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A B S T R A C T

R a c h e l H u l k o w e r : I n a c t i v a t i o n o f Su r r o g a t e C o r o n a v i r u s e s o n H a r d S u r f a c e s b y
H e a l t h c a r e G e r m i c i d e s

(U n d e r t h e d i r e c t i o n o f M a r k D . So b s e y )

T h e SA R S c o r o n a v i r u s ( SA R S- C o V ) w a s i d e n t i f i e d a s t h e c a u s e o f s e v e r e

a c u t e r e s p i r a t o r y s y n dr o m e ( SA R S) f o l l o w i n g t h e w o r l dw i d e 2 0 0 3 o u t b r e a k .
T h e

s p r e a d o f SA R S i n h e a l t h c a r e s e t t i n g s a n d t h e p r e s e n c e o f SA R S C o V n u c l e i c a c i d s

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

r o l e i n t h e s p r e a d o f SA R S i n h e a lt h c a r e e n v ir o n m e n t s . D i s i n f e c t i o n o f h o sp i t a l

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

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

g o a l o f t h i s r e s e a r c h w a s t o t e s t t h e e f fi c a c y o f s i x s t a n da r d h e a l t h c a r e g e rm i c i d e s f o r

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

t e s t e d w e r e ( 1) St e r i s V e s p h e n e
®
U s e N o n - s t e r i l e D i s i n f e c t a n t C l e a n e r (9 . 0 9% o -

p h e n y l p h e n o l
,
7 . 6 6% p - t e r t i a r y a m y l p h e n o l ) , (2 ) 7 0% e th a n o l

, (3 ) c h l o r i n e b l e a c h

(6 . 0% so d i u m h y p o c h l o r i t e ) , (4 ) C i d e x
®
O P A (o r t h o -

p h t h a l a l d e h y d e ) , (5 ) P u r e l l ®

I n s t a n t H a n d Sa n i t i z e r (6 2 % e th a n o l ) , (6 ) C l o r o x ® A n y w h e r e H a n d Sa n it i z i n g Sp r a y

(7 1% e th a n o l ) . T h e s e w e r e t e s t e d f o r v i r u c i d a l a c t i v i t y a g a i n s t t w o s u r r o g a t e

c o r o n a v i r u s e s
,
M o u s e H e p a t i t i s V i r u s (M H V ) a n d T r a n s m i s s i b l e G a s t r o e n t e r i t i s

V i r u s (T G E V ) . M H V a n d T G E V w e r e d r i e d o n t o s t a i n l e s s s t e e l s u r f a c e s , e x p o s e d t o

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

i n c e l l c u l t u r e .
F o r T G E V

,
l o g i o i n f e c t i v i t y r e d u c t i o n s w e r e : 7 0% e t h a n o l = 3 . 2 ;

11
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p h e n o l i c = 2 . 0 ; C i d e x O P A = 2 . 3 ; 1 : 1 0 0 c h l o r i n e b l e a c h = 0 . 3 5 ; 6 2% e t h a n o l = 4 . 0 ;

a n d 7 1% e th a n o l = 3 . 5 . F o r M H V
,
t h e y w e r e : 7 0 % e t h a n o l = 3 . 9 ; p h e n o l i c

,

= 1 . 3 ;

C i d e x O P A = 1 . 7 ; 1 : 10 0 c h l o r i n e b l e a c h = 0 . 6 2 ; 6 2% e t h a n o l = 2 . 7 ; a n d 7 1% e th a n o l

= 2 . 0 . O f t h e h e a l t h c a r e g e r m i c i d e s t e s t e d , o n l y t h e e t h a n o l e f f e c t i v e l y r e d u c e d

i n f e c t i v i t y o f t h e t w o c o r o n a v i r u s e s b y > 3 l o g i o a f t e r a n e x p o s u r e t i m e o f o n e m i n u t e .

C i d e x O P A w a s s o m e w h a t e f f e c t i v e
,
w i t h > 2 l o g i o r e d u c t i o n

, a n d 1 : 10 0 c h l o r i n e

b l e a c h w a s i n e f f e c t i v e
,
w i t h < 1 l o g i o r e d u c t i o n . M H V a n d T G E V w e r e r e d u c e d t o a

s im i l a r e x t e n t (w i t h i n 0 . 5 l o g i o ) b y t h e g e r m i c i d e t e s t e d . T h e r e s u l t s o f t h i s s t u dy

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

C o V .

I l l
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A C K N O WL E D G E M E N T S
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,
D r M a r k

D . So b s e y ,
f o r p r o v i d i n g m e w i t h t h e o p p o r t u n i t y t o w o r k o n t h i s p r o j e c t a n d

c o n t i n u o u s l y v a lu e d g u i d a n c e t h r o u g h o u t m y 2 y e a r s a s a m a s t e r
'

s s t u d e n t . I a l s o

t h a n k m y c o m m i t t e e m e m b e r s
.
D r . L o u i s e M .

