o nS a m p l e D e s c r i p t i o n

3 . 15 8 0 . 7 3 2B a r b e l l B e n c h

B a r b e l l B e n c h

2 . 2 7 6B a r b e l l B e n c h

2 . 4 9 8B a r b e l l B e n c h

2 . 9 1 8 0 . 2 1 0 0 9 13 1 . 3 1 6B a r b e l l B e n c h

2 . 0 6 8 0 .
2 10 m i MkA r m C u r l M a c h i n e

T r i c e p s P r e s s M a c h i n e

0 2 10 3 . 1 5 8 3 . 1 5 8B u t t e r fl y P r e s s M a c h i n e

0 . 2 10L e g E x t e n s i o n M a c h i n e

0 . 8 4 6L e g C u r l M a c h i n e

Ta b l e 2 7 : L i s t o f S a m p l e s f r o m T im e - S e r i e s A n a l y s i s E x p e r i m e n t ( n u m b e r s a r e

L o g i o C F U '
s o f S . a u r e u s d e t e c t e d . R e d C e l l s a r e S a m p l e s t h a t w e r e f o u n d t o b e

p o s i t i v e f o r M R SA )

T a b l e 2 8 s h o w s th e P F G E s t r a i n t y p e o f e a c h M R S A i s o l a t e f r o m t h i s e x p e r i m e n t .

S t r a i n s i s o l a t e d a c r o s s d a y s v a r i e d . O n e c l u s t e r o f i s o l a t e s f r o m D a y 2 w e r e s im i l a r t o

e a c h o t h e r ( St r a i n H ) .
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S a m p l e D e s c r i p t i o n M o r n i n g A f t e r n o o n A f t e r n o o nM o r n i n M o r n i n g A f t e r n o o n

ssswB a r b e l l B e n c h

B a r b e l l B e n c h

B a r b e l l B e n c h

B a r b e l l B e n c h

B a r b e l l B e n c h

A r m C u r l M a c h m e

T r i c e p s P r e s s M a c h m e

B u t t e r f l y P r e s s M a c h i n e

L e g E x t e n s i o n M a c h i n e

L e g C u r l M a c h i n e

T a b l e 2 8 : P F G E a n a l y s i s o f M R SA i s o l a t e s o b t a i n e d d u r i n g t h e T i m e S e r i e s

A n a l y s i s E x p e r i m e n t . S t r a i n s w i t h s u b s c r i p t e d n u m e r a l s a r e
"
p r o b a b l y r e l a t e d "

t o

t h e s t r a i n w i t h t h e s a m e l e t t e r . S t r a i n s w i t h s u b s c r i p t e d l e t t e r s a r e o n l y
"

p o s s i b l y
r e l a t e d

"
( i . e . h a v e 3 t o 6 b a n d s d i f f e r e n t f r o m t h e s t r a i n o f t h e s a m e l e t t e r )

I S a u r e u s b M RSA

7 0 0 % 7 0 0 %

2 0 0 %

H o 0 %

5 0 0 %

D a y l D a y l D a y 2 D a y 2 D a y 3 D a y 3

M o r n i n g A ft e r n o o n M o r n i n g A f t e r n o o n M o r n i n g A ft e r n o o n

F i g u r e 1 9 : P r e v a l e n c e o f 5 . a u r e u s a n d M R SA o n 10 s u r f a c e s i n a n e x e r c i s e f a c i l i t y
o v e r t i m e
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I S a u r e u s b M R SA

5 6 7 %

A l l M o r n i n g A l l A f t e r n o o n

6 0 0 % 6 0 0 %

3 5 0 %

1 0 0 %

2 5 0 %

D a y l D a y 2 D a y 3

F i g u r e 2 0 : P r e v a l e n c e o f 5 . a u r e u s a n d M R SA o n s u r f a c e s f r o m T i m e - S e r i e s

A n a l y s i s e x p e r i m e n t g r o u p e d b y S a m p l i n g T i m e o r D a y

4 -
1

LL

O
O )
O

1 -

I

T

/
•
"*

/
"

/ "

x P
"
^

/
*

,<
/

/ ^
^
' ^ / ^

^ -
"
^ y /

F i g u r e 2 1 : B o x a n d W h i s k e r p l o t o f d i s t r i b u t i o n o f c o l o n y f o r m i n g u n i t s o f 5
"

. a u r e u s

f r o m t h e T i m e - Se r i e s A n a ly s i s a t e a c h s a m p l i n g t i m e p o i n t (w h i s k e r s a r e m i n t o

m a x )
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I X . D i s c u s s i o n

A . O v e r v i e w

I n t h i s s t u d y ,
S a u r e u s a n d M R S A w e r e i s o l a t e d f r o m e n v i r o n m e n t a l s u r f a c e s

w h i c h a r e f r e q u e n t l y i n c o n t a c t w i t h p e o p l e s
'

h a n d s a n d s k i n i n r e c r e a t i o n a l e x e r c i s e

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

i n d i v i d u a l s .
T h e s e r e s u l t s a r e n o v e l b e c a u s e t h e r e a r e f e w s t u d i e s i n t h e l i t e r a t u r e t h a t

r e p o r t i s o l a t i o n o f t h e s e p a t h o g e n s f r o m t h i s t y p e o f e n v i r o n m e n t . G o l d h a m m e r e t a l .

2 0 0 6 a t t e m p t e d t o r e c o v e r t h e s e o r g a n i s m s f r o m tw o e x e r c i s e f a c i l i t i e s o n a m i l i t a r y b a s e

bu t d i d n o t r e c o v e r y a n y S. a u r e u s o r M R SA (2 9 ) . O f t h e 8 e x e r c i s e f a c i l i t i e s i n c l u d e d i n

t h i s s t u d y ,
a l l h a d f r e q u e n c i e s o f 5 a u r e u s s u r f a c e c o n t a m i n a t i o n r a n g i n g f r o m 19 . 2

t o 7 2% a n d 5 h a d l o w MR SA p r e v a l e n c e o n s a m p l e d s u r f a c e s r a n g i n g f r o m 1 . 7 - 1 0 % . T h e

p r e v a l e n c e o f M R SA f o r a l l s t u dy s a m p l e s w a s 4 . 5 % . T h e s e r e s u l t s a r e s im i l a r t o t h o s e

o f h e a l t h c a r e s e t t i n g s ,
f o r w h i c h r e p o r t e d p r e v a l e n c e o f M R SA o n s u r f a c e s r a n g e d f r o m

0%i t o 64 %) w i t h g r e a t v a r i a t i o n a m o n g fa c i l i t i e s . T h e p e r c e n t a g e o f s u r f a c e s p o s i t i v e f o r

M R SA i n t h i s c o m m u n i t y s t u d y i s h i g h e r t h a n f o u n d i n m a n y p r e v i o u s c o m m u n i t y

s t u d i e s .
I n p r e v i o u s s t u d i e s o f c o m m u n i t y s e t t i n g s ,

f o u r o f s i x f o u n d n o M R SA o n t h e

f o l l o w i n g s u r f a c e s : v a r i o u s s u r f a c e s a t a l a r g e u r b a n u n i v e r s i t y (9 ) ,
e q u i p m e n t i n g y m s o n

a m i l i t a r y b a s e (3 1 ) , h a n d r a i l i n g s i n p u b l i c t r a n s p o r t a t i o n v e h i c l e s (7 2 ) a n d t e l e p h o n e s a t

a h i g h s c h o o l ( 8 5 ) . C o m m u n i t y s e t t i n g s t u d i e s w h i c h h a v e r e p o r t e d p o s i t i v e M R SA

fi n d i n g s f o u n d a p r e v a l e n c e o f 8 . 3 %) o n c o m p u t e r k e y b o a r d s i n u n i v e r s i t y c o m p u t e r l a b s

(4 1), a n d 1 34 %o o n h o u s e h o l d s u r f a c e s c o l l e c t e d f r o m 3 5 f a m i l y d o m i c i l e s (6 7 ) .

7 2

NEATPAGEINFO:id=7D763943-5059-4CA7-9E3E-D3165E240959

NEATPAGEINFO:id=ECFA32CA-8205-4912-B1DE-E492E0126D9A



I s o l a t i o n o f M R S A fr o m e q u i p m e n t a n d o t h e r s u r f a c e s i n s i d e t h e s e p u b U c

r e c r e a t i o n a l e x e r c i s e f a c i l i t i e s i n t h e a b s e n c e o f a n y r e p o r t e d M R SA - r e l a t e d d i s e a s e

o u t b r e a k s s u g g e s t s a n e e d f o r e f f e c t i v e m e a s u r e s t o p r o t e c t a g a i n s t t r a n s m i s s i o n b y

s h a r e d u s e o f e q u i p m e n t w i t h i n t h e s e f a c i l i t i e s R e c o m m e n d e d c o n t r o l m e a s u r e s i n c l u d e

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

a p p r o p r i a t e p e r s o n a l hy g i e n e p r a c t i c e s b y u s e r s o f t h e s e f a c i l i t i e s . F u r t h e r m o r e
,
i t i s

l i k e l y t h a t t h e c o n t a m i n a t i o n r a t e s o b s e r v e d i n t h i s a n d s i m i l a r s t u d i e s a r e u n d e r - e s t i m a t e s

o f t h e a c t u a l r a t e s o f M R SA p r e v a l e n c e a n d c o n c e n t r a t i o n s d u e t o t h e l o w r e c o v e r y

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

B . P h a s e I

T h e r e s u l t s f r o m i n i t i a l s am p l i n g o f e x e r c i s e f a c i l i t y s u r f a c e s s h o w e d th a t o t h e r

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

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

m i c r o o r g a n i s m s i n d i c a t e s t h a t S . a u r e u s / M R SA s a m p l i n g a n d r e c o v e r y m e th o d s n e e d t o

n o t o n l y e n h a n c e t h e r e c o v e r y o f t h e s e t a r g e t b a c t e r i a bu t a l s o s u p p r e s s t h e m a j o r i t y o f

b a c k g r o u n d m i c r o b e s p r e s e n t . O f t h e r e l a t i v e l y s m a l l n u m b e r (n = 10 ) o f s a m p l e s w e r e

t a k e n d u r i n g th i s i n v e s t i g a t i o n ,
o t h e r St a p hy l o c o c c u s s p e c i e s

,
a s w e l l a s . St r e p t o c o c c u s

s p e c i e s
, g r a m - n e g a t i v e b a c i l l i

,
i n c l u d i n g P r o t e u s

,
a n d G r a m -

p o s i t i v e b a c i l l i , i n c l u d in g

B a c i l l u s s p e c i e s w e r e r e c o v e r e d f r o m a l l o f t h e s e s u r f a c e s
,
m a k i n g i t d i f fi c u lt t o r e c o v e r

t h e t a r g e t o r g a n i s m s . O n l y 2 c o l o n i e s o f 5 a u r e u s w e r e i s o l a t e d f r o m 2 o f t h e s u r f a c e

s a m p l e s i n t h i s i n i t i a l a n a l y s i s .

T h e p r e s e n c e o f a r a n g e o f d i f f e r e n t e n v i r o n m e n t a l b a c t e r i a o n e n v i r o n m e n t a l

s u r f a c e s i s c o m m o n a n d th e u s e o f v a r i o u s m e d i a t o s e l e c t f o r S a u r e u s a n d t o
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d i f f e r e n t i a t e t h i s o r g a n i s m d u r i n g c u l t u r e i s r o u t i n e i n c l i n i c a l a n d i n d u s t r i a l f o o d

p r o d u c t i o n s e t t i n g s . M o s t o f t h e l i t e r a t u r e o n e n v i r o n m e n t a l s a m p l i n g f o r 5 .
a u r e u s a n d / o r

M R SA d o e s n o t a d d r e s s t h e i s s u e o f i n t e r f e r e n c e f r o m b a c k g r o u n d b a c t e r i a
,
f o r e x a m p l e ,

r e f e r e n c e s 2 a n d 9
,
u s e d o n l y m i n i m a l l y s e l e c t i v e m e d i a f o r t h e r e c o v e r y o f t h i s t a r g e t

o r g a n i s m . T h i s m a y n o t a d e q u a t e l y p r e v e n t t h e gr o w t h o f o t h e r m i c r o o r g a n i s m s

c o m m o n l y f o u n d o n e n v i r o n m e n t a l s u r f a c e s
,
a n d m a y i n t e r f e r e w i t h r e c o v e r y o f 5'

.

a u r e u s a n d M R SA .

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

S . a u r e u s a n d M R SA d o n o t u s e m e t h o d s t o e n h a n c e t h e n u m b e r s o f t a r g e t o r g a n i s m o r

s e l e c t i v e l y r e c o v e r S a u r e u s . T y p i c a l m e t h o d s u s e d i n t h e s e s t u d i e s u t i l i z e a s w a b b i n g

p r o t o c o l w h e r e o r g a n i s m s a r e p u t i n t o s a l i n e o r w a t e r a n d t h e n t r a n s f e r r e d d ir e c t l y t o

m i n i m a l l y s e l e c t i v e a g a r m e d i a . I n t h i s s t u dy ,
a s e l e c t i v e m e d i u m

,
T S B w i t h 10 % N a C l

a n d 1% N a p y r u v a t e
,
w a s u s e d t o i n c r e a s e S . a u r e u s l MR S>A n u m b e r s i n s a m p l e s b y

e n r i c h m e n t c u l t u r e
,
a n d a d d i t i o n a l s e l e c t i v e a n d d i f f e r e n t i a l m e d i a s p e c i fi c a l l y d e s i g n e d

f o r t h e r e c o v e r y o f 5 . a u r e u s w e r e u s e d f o r s u b s e q u e n t c o l o n y i s o l a t i o n . M o s t o t h e r

i n v e s t i g a t i o n s r e p o r t e d i n t h e l i t e r a t u r e d i d n o t i n c o r p o r a t e t h e s e r e c o v e r y m e th o d s
,
w h i c h

m a k e s t h e m l e s s t i m e i n t e n s i v e i n t e r m s o f s a m p l e p r o c e s s i n g ,
b u t p r o b a b l y c a u s e s

s y s t e m a t i c u n d e r - e s t im a t i o n o f t h e s e o r g a n i s m s o n e n v i r o n m e n t a l s u r f a c e s
.

C . P h a s e I I

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

u s i n g t e s t s u r f a c e s r e p r e s e n t a t i v e o f t h o s e f o u n d i n e x e r c i s e f a c i l i t i e s a s w e l l a s i d e a l iz e d

(h a r d
,
f l a t

,
n o n - p o r o u s ) s u r f a c e s . T h e i n v e s t i g a t e d s a m p l i n g d e v i c e s i n c l u d e d Po l y e s t e r

Sw a b s ,
M a c r o f o a m S w a b s

,
P o l y e s t e r - R a y o n B l e n d G a u z e W i p e s , a n d Sw i f f e r

^ *̂ W i p e s
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(E l e c t r o s t a t i c w i p e s ) . S a m p l i n g e f f i c i e n c i e s w e r e l o w (l e s s t h a n 2 0 % ) f o r a l l s a m p l i n g

d e v i c e s a n d s u r f a c e s t e s t e d .
T h e m e a n s a m p l i n g e f fi c i e n c i e s f o r t h e s e d e v i c e s r a n g e d

f r o m - 5 - 15% f o r t h e h i g h e r i n o c u l u m l e v e l o n r e p r e s e n t a t i v e s u r f a c e
,

- 0 . 5 - 5 % f o r a l l

i n o c u l a l e v e l s o n m e t a l c o u p o n s
,
a n d - 0 . 1 - 1% o n m e t a l c o u p o n s w h e n u s i n g a q u a n t a l

M PN m e t h o d t o e v a l u a t e b a c t e r i a l l e v e l s . G a u z e w i p e s d i s p l a y e d th e h i g h e s t m e a n

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

w e r e l o w (n = 3 ) a n d r e c o v e r y e f fi c i e n c i e s a m o n g d e v i c e s w e r e n o t s i g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t .