B a l l a n d D r . Wi l l i a m A . R u t a l a
,
f o r

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

t o t h e m e m b e r s o f D r . S o 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
,
e sp e c i a l l y t o D o r o t h y a n d D o u g ,

f o r a n s w e r i n g a l l

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

u n e n d i n g g r a t i t u d e t o L i s a C a s a n o v a f o r h e r h a r d w o r k , p a t i e n c e
,
a n d w i s d o m d u r i n g

m y r e s e a r c h p r o j e c t . L i s a h a s s h a r e d a l l o f h e r k n o w l e d g e ,
s k i l l s ,

a n d r e s o u r c e s w i t h

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

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

w h a t w a s r e q u i r e d .

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

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

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

c h o o s i n g h u m a n i t a r i a n w o r k . A n d t o m y f r i e n ds
,
t h a n k y o u

,
f o r p r o v i d i n g th e

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

I V
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1 . I N T R O D U C T I O N

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

i n f e c t i o n s a r e r e s p o n s ib l e f o r t h o u s a n d s o f

d e a t h s w o r l dw i d e e a c h y e a r (R u t a l a
,
P e a c o c k e t a l . 2 0 0 6) a n d p l a c e f i n a n c i a l a n d

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

5% o f a l l n o s o c o m i a l i n f e c t i o n s a r e d u e t o v i r a l e x p o s u r e (A i t k e n a n d J e f f r i e s 2 0 0 1),

a n d i n p e d i a t r i c w a r d s , v i r u s e s a c c o u n t f o r a t l e a s t 3 0% o f n o s o c o m i a l i n f e c t i o n s

( Sa t t a r 2 0 0 4 ) . Su r v e i l l a n c e a n d m o n i t o r i n g o f n o s o c o m i a l v i r a l i n f e c t i o n i s l im i t e d ,

h o w e v e r
,
a n d th e s e d a t a a r e l i k e l y u n d e r e s t im a t e s .

T h e m a j o r i t y o f h o s p i t a l - a c q u i r e d v i r a l i n f e c t i o n s a r e a r e s u l t o f e x p o s u r e t o

r e s p i r a t o r y o r e n t e r i c p a t h o g e n s (Sa t t a r a n d Sp r i n g t h o r p e 19 9 9 ) .
R e s p i r a t o r y

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

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

b e c o m e e x p o s e d t o a n d t r a n s f e r 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 h a n d s

(A i t k e n a n d J e f f r i e s 2 0 0 1; V a r i a , W i l s o n e t a l . 2 0 0 3) . St u d i e s h a v e s h o w n v i r u s e s t o

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

o f t im e o n e n v i r o n m e n t a l s u r fa c e s (S a t t a r 2 0 0 4 ) . I n t h e s e s e t t in g s ,
h e a l t h c a r e

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

i n f e c t i o n a n d a m o d e o f t r a n s m i s s i o n o f i n f e c t i o n t o p a t i e n t s a n d s t a f f (C o z a d a n d

J o n e s 2 0 0 3 ; R u t a l a
,
P e a c o c k e t a l . 2 0 0 6 ) .

I n 2 0 0 3
,
t h e n o s o c o m i a l t r a n s m i s s i o n o f v i r a l d i s e a s e p r o v e d t o b e a m a j o r

c o n t r i b u t o r t o a w o r l d w i d e o u t b r e a k . E a r l y t h a t y e a r
,
a p r e v i o u s l y u n k n o w n
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r e s p i r a t o r y d i s e a s e , s e v e r e a c u t e r e s p i r a t o r y s y n d r o m e (SA R S), e m e r g e d i n

G u a n g d o n g P r o v i n c e
,
C h i n a (K s i a z e k

,
E r d m a n e t a l . 2 0 0 3 ) . St u d i e s t o i d e n t i f y t h e

c a u s a t i v e a g e n t f o r SA R S i n d i c a t e d a n e w h u m a n c o r o n a v i r u s ( SA R S - C o V ) , d i s t i n c t

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

2 0 0 3 ; P e i r i s ,
L a i e t a l .

2 00 3 ; K n o b l e r , M a hm o u d e t a l .
2 0 0 4 ) . U n i q u e i n i t s a b i l i t y t o

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

,
v i s i t o r s

,
a n d

v o l u n t e e r s , S A R S- C o V w a s a l s o f o u n d t o b e 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 i n

h o s p i t a l s (D o w e l l
,
S i m m e r m a n e t a l . 2 0 0 4 ) , a n d s t u d i e s d e m o n s t r a t e d th a t i t c o u l d

s u r v i v e o n s u r f a c e s f o r 2 4 - 7 2 h o u r s (H o t a 2 0 0 4 ) . T h e o u t b r e a k o f SA R S h i gh l i g h t e d

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

n o s o c o m i a l i n f e c t i o n (B e r g e r ,
D r o s t e n e t a l . 2 0 0 4 ) .

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

o f i n f e c t i o u s a g e n t s . B e c a u s e o f t h e i m p o r t a n c e o f v i r u s e s s u c h a s SA R S- C o V a s

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

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

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

h e a l t h c a r e w o r k e r s a n d p a t i e n t s (D e t t e n k o f e r a n d Sp e n c e r 2 0 0 7 ) ; a p p r o p r i a t e

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

s p r e a d o f v i r u s e s l i k e SA R S- C o V (A n s a r i
,
Sp r i n g t h o r p e e t a l . 1 9 9 1 ; S e h u l s t e r a n d

C h i n n 2 0 0 3 ; H o t a 2 0 0 4 ; S a t t a r 2 0 0 7 ) . H o w e v e r
,
t o a s s i s t i n t h e s e l e c t i o n o f

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

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

c o r o n a v i r u s e s . T h e r e f o r e
,
t h i s s t u d y w a s u n d e r t a k e n w i t h t h e f o l l o w i n g a im s :
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E v a l u a t e e i g h t c h e m i c a l g e r m i c i d e s c o mm o n l y u s e d i n h e a l t h c a r e s e t t i n g s f o r

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

s u r f a c e s u s i n g tw o n o n - h u m a n c o r o n a v i r u s e s
,
M o u s e H e p a t i t i s v i r u s (M H V )

a n d T r a n s m i s s i b l e G a s t o e n t e r i t i s v i r u s (T G E V ), a s s u r r o g a t e r e p r e s e n t a t i v e s

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

S A R S- C o V .

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

c o r o n a v i r u s e s o n h o s p i t a l s u r f a c e s .
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2 . O B J E C T I V E S

T h e s t u d y o bj e c t i v e s a r e :

• T o d e t e r m i n e t h e e f f i c a c y o f r e du c t i o n o f c o r o n a v i r u s e s b y 8 h o s p i t a l s u r f a c e

g e r m i c i d e s

o Q u a n t i fy r e d u c t i o n o f i n f e c t i v i t y o f tw o s u r r o g a t e c o r o n a v i r u s e s
,

M o u s e H e p a t i t i s V i r u s (M H V ) a n d T r a n s m i s s i b l e G a s t r o e n t e r i t i s V i r u s

(T G E V ) ,
o n a n e n v i r o n m e n t a l s u r f a c e

• T o p r o v i d e r e c o mm e n d a t i o n s f o r e f f e c t i v e s u r f a c e g e r m i c i d e u s e a g a i n s t

c o r o n a v i r u s e s i n a h e a l t h c a r e s e t t i n g

• T o i d e n t i f y t h e a d v a n t a g e s a n d d i s a dv a n t a g e s o f u s i n g M H V o r T G E V a s a

s u r r o g a t e c o r o n a v i r u s f o r d i s i n f e c t i o n s t u d y
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3 . L I T E R A T U R E R E V I E W

N o s o c o m i a l v i r a l i n f e c t i o n s

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

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

i n f e c t i o n s (Sa t t a r 2 0 0 4 ) . N o s o c o m i a l i n f e c t i o n s a r e i n f e c t i o n s t h a t d e v e l o p a s a r e s u l t

o f t r e a tm e n t i n a h e a l t h c a r e f a c i l i t y o r h o s p i t a l o r a r e c a u s e d b y p a th o g e n s a c q u i r e d

d u r i n g h o s p i t a l i z a t i o n (A i t k e n a n d J e f f r i e s 2 0 0 1 ) . A l s o r e f e r r e d t o a s h o s p i t a l - o r

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

i n h o s p i t a l s a n d p o s e a c o n s i d e r a b l e r i s k t o p a t i e n t s (R u t a l a , W h i t e e t a l . 2 0 0 6 ;

D e t t e n k o f e r a n d Sp e n c e r 2 0 0 7) . I t i s e s t im a t e d t h a t n o s o c o m i a l i n f e c t i o n s c a u s e m o r e

t h a n 19
,
0 0 0 d e a t h s p e r y e a r w h i l e c o n t r i b u t i n g t o a n o t h e r 5 8

,
0 0 0 (R u t a l a

,
B a r b e e e t

a l .
2 0 0 0) .

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

h e a l t h (S a t t a r a n d Sp r i n g t h o r p e 19 9 6 ; Sa t t a r 2 0 0 6) . A p p r o x i m a t e l y 5 % o f a l l

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

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

r a t e s (A i t k e n a n d J e f f r i e s 2 0 0 1) . V i r u s e s a r e t h e p a t h o g e n i c a g e n t r e s p o n s i b l e f o r

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

(B o o n e a n d G e r b a 2 0 0 7 ) ,
i n c lu d i n g d i r e c t o r i n d i r e c t c o n t a c t , a i r b o r n e dr o p l e t s , o r b y

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

,
m e d i c a t i o n

,
m e d i c a l e q u i p m e n t

,
a n d b l o o d (B e r g e r ,

D r o s t e n e t a l . 2 0 0 4 ) .
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H o s p i t a l s , n u r s i n g h o m e s , a n d o t h e r c r o w d e d i n s t i t u t i o n a l s e t t i n g s p r o v i d e