T h e h i g h d e g r e e o f v a r i a b i l i t y o b s e r v e d i n r e c o v e r y e f fi c i e n c i e s m a d e it d i f fi c u l t t o

i d e n t i fy a p r e f e r r e d m e t h o d . G a u z e w i p e s w e r e c h o s e n f o r e n v i r o n m e n t a l s a m p l i n g

b e c a u s e o f t h e y h a d th e p r a c t i c a l a d v a n t a g e s o f e a s e o f u s e
,
a v a i l a b i l i t y o f p r e

- s t e r i l i z e d

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

,
a n d a b i l i t y t o

s a m p l e a l a r g e s u r f a c e a r e a q u i c k l y

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

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

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

p r e v i o u s l y r e p o r t e d e f fi c i e n c i e s f o r s w a b b i n g - b a s e d m e t h o d s (5 0 , 5 2 ) ,
a l t h o u g h t h e

a v a i l a b l e l i t e r a t u r e i s s m a l l . F r o m t h e r e s u l t s o f t h i s i n v e s t i g a t i o n
,
i t w a s c o n c l u d e d t h a t

f a c t o r s s u c h a s w e t t i n g s o l u t i o n u s e d a n d e x c e s s i v e r e t e n t i o n (i n e f fi c i e n t r e l e a s e ) o f

o r g a n i s m s t a k e n u p b y t h e s a m p l i n g d e v i c e w e r e n o t m a j o r c o n t r i b u t o r s t o t h e o v e r a l l

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

s o l u t i o n s e v a l u a t e d w e r e n o t s t a t i s t i c a l l y d i f f e r e n t i n p e r f o rm a n c e a n d - 10 0% o f

i n o c u l a t e d o r g a n i s m s a p p l i e d d i r e c t l y t o a l l s a m p l i n g d e v i c e s c o u l d b e r e c o v e r e d Sim i l a r

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

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

(5 2 ) .

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

a p p r o x i m a t e l y 8 0 - 90% (n = 6 f o r e a c h o f 2 t r i a l s ) o f o r g a n i s m s i n o c u l a t e d o n t o t h e t e s t

s u r f a c e s w e r e im m e d i a t e ly u n r e c o v e r a b l e . T h e r e a s o n s f o r t h i s f i n d i n g w e r e n o t

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

,
l o s s o f

c u l t u r a b i l i t y ,
o r l o s s e s i n s u b s e q u e n t s a m p l e p r o c e s s i n g s t e p s . P r e v i o u s s t u d i e s h a v e

d e m o n s t r a t e d t h a t S . a u r e u s / M R SA c a n s u r v i v e f r o m h o u r s t o m o n t h s o n c o m m o n

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

o r g a n i s m s a n d t h e y d o n o t p r e s e n t q u a n t i t a t i v e d a t a o n o r g a n i s m l o s s o v e r t i m e (3 7 ,
4 2

,

5 1
,
7 9 ) ,

w h i c h m a k e s i t d i f fi c u l t t o e v a lu a t e t h e r o l e o f b a c t e r i a l i n a c t i v a t i o n o n s u r f a c e s

i n r e l a t i o n t o l o w r e c o v e r y e f f i c i e n c y .

O v e r a l l r e s u l t s s u g g e s t t h a t e n v i r o n m e n t a l r e c o v e r y o f 5
'

a u r e u s u s i n g t h e

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

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

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

e n v i r o n m e n t a l s u r f a c e s O u r fi n d i n g s s u g g e s t t h a t t h e r e s u l t s o b t a i n e d f o r t h e

e n v i r o n m e n t a l l e v e l s o f S a u r e u s a n d M R SA o n e n v i r o n m e n t a l s u r f a c e s i n t h i s a n d o t h e r

s t u d i e s a r e l i k e l y u n d e r e s t im a t e s o f t h e t r u e l e v e l s du e t o t h e i n a b i l i t y o f t h e s e t y p e s o f

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

O u r c o n c l u s i o n s a b o u t s a m p l i n g e f fi c i e n c i e s o f t h e s e d e v i c e s a n d th e q u e s t i o n

a b o u t t h e fa t e o f i n o c u l a t e d o r g a n i s m s o n o u r t e s t s u r f a c e s a r e b a s e d u p o n a f a i r l y l i m i t e d
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i n v e s t i g a t i o n o f t h e s e f a c t o r s . I n c l u d i n g o t h e r m e t h o d s f o r e v a l u a t i n g t h e n u m b e r s o f

r e m a i n i n g v i a b l e o r g a n i s m l i k e r e - s a m p l i n g e a c h t e s t s u r f a c e , u t i l i z i n g a d d i t i o n a l c u l t u r e

m e t h o d s l i k e a p p l y i n g a g a r t o e a c h t e s t s u r f a c e a f t e r s a m p l i n g t o e n u m e r a t e r e m a i n i n g

b a c t e r i a
,
o r u t i l i z i n g m o l e c u l a r m e t h o d s l i k e P C R a n a l y s i s m a y h a v e p r o v i d e d a d d i t i o n a l

a n d m o r e r i g o r o u s i n f o r m a t i o n a b o u t t h e c o l o n y f o r m i n g u n i t l e v e l s o f o u r t e s t o r g a n i s m

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

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

D . P h a s e I I I

I n t h i s s t u dy t h e p r e v a l e n c e o f s u r f a c e c o n t a m i n a t i o n w i t h S a u r e u s f r o m a l l

f a c i l i t i e s r a n g e d f r o m 19 . 2 % t o 7 2% . M R SA p r e v a l e n c e w i t h i n e a c h s i t e r a n g e d f r o m 0 -

1 0 % f o r s u r f a c e s s a m p l e d ,
w i t h 5 o f 8 f a c i l i t i e s h a v i n g a t l e a s t o n e s u r f a c e p o s i t i v e f o r

M R SA T h e o v e r a l l p r e v a l e n c e o f M R SA o n a l l s u r f a c e s s am p l e d i n a l l 8 e x e r c i s e

f a c i l i t i e s w a s 4 . 8 % ( 14 o f 2 92 t o t a l s a m p l e s f r o m a l l f a c i l i t i e s ) . T h e t y p e o f e q u i p m e n t

w i t h th e h i g h e s t p r e v a l e n c e o f M R SA w a s t h e C a l i s t h e n i c s g r o u p ( 1 1 . 4 %) o r 4 o f 3 5

s a m p l e s ) .
M e d i a n c o l o n y f o r m i n g u n i t s o f S a u r e u s r e c o v e r e d o n p o s i t i v e s u r f a c e s w a s

0 . 9 0L o g i o . C o l o n y c o u n t s a c r o s s a l l s u r f a c e s d i s p l a y e d a l a r g e d e g r e e o f v a r i a b i l i t y ,
w i t h

c o l o n y f o r m i n g u n i t s o n s o m e s u r f a c e s a b o v e t h e a s s a y d e t e c t i o n l i m i t s (> 3 . I 6 L o g i o

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

f o r m i n g u n i t s r e c o v e r e d :

1. b e t w e e n e a c h f a c i l i t y

2 . b e t w e e n e a c h g r o u p o f e x e r c i s e e q u i pm e n t

3 . b e t w e e n s u r f a c e s w h i c h w e r e p o s i t i v e f o r M R SA a n d t h o s e n e g a t i v e f o r

M R SA b u t p o s i t i v e f o r M S SA .
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Su r f a c e s h a v i n g c o n t a c t w i t h t h e u s e r s t o r s o h a d a h i g h e r m e d i a n c f u c o u n t

( 1 3 3 L o g i o ) f o r S . a u r e u s t h a n t h o s e h a v i n g c o n t a c t w i t h t h e u s e r
'

s h a n d s (0 7 9 L o g i o )

(M a n n - W h i t n e y U t e s t
, p

= 0 . 02 6 ) . T h i s d i f f e r e n c e i n m i c r o b e l e v e l m a y b e d i r e c t l y l i n k e d

t o T o r s o c o n t a c t s u r f a c e s h a v i n g h i g h e r s u r f a c e a r e a s t h a n H a n d c o n t a c t s u r f a c e a r e a s . I n

t h i s s t u d y th e m e d i a n c f u c o u n t s i n r e l a t i o n t o s u r f a c e a r e a w a s n o t d i r e c t l y e x a m i n e d

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

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

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

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

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

n u mb e r o f s a m p l e s w e c o u l d o b t a i n e v e n fu r t h e r d u e t o t im e c o n s t r a i n t s .

A t im e - s e r i e s a n a l y s i s o f M R SA c o n t a m i n a t i o n o n 10 s u r f a c e s s u g g e s t s t h a t t h e

r a t e s a n d l e v e l s o f c o n t a m i n a t i o n o f t h e s e o r g a n i s m s v a r y a n d a r e t r a n s i e n t
,
i n t h a t t h e y

d o n o t p e r s i s t o v e r t im e o r c h a n g e i n a p r e d i c t a b l e m a rm e r . R e c e n t c o n t a m i n a t i o n b y

c o l o n i z e d i n d i v i d u a l s m a y b e t h e p r i m a r y d r i v e r o f c o n t a m i n a t i o n
,
b u t t h e s p e c i f i c u s e r -

r e l a t e d r e a s o n s f o r d i f f e r e n c e s i n m i c r o b e o c c u r r e n c e a n d l e v e l w e r e n o t i n v e s t i g a t e d .

P u l s e d - F i e l d G e l E l e c t r o p h o r e s i s a n a l y s i s o f M R SA i s o l a t e s o b t a i n e d d u r i n g t h e

e n v ir o n m e n t a l s a m p l i n g p h a s e a n d t im e - s e r i e s a n a l y s i s e x p e r i m e n t s s h o w s t h a t

c o n t a m i n a t i n g s t r a i n s o f M R SA o n th e s e t y p e s o f s u r f a c e s a r e d i v e r s e . S o m e s im i l a r i t i e s

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

s im i l a r i t i e s a r e u n c l e a r . T h e m o s t s t r i k i n g s im i l a r i t y w a s o b s e r v e d b e tw e e n s o m e o f t h e

i s o l a t e s f o u n d a t b o t h L a r g e U n i v e r s i t y S t u d e n t E x e r c i s e f a c i l i t i e s . T h e s e f a c i l i t i e s

s h o u l d n o t s h a r e a l a r g e p r o p o r t i o n o f p a t r o n s
,
b u t a r e r e l a t i v e l y c l o s e t o e a c h o t h e r a n d
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t h e s e U n i v e r s i t i e s m a y s h a r e a s m a l l n u m b e r o f s t u d e n t s . F i n d i n g s im i l a r i s o l a t e s f r o m

t h e s e s i t e s m a y i n d i c a t e t h a t t h e c o m m u n i t y o f s t u d e n t s o f c o l l e g e a g e i n t h i s a r e a s h a r e

c o m m o n s t r a i n s o f M R SA A n e p i d e m i o l o g i c a l a n a l y s i s o f t h e M R S A s t r a i n s i n t h e l o c a l

c o m m u n i t y m a y a d d r e s s t h i s q u e s t i o n .

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

t h a t w e r e s a m p l e d du e t o t im e l im i t a t i o n s a n d d i f fi c u l t i e s i n f a c i l i t y r e c r u i tm e n t

P r o p o s e d s a m p l i n g o f e n v i r o n m e n t a l s o u r c e s f o r M R S A i n c o m m e r c i a l e x e r c i s e f a c i l i t i e s

c r e a t e d f e a r s a b o u t n e g a t i v e p u b l i c i t y r e s u l t i n g f r o m p o t e n t i a l M R SA fi n d i n g s ,
a n d h e n c e

w a s a p r o b l e m e n c o u n t e r e d i n r e c r u i tm e n t . A d d i t i o n a l l y ,
t h i s s t u d y i s l i m i t e d d u e t o t h e

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

d e v i c e / m e t h o d im p o s e d . I n f u t u r e s t u d i e s
,
t h e a d d i t i o n o f m o r e r i g o r o u s s a m p l i n g

m e th o d s o r a l t e r n a t i v e t e s t i n g m e t h o d s l i k e P C R - b a s e d t e c h n i q u e s m a y b e u s e f u l i n

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

s u r f a c e s .

P r e v i o u s s e a r c h e s f o r M R SA i n t h e c o m m u n i t y s e t t i n g h a v e y i e l d e d m o s t l y

n e g a t i v e fi n d i n g s (7 ,
2 9

,
7 0

,
8 3 ) ; h o w e v e r

,
o n e s t u d y f o u n d 8 . 3% o f c o m p u t e r k e y b o a r d s

i n s i d e u n i v e r s i t y c o m p u t e r l a b s ( 3 9) w e r e c o n t a m i n a t e d w i th M R SA
,
a n d i n a n o t h e r

s t u d y 1
. 3 4% o f h o u s e h o l d s u r f a c e s w e r e c o n t a m i n a t e d (2 6% o f a l l h o u s e h o l d s h a d a t

l e a s t o n e p o s i t i v e s u r f a c e ) (6 6 ) . P r e v a l e n c e o f M R S A c o n t a m i n a t i o n f o u n d o n

e n v i r o n m e n t a l s u r f a c e s f r o m i n v e s t i g a t i o n s i n s i d e h o s p i t a l s r a n g e f r o m 0 t o 6 4 % (S e e

T a b l e 6 a n d T a b l e 7 ) . T h e o n l y o t h e r k n o w n i n v e s t i g a t i o n c o n d u c t e d i n e x e r c i s e f a c i l i t i e s

di d n o t d i s c o v e r a n y S a u r e u s ; a l t h o u g h ,
o n l y 2 f a c i l i t y s i t e s w e r e i n c l u d e d i n t h i s s t u d y

a n d o n l y 2 0 s a m p l e s w e r e t a k e n d u r i n g t h e s u r v e i l l a n c e p h a s e o f t h i s s t u d y (2 9 ) . T h e r e
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w e r e m o r e s a m p l e s ,
2 92

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

S a u r e u s a n d M R SA i n t h i s c u r r e n t i n v e s t i g a t i o n t h a t w e r e n o t u s e d i n t h e p r e v i o u s

s t u dy T h e s e d i f f e r e n c e s m a y h a v e c o n t r i b u t e d t o t h e n e g a t i v e fi n d i n g s o f t h e p r e v i o u s

s t u dy .