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

c o n d i t i o n s a n d c o n s t a n t f lo w o f h u m a n - t o - h u m a n c o n t a c t (Sa t t a r a n d Sp r i n g t h o r p e

19 9 9 ; A i t k e n a n d J e f f r i e s 2 0 0 1 ) . P a t i e n t - t o -

p a t i e n t s p r e a d i s a n im p o r t a n t m o d e o f

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

i n v o l v e d i n t h e s p r e a d o f v i r a l i n f e c t i o n (A i t k e n a n d J e f f r i e s 2 0 0 1) . A d d i t i o n a l l y ,

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

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

f o o d c o n t a c t

s u r f a c e s
,
l a u n d r y ,

d i a l y s i s m a c h i n e s
,
v e n t i l a t i o n s y s t e m s

, p a t i e n t c a r e i t e m s
,
a n d

p a t i e n t r o o m s u r f a c e s
"

(R u t a l a , B a r b e e e t a l . 2 0 0 0 ; C o z a d a n d J o n e s 2 0 0 3 ) .

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

e n v i r o n m e n t (B o o n e a n d G e r b a 2 0 0 7 ) . T w o m a i n f a c t o r s p r o m o t e n o s o c o m i a l

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

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

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

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

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

n o s o c o m i a l s p r e a d o f v i r a l i n f e c t i o n ; v i r u s e s a c c o u n t f o r a p p r o x i m a t e l y 3 2% o f

n o s o c o m i a l i n f e c t i o n a m o n g p e d i a t r i c p a t i e n t s (A i t k e n a n d J e f f r i e s 2 0 0 1 ) .

V i r u s e s t h a t s p r e a d i n h e a l t h c a r e s e t t i n g s

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

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

e n v i r o n m e n t s ( Sa t t a r a n d Sp r in g t h o r p e 19 9 9 ; A i t k e n a n d Je f f r i e s 2 0 0 1 ) .
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B l o o d - b o r n e v i r u s e s

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

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

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

o c c u r s o n l y w h e n d e c o n t a m i n a t i o n o f m e d i c a l e q u ip m e n t i s d e fi c i e n t (A i t k e n a n d

Je f fr i e s 2 0 0 1) o r i n f e c t e d b l o o d i s u s e d f o r t r a n s f u s i o n .

V i r u s e s t r a n s m i t t e d by f e c a l - o r a l r o u t e

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

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

,
a n d o bj e c t s c o n t a m i n a t e d w i t h e n t e r i c

v i r u s e s i n c r e a s e s t h e r i s k o f t r a n s m i s s i o n (A i t k e n a n d J e f f r i e s 2 0 0 1 ) .

V i r u s e s t r a n s m i t t e d b y r e s p i r a t o r y r o u t e

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

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

i n f e c t i o n o c c u r r i n g i n p e d i a t r i c w a r d s (H a l l 19 8 1) . R e s p i r a t o r y v i r u s e s a r e a

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

d r o p l e t s a n d p e r s o n - t o - p e r s o n c o n t a c t (A i t k e n a n d J e f f r i e s 2 0 0 1) . Sm a l l d r o p l e t s

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

a n d t a l k i n g a n d c a n t r a v e l s i g n i fi c a n t d i s t a n c e s .
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 i s d u e

t o t h e t r a v e l o f l a r g e d r o p l e t s a n d r e q u i r e s d i r e c t c o n t a c t w i t h t h e p a t i e n t (A i t k e n a n d

J e f f r i e s 2 0 0 1 ; V a r i a
,
W i l s o n e t a l 2 0 0 3 ; H o t a 2 0 0 4 ) .

A d d i t i o n a l l y ,
r e s p i r a t o r y

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

r e - t r a n s m i s s i o n t o n e w h o s t s (A i t k e n a n d J e f f r i e s 2 00 1) .
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A i t k e n a n d J e ff r i e s (2 0 0 1 ) r e v i e w e d t h e p r im a r y v i r a l a g e n t s r e s p o n s i b l e f o r

n o s o c o m i a l i n f e c t i o n :

R e s p i r a t o r y t r a n s m i s s i o n

• R e s p i r a t o r y S y n c y t i a l V i r u s

• I n f l u e n z a v i r u s e s A a n d B
• P a r a i n fl u e n z a v i r u s ,

t y p e s 1
,
2 , 3

• R h in o v i r u s e s

• C o r o n a v i r u s e s

• A d e n o v i r u s

• M e a s l e s
,
m u m p s

,
a n d r u b e l l a v i r u s e s

F e c a l - o r a l t r a n s m i s s i o n

• R o t a v i r u s

• S m a l l r o u n d - St r u c t u r e d V i r u s e s (SR SV s ): c a l i c i v i r u s ; a s t r o v i r u s ;
• E n t e r o v i r u s e s

• H e p a t i t i s A v i r u s

• H e p a t i t i s E v i r u s

• H e r p e s v i r u s e s

B l o o d - b o r n e v i r u s e s

• H e p a t i t i s B v i r u s

• H e p a t i t i s C v i r u s

• H u m a n I m m u n o d e f i c i e n c y v i r u s

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

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

,
a n d a i r a r e w e l l

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

t r a n sm i s s i o n (S a t t a r a n d Sp r i n g t h o r p e 19 9 6 ) . H o w e v e r
,
i t h a s b e e n d e m o n s t r a t e d th a t

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

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

,
b e c a u s e s u r f a c e s a c t a s a

v e h i c l e fo r m i c r o o r g a n i sm s (A b a d
,
P i n t o e t a l . 19 9 7 ; R u t a l a

,
B a r b e e e t a l . 2 0 0 0 ;

S a t t a r 2 0 0 4 ) R e c e n t s t u d i e s p r o v i d e e v i d e n c e t h a t p a t h o g e n s c a n p e r s i s t o n

e n v i r o n m e n t a l r e s e r v o i r s (H o t a 2 0 0 4 ; D e t t e n k o f e r a n d S p e n c e r 2 0 0 7 ) V i r u s e s i n

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

h o u r s t o s e v e r a l da y s (A i t k e n a n d J e f f r i e s 2 0 0 1 ; S a t t a r 2 0 0 4 ; B o o n e a n d G e r b a 2 0 0 7 ) .
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S u r f a c e c o n t a m i n a t i o n c a n o c c u r b y d i r e c t o r i n d i r e c t c o n t a c t w i t h v i r a l

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

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

o r e q u i p m e n t c o n t a m i n a t e d w i t h e x p e l l e d v i r a l d r o p l e t s (V a r i a
,
W i l s o n e t a l . 2 0 0 3 ;

D o w e l l
,
S im m e r m a n e t a l . 2 0 04 ) . 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

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

(C o z a d a n d J o n e s 2 0 0 3 ) . H e a l t h c a r e w o r k e r s a r e a n i m p o r t a n t s o u r c e o f c o n t a c t

t r a n sm i s s i o n . St a f f m e m b e r s i n t h e s e e n v i r o n m e n t s a r e i n d i c a t e d a s im p o r t a n t

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

n u m b e r o f p a t i e n t s (A i t k e n a n d J e f f r i e s 2 0 0 1) .

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

p a th o g e n i c o r g a n i s m s . I n a n im a t e o bj e c t s t h a t b e c o m e c o n t a m in a t e d w i th i n f e c t i o u s

m i c r o o r g a n i s m s a n d s e r v 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 m i c r o o r g a n i s m s a r e a l s o

k n o w n a s f o m i t e s (B o o n e a n d G e r b a 2 0 0 7 ) . I t i s im p o r t a n t t o c o n s i d e r t h e p r o p e r t i e s

o f f o m i t e s u r fa c e s w h e n a s s e s s i n g t h e i r r o l e i n t r a n s m i s s i o n (B o o n e a n d G e r b a 2 0 0 7) .

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

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

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

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

Sp r i n g t h o r p e 19 9 6 ) .

S e v e r a l s t u di e s w e r e d o n e t o i d e n t i f y t h e p r im a r y h e a l t h c a r e s u r f a c e s o n

w h i c h n o s o c o m i a l v i r u s e s a r e f o u n d . B o o n e a n d G e r b a (2 0 0 7 ) c r e a t e d a l i s t o f

o bj e c t s t h a t i n c l u d e s c l o t h g o w n s
,
r u bb e r g l o v e s

,
f a c i a l t i s s u e

,
s p o n g e s ,

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

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

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

c o n t a c t w i t h s h a r e d c o m p u t e r s (R u t a l a
,
P e a c o c k e t a l . 2 0 0 6 ) . O th e r s u r f a c e s

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

19 9 9 ) ,
m e d i c a l i n s t r u m e n t c a r t s

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

s u r f a c e s (W e b e r a n d R u t a l a 2 00 3) .

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

A c o n t a m i n a t e d s u r f a c e c a n e a s i l y t r a n s f e r i n f e c t i o u s v i r u s (B o o n e a n d G e r b a

2 0 0 7 ) ,
m a k i n g i n t e r r u p t i o n o f v i r a l t r a n s m i s s i o n w i t h c h e m i c a l d i s i n f e c t i o n a n

im p o r t a n t i n f e c t i o n c o n t r o l m e a s u r e . D i s i n f e c t i o n i s d e fi n e d a s a p r o c e s s t h a t

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

s p o r e s , fi
-

o m i n a n im a t e o bj e c t s (R u t a l a 19 9 6 ; R u t a l a
,
G e r g e n e t a l . 2 0 0 7 ) . I n a d e q u a t e

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

o u t b r e a k s (A i t k e n a n d J e f f r i e s 2 0 0 1) .

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

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

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

c o n t a c t w i t h a s u r f a c e o r o bj e c t (B e s t , Sp r i n g th o r p e e t a l . 19 94 ; S a t t a r 2 0 0 4 ) .