C o m p a r i s o n s b e t w e e n t h i s c u r r e n t s t u d y a n d p r e v i o u s c o m m u n i t y - b a s e d s t u d i e s i s

c h a l l e n g i n g b e c a u s e m o s t o f t h e e x i s t i n g l i t e r a t u r e d o e s n o t p r e s e n t q u a n t i t a t i v e d a t a o n

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

i n s t e a d p r e s e n t i n g o n l y p r e s e n c e / a b s e n c e d a t a . I n v e s t i g a t i o n s c o n d u c t e d i n t h e h e a l t h c a r e

e n v i r o n m e n t a r e m o r e l i k e l y t o p r e s e n t q u a n t i t a t i v e d a t a
,
a n d b e b a s e d o n a s t a n d a r d i z e d

s a m p l i n g a r e a O n e s t u d y c o n d u c t e d o n p a t i e n t r o o m d o o r h a n d l e s fo u n d b e tw e e n 1 a n d

2 . 6 x 1 0
" *

c f u o f M S SA a n d u p t o 6x 1 0
^
c f u o f M R SA o n t h e s e s u r f a c e s . F u r t h e r m o r e

, t h e

d i s t r i b u t i o n o f m i c r o b e c o u n t s f o l l o w e d r o u g h ly t h e d i s t r i b u t i o n o b s e r v e d i n t h i s c u r r e n t

i n v e s fi g a t i o n (i . e . 3 8 o f 5 3 c f u c o u n t s f r o m p a t i e n t r o o m d o o r h a n d l e s w e r e < l L o g i o )

(54 ) .

T h e fi n d i n g s o f t h i s s t u d y s u g g e s t t h a t t h e r e i s p r e v a l e n t S . a u r e u s c o n t a m i n a t i o n

o n e n v i r o n m e n t a l s u r f a c e s i n s i d e r e c r e a t i o n a l e x e r c i s e f a c i l i t i e s . A d d i t i o n a l l y ,
t h e

d e t e c t i o n o f M R SA o n s u r f a c e s i n t h e m a j o r i t y ( 5 o f 8 ) o f t h e f a c i l i t i e s i n v e s t i g a t e d

s u g g e s t s t h a t t h e r e m a y b e s o m e r i s k o f a c q u i r i n g t h i s p a t h o g e n t h r o u g h t h e u s e o f t h e s e

f a c i l i t i e s . T h e e x t e n t t o w h i c h s u c h e x p o s u r e i s l i k e l y t o i n c r e a s e t h e c a r r i a g e r a t e s o f

M R SA i n t h e g e n e r a l p o p u l a t i o n i s u n k n o w n a n d d e s e r v e s f u r t h e r i n v e s t i g a t i o n . B e c a u s e

c o n s e q u e n c e s o f i n f e c t i o n w i t h t h e s e p a t h o g e n s c a n b e s e r i o u s
,
i t i s r e c o mm e n d e d t h a t

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

c o mb a t t h e e n v i r o n m e n t a l s u r f a c e c o n t a m i n a t i o n r i s k s p o s e d b y t h e s e p a t h o g e n s . U s e r s
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o f t h e s e f a c i l i t i e s s h o u l d b e i n s t r u c t e d i n s a f e p e r s o n a l h y g i e n e h a b i t s s u c h a s w i p i n g

d o w n e q u i p m e n t b e f o r e a n d a f t e r u s e a n d s h o w e r i n g p r i o r t o a n d a f t e r e x e r c i s i n g .

E . Su m m a r y a n d Co n c l u s i o n s

L i t t l e i s k n o w n a b o u t t h e r o l e o f e n v i r o n m e n t a l t r a n sm i s s i o n o f 5 *

. a u r e u s lMR S A .

T h e r e i s a n e e d t o b e t t e r u n d e r s t a n d t h e d i s t r i b u t i o n o f t h e s e p a t h o g e n s o n e n v i r o n m e n t a l

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

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

M R SA in b o t h t h e h e a l t h c a r e a n d c o m m u n it y s e t t i n g s
,
b u t i n v e s t i g a t i o n s o f t h e s e

o u t b r e a k s h a v e o f t e n b e e n l im i t e d b y t h e i n a b i l i t y t o fi n d t h e c a u s a t i v e o r g a n i s m s i n t h e

e n v i r o n m e n t a f t e r t h e r e c o g n i t i o n o f t h e o u t b r e a k . (5 ,
9

,
1 1

,
1 6

,
1 7

,
2 0

,
3 6 )

A t t e m p t s a t i n v e s t i g a t i n g M R SA i n t h e e n v i r o n m e n t h a v e e m p l o y e d a v a r i e t y o f

m e t h o d s
,
b u t h a v e o ft e n r e l i e d u p o n s w a b b i n g - b a s e d m e t h o d s . O t h e r m e t h o d s h a v e b e e n

d e v e l o p e d
,
i n c l u d i n g c o n t a c t - b a s e d t e c h n i q u e s ( e . g . c o n t a c t / R o d a c p l a t e s a n d a g a r c o a t e d

d i p - s l i d e s , e t c ) w h i c h h a v e b e e n s h o w n t o b e h i g h l y e f fi c a c i o u s f o r fl a t , n o n - p o r o u s

s u r f a c e s (5 2 ,
5 9 ) . H o w e v e r

,
t h e s e c o n t a c t s am p l i n g m e t h o d s h a v e l i m i t e d a p p Hc a b i l i t y t o

t h e
"
n o n - i d e a l " s u r f a c e s w h i c h m a k e u p t h e m a j o r i t y o f e n v i r o n m e n t a l s u r f a c e s w i t h

w h i c h p e o p l e c o m e i n t o c o n t a c t N e w
,
m o r e a d v a n c e d s a m p l i n g t e c h n i q u e s l i k e

w a s h / r i n s e m e t h o d s
,
v a c u u m s a mp l i n g ,

fi e l d p o r t a b l e s a m p l i n g k i t s a n d o t h e r

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

i n v e s t i g a t i o n s . H o w e v e r
,
s u c h m e t h o d s h a v e n o t b e e n w i d e l y a d o pt e d a s t h e y a r e d i f fi c u l t

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

s u r f a c e a r e a
,
b u t a r e d i f fi c u l t t o u s e f o r c o l l e c t i n g m o r e t h a n j u s t a f e w s a m p l e s a t a t im e
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(2 5) . I n t h i s i n v e s t i g a t i o n
,
o n l y s w a b b i n g b a s e d m e t h o d s w e r e s c r e e n e d f o r f ie l d u s e

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

F r o m t h e r e s u l t s o f s a m p l i n g m e t h o d i n v e s t i g a t i o n s , i t w a s f o u n d t h a t s a m p l i n g

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

n u m b e r s o f t a r g e t o r g a n i s m w h i l e s u p p r e s s i n g t h e o t h e r m i c r o - o r g a n i s m s t h a t a r e p r e s e n t

o n t a r g e t s u r f a c e s .
M a n y p r e v i o u s i n v e s t i g a t o r s o f e n v i r o n m e n t a l S a u r e u s /MR SA d o

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

a g a i n s t b a c k g r o u n d f l o r a w h e n s a m p l i n g f o r M R SA . T h e r e fo r e
, p r e v i o u s i n v e s t i g a t i o n s

o f e n v i r o n m e n t a l M R S A m a y h a v e u n d e r e s t i m a t e d M R SA l e v e l s o n s u r f a c e s d u e t o t h e

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

c o n t a m i n a t e d w i t h o t h e r e n v i r o n m e n t a l m i c r o o r g a n i s m s .
H o w e v e r , t h e e x t e n t t o w h i c h

t h i s p o s s i b i l i t y c o n t r i b u t e d t o t h e r e p o r t e d r e s u l t s i s d i f f i c u l t t o e v a l u a t e f o r t h e e x i s t i n g

l i t e r a t u r e .

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

o f o t h e r r e s e a r c h e r s b a s e d o n e f fi c i e n c i e s o f s w a b b i n g - b a s e d m e t h o d s f o r t h e r e c o v e r y o f

S a u r e u s (~ \ % ) a n d c o n f i r m e d t h a t s u c h m o d i f i c a t i o n s a s c h o i c e o f w e t t i n g a g e n t

r e s u l t e d i n o n l y m i n o r d i f f e r e n c e s i n t h e o v e r a l l l o w r e c o v e r i e s o f t h e s e m e t h o d s (5 0 ,
5 2 ) .

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

a p p r o x i m a t e l y 8 0 - 9 0% o f t h e i n o c u l a t e d b a c t e r i a w e r e u n r e c o v e r a b l e f o r p o o r l y

u n d e r s t o o d r e a s o n s . O u r e v a l u a t i o n o f m i c r o b e s u r v i v a l m a y s u g g e s t t h a t r e c o v e r e d

o r g a n i s m s a r e o n l y t h o s e t h a t 1 ) s u r v i v e d o n t h e s u r f a c e ,
2 ) w e r e n o t l o s t du r i n g t h e

s u b s e q u e n t p r o c e s s i n g s t e p s o f t h e s e p r o c e d u r e s
,
a n d / o r 3 ) r e p r e s e n t t h e n e t e f f e c t s o f r e a l

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

- 0 . 1 - 1% f r o m t h e s a m p l i n g d e v i c e e v a l u a t i o n s o f t h i s s t u d y m a y b e c l o s e r t o 1 - 1 0% i f

9 0% o f t h e i n o c u l u m a p p l i e d t o t h e s u r f a c e l o o s e s c u l t u r a b iH t y . H o w e v e r , t h i s p o s s i b i l i t y

n e e d s f u r t h e r e x p l o r a t i o n u n d e r c o n t r o l l e d l a b o r a t o r y c o n d i t i o n s . I f o b s e r v e d l o s s e s a r e

o c c u r ri n g d u e t o a d s o r p t i o n / d i e - o f f p r o c e s s e s
,
i t i s p o s s i b l e t h a t t h e r e c o v e r a b l e f r a c t i o n

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

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

in v e s t i g a t i o n i n t o t h e s e q u e s t i o n s w i l l n e e d t o b e d o n e i f w e a r e t o b e t t e r u n d e r s t a n d th e

r o l e o f e n v i r o n m e n t a l s u r f a c e s i n t h e o c c u r r e n c e a n d s p r e a d o f p a t h o g e n s l i k e M R SA .

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

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

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

o n t h e s u r f a c e s i n t h e s e f a c i l i t i e s . H o w e v e r
, p e r h a p s t h e f i e l d f i n d i n g s r e p r e s e n t o n l y

t h o s e o r g a n i s m s r e a d i l y t r a n s f e r a b l e t o u s e r s o f t h e s e p i e c e s o f e q u i p m e n t
,
a n d th u s m a y

b e a p p r o p r i a t e e s t im a t e s o f o c c u r r e n c e a n d l e v e l s f o r u s e i n f u t u r e q u a n t i t a t i v e r i s k

a s s e s s m e n t s o f M R S A t r a n s m i s s i o n f r o m s u r f a c e s M a n y o f t h e r e m a i n i n g u n a n s w e r e d

q u e s t i o n s a b o u t s a m p l i n g e f fi c i e n c y n e e d t o b e a d d r e s s e d i n o r d e r t o f u l l y u n d e r s t a n d

w h a t t h e fi n d i n g s o f t h i s a n d o f m a n y o t h e r e n v i r o n m e n t a l i n v e s t i g a t i o n s m e a n i n t e r m s

o f p a t h o g e n e x p o s u r e s a n d t h e i r r i s k s .

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

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

s t u dy s h o w t h a t S . a u r e u s a n d M R SA a r e p r e s e n t o n u s e r c o n t a c t e d s u r f a c e s in s i d e

r e c r e a t i o n a l e x e r c i s e f a c i l i t i e s .
T h e s e f i n d i n g s l e n d s u p p o r t f o r t h e im p l e m e n t a t i o n o f
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r e g u l a r a n d e f f e c t i v e c l e a n i n g p r o t o c o l s i n t h e s e t y p e s o f f a c i l i t i e s (f o r w h i c h t h e r e i s n o

c u r r e n t r e q u i r e d s t a n d a r d ) ,
a n d t h e n e e d t o e du c a t e t h e p u b l i c a b o u t t h e u s e o f h y g i e n i c

p r a c t i c e s b y p a t r o n s o f t h e s e f a c i l i t i e s . F u r t h e r m o r e ,
a d d i t i o n a l w o r k i s r e c o m m e n d e d t o

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

e s p e c i a l l y M R S A
,
w h o s e c a r r i a g e r a t e s in t h e p o p u l a t i o n c o n t i n u e t o i n c r e a s e w i t h t im e .

8 4

NEATPAGEINFO:id=CC2306A4-37C9-4FC3-A0F6-D321091764F5



X .
R e c o m m e n d a t i o n s f o r F u t u r e W o r k

• I n v e s t i g a t e a n d a t t e m p t t o d e v e l o p b e t t e r m e t h o d s f o r t h e r e c o v e r y o f t h e s e

p a t h o g e n s f r o m t h e e n v i r o n m e n t
,
e s p e c i a l l y f r o m e n v i r o n m e n t a l s u r f a c e s

• E l u c i d a t e t h e f a t e o f S . a u r e u s a n d M R SA o n v a r i o u s t y p e s o f e n v i r o n m e n t a l

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

u n b o u n d a n d t r a n s f e r r a b l e s t a t e

• D e v e l o p m e t h o d s a n d d a t a f o r a q u a n t i t a t i v e r i s k a s s e s s m e n t m o d e l f o r t h i s

o r g a n i s m f r o m e x p o s u r e t o e n v i r o n m e n t a l s u r f a c e s

• C o n t i n u e f u r t h e r e n v i r o n m e n t a l s a m p l i n g i n o r d e r t o i n v e s t i g a t e o t h e r v a r i a b l e s

l i k e e f f e c t s o f p a t r o n a g e m a g n i t u d e a n d t y p e ,
c l e a n i n g a g e n t s / p r o t o c o l s

,

c o n d i t i o n s r e l a t e d t o h y g i e n i c p r a c t i c e s a n d o t h e r e x p o s u r e - r e l a t e d v a r i a b l e s o n

t h e l e v e l s o f M SS A /M R SA o n th e s e s u r f a c e s .
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X I . A p p e n d i x I - F o r m L e t t e r S e n t f o r R e c r u i t m e n t o f E x e r c i s e F a c i l i t i e s

G r e e t i n g s
,

M y n a m e i s J o s e p h H a t c h a n d I a m a g r a d u a t e s t u d e n t a t t h e U N C S c h o o l o f

P u b l i c H e a l t h . F o r m y r e s e a r c h p r o j e c t , I a m w o r k i n g t o g a t h e r d a t a o n t h e p r e v a l e n c e

a n d l e v e l s o f M e t h i c i l l i n - r e s i s t a n t S t a p hy l o c o c c u s A u r e u s (M R S A ) o n v a r i o u s p i e c e s o f

e q u i p m e n t a n d o t h e r s u r f a c e s i n s i d e p u b l i c r e c r e a t i o n a l a n d s p o r t s f a c i l i t i e s . S . a u r e u s i s

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

c u t a n e o u s / s k i n i n f e c t i o n s t o r e s p i r a t o r y t r a c t i n f e c t i o n s t o s y s t e m i c i n f e c t i o n s i n t h e b l o o d

s t r e a m a n d o th e r b o d y s i t e s . T h e m o s t c o m m o n t y p e o f 5
"

. a u r e u s i n f e c t i o n i s t h e

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

n o n - h e a l i n g o p e n w o u n d s . T h i s o r g a n i s m i s c a r r i e d b y a b o u t 2 5 % o f t h e p o p u l a t i o n
,

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

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

M R SA i s S a u r e u s a s w e l l
,
b u t i t h a s a c q u i r e d c e r t a i n t r a i t s t h a t h a v e m a d e i t

m o r e r e s i s t a n t t o m e t h i c i l l i n
,
w h i c h i s a s e c o n d g e n e r a t i o n p e n i c i l l i n - b a s e d d r u g .

A d d i t i o n a l l y , c e r t a i n s t r a i n s o f M R SA h a v e a c q u i r e d a d d i t i o n a l r e s i s t a n c e f a c t o r s a g a i n s t

m a n y o f t h e o t h e r t y p e s o f a n t i b i o t i c s c o m m o n l y u s e d t o t r e a t b a c t e r i a l i n f e c t i o n s . I t i s

s p e c u l a t e d th a t M R SA s t r a i n s fi r s t d e v e l o p e d i n h o sp i t a l s , b u t o v e r t h e y e a r s M R SA h a s

a l s o b e e n i s o l a t e d f r o m n o rm a l
,
h e a l t h y i n d i v i d u a l s o u t s i d e t h e h o s p i t a l s e t t i n g ,

a n d t h e

s p r e a d o f C o m m u n i t y A s s o c i a t e d M R SA (C A - M R SA ) h a s b e c o m e o f g r e a t c o n c e r n .

M y s t u d y w i l l in v o l v e t a k i n g s a m p l e s f r o m v a r i o u s s u r f a c e s f r o m e x e r c i s e

e q u i p m e n t i n s i d e v a r i o u s f a c i l i t i e s a n d t e s t i n g t h e m f o r t h e p r e s e n c e o f b o t h r o u t i n e S

a u r e u s a n d M R SA a s w e l l a s t h e c o l l e c t i o n o f s o m e d e m o gr a p h i c i n f o r m a t i o n o f t h e

p a t r o n s a n d t h e c l e a n i n g p r o t o c o l s f o l l o w e d a t e a c h f a c i l i t y . T h e i n f o rm a t i o n t h a t I

c o l l e c t f r o m e a c h f a c i l i t y w i l l r e m a i n c o n fi d e n t i a l , w i t h n o n a m e s b e i n g u s e d d u r i n g t h e

r e p o r t i n g p h a s e o f m y w o r k . E a c h f a c i l i t y w i l l b e p r i v y t o t h e r e s u l t s f r o m t h e i r o w n

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

a n y m a j o r c o n c e r n s t h a t m a y a r i s e o n c e t h e r e s u l t s o f t h e s t u dy a r e k n o w n .

T h i s p r o j e c t i s a j o i n t v e n t u r e b e t w e e n t h e U N C S c h o o l o f P u b Uc H e a l t h

E n v i r o n m e n t a l Sc i e n c e s a n d E n g i n e e r i n g D e p a r t m e n t a n d t h e D e p a r t m e n t o f

E p i d e m i o l o g y a t U N C H o s p i t a l s . M y a d v i s o r s a r e D r . M a r k So b s e y (U N C - S P H ) ,
D r .

D a v i d W e b e r a n d D r . B i l l R u t a l a (U N C H o s p i t a l s ) .

8 6

NEATPAGEINFO:id=88F2418D-6CE0-4A2D-8528-2E3B5EF9946F



I f y o u w o u l d b e a m e n a b l e t o a l l o w i n g m e t o i n c l u d e y o u r f a c i l i t y i n m y s t u d y , o r

i f y o u h a v e f u r t h e r q u e s t i o n s a b o u t t h e s t u d y , p l e a s e c o n t a c t m e v i a e m a i l a t

h a t c h j o (ft : em a i l u n c e du : o t h e r w i s e
,
I w i l l b e c a l l i n g e a c h p o t e n t i a l f a c i l i t y o v e r t h e n e x t

c o u p l e o f w e e k s i n o r d e r t o a d d r e s s a n y q u e s t i o n s o r c o n c e r n s a s w e l l a s t o p o t e n t i a l l y s e t

u p a t im e th a t m a y b e c o n v e n i e n t f o r m e t o v i s i t y o u r s i t e . T h e s a m p l i n g p a r t o f t h i s

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

o f t h e y e a r (2 0 0 9 ) .

T h a n k y o u fo r y o u r t im e a n d I l o o k f o r w a r d t o h e a r i n g f r o m y o u
,

J o s e p h H a t c h
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X I I . A p p e n d i x 2 - P u l s e d - F i e l d G e l E l e c t r o p h o r e s i s P r o t o c o l a t U N C - H o s p i t a l s f o r

M R SA s t r a i n t y p i n g

P u l s e d - F ie ld G e l E le c t r o p h o r e s is P r o t o c o l
(R e v i e w e d 3 / 2 4 / 0 9 )

1 ) P r io r t o m a k i n g y o u r is o la t e b lo c k s u s e d in t h e P F G E p r o c e d u r e
,
t h e o r g a n is m s a r e p l a t e d t o

B r a in H e a r t I n f u s io n A g a r
,
T r y p t ic a s e S o y A g a r , o r S h e e p B lo o d A g a r H o w e v e r

,
w h e n

w o r k in g w it h S e r r a ti a m a r c e s c e n s o r N e is s e r i a g o n o r r l i o e a e , y o u r i s o la t e s m u s t b e n o o ld e r

t h a n 1 8 h r s (N o t e : W h e n t im e is a p r o b le m , is o la t e s , w i t h t h e e x c e p t io n o f S m a r c e s c e n s

a n d N g o n o r r h o e a e , c a n b e s u b b e d a n d k e p t a t r o o m t e m p e r a t u r e 3 - 5 d a y s ) F o r o p t im u m

r e s u lt s ,
it

'

s b e s t i f a l l s u b s a r e n o o ld e r t h a n 1 8 h r s

F o r S t a p h y l o c o c c u s s p . a n d a l l G r a m - n e g a t i v e r o d s (G N R
'

s ) (S e e b e lo w f o r S . m a r c e s c e n s

a n d E n t e r o c o c c u s s o . P r o t o c o ls ) :

1 ) ( F o r G N R '

s ) M a k e y o u r E C L y s is b u f f e r - ly s o z y m e s o lu t io n im m e d ia t e ly p r io r t o u s e b y

m ix in g 0 0 1 g m s (10 m g s ) o f ly s o z y m e ( in la b f r e e z e r ) w it h 1 0 m is E C ly s is b u f f e r T h is

g iv e s u s a c o n c e n t r a t i o n o f 1 m g / m l ly s o z y m e L e t t h is s o lu t io n s i t a t r o o m t e m p e r a t u r e

u n t il t h e ly s o z y m e h a s d is s o lv e d Y o u c a n e x p e d it e t h is p r o c e s s b y in c u b a t in g t h is

s o lu t io n a t 3 7
°

C

2 ) N o w
'

s a g o o d t im e to m a k e y o u r 2 % a g a r o s e b y t a k in g 2 gm s a g a r o s e a n d m ix in g it

w it h 1 0 m is T E N (N o t e : In o r d e r t o m a k e e n o u g h 2 % a g a r o s e f o r j u s t 1 5 b lo c ks
,
u s e 5 0

m g o f In c e r t lo w m e lt in g p o in t a g a r o s e a n d 2 . 5 m l T E N . ) T h is s m a lle r v o lu m e is b e s t

m a d e b y p la c in g t h e lo w m e lt in g p o in t a g a r o s e i n a s m a ll s t e r i l e t u b e , a d d in g t h e T E N ,

a n d h e a t in g it g e n t ly o v e r a lo w b u n s e n b u r n e r f l a m e T a k e c a r e n o t t o le t t h e a g a r o s e

b u b b le o u t o f t h e t u b e o n t o y o u r h a n d A ls o b e c a r e f u l n o t t o h e a t i t s o m u c h t h a t a

s ig n i f i c a n t a m o u n t o f e v a p o r a t io n o c c u r s a n d c h a n g e s t h e c o n c e n t r a t io n o f y o u r s o lu t io n

He a t t h e m ix t u r e u n t i l t h e a g a r o s e is a l m o s t d is s o l v e d , t h e n p la c e t h e t u b e in a 5 5
°

C

b lo c k in c u b a t o r s o it s t a y s in t h e liq u id f o r m

3 ) N o w y o u
'

r e r e a d y t o b e g in m a k in g y o u r p lu g s T h e f o llo w in g a r e t h e s u g g e s t e d v o lu m e s

d e p e n d e n t o n t h e o r g a n is m s y o u
'

r e p u ls in g :

a ) G N R
'

s - [5 c o lo n ie s o f o r g a n is m ( 1/ 2 in c h s w ip e ) + 3 0 u l 0 9 % s t e r i l e s a l i n e + 2 0 u l

T E N + 1 00 u l E C Ly s is B u f f e r - ly s o z y m e s o l u t io n ] + 1 50 u l (e q u a l p a r t t o
"

[ ]
"

) 2 % a g a r o s e

b ) C d if f ic ile - [2 5 u l o f l Ox o r g a n is m in o c u lu m + 1 0 0 u l ly s o z y m e + 2 5 u l T EN ] + 1 5 0 u l

2 % a g a r o s e

c ) S ta p f i y lo c o c c u s a u r e u s I C N S S / N e is s e r ia g o n o r r h o e a e - [5 c o lo n ie s o f o r g a n is m

(1 / 2 i n c h s w ip e ) + 3 0 u l 0 9 % s a l in e + 1 20 u l T E N + 0 5 u l ly s o s t a p h in (0 6 u l f o r

C N SS )] + 1 50 u l 2 % a g a r o s e

T h e s e c o m b in a t io n s c a n b e p la c e d in a s t e r ile e p p e n d o r f t u b e o r a s m a ll s t e r ile t e s t

t u b e T a k e c a r e t o p la c e a l l c o n te n t s in t h e b o t t o m o f t h e t u b e

4 ) O n c e a l l t h e c o m p o n e n ts a r e c o m b in e d , q u ic k ly p la c e t h e m in y o u r p lu g m o ld w h ic h h a s

b e e n c l e a n e d p r io r t o t h is p o in t b y s o a k in g in t h e b l e a c h b a t h , r in s i n g w it h d is t il l e d w a t e r
,

a n d d r ie d

5 ) W h ile a llo w in g t h e p lu g s t o h a r d e n
, p r e p a r e t h e w e l ls i n t h e t is s u e c u lt u r e p la te b y :
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a ) ( F o r G N R
'

s ) p la c in g 1 m l o f E C L y s is
- ly s o z y m e s o lu t io n in e a c h w e l l

b ) ( F o r S t a p h y l o c o c c u s a u r e u s a n d C N S S ) . p la c in g 1 m l o f E C L y s is s o lu t io n

(w it h o u t ly s o z y m e ) w it h 1 2 5 u l o f ly s o s t a p h in (f o r S t a p h y l o c o c c u s a u r e u s ) o r

6 2 5 u l o f ly s o s t a p h i n (f o r C N S S )

6 ) A f te r t h e p l u g s h a v e h a r d e n e d , p la c e o n e p l u g in e a c h w e l l A llo w p lu g s t o r o t a t e g e n t ly

f o r 1 h r a t r o o m t e m p e r a t u r e

7 ) C l e a n p l u g m o l d w it h V e s p h e n e , r in s e w i t h w a t e r
,
a n d a l lo w t o a i r d r y I m m e d ia t e ly p r io r

t o t h e n e x t u s e
,
s o a k m o ld f o r 3 0 m in i n b le a c h b a t h

,
r i n s e w i t h d is t i l l e d w a t e r

,
a n d le t

d r y M o ld is r e a d y f o r u s e

8 ) A f te r r o t a t in g y o u r p lu g s f o r 1 h r
, p r e p a r e y o u r E S P s o lu t io n b y a d d in g 1 0 0 u g o f

P r o t e in a s e K p e r 1 m l E S b u f f e r (i . e . 0 1 m g / m l) f o r e a c h is o la t e (S o , i f y o u h a v e 14

is o la t e s , y o u w ill a d d 1
,
4 0 0 u g o r 1 4 m g P r o t e in a s e K t o 14 m is E S b u f f e r ) (N o t e :

P r o t e in a s e K is lo c a t e d in la b f r e e z e r ) O n c e t h e P ro t e in a s K h a s d is s o lv e d ,
w it h d r a w E C

L y s is s o lu t io n c u r r e n t ly o n t h e p lu g s a n d r e p la c e it w i t h 1 m l E S P s o lu t io n

9 ) in c u b a t e p lu g s in E S P s o lu t io n o v e r n ig h t a t 3 7
°

C

1 0 )S o m e g o o d s t a l l i n g p o in t s a r e :

Y o u r p lu g s c a n s i t i n P r o te i n a s e K u p t o 4 d a y s a t r o o m t e m p e r a t u r e .

A f te r y o u p e r f o r m y o u r t h r e e r in s e s , f o llo w in g i n c u b a t io n in E S P
s o lu t io n

, y o u r p lu g s a r e s a f e t o s i t a t 4
°

C u n t i l y o u a r e r e a d y f o r t h e ir

e v a l u a t io n

A f te r t h e r i n s e f o llo w in g d ig e s t io n , y o u r p lu g s a r e s a f e t o s it a t 4
°

C

1 1 )A f te r o v e r n ig h t in c u b a t io n in E S P
, w it h d r a w E S P s o lu t io n a n d r in s e p l u g s w i t h 1 m l o f

T E (LC = L o w C o n c e n t r a t io n ) a n d a llo w t h e m t o r o t a t e 1 h r a t r o o m t e m p e r a t u r e A f te r 1
h r

, w it h d r a w o ld T E (L C ) a n d a d d f r e s h T E (L C ) a n d a l l o w i t t o r o t a t e a n o t h e r h o u r A f t e r

t h i s h o u r
,
r i n s e o n e m o r e t im e w i t h T E (L C ) A f te r t h is h o u r

,
w i t h d r a w o ld T E (L C ) a n d a d d

1 m l o f f r e s h T E (LC ), a n d k e e p t h e m a t 4
°

C u n t il y o u
'

r e r e a d y t o c u t t h e m

12 )N o w y o u r p lu g s a r e r e a d y t o b e c u t P r io r t o c u t t i n g , l a b e l t h e 9 6 w e ll t i s s u e c u l t u r e p la t e

a n d f i l l t h e w e l l s w i t h 3 0 0 u l o f D N S (D u m m y N o S a l t ) s o l u t io n T h is r in s e s a w a y t h e

s a l t s t h a t c o u l d in t e r f e r e w i t h t h e e n z y m e d ig e s t io n

1 3 )C u t y o u r b lo c k s o n t h e lid o f a p e t r i d is h w it h t h e h e l p o f a r u le r F ir s t , e x c e s s f lu id is

r e m o v e d f r o m t h e p lu g b y to u c h i n g it s c o r n e r w it h a p ie c e o f K im w i p e T h e n , t r im t h e
v e r y e d g e o f t h e p lu g w it h a s h a r p s c a lp e l i n o r d e r t o m a k e it s t r a ig h t T h e n , a 5 m m

p ie c e is m e a s u r e d f r o m t h e s t r a ig ht e d g e a n d c u t T h is p ie c e is t h e n c u t in h a l f (o r a l it t le
le s s ) W e n o w h a v e a 5 m m x 4 m m s lic e o f p lu g ( No t e : In o r d e r t o m a n i p u la t e t h e
b lo c k s