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

i n t e r r u p t i n g s u r f a c e - t o - h u m a n t r a n s m i s s i o n (A b a d ,
P i n t o e t a l . 1 9 9 7 ; R u t a l a , B a r b e e

e t a l . 2 0 0 0 ; S a t t a r 2 0 0 4 ; D e t t e n k o f e r a n d Sp e n c e r 2 0 0 7 ) . B e c a u s e p r o p e r a n d r e g u l a r

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

i n a n im a t e o bj e c t s ,
h a n d s

,
a n d o t h e r s u r f a c e s (W e b e r a n d R u t a l a 2 0 0 3 )

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

q u a n t i t a t i o n (B e s t
,
Sp r i n g t h o r p e e t a l . 1 9 94 ) . H o w e v e r

,
C o z a d a n d J o n e s (2 0 0 3 )

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

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

,
a l c o h o l

,
a l d e h y d e ,

o r g a n i c

a c i d
, p e r o x i d e

,
a n d h a l o g e n a t e d c o m p o u n d s . A d d i t i o n a l l y ,

S a t t a r e t a l . (S a t t a r
,

J a c o b s e n e t a l .
1 9 9 4 ) d e t e r m i n e d t h a t c h l o r i n e

, p h e n o l i c , a n d p h e n o l / e t h a n o l p r o d u c t s

w e r e e f f e c t i v e i n r e du c i n g t h e t i t e r o f r o t a v i r u s d r i e d o n t o s t a i n l e s s s t e e l d i s k s .
T h e s e

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

T y p e 14 a s w e l l (S a t t a r , J a c o b s e n e t a l . 19 9 3) .

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

t e s t i n g ,
m a k i n g i t d i f fi c u l t t o c o m p a r e r e s u l t s f r o m d i f f e r e n t s t u d i e s (B e l l a m y 19 9 5 ) .

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

p r o t o c o l s f o r d i s i n f e c t i o n i n h e a l t h c a r e f a c i l i t i e s (D e t t e n k o f e r a n d Sp e n c e r 2 0 0 7 ) . A

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

A m e r i c a n S o c i e t y f o r T e s t i n g a n d M a t e r i a l s (A ST M ) p r o v i d e s t e c h n i c a l s t a n d a r d s f o r

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

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

,
a n d

c o n t r o l l i n g th e c o n t a c t t im e b y d i l u t i o n o r n e u t r a l i z a t i o n (B e l l a m y 1 9 9 5 ) . P r e v i o u s

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

s u r f a c e a n d a fl o a t i n g t e c h n i q u e w h e r e v ir a l f i lm i s p l a c e d o n t o p o f l i q u i d

g e r m i c i d e s .
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H o s p i t a l s t a n d a r d s

E . H . Sp a u l d i n g c r e a t e d a c l a s s i f i c a t i o n s y s t e m f o r d i s i n f e c t i o n o f m e d i c a l

e q u i pm e n t b a s e d o n t h e d e g r e e o f r i s k o f i n f e c t i o n w h e n a n i n s t r u m e n t i s u s e d fo r

p a t i e n t c a r e . C l a s s i fi c a t i o n i s d i v i d e d in t o t h r e e c a t e g o r i e s : c r i t i c a l
,
s e m i c r i t i c a l

,
a n d

n o n c r i t i c a l i t e m s :

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

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

v a s c u l a r s y s t e m .

• S e m i c r i t i c a l i t e m s a r e o bj e c t s t h a t h a v e d i r e c t c o n t a c t w i t h b r o k e n s k i n

o r m u c o u s m e m b r a n e s .

• N o n c r i t i c a l i t e m s o n l y c o m e i n t o c o n t a c t w i t h i n t a c t s k i n .

G e r m i c i d e s c a n a l s o b e c l a s s i fi e d b a s e d o n t h e e x t e n t t o w h i c h a c h e m i c a l

k i l l s m i c r o o r g a n i s m s p r e s e n t o n a s u r f a c e o r f o m i t e .

• H i g h - l e v e l c l a s s i fi c a t i o n i n d i c a t e s t h a t a c h e m i c a l i s e x p e c t e d t o

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

• I n t e r m e d i a t e - l e v e l c h e m i c a l s w i l l i n a c t i v a t e My c o b a c t e r i u m

t u b e r c u l o s i s
,
v e g e t a t i v e b a c t e r i a

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

• L o w - l e v e l d i s i n f e c t i o n c a n k i l l m o s t b a c t e r i a a n d s o m e v i r u s e s a n d

f u n g i (R u t a l a 19 9 6 ; R u t a l a a n d W e b e r 19 9 9 ) .

Su r v i v a l a n d d i s i n f e c t i o n o f c o r o n a v i r u s e s

Se v e r e A c u t e R e s p i r a t o r y Sy n d r o m e

T h e d i s c o v e r y o f s e v e r e a c u t e r e s p ir a t o r y s y n d r o m e ( S A R S) a n d t h e

r e a l i z a t i o n o f t h e g l o b a l h e a l t h im p a c t s o f n o s o c o m i a l o u t b r e a k s c a u s e d b y SA R S

c o r o n a v ir u s (SA R S- C o V ) c r e a t e d c o n s i d e r a b l e i n t e r e s t i n v i r u s d i s i n f e c t i o n r e s e a r c h

(S a t t a r 2 0 0 4 ) . T h e n e w l y e m e r g e d SA R S v i r u s w a s r e s p o n s i b l e fo r a p p r o x im a t e l y

8 0 0 0 c a s e s a n d 7 0 0 d e a t h s w o r l dw i d e b e f o r e t h e c h a i n o f n a t u r a l t r a n s m i s s i o n w a s

b r o k e n (B e r g e r ,
D r o s t e n e t a l . 2 0 0 4 ; R a b e n a u , C i n a t l e t a l .

2 0 0 5 ) Wh e n SA R S w a s

r e c o gn i z e d a s a d i s e a s e c a u s e d b y a n u n i d e n t i fi e d i n f e c t i o u s a g e n t ,
t h e W o r l d H e a l t h

12

NEATPAGEINFO:id=1A912CF4-BAB8-43D1-AEF0-DB3456E0B780



O r g a n i z a t i o n (WH O ) l e d e f f o r t s t o i d e n t i f y t h e c a u s a t i v e a g e n t
,
a n d o n 1 6 A p r i l

,
2 0 0 3

th e a g e n t w a s i d e n t i f i e d a s a n o v e l c o r o n a v ir u s (D r o s t e n
,
G u n t h e r e t a l . 2 0 0 3 ; D w o sh

,

H o n g e t a l . 2 0 0 3 ; K s i a z e k , E r d m a n e t a l . 2 0 0 3 ; P e i r i s , L a i e t a l . 2 0 0 3 ; V a r i a
,
W i l s o n

e t a l . 2 0 0 3 ; B e r g e r ,
D r o s t e n e t a l 2 0 0 4 ) .

SA R S- C o V i s u n i q u e i n i t s a b i l i t y t o c a u s e h o s p i t a l o u t b r e a k s a n d r a p i dl y

sp r e a d o v e r a l a r g e g e o g r a p h i c a l a r e a . U n l i k e i n f l u e n z a
,
SA R S - C o V a f f e c t e d

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

p o p u l a t i o n s , s o t h e v i r u s w a s a b l e t o s p r e a d w o r l d w i d e v e r y q u i c k l y (B e r g e r , D r o s t e n

e t a l . 2 0 0 4 ) . A l t h o u g h t h e f i r s t c a s e s w e r e r e p o r t e d i n N o v e m b e r o f 2 0 0 2
,
t h e g l o b a l

o u t b r e a k o f SA R S - C o V o r i g i n a t e d f r o m a s i n g l e i n d i v i du a l i n G u a n g d o n g , C h i n a

(B e r g e r , D r o s t e n e t a l . 2 0 0 4 ) . O n e o f t h e p e o p l e i n f e c t e d b y th i s p a t i e n t v i s i t e d a

h o s p i t a l r e s u l t i n g i n a n o u t b r e a k a f f e c t i n g 8 8 h e a l t h c a r e w o r k e r s a n d 18 m e d i c a l

s t u d e n t s ( Ch a n - Y e u n g 2 0 03 ) . I n t o t a l
,
3 0 c o u n t i e s

,
i n c l u d i n g th e U n i t e d S t a t e s

,

C a n a d a
,
C h i n a

,
a n d Si n g a p o r e

,
r e p o r t e d SA R S c a s e s (B e r g e r ,

D r o s t e n e t a l . 2 0 0 4 ) .

S e v e r a l f a c t o r s c o n t r i b u t e d t o t h e a b i l i t y o f SA R S t o s p r e a d q u i c k l y . SA R S-

C o V h a s a s h o r t t o i n t e r m e d i a t e i n c u b a t i o n p e r i o d r a n g i n g f r o m 2 t o 16 d a y s
,
w i t h a

m e d i a n o f 6 d a y s . A d d i t i o n a l l y ,
t h e t im e p e r i o d b e tw e e n i n f e c t i o n a n d o n s e t o f

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

(B e r g e r , D r o s t e n e t a l .
2 0 0 4 ) .

T h e r e i s a l s o e v i d e n c e t h a t t h e SA R S - C o V i s a b l e t o

s u r v i v e f o r s e v e r a l h o u r s o n e n v i r o n m e n t a l s u r f a c e s (D o w e l l
,
Si m m e r m a n e t a l .

2 0 0 4 ) .