,
b e n d t h e e n d o f a s t r a ig h t m e d ia s p a t u la t o a 9 0

°

a n g le T h is w il l b e u s e d t o l i f t
t h e b l o c k s o u t o f t h e i r w e l l s Y o u w i l l a l s o n e e d t o b e n d a n e e d le in t h e s a m e m a n n e r t o

u s e in o r d e r t o r e t r ie v e t h e b lo c k s f r o m t h e 9 6 w e ll p la t e ) A f t e r a ll t h e p lu g s h a v e b e e n

c u t
,
a n d t h e a p p r o p r ia t e p ie c e s h a v e b e e n p la c e d in t h e ir r e s p e c t iv e w e lls , t h e D N S is

w it h d r a w n , a n d 3 00 u l o f f r e s h D N S is a d d e d t o e a c h w e ll

1 4 )T h e n , c o v e r t h e p l a t e w i t h a s h e e t o f p a r a f ilm a n d a llo w it t o r o t a t e a t r o o m t e m p e r a t u r e

f o r 1 h r

1 5 )W h ile t h is p la t e is r o c k in g , p u l l t h e r e s t r ic t io n e n z y m e b u f f e r o u t t o t h a w P r e p a r e

e n o u g h b u f fe r s o y o u h a v e 1 0 0 u l o f b u f fe r f o r e a c h s t e p . T h e r e a r e tw o s t e p s ,
o n e r in s e
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w it h j u s t b u f f e r a n d o n e r in s e w it h b u f f e r a n d e n z y m e T h is b u f f e r s o lu t io n c a n o n ly b e
m a d e 1 h r p r i o r t o u s e It is m a d e b y c o m b i n in g 3 00 u l o f N e b b u f f e r + 3 0 u l B S A + 2 6 7 0
u l s t e r ile w a t e r = 3 0 0 0 u l If y o u o n ly h a v e a f e w b lo c k s t o p u l s e , c u t t h e s e v o lu m e s in
h a l f

1 6 )A f te r y o u r p lu g s h a v e r o t a t e d 1 h r in D N S , w i t h d r a w t h e D N S a n d a d d 10 0 u l o f y o u r

b u f f e r s o l u t i o n t o e a c h b lo c k R o t a t e t h e p lu g s in t h is s o lu t io n f o r 1 h r a t r o o m

t e m p e r a t u r e . P r io r t o r o t a t in g ,
c o n f i r m t h a t e a c h b lo c k is ly in g d o w n a p p r o p r ia t e ly a n d is

c o v e r e d b y t h e b u f f e r s o lu t io n

1 7 . ) A f te r r o t a t in g 1 h r . , p r e p a r e y o u r e n z y m e - b u f f e r s o lu t io n b y a d d in g 1 u l o f t h e a p p r o p r ia t e

e n z y m e f o r e a c h 1 0 0 u l o f b u f fe r n e e d e d ( 1 0 0 u l / b l o c k ) Wit h d r a w t h e o ld b u f f e r s o lu t io n

a n d a d d 100 u l o f t h e n e w e n z y m e - b u f fe r s o lu t i o n t o e a c h is o la t e A ll o w t h e m t o r o t a t e a t

r o o m t e m p e r a t u r e o v e r n ig h t . O n c e a g a in , m a k e s u r e e a c h b lo c k is c o v e r e d b y t h e
e n z y m e - b u f fe r s o lu t io n

1 8 )A f t e r t h e p lu g s h a v e d ig e s t e d o v e r n ig h t , d r a w o f f t h e e n z y m e - b u f fe r s o lu t io n a n d a d d 3 0 0
u l T E (H C ) b u f f e r A l lo w p lu g s to r o ta t e a t r o o m t e m p e r a t u r e fo r 1 h r

1 9 )W h i le t h e p lu g s a r e r o t a t i n g ,
m a k e y o u r g e l a n d p r e p a r e t h e e le c t ro p h o r e s i s c h a m b e r :

- T h e c h a m b e r is p r e p a r e d b y m ix i n g 9 0 0 m is 1 x T B E w it h 9 0 0 m is R O p o li s h e d w a t e r
,

w h ic h g iv e s u s a c o n c e n t r a t i o n o f 5 x T B E O n c e in t h e c h a m b e r , s e t t h e c h i l l e r t o c o o l

t h is b u f fe r t o 1 4
°

C

- T h e 1 % g e l i s m a d e b y m ix in g 1 6 g m o f a g a r o s e (B io R a d C h r o m o s o m a l G r a d e

A g a r o s e ) w it h 1 6 0 m is o f 5 x T B E m a d e p r e v io u s ly (8 0 m is I x T B E + 8 0 m is R O

p o lis h e d w a t e r ) H e a t t h e a g a r o s e m ix t u r e i n t h e m ic r o w a v e b r ie f ly ,
u n t il t h e a g a r o s e

d is s o lv e s B e c a r e f u l n o t t o le t t h e a g a r o s e b o i l a n d o v e r f l o w o u t o f t h e f la s k O n c e t h e

a g a r o s e is d is s o lv e d
, p la c e t h e f la s k in t h e 5 5

°

C w a t e r b a t h i n t h e C P A a n d le t t h e

m ix t u r e e q u i l ib r a t e a n d c o o l

2 0 )A f te r y o u r p lu g s h a v e c o m p le t e d r o t a t in g in t h e T E (H C ) b u f f e r
, p o s i t i o n t h e m o n t h e

m ig r a t in g e d g e o f t h e c o m b , f a c in g t h e b o d y o f t h e g e l ( N o t e : U s e t h e n e e d le b e n t in a

9 0
°

a n g le t o m a n ip u la t e t h e p l u g s f r o m t h e 9 6 w e l l t i s s u e c u l t u r e p la t e t o t h e c o m b )
O n c e a l l t h e p lu g s h a v e b e e n p la c e d o n t h e c o m b , u s e a K i m w i p e t o d r a w o f f t h e e x c e s s

f l u id T h is k e e p s t h e m f r o m s l id i n g o f f t h e c o m b w h e n p o s it i o n e d v e r t i c a l ly It a l s o a id s

i n k e e p in g a l l t h e b a n d s a lig n e d d u r in g t h e e le c t r o p h o r e s i s p r o c e s s F in a l ly , p o s i t i o n t h e

p lu g s e v e n ly o n t h e b o t t o m e d g e o f t h e c o m b (N o t e : A lw a y s p l a c e t h e la m bd a la d d e r in

y o u r f i rs t w e ll a s y o u r q u a lit y c o n t r o l S o m e p e o p le c h o o s e t o p la c e t h e l a m bd a la d d e r

in t h e la s t w e l l i n a d d i t io n )

2 1 )A f t e r m a k in g s u r e t h e m o ld is c e n t e r e d , p o s it i o n t h e c o m b in t h e m o ld a n d m a k e s u r e t h e

c o m b is p u s h e d a l l t h e w a y t o t h e b a c k o f t h e s lo t T h e n , g e n t ly p o u r t h e a g a r o s e i n t h e

m o ld
,
a t t h e b a c k o f t h e p la t e s o t h e f l u id d o e s n

'

t f o r c e t h e b lo c k s t o c o m e o f f t h e c o m b

22 )A llo w t h e g e l t o h a r d e n 1 5 - 3 0 m in

2 3 )A f t e r t h e g e l h a s h a r d e n e d , g e n t ly l i f t t h e c o m b o u t o f t h e a g a r o s e a n d d is m a n t le t h e

m o ld R e m o v e t h e g e l p la t e a n d p o s it io n it in t h e c h a m b e r C lo s e t h e lid a n d b e g in

B io R a d C h e f R u n t h e g e l a t s w it c h t i m e s o f 5 s e e s / 3 5 s e e s F o r 2 3 h r s a t 2 0 0 v o lts

(E x c e p t io n s f o r t h e s e s w itc h t im e s a r e r e c o r d e d ) B e c a r e f u l n o t t o r e a c h in t h e c h a m b e r

w h ile t h e c u r r e n t is r u n n in g

2 4 , )A f t e r 2 3 h r s . ,
t h e g e l i s r e a d y t o b e s t a i n e d a n d p h o t o g r a p h e d
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2 5 )P l a c e g e l in e t h id iu m b r o m id e s t a in in H L A p h o t o g r a p h y r o o m . A l lo w i t t o s i t i n t h e s t a in

3 0 m in t o 1 h o u r

2 6 )P h o t o g r a p h g e l b y p la c i n g i t o n t h e c a m a r a s t a g e F o c u s t h e c a m a r a b y v ie w in g t h e

w e l l s O n c e t h e w e lls a r e in f o c u s
, p l a c e o n y o u r s a f e t y g la s s e s ( lo c a t e d b y c a m a r a ) a n d

t u r n o n t h e b la c k l ig h t In c r e a s e t h e e x p o s u r e t im e s u n t i l a s m a l l a m o u n t o f r e d a p p e a r s

o n t h e s c r e e n A d j u s t t h e c o n t r a s t t o 1 0 0 % a n d d e c r e a s e t h e b r ig h t n e s s a s f a r a s y o u

c a n w it h o u t lo s in g a n y b a n d s F in a lly , p r in t o u t y o u r p h o to g r a p h

F o r E n t e r o c o c c u s s o . a n d S e r r a t i a m a r c e s c e n s :

2 7 )P la c e a s m a l l
,
f r e s h i n o c u lu m o f e a c h E n t e r o c o c c u s s p is o la t e in a s e p a r a t e

, s t e r ile ,

c o n i c a l t u b e c o n t a i n i n g 1 0 m is T S B a n d a l lo w t o in c u b a t e a t 3 7
°

C f o r 5 h r s

2 8 )A f t e r 5 h r s
,
c e n tr i f u g e t u b e s f o r 1 0 m i n a n d d r a in o f f s u p e r n a t a n t

2 9 )O n c e a ll t h e s u p e r n a t a n t h a s b e e n r e m o v e d , a d d 1 m l T E N t o e a c h p e lle t a n d v o r t e x o n

e a c h t u b e o n h ig h f o r 1 m in

3 0 )M a k e b lo c k s b y c o m b i n in g 15 0 u l o f e a c h s u s p e n s io n t o 1 5 0 u l a g a r o s e , p ip e t in t o b lo c k

m o ld
,
a n d a llo w t o s o l id i f y

3 1 )0 n c e t h e b lo c k s h a v e s o l id if i e d , p la c e e a c h b lo c k in a w e l l c o n t a i n in g 1 m l E C L y s is

B u f fe r a n d ly s o z y m e T h e n
, a l l o w t h e m t o in c u b a t e a t 3 7

° C o v e r n ig h t

3 2 )A f t e r in c u b a t in g o v e r n ig h t ,
r e m o v e t h e E C Ly s is b u f fe r a n d ly s o z y m e f r o m t h e b lo c k s

u s in g a t r a n s f e r p i p e t a n d a d d 1 m l E S P s o l
'

n A l lo w t h is t o in c u b a t e a t 5 6
°

C f o r 5 h r s

3 3 )A f t e r 5 h r s , d r a w o f f t h e E S P s o l
'

n a n d r i n s e t h e b lo c k s w i t h T E (L C ) b u f f e r f o r 1 h r a t

r o o m t e m p e r a t u r e A f t e r 1 h r
,
r e m o v e t h e o l d b u f f e r a n d a d d f r e s h T E (LC ) a n d a l lo w t o

s h a k e 1 m o r e h r a t r o o m t e m p e r a t u r e F in a l ly , a f t e r 1 h r , r i n s e o n e m o r e t im e w i t h f r e s h

T E (L C ) b u f fe r A f t e r t h is h o u r i s u p , a d d f r e s h T E (L C ) b u f fe r , c o v e r t h e b o tt o m p o r t io n o f

t h e m ic r o t it e r p la t e w i t h p a r a f i l m , p la c e t h e l id o f t h e p la t e o n a n d re f r ig e r a t e A t t h is

p o in t , y o u
'

r e r e a d y t o c u t y o u r b lo c ks w it h t h e ir s p e c if ic r e s t r ic t io n e n z y m e w h e n t im e

a l lo w s

3 4 )T o c o n t i n u e
,
r e f e r t o s t e p s 1 2 ) - 2 6 )

G e n e r a l P F G E R e a g e n t s :

(N o t e : C a lc u la t io n e x a m p le f o r E D T A : 1 M = 3 7 2 2 (M o le c u la r W t ) g m / L
1m M = 3 7 2 2 g m /L
100 m M = 3 7 2 2 )

1 . ) L y s o s t a p h in (S i g m a : L - 0 7 6 1 - 5 m g P r o t e i n )
- P r e p a r e s t o c k a t l Om g / m l in 2 0 m M N a A c e t a t e (0 1 6 4 0 6 g m / 1 0 0 m l )
(S o r e c o n s t it u t e o u r v i a l w it h SOOu l N a A c e t a t e )

- S t o r e a t 4
°

C

2 . ) L y s o z y m e (S i g m a : L - 6 8 7 6 - I Qq m )
- P r e p a r e a t 1m g / m l in E C L y s is B u f fe r im m e d ia t e ly p r io r t o u s e It is n o t s t a b le in

a lk a lin e s o lu t io n s ,
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3 . ) P r o t e i n a s e K (S i g m a : P - 2 3 08 - l O Om a )
- P r e p a r e a t 1 0 0 u g /m l in E S B u f fe r / i s o la t e im m e d ia te ly p r io r t o u s e .

4 . ) T B E d x )
8 9 m lV ! T r i s (2 1 6g m / 2 0L o r 5 39g m / 5 0 0 m l )
8 9 m lV I B o r i c A c id ( 1 10 g m /20 L o r 2 7 5g m / 5 00 m l)
2 m M E D T A - N a d ih y d r a te ( 14 8 8g m /20 L o r 0 3 7 g m /5 00 m l)
- N o p H a d j u s t m e n t

5 . ) T E (L C -
"

L o w C o n c e n t r a t i o n
" )

1 0 m M T r is ( 1 2 1 g m / L o r 0 6 1 g m / 5 0 0m l)
1 m M E D T A (0 3 7 g m /L o r 0 . 1 9 g m /5 00 m !)
- p H t o 7 9

6 . ) T E rH C -
"
H i q h C o n c e n t r a t i o n

"

)
1 0 0 m M T r is (1 2 1 I g m / L o r 6 06 gm / 5 0 0m l )
1 00 m M E D T A (3 7 2 2 g m / L o r 1 8 6 1g m / 5 0 0 m l )
-

p H t o 7 . 9

7 . ) T E N
1 0 0 m M T r is ( 1 2 1 I g m / L o r 6 06g m / 5 00 m l)
1 0 0 m M E D T A (3 7 2 2 gm / L o r 1 8 6 1g m / 5 0 0 m l )
1 5 0 m M N a C I (8 7 7 g m / L o r 4 3 9 g m / 50 0 m l)
- p H t o 7 9

8 . ) 0 . 9 % S a l in e

9 g m N a C I/ L

9 . ) D u m m y N o - S a l t B u f f e r ( D N S )
1 0 0 m M T r is ( 1 2 1 I g m / L o r 6 06g m / 5 00 m l)
5 m M M gC b (5 m l o f 1M s t o c k/ L o r 0 4 8 g m /5 0 0 m l)
- p H t o 8 0

10 . ) E t h i d i u m B r o m i d e
1 0 m g /m l
- S t o r e a t 4

°

C i n a d a r k b o t t l e

1 1 . ) E C L y s i s B u f f e r

6 m M T r is (0 7 3 g m / L o r 0 3 7 g m / 5 0 0 m l)
1 00 m M E D T A - N a 2 s a l t , d ih y d r a t e (3 7 2 2 gm / L o r 1 8 6 1g m / 5 0 0 m l )
1M N a C I (5 8 4 4 g m /L o r 2 9 2 2g m / 5 0 0 m l)
0 5% B r ij - 5 8 (5 m l/ L o r 2 5 g m / 5 0 0 m l )
0 2 % N a D e o x y c h o la te (2 m l/ L o r 1 g m / 5 0 0 m l)
0 5 % N a S a r k o s y l (N - L a u r y i S a r c o s in e , N a s a lt ) (5 g m / L o r 2 5 g m /5 0 0 m l)
-

p H t o 7 9 (U s e N a O H )
- R e q u i r e s a lk a lin e p H f o r s o lu b i l iz a t io n

- S T IR S L O W L Y

1 2 . ) E S B u f f e r

5 0 0 m M E D T A (186 1 g m /L o r 9 3 0 5g m /5 0 0 m l )
1% S a r ko s y l ( 1 0 g m /L o r 5 g m / 5 00 m l)
-

p H t o 8 5 - 9 0 (U s e N a O H )
- R e q u ir e s h e a t i n g f o r s o l u b iliz a t io n
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N o t e s :

- L o w M e l t in g P o in t A g a r o s e - In c e r t A g a r o s e - C a t a lo g # 5 0 1 2 1 ($ 2 9 00 ) - F M C
B io P r o d u c t s ,

1 9 1 T h o m a s t o n S t , R o c k la n d , M E 0 4 8 4 1 U S A

- A l l R e s t r ic t io n E n d o n u c le a s e s m u s t b e s t o r e d a t - 2 0
°

C in a N O N - f r o s t f r e e f r e e z e r
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X . R e f e r e n c e s

1 .
A n o n y m o u s 1 9 9 9 . Se p 2 2 - 2 9 . F r o m t h e C e n t e r s f o r D i s e a s e C o n t r o l a n d P r e v e n t i o n .

F o u r p e d i a t r i c d e a t h s f r o m c o m m u n i t y - a c q u i r e d m e t h i c i l l i n - r e s i s t a n t S t a p h y l o c o c c u s

a u r e u s - M i n n e s o t a a n d N o r t h D a k o t a
, 1 9 9 7 - 1 9 9 9 . JA M A 2 8 2 : 1 12 3 - 1 12 5 [O n h n e . ] .

2 . B e n n e t t , R . W .

, a n d G . A . L a n c e t t e . 2 0 0 9 . B a c t e r i o l o g i c a l A n a l y t i c a l M a n u a l
, 8 t h

E d i t i o n , R e v i s i o n A
,
1 9 9 8 . C h a p t e r 12 . . [O n l i n e . ] .

3 . B o r j e s s o n
,
S .

,
S . M e l i n

,
A . M a t u s s e k

,
a n d P . E . L i n d g r e n . 2 0 0 9 . M a r A s e a s o n a l

s t u d y o f t h e m e c A g e n e a n d S t a p h y l o c o c c u s a u r e u s i n c l u d i n g m e t h i c i l l i n - r e s i s t a n t S .

a u r e u s i n a m u n i c i p a l w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p l a n t . Wa t e r R e s . 4 3 : 9 2 5 - 9 32 [O n l i n e . ]
d o i : 1 0 . 10 16 /j . w a t r e s . 2 0 0 8 1 1 . 0 3 6 .

4 . B o u c h e r
,
H

.
W

.

,
a n d G . R . C o r e y .

2 0 0 8 . E p i d e m i o l o g y o f m e th i c i l l i n - r e s i s t a n t

St a p h y l o c o c c u s a u r e u s C l i n . I n f e c t . D i s . 4 6 Su p p l 5 : S 34 4 - 9 .

5 . B o y c e ,
J . M . 2 0 0 7 . J u n . E n v i r o n m e n t a l c o n t a m i n a t i o n m a k e s a n i m p o r t a n t

c o n t r i b u t i o n t o h o s p i t a l i n f e c t i o n . J . H o s p . I n f e c t . 6 5 S u p p l 2 : 5 0 - 5 4 [O n l i n e . ]
d o i : 1 0 . 1 0 16/ S 0 19 5 - 6 7 0 1 (0 7 )6 0 0 15 - 2 .

6 . B o y c e ,
J . M .

,
G . P o t t e r - B y n o e

,
C . C h e n e v e r t

,
a n d T . K i n g . 19 9 7 . E n v i r o n m e n t a l

c o n t a m i n a t i o n d u e t o m e t h i c i l l i n - r e s i s t a n t S t a p h y l o c o c c u s a u r e u s : p o s s i b l e i n f e c t i o n

c o n t r o l im p U c a t i o n s .
I n f e c t . C o n t r o l H o sp E p i d e m i o l . 1 8 : 6 2 2 - 6 2 7 .

7 . B r o o k e
,
J . S .

,
J . W . A n n a n d

,
A . H a m m e r

,
K . D e m b k o w s k i

,
a n d S . T . S h u l m a n .

2 0 0 9 . I n v e s t i g a t i o n o f b a c t e r i a l p a t h o g e n s o n 70 f r e q u e n t l y u s e d e n v i r o n m e n t a l s u r f a c e s

i n a l a r g e u r b a n U . S . u n i v e r s i t y . J .
E n v i r o n

.
H e a l t h 7 1 : 1 7 - 2 2

.

8 . C e n t e r s f o r D i s e a s e C o n t r o l a n d P r e v e n t i o n (C D C ) .
2 0 0 1

.
O c t 2 6 M e th i c i l l i n -

r e s i s t a n t St a p h y l o c o c c u s a u r e u s s k i n o r s o f t t i s s u e i n f e c t i o n s i n a s t a t e p r i s o n -

M i s s i s s i p p i , 2 0 0 0 . M M WR M o r b . M o r t a l . W k l y . R e p . 5 0 : 9 19 - 9 2 2 [O n l i n e . ] .

9 . 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 i o n (C D C ) . 2 0 0 3 . A u g 2 2 . M e t h i c i l l i n -

r e s i s t a n t s t a p h y l o c o c c u s a u r e u s i n f e c t i o n s a m o n g c o m p e t i t i v e s p o r t s p a r t i c i p a n t s -

C o l o r a d o ,
I n d i a n a

,
P e n n s y l v a n i a

,
a n d L o s A n g e l e s C o u n t y ,

2 0 0 0 - 2 0 0 3 M M WR M o r b .

M o r t a l . W k l y . R e p . 5 2 : 7 9 3 - 7 9 5 [O n l i n e . ] .

1 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 i o n (C D C ) . 2 0 0 3 . O c t 1 7 . M e t h i c i l l i n -

r e s i s t a n t St a p h y l o c o c c u s a u r e u s i n f e c t i o n s i n c o r r e c t i o n a l f a c i l i t i e s —G e o r g i a , C a l i f o r n i a
,

a n d T e x a s
,
2 0 0 1 - 2 0 0 3 .

M M WR M o r b . M o r t a l . W k l y . R e p . 5 2 : 9 9 2 - 9 9 6 [O n l i n e . ] .

1 1 . 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 i o n (C D C ) . 2 0 0 3 . F e b 7 O u t b r e a k s o f

c o m m u n i t y - a s s o c i a t e d m e t h i c i l l i n - r e s i s t a n t S t a p h y l o c o c c u s a u r e u s s k i n i n f e c t i o n s - L o s
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A n g e l e s C o u n t y ,
C a l i f o r n i a

,
2 0 0 2 - 2 0 0 3 . M MWR M o r b . M o r t a l Wk l y . R e p . 5 2 : 8 8

[O n l i n e . ]

12 . 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 i o n (C D C ) . 2 0 0 8 . J a n 4
.
N o r o v i r u s

o u t b r e a k i n a n e l e m e n t a r y s c h o o l - D i s t r i c t o f C o l u m b i a ,
F e b r u a r y 2 0 0 7 . M M WR M o r b .

M o r t a l . W k l y . R e p . 5 6 : 13 4 0 - 1 3 4 3 [O n l i n e . ] .

1 3 . 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 i o n (C D C ) . 2 0 0 9 . J a n 3 0 . M e t h i c i l l i n -

r e s i s t a n t St a p h y l o c o c c u s a u r e u s a m o n g p l a y e r s o n a h i g h s c h o o l f o o t b a l l t e a m —N e w

Y o r k C i t y ,
2 0 0 7 . M M W R M o r b . M o r t a l . W k l y . R e p . 5 8 : 5 2 - 5 5 [O n l i n e . ] .

14 . C h a m b e r s ,
H . F . 2 0 0 1 . M a r - A p r . T h e c h a n g i n g e p i d e m i o l o g y o f S t a p h y l o c o c c u s

a u r e u s ? E m e r g . I n f e c t . D i s . 7 : 17 8 - 182 [O n l i n e . ] .

15 . C h a m b e r s , H . F .
2 0 0 5 . A p r 7 . C o m m u n i t y - a s s o c i a t e d M R SA — r e s i s t a n c e a n d

v i r u l e n c e c o n v e r g e . N E n g l . J . M e d . 3 5 2 : 1 4 8 5 - 1 4 87 [O n l i n e ]
d o i : 10 . 10 5 6 /N E JM e 0 5 8 0 2 3 .

16 . C i m o l a i
,
N . 2 0 0 8 . M R SA a n d t h e e n v i r o n m e n t : im p l i c a t i o n s f o r c o m p r e h e n s i v e

c o n t r o l m e a s u r e s . E u r . J . C l i n . M i c r o b i o l . I n f e c t . D i s . 2 7 : 4 8 1- 4 9 3 .

17 . C o h e n , P . R .
2 0 0 5 . C u t a n e o u s c o m m u n i t y

- a c q u i r e d m e t h i c i l l i n - r e s i s t a n t

St a p h y l o c o c c u s a u r e u s i n f e c t i o n i n p a r t i c i p a n t s o f a t h l e t i c a c t i v i t i e s . S o u t h . M e d . J .

9 8 : 5 9 6 - 6 0 2 .

18 . C o l e
,
A . M .

,
S . T a h k

,
A . O r e n

,
D . Y o s h i o k a

,
Y . H . K i m

,
A . P a r k

,
a n d T . G a n z .

2 0 0 1 . D e t e r m i n a n t s o f S t a p h y l o c o c c u s a u r e u s n a s a l c a r r i a g e . C l i n .
D i a g n .

L a b . I m m u n o l .

8 : 10 6 4 - 10 6 9 .

19 . C o l e
,
A . M .

,
S . T a h k

,
A . O r e n

,
D . Y o s h i o k a

,
Y . H . K i m

,
A . P a r k

,
a n d T . G a n z .

2 0 0 1. D e t e r m i n a n t s o f S t a p h y l o c o c c u s a u r e u s n a s a l c a r r i a g e C l i n . D i a g n . L a b I m m u n o l .

8 : 10 6 4 - 1 0 6 9 .

2 0 . C o t t e r i l l
,
S .

,
R . E v a n s

,
a n d A . P . F r a i s e . 1 9 9 6 .

M a r .
A n u n u s u a l s o u r c e f o r a n

o u t b r e a k o f m e t h i c i l l i n - r e s i s t a n t St a p h y l o c o c c u s a u r e u s o n a n i n t e n s i v e t h e r a p y u n i t . J .

H o s p .
I n f e c t . 3 2 : 2 0 7 - 2 16 [O n l i n e ]

2 1. C u i , S . , J . L i , C . H u , S . J i n
,
F . L i

,
Y . G u o

,
L . R a n

,
a n d Y . M a . 2 0 0 9 . O c t . I s o l a t i o n

a n d c h a r a c t e r i z a t i o n o f m e t h i c i l l i n - r e s i s t a n t S t a p h y l o c o c c u s a u r e u s f r o m s w i n e a n d
w o r k e r s i n C h i n a J . A n t im i c r o b . C h e m o th e r . 6 4 : 6 80 - 6 8 3 [O n l i n e . ]
d o i : 1 0 . 1 0 9 3/j a c /d k p 2 75 .

22 . D i e p ,
B . A .

,
H . A . C a r l e t o n

,
R . F . C h a n g , G .

F
. Se n s a b a u g h ,

a n d F . P e r d r e a u -

R e m i n g t o n . 2 0 0 6 . J u n 1 . R o l e s o f 3 4 v i r u l e n c e g e n e s in t h e e v o l u t i o n o f h o s p i t a l - a n d
c o m m u n i t y - a s s o c i a t e d s t r a i n s o f m e t h i c i l l i n - r e s i s t a n t St a p h y l o c o c c u s a u r e u s . J . I n f e c t .

D i s . 19 3 : 14 9 5- 150 3 [O n l i n e . ] d o i : 10 . 10 8 6/ 5 0 3 7 7 7 .
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2 3 . D i e p ,
B . A .

,
F . P e r d r e a u - R e m i n g t o n

,
a n d G . F . S e n s a b a u g h . 2 0 0 3 . O c t . C l o n a l

c h a r a c t e r i z a t i o n o f St a p h y l o c o c c u s a u r e u s b y m u l t i l o c u s r e s t r i c t i o n f r a g m e n t t y p i n g ,
a

r a p i d s c r e e n i n g a p p r o a c h f o r m o l e c u l a r e p i d e m i o l o g y . J . C l i n
. M i c r o b i o l 4 1 : 4 5 5 9 - 4 5 64

[O n l i n e . ] .

2 4 . D o n l a n
,
R . M .

,
a n d J . W . C o s t e r t o n

. 2 0 0 2 . B i o fi lm s : s u r v i v a l m e c h a n i s m s o f
c l i n i c a l l y r e l e v a n t m i c r o o r g a n i s m s . C l i n . M i c r o b i o l .

R e v . 1 5 : 16 7 - 19 3 .

2 5 . E d m o n d s , J . M . 2 00 9 . O c t . E f f i c i e n t m e t h o d s f o r l a r g e - a r e a s u r f a c e s a m p l i n g o f s i t e s

c o n t a m i n a t e d w i t h p a t h o g e n i c m i c r o o r g a n i s m s a n d o t h e r h a z a r d o u s a g e n t s : c u r r e n t s t a t e
,

n e e d s
,
a n d p e r s p e c t i v e s . A p p l . M i c r o b i o l . B i o t e c h n o l 8 4 : 8 1 1 - 8 16 [O n l i n e . ]

d o i : 1 0 . 1 0 0 7 / S0 0 2 5 3 - 0 0 9 - 2 13 6 - z .

2 6 . F a i r e s
,
M . C

,
K . C . l a t e r

,
a n d J . S . W e e s e . 2 0 0 9 . S e p 1 . A n i n v e s t i g a t i o n o f

m e t h i c i l l i n - r e s i s t a n t S t a p h y l o c o c c u s a u r e u s c o l o n i z a t i o n i n p e o p l e a n d p e t s i n t h e s a m e

h o u s e h o l d w i t h a n i n f e c t e d p e r s o n o r i n f e c t e d p e t . J . A m . V e t . M e d . A s s o c . 2 3 5 : 5 4 0 - 5 4 3

[O n l i n e ] d o i : 1 0 . 2 4 6 0/j a v m a . 2 3 5 . 5 5 4 0 .

2 7 F o r b e s
,
B .

,
D . S a h m

,
a n d A . W e i s s f e l d . 2 0 02 . P r i n c i p l e s o f A n t im i c r o b i a l A c t i o n

a n d R e s i s t a n c e , p . 2 14 - 2 2 0 I n K a r e n F a b i a n o
,
Sa r a h y l n n L e s t e r a n d E l l e n W u r u m (e d . ) ,

B a i l y & S c o t t
'

s D i a g n o s t i c M i c r o b i o l o g y ,
1 1 t h e d . A n d r e w A l l e n

,
St . L o u i s .

2 8 . F o s t e r , T . J . 2 0 0 5 . I m m u n e e v a s i o n b y s t a p h y l o c o c c i . N a t . R e v . M i c r o b i o l . 3 : 9 4 8 -

9 5 8 .

2 9 G o l d h a m m e r
,
K . A .

,
D . P . D o o l e y ,

E . A y a l a ,
W . Z e r a

,
a n d B . L . H i l L 2 0 0 6 . J a n .

P r o s p e c t i v e s t u d y o f b a c t e r i a l a n d v i r a l c o n t a m i n a t i o n o f e x e r c i s e e q u i p m e n t . C l i n . J .

Sp o r t M e d . 1 6 : 3 4 - 3 8 [O n l i n e ] .

3 0 . G o n z a l e z
,
B . E

.

,
A . M . R u e d a

,
S . A . S h e l b u r n e 3 r d

,
D . M . M u s h e r

,
R . J . H a m i l l

,

a n d K . G .
H u l t e n .

2 0 0 6 . O c t . C o m m u n i t y - a s s o c i a t e d s t r a i n s o f m e t h i c i l l i n - r e s i s t a n t

St a p h y l o c o c c c u s a u r e u s a s t h e c a u s e o f h e a l t h c a r e - a s s o c i a t e d i n f e c t i o n . I n f e c t . C o n t r o l

H o s p . E p i d e m i o l . 2 7 : 10 5 1 - 1 0 5 6 [O n l i n e . ] d o i : 1 0 . 1 0 8 6 /5 0 7 9 2 3 .

3 1 G o r a k
,
E . J .

,
S . M . Y a m a d a

,
a n d J . D . B r o w n .

1 9 9 9 . C o m m u n i t y - a c q u i r e d

m e th i c i l l i n - r e s i s t a n t S t a p h y l o c o c c u s a u r e u s i n h o s p i t a l i z e d a d u l t s a n d c h i l d r e n w i t h o u t

k n o w n r i s k f a c t o r s . C l i n . I n f e c t D i s . 2 9 : 7 9 7 - 8 0 0 .

3 2 . G o r d o n
,
R . J .

,
a n d F . D . L o w y . 2 0 0 8 . P a t h o g e n e s i s o f m e t h i c i l l i n - r e s i s t a n t

S t a p h y l o c o c c u s a u r e u s i n f e c t i o n . C l i n . I n f e c t . D i s . 4 6 S u p p l 5 : 8 3 50
- 9 .

3 3 . H a r d y , K . J .

,
B . A . O p p e n h e im , S . G o s s a i n

,
F . G a o

,
a n d P . M . H a w k e y . 2 0 0 6 .

F e b . A s t u d y o f t h e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n e n v i r o n m e n t a l c o n t a m i n a t i o n w i t h m e t h i c i l l i n -

r e s i s t a n t S t a p h y l o c o c c u s a u r e u s (M R SA ) a n d p a t i e n t s
'

a c q u i s i t i o n o f M R SA . I n fe c t .

C o n t r o l H o s p . E p i d e m i o l . 2 7 : 1 2 7 - 1 3 2 [O n l i n e . ] d o i : 10 . 1 0 86 / 5 0 0 62 2 .
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3 4 . H e l l e r , J .

,
S . K . A r m s t r o n g ,

E . K . G i r v a n
,
S . W . R e i d

,
A . M o o d l e y ,

a n d D . J .

M e l l o r . 2 0 0 9 . P r e v a l e n c e a n d d i s t r i b u t i o n o f m e t i c i l l i n - r e s i s t a n t St a p h y l o c o c c u s a u r e u s

w i t h i n t h e e n v i r o n m e n t a n d s t a f f o f a u n i v e r s i t y v e t e r i n a r y c l i n i c . J . S m a l l A n im . P r a c t .

5 0 : 16 8 - 1 7 3 .

3 5 . H e r o l d
,
B . C

,
L . C . I m m e r g l u c k , M . C .

M a r a n a n
,
D

. S . L a u d e r d a l e , R . E .

G a s k i n
,
S . B o y l e

- V a v r a
,
C . D . L e i t c h

,
a n d R . S , D a u m . 1 9 9 8 . C o m m u n i t y - a c q u i r e d

m e t h i c i l l i n - r e s i s t a n t S t a p h y l o c o c c u s a u r e u s i n c h i l d r e n w i t h n o i d e n t i fi e d p r e d i s p o s i n g
r i s k . JA M A 2 7 9 : 5 9 3 - 5 9 8 .

3 6 . H o t a
,
B

.
2 0 0 4 C o n t a m i n a t i o n , d i s i n f e c t i o n , a n d c r o s s - c o l o n i z a t i o n : a r e h o s p i t a l

s u r f a c e s r e s e r v o i r s f o r n o s o c o m i a l i n f e c t i o n ? C l i n . I n f e c t . D i s . 3 9 : 1 1 82 - 1 18 9 .

3 7 . H u a n g ,
R .

,
S . M e h t a

,
D . W e e d

,
a n d C . S . P r i c e . 2 0 0 6 . M e th i c i l l i n - r e s i s t a n t

St a p h y l o c o c c u s a u r e u s s u r v i v a l o n h o s p i t a l f o m i t e s . I n f e c t . C o n t r o l H o s p . E p i d e m i o l .

2 7 : 12 6 7 - 1 2 6 9 .

3 8 . K a l i n e r
,
M . A . 1 9 9 1 . H u m a n n a s a l r e s p i r a t o r y s e c r e t i o n s a n d h o s t d e f e n s e . A m R e v .

R e s p i r . D i s . 14 4 : S5 2 - 6 .

3 9 . K a s s e m
,
1. 1 .

,
V . S i g l e r ,

a n d M . A . E s s e i l i . 2 0 0 7 .
P u b l i c c o m p u t e r s u r f a c e s a r e

r e s e r v o i r s f o r m e t h i c i l l i n - r e s i s t a n t s t a p h y l o c o c c i . I S M E J . 1 : 2 6 5 - 2 6 8 .

4 0 . K e i
,
J .

,
a n d J . R . R i c h a r d s . 2 0 0 8 . D e c 2 4 . T h e P r e v a l e n c e o f M e t h i c i l l i n - R e s i s t a n t

St a p h y l o c o c c u s a u r e u s o n I n a n i m a t e O bj e c t s i n a n U r b a n E m e r g e n c y D e p a r t m e n t . J .

E m e r g . M e d . [O n l i n e . ] d o i : 1 0 . 10 16/j . j e m e r m e d . 2 0 0 8 . 0 8 . 0 0 2 .

4 1
.
K o c k

,
R

. , J .
H a r l i z i u s

,
N . B r e s s a n , R . L a e r b e r g , L . H . W i e l e r , W . W i t t e , R . H .

D e u r e n b e r g ,
A . V o s s

,
K . B e c k e r

,
a n d A . W . F r i e d r i c h . 2 0 0 9 . N o v . P r e v a l e n c e a n d

m o l e c u l a r c h a r a c t e r i s t i c s o f m e t h i c i l l i n - r e s i s t a n t St a p h y l o c o c c u s a u r e u s (M R SA ) a m o n g

p i g s o n G e r m a n f a r m s a n d im p o r t o f l i v e s t o c k - r e l a t e d M R SA i n t o h o s p i t a l s . E u r . J . C l i n .

M i c r o b i o l . I n f e c t . D i s 2 8 : 13 7 5 - 13 8 2 [O n l i n e . ] d o i : 1 0 . 1 0 0 7 / s 1 0 0 9 6 - 0 0 9 - 0 79 5 - 4 .

4 2 . K r a m e r
,
A .

,
I . S c h w e b k e

,
a n d G . K a m p f . 2 0 0 6 . H o w l o n g d o n o s o c o m i a l

p a t h o g e n s p e r s i s t o n i n a n im a t e s u r f a c e s ? A s y s t e m a t i c r e v i e w . B M C I n f e c t . D i s . 6 : 1 3 0 .

4 3 . K u e i i n e r t
,
M . J .

,
H . A . H i l l

,
B . A . K u p r o n i s

,
J . I . T o k a r s

,
S . L . S o l o m o n

,
a n d D .

B . J e r n i g a n . 2 0 0 5 . M e t h i c i l l i n - r e s i s t a n t - S t a p h y l o c o c c u s a u r e u s h o s p i t a l i z a t i o n s
,
U n i t e d

S t a t e s . E m e r g . I n f e c t . D i s . 1 1 : 86 8- 8 7 2 .

4 4 . K u e h n e r t , M . J . , D . K r u s z o n - M o r a n
,
H . A . H i l l

,
G . M c Qu i l l a n

,
S . K . M c A l l i s t e r

,

G . F o s h e i m
,
L . K . M c D o u g a l , J . C h a i t r a m

,
B . J e n s e n

,
S . K . F r i d k i n

,
G . K i l l g o r e

,

a n d F . C . T e n o v e r . 2 0 0 6 . P r e v a l e n c e o f St a p h y l o c o c c u s a u r e u s n a s a l c o l o n i z a t i o n i n t h e
U n i t e d St a t e s

,
2 0 0 1- 2 0 0 2 . J I n f e c t .

D i s
. 1 9 3 : 17 2 - 17 9 .
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4 5 . K u m a r i
,
D . N .

,
T . C . H a j i , V . K e e r

,
P . M . H a w k e y ,

V . D u n c a n s o n
,
a n d E .

F l o w e r . 1 9 9 8 . Ju n V e n t i l a t i o n g r i l l e s a s a p o t e n t i a l s o u r c e o f m e t h i c i l l i n - r e s i s t a n t

S t a p h y l o c o c c u s a u r e u s c a u s i n g a n o u t b r e a k i n a n o r t h o p a e d i c w a r d a t a d i s t r i c t g e n e r a l
h o s p i t a l .

J . H o s p . I n f e c t . 3 9 : 12 7 - 1 3 3 [O n l i n e . ] .

4 6 L u
,
P . L .

,
L . K . S i u

,
T . C . C h e n

,
L . M a

,
W . G . C h i a n g ,

Y . H . C h e n
,
S . F . L i n

,
a n d

T . P . C h e n . 2 0 0 9 . O c t 1 . M e t h i c i l l i n - r e s i s t a n t St a p h y l o c o c c u s a u r e u s a n d A c i n e t o b a c t e r

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

B M C I n f e c t . D i s . 9 : 16 4 [O n l i n e . ] d o i : I 0 . 1 18 6 / 1 4 7 1 - 2 3 3 4 - 9 - 16 4 .

4 7 . M a n n i n g ,
N .

,
A . P . W i l s o n

,
a n d G . L . R i d gw a y .

2 0 0 4 . M a r I s o l a t i o n o f M R SA

fr o m c o m m u n a l a r e a s i n a t e a c h i n g h o s p i t a l . J . H o s p .
I n f e c t . 5 6 : 2 5 0 - 2 5 1 [O n l i n e . ]

d o i : 1 0 . 1 0 16 /j . j h i n . 2 0 03 12 . 0 2 1 .

4 8 . M a s s o v a
,
I .

,
a n d S . M o b a s h e r y . 1 9 9 8 K i n s h i p a n d d i v e r s i f i c a t i o n o f b a c t e r i a l

p e n i c i l l i n - b i n d i n g p r o t e i n s a n d b e t a - l a c t a m a s e s . A n t im i c r o b . A g e n t s C h e m o th e r . 4 2 : 1 - 1 7 .

4 9 M i l l e r
,
L . G .

,
a n d B . A . D i e p . 2 0 0 8 . C l i n i c a l p r a c t i c e : c o l o n i z a t i o n

, f o m i t e s ,
a n d

v i r u l e n c e : r e t h i n k i n g t h e p a t h o g e n e s i s o f c o m m u n i t y - a s s o c i a t e d m e t h i c i l l i n - r e s i s t a n t

St a p h y l o c o c c u s a u r e u s i n f e c t i o n . C l i n . I n f e c t . D i s . 4 6 : 7 52 - 7 6 0 .

5 0 . M o o r e
,
G .

,
a n d C . G r i f fi t h . 2 0 0 7 . P r o b l e m s a s s o c i a t e d w i t h t r a d i t i o n a l h y g i e n e

s w a bb i n g : t h e n e e d f o r i n - h o u s e s t a n d a r d i z a t i o n . J . A p p l . M i c r o b i o l . 10 3 : 10 9 0 - 1 10 3 .

5 1 N e e l y ,
A . N .

,
a n d M . P . M a l e y . 2 0 0 0 . Su r v i v a l o f e n t e r o c o c c i a n d s t a p h y l o c o c c i o n

h o s p i t a l f a b r i c s a n d p l a s t i c . J . C l i n . M i c r o b i o l . 3 8 : 7 2 4 - 7 2 6 .

5 2 . O b e e
,
P

.

,
C . J .

G r i f fi t h
,
R . A . C o o p e r

,
a n d N . E . B e n n i o n .

2 0 0 7 .
A n e v a l u a t i o n o f

d i f f e r e n t m e t h o d s f o r t h e r e c o v e r y o f m e t i c i l l i n - r e s i s t a n t St a p h y l o c o c c u s a u r e u s f r o m

e n v i r o n m e n t a l s u r f a c e s . J . H o s p . I n f e c t . 6 5 : 3 5 - 4 1 .

5 3 . O g a w a
,
S . K .

,
E . R . Y u r b e r g ,

V . B . H a t c h e r
,
M . A . L e v i t t

,
a n d F . D . L o w y . 1 9 8 5 .

B a c t e r i a l a d h e r e n c e t o h u m a n e n d o t h e l i a l c e l l s i n v i t r o . I n f e c t . I m m u n 5 0 : 2 18- 2 2 4 .

5 4 . O i e
,
S .

,
I . H o s o k a w a

,
a n d A . K a m i y a . 2 0 0 2 . C o n t a m in a t i o n o f r o o m d o o r h a n d l e s

b y m e t h i c i l l i n - s e n s i t i v e / m e t h i c i l l i n - r e s i s t a n t St a p h y l o c o c c u s a u r e u s . J . H o s p . I n f e c t .

5 1 : 14 0 - 14 3 .

5 5 O ' R i o r d a n
,
K .

,
a n d J . C . L e e . 2 0 0 4 . St a p h y l o c o c c u s a u r e u s c a p s u l a r

p o l y s a c c h a r i d e s C l i n . M i c r o b i o l R e v . 1 7 : 2 18 - 2 3 4 .

5 6 . O t t e r
,
J . A .

,
a n d G . L . F r e n c h . 2 0 0 9 . A u g 2 2 . B a c t e r i a l c o n t a m i n a t i o n o n t o u c h

s u r f a c e s i n t h e p u b l i c t r a n s p o r t s y s t e m a n d i n p u b l i c a r e a s o f a h o s p i t a l i n L o n d o n .
L e t t .

A p p l . M i c r o b i o l . [O n l i n e . ] d o i : 10 . 1 1 1 1/j . I 4 7 2 - 7 6 5 X . 20 0 9 . 0 2 7 2 8 . x .
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5 7 P a t t i , J . M . ,
B

.
L . A l l e n ,

M . J . M c G a v i n
,
a n d M . H o o k . 1 9 94 . M SC R A M M -

m e d i a t e d a dh e r e n c e o f m i c r o o r g a n i s m s t o h o s t t i s s u e s .
A n n u . R e v M i c r o b i o l 4 8 : 5 8 5 -

6 17 .

5 8 . P e r d e l l i , F . , M .
D a l l e r a

,
M . L . C r i s t i n a

,
M . Sa r t i n i

,
G . O t t r i a

,
A . M . Sp a g n o l o

,

a n d P . O r l a n d o . 2 0 0 8 . A n e w m i c r o b i o l o g i c a l p r o b l e m i n i n t e n s i v e c a r e u n i t s :

E n v i r o n m e n t a l c o n t a m i n a t i o n b y M R SA w i th r e d u c e d s u s c e p t i b i l i t y t o g l y c o p e p t i d e s . I n t .

J . H y g . E n v i r o n . H e a l t h 2 1 1 : 2 13 - 2 18 .

5 9 . P i n t o ,
F . , S . H i o m

,
S . G i r d l e s t o n e

,
a n d J .

Y
. M a i l l a r d .

2 0 0 9 .
E v a l u a t i o n o f t h e

e f f e c t i v e n e s s o f c o m m e r c i a l l y a v a i l a b l e c o n t a c t p l a t e s f o r m o n i t o r i n g m i c r o b i a l

e n v i r o n m e n t s . L e t t .
A p p l .

M i c r o b i o l . 4 8 : 3 7 9 - 3 8 2 .

6 0 . P r o c t o r
,
R . A .

,
P . v a n L a n g e v e l d e

,
M . K r i s t j a n s s o n

,
J . N . M a s l o w

,
a n d R . D .

A r b e i t . 1 9 9 5 . P e r s i s t e n t a n d r e l a p s i n g i n f e c t i o n s a s s o c i a t e d w i t h s m a l l - c o l o n y v a r i a n t s o f

S t a p h y l o c o c c u s a u r e u s . C l i n . I n f e c t . D i s . 2 0 : 9 5 - 102 .

6 1 . R e y g a e r t , W . 2 0 0 9 . M e th i c i l l i n - r e s i s t a n t St a p h y l o c o c c u s a u r e u s (M R S A ) ; m o l e c u l a r

a s p e c t s o f a n t i m i c r o b i a l r e s i s t a n c e a n d v i r u l e n c e . C l i n . L a b . Sc i . 2 2 : 1 15 - 1 19 .

6 2 R o b i n s o n
,
D . A .

,
A . M . K e a r n s

,
A . H o lm e s

,
D . M o r r i s o n

,
H . G r u n d m a n n

,
G .

E d w a r d s
,
F . G . O '

B r i e n
,
F . C . T e n o v e r , L . K . M c D o u g a l , A . B . M o n k , a n d M . C .

E n r i g h t . 2 0 0 5 . A p r 2 - 8 . R e - e m e r g e n c e o f e a r l y p a n d e m i c St a p h y l o c o c c u s a u r e u s a s a

c o m m u n i t y - a c q u i r e d m e t i c i l h n - r e s i s t a n t c l o n e . L a n c e t 3 6 5 : 1 2 5 6 - 1 2 5 8 [O n l i n e . ]
d o i : 1 0 . 1 0 16 /S 0 14 0 - 6 7 3 6 (0 5 )7 4 8 14 - 5 .

6 3 .
R u t a l a , W . A .

,
E

.
B . K a t z

,
R . J . S h e r e r t z

,
a n d F

.
A

. S a r u b b i J r . 1 9 8 3 . S e p .

E n v i r o n m e n t a l s t u d y o f a m e t h i c i l l i n - r e s i s t a n t S t a p h y l o c o c c u s a u r e u s e p i d e m i c i n a b u m
u n i t . J . C l i n . M i c r o b i o l . 1 8 : 6 8 3 - 6 8 8 [O n l i n e . ] .

6 4 . S a l g a d o
,
C . D .

,
B . M . F a r r

,
a n d D . P . C a l f e e . 2 0 0 3 . C o m m u n i t y - a c q u i r e d

m e t h i c i l l i n - r e s i s t a n t S t a p h y l o c o c c u s a u r e u s : a m e t a - a n a l y s i s o f p r e v a l e n c e a n d r i s k

f a c t o r s . C l i n . I n f e c t . D i s . 3 6 : 13 1 - 13 9
.

6 5 . Sc o t t
,
E . , S .

D u t y ,
a n d M .

C a l l a h a n . 2 0 0 8 . A u g A p i l o t s t u d y t o i s o l a t e
S t a p h y l o c o c c u s a u r e u s a n d m e t h i c i l l i n - r e s i s t a n t S a u r e u s f r o m e n v i r o n m e n t a l s u r f a c e s in
t h e h o m e . A m . J I n f e c t . C o n t r o l 3 6 : 4 5 8- 4 60 [O n l i n e . ] d o i : 10 . 10 16/j . a j i c . 2 0 0 7 . 10 0 12 .

66 . Sc o t t
,
E .

,
S . D u t y ,

a n d K . M c C u e . 2 0 0 9 . A u g . A c r i t i c a l e v a l u a t i o n o f m e t h i c i l l i n -

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

A m
. J . I n f e c t . C o n t r o l

3 7 : 4 4 7 - 4 53 [O n l i n e . ] d o i : 1 0 . 1 0 16 / j . a j i c . 2 0 0 8 . 12 . 0 0 1 .

6 7 . S e x t o n
,
T .

,
P . C l a r k e

,
E . O ' N e i l l , T . D i l l a n e

,
a n d H . H u m p h r e y s . 2 0 0 6 .

E n v i r o n m e n t a l r e s e r v o i r s o f m e t h i c i l l i n - r e s i s t a n t St a p h y l o c o c c u s a u r e u s i n i s o l a t i o n
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r o o m s : c o r r e la t i o n w i t h p a t i e n t i s o l a t e s a n d im p l i c a t i o n s f o r h o s p i t a l h y g i e n e . J . H o s p .

I n f e c t . 6 2 : 18 7 - 19 4 .

6 8 . S i e v e r t
,
D . M .

,
J . T . R u d r i k

,
J . B . P a t e l

,
L . C . M c D o n a l d ,

M . J . W i l k i n s
,
a n d J .

C . H a g e m a n . 2 0 0 8 . V a n c o m y c i n - r e s i s t a n t S t a p h y l o c o c c u s a u r e u s i n t h e U n i t e d St a t e s
,

2 0 0 2 - 2 0 0 6 . C l i n .
I n f e c t . D i s . 4 6 : 6 6 8 - 6 74 .

6 9 . S o g e ,
O . O .

,
J . S . M e s c h k e

,
D . B . N o ,

a n d M . C . R o b e r t s . 2 0 0 9 . D e c .

C h a r a c t e r i z a t i o n o f m e t h i c i l l i n - r e s i s t a n t St a p h y l o c o c c u s a u r e u s a n d m e t h i c i l l i n - r e s i s t a n t

c o a g u l a s e - n e g a t i v e St a p h y l o c o c c u s s p p . i s o l a t e d f r o m U S W e s t C o a s t p u b l i c m a r in e

b e a c h e s . J . A n t i m i c r o b . C h e m o t h e r . 6 4 : 1 14 8- 1 1 5 5 [O n l i n e . ] d o i : 1 0 . 10 9 3 /j a c / dk p 3 6 8 .

7 0 . St e p a n o v i c
,
S .

,
I . C i r k o v i c

,
S . D j u k i c ,

D . V u k o v i c
,
a n d M . Sv a b i c - V l a h o v i c . 2 0 0 8 .

P u b l i c t r a n s p o r t a s a r e s e r v o i r o f m e th i c i l l i n - r e s i s t a n t s t a p h y l o c o c c i . L e t t A p p l .

M i c r o b i o l .
4 7 : 3 3 9 - 3 4 1.

7 1. T o l b a
,
O .

,
A . L o u g h r e y ,

C . E . G o l d s m i t h
,
B . C . M i l l a r

,
P . J . R o o n e y ,

a n d J . E .

M o o r e . 2 0 0 7 . Su r v i v a l o f e p i d e m i c s t r a i n s o f n o s o c o m i a l - a n d c o m m u n i t y - a c q u i r e d
m e t h i c i l l i n - r e s i s t a n t St a p h y l o c o c c u s a u r e u s o n c o i n s .

A m
.
J . I n f e c t . C o n t r o l 3 5 : 3 4 2 - 3 4 6 .

7 2 . U S- E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y . 2 0 0 1 . M e t h o d 16 0 1 : M a l e - s p e c i fi c (F + ) a n d
So m a t i c C o l i p h a g e i n W a t e r b y T w o - s t e p E n r i c h m e n t P r o c e d u r e . [O n l i n e . ] .

7 3 . v a n D u i j k e r e n
,
E .

,
M . M o l e m a n

,
M . M . Sl o e t v a n O l d r u i t e n b o r g h

- O o s t e r b a a n
,
J .

M u l t e m , A . T r o e l s t r a , A . C . F l u i t , W . J . v a n W a m e l , D .
J . H o u w e r s ,

A . J . d e N e e l i n g,

a n d J . A . W a g e n a a r . 2 0 0 9 A u g 8 . M e t h i c i l l in - r e s i s t a n t St a p h y l o c o c c u s a u r e u s i n h o r s e s

a n d h o r s e p e r s o n n e l : A n i n v e s t i g a t i o n o f s e v e r a l o u t b r e a k s . V e t . M i c r o b i o l . [O n l i n e . ]
d o i : 10 . 10 16/j . v e t m i c . 2 0 0 9 . 0 8 . 0 0 9 .

7 4 . W a g e n v o o r t
,
J . H .

,
W . S l u i j s m a n s

,
a n d R

.
J

. F e n d e r s . 2 0 0 0 .
B e t t e r e n v i r o n m e n t a l

s u r v i v a l o f o u t b r e a k v s . s p o r a d i c M R SA i s o l a t e s . J H o s p . I n f e c t .
4 5 : 2 3 1 - 2 34 .

7 5 . W e b e r
,
J .

T
.
2 0 0 5 . A u g 15 . C o m m u n i t y - a s s o c i a t e d m e t h i c i l l i n - r e s i s t a n t

S t a p h y l o c o c c u s a u r e u s . C l i n . I n f e c t . D i s . 4 1 S u p p l 4 : S 2 69 - 7 2 [O n l i n e . ]
d o i : 1 0 . 1 0 8 6/ 4 3 0 7 8 8

7 6 W e b e r ,
T

. P . , a n d N
.
I . St i l i a n a k i s . 2 0 0 8 . N o v . I n a c t i v a t i o n o f i n fl u e n z a A v i r u s e s

i n t h e e n v i r o n m e n t a n d m o d e s o f t r a n s m i s s i o n : a c r i t i c a l r e v i e w . J . I n f e c t . 5 7 : 3 6 1 - 3 7 3

[O n l i n e . ] d o i : 1 0 . 10 I 6 /j . j i n f . 2 0 0 8 . 0 8 . 0 13 .

7 7 . W e r t h e i m
,
H .

F
. ,
D . C .

M e l i e s
,
M . C , V o s

,
W . v a n L e e u w e n

,
A . v a n B e l k u m ,

H .

A . V e r b r u g h ,
a n d J .

L . N o u w e n . 2 0 0 5 . T h e r o l e o f n a s a l c a r r i a g e i n St a p h y l o c o c c u s

a u r e u s i n f e c t i o n s . L a n c e t I n f e c t . D i s . 5 : 7 5 1- 7 6 2 .

1 0 0
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7 8 . W i l c o x
,
R . R .

,
a n d H . J . K e s e l m a n . 2 0 0 3 . S e p . M o d e m r o b u s t d a t a a n a l y s i s

m e t h o d s : m e a s u r e s o f c e n t r a l t e n d e n c y . P s y c h o l . M e t h o d s 8 : 2 5 4 - 2 7 4 [O n l in e . ]
d o i : 10 . 10 3 7 / 10 82 - 9 89 X . 8 3 . 2 5 4

.

7 9 . W i l l i a m s
, C ,

a n d D . L . D a v i s . 2 0 0 9 W i n t e r . M e t h i c i l l i n - r e s i s t a n t St a p h y l o c o c c u s

a u r e u s f o m i t e s u r v i v a l . C l i n . L a b . Sc i . 2 2 : 3 4 - 3 8 [O n l in e ] .

80 . W I L L I A M S
,
R . E .

,
M . P . J E V O N S

,
R . A . S H O O T E R

,
C . J . H U N T E R

,
J . A .

G I R L I N G
,
J . D . G R I F F I T H S

,
a n d G . W . T A Y L O R . 19 5 9 . N a s a l s t a p h y l o c o c c i a n d

s e p s i s i n h o s p i t a l p a t i e n t s B r . M e d . J . 2 : 6 5 8 - 6 6 2 .

8 1 . W i s p l i n g h o f f
,
H .

,
A . E . R o s a t o

,
M . C . E n r i g h t , M . N o t o , W . C r a i g ,

a n d G . L .

A r c li e r . 2 0 0 3 . R e l a t e d c l o n e s c o n t a i n i n g S C Cm e c t y p e I V p r e d o m i n a t e a m o n g c l in i c a l l y
s i g n i f i c a n t St a p h y l o c o c c u s e p i d e r m i d i s i s o l a t e s A n t im i c r o b . A g e n t s C h e m o t h e r .

4 7 : 3 5 7 4 - 3 5 7 9 .

82 .
W u

,
H . M .

,
M . F o r n e k

,
K . J .

Sc h w a b
,
A . R . C h a p i n ,

K . G i b s o n
,
E . S c l i w a b

,
C .

S p e n c e r
,
a n d K . H e n n i n g . 2 0 0 5 . O c t . A n o r o v i r u s o u t b r e a k a t a l o n g - t e r m - c a r e f a c i l i t y :

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

2 6 : 8 0 2 - 8 10 [O n l i n e . ] d o i : 10 . 1 0 8 6/ 5 0 2 4 9 7 .

8 3 . Y a l o w i t z
,
M .

,
a n d I . B r o o k . 2 0 0 3 . T h e r e c o v e r y o f b a c t e r i a f r o m th e h a n d p i e c e o f a

h i gh s c h o o l t e l e p h o n e J . E n v i r o n H e a l t h 6 5 : 18 - 2 0
,
3 1 .

1 0 1
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