T r a n s m i s s i o n o f SA R S- C o V i s p r i m a r i l y b y d r o p l e t s o v e r s h o r t d i s t a n c e s
,

h o w e v e r , d i r e c t a n d i n d i r e c t c o n t a c t w i t h c o n t a m i n a t e d r e s p i r a t o r y s e c r e t i o n s a l s o
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e n c o u r a g e s t r a n s m i s s i o n (D w o s h , H o n g e t a l . 2 0 0 3 ) . I n a d d i t i o n t o r e s p i r a t o r y

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

(H o t a 2 0 0 4 ) . T h e d r o p l e t s c a n c o n t a m i n a t e e n v i r o n m e n t a l s u r f a c e s i n h o s p i t a l s ,
s o

f o m i t e s a r e c o n s i d e r e d t o b e a p o s s i b l e m o d e o f t r a n s m i s s i o n o f SA R S. D u r i n g t h e

o u t b r e a k i n 2 0 0 3 , h e a l t h c a r e w o r k e r s c o n t i n u e d t o c o n t r a c t SA R S e v e n a ft e r b a r r i e r

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

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

Sim m e r m a n e t a l . 2 0 0 4 ) .

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

r e c o m m e n d a t i o n s f o r f u t u r e s t u d y . T h e t h e o r y t h a t d i s i n f e c 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 w i l l r e d u c e s u r f a c e c o n t a m i n a t i o n (H o t a 2 0 0 4 ) ,
t h u s r e d u c i n g t r a n s m i s s i o n

,

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

u s i n g s u s p e n s i o n t e s t s (R u t a l a
,
B a r b e e e t a l . 2 0 0 0 ) ; h o w e v e r

,
Sa t t a r e t a l . (2 0 0 3 )

s t r e s s t h e n e e d f o r s t a n d a r d i z e d t e s t i n g m e t h o d s a n d r e c o mm e n d c a r r i e r t e s t i n g ,
u s i n g

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

"
r e a l

l i f e
"

s i t u a t i o n s w h e r e g e r m i c i d e s a r e u s e d (B e l l a m y 19 9 5 ) .
I n t h i s m e t h o d th e

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

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

m e t h o d s m a y b e s t d e s c r i b e e x p e c t e d r e s u l t s i n d a i l y u s e ( Sa t t a r ,
Sp r i n g t h o r p e e t a l .

2 0 0 3 ) .
E x p e r im e n t a l c o n d i t i o n s

,
i n c l u d i n g u s e - d i l u t i o n s a n d c o n t a c t t im e s

,
a r e

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

W h e n th e v ir u s i n q u e s t i o n i s h i g h l y i n f e c t i o u s a n d r e q u i r e s l a b o r a t o r y

c o n t a i n m e n t c o n d i t i o n s t h a t a r e d i f f i c u l t t o o b t a i n
,
s u r r o g a t e v i r u s e s s h o u l d b e u s e d
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(St e i n m a n n 2 0 0 4 ) . T h e r e a r e s e v e r a l f a c t o r s t o c o n s i d e r w h e n c h o o s i n g a s u r r o g a t e

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

b e m o r e r e s i s t a n t t o d i s i n f e c t i o n t h a n t h e p a t h o g e n i c v i r u s o f i n t e r e s t (B e l l a m y 19 9 5 ;

A b a d ,
P i n t o e t a l . 1 9 9 7 ) .

Su r f a c e d i s i n f e c t i o n o f SA R S- C o V a n d o th e r c o r o n a v i r u s e s a s a m e a n s f o r

i n t e r r u p t i n g t r a n s m i s s i o n i s a n i m p o r t a n t f o c u s f o r r e s e a r c h .
R a b e n a u e t a l . (2 0 0 5 )

s t u d i e d t h e s u r v i v a l a n d i n a c t i v a t i o n o f S A R S - C o V w h e n c o m p a r e d t o a n o t h e r h u m a n

c o r o n a v i r u s , H C o V - 2 2 9E , u s i n g b o th s u s p e n s i o n a n d c a r r i e r t e s t i n g . Wh e n d r i e d

o n t o e x p e r im e n t a l s u r f a c e s
,
H CO V - 2 2 9 E s u r v i v e d f o r 2 4 h o u r s a n d S A R S- C o V

s u r v i v e d f o r 6 d a y s . I t w a s c o n c l u d e d th a t SA R S- C o V i s m o r e s t a b l e i n t h e

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

a n d c h e m i c a l g e r m i c i d e s f o r t h e i r e f f i c a c y a g a i n s t S A R S - C o V . D e s d e r m a n (9 6 %

e th a n o l + 2 - b i p h e n y l o l ) r e d u c e d i n f e c t i v i t y b y > 5 . 0 11o g i o ; St e r i l l i u m ( 80% e t h a n o l )

r e s u l t e d i n > 2 . 7 8 1o g i o r e d u c t i o n . S e v e n t y p e r c e n t a n d 10 0 %) i s o p r o p a n o l b o t h

a c h i e v e d > 3 . 3 l l o g i o r e d u c t i o n s a f t e r 3 0 s e c o n d s c o n t a c t t im e . T h e c h e m i c a l

g e r m i c i d e s t e s t e d w e r e f o r m a l d e h y d e , g l u t a r d i a l d e h y d e ,
I n c i d i n p l u s (2%

g l y c o p r o t a m i n ) , a n d w i n e v i n e g a r ,
w h i c h r e s u l t e d i n > 3 . 0 11o g i o ,

> 4 . 0 11o g l o ,

> 1 6 8 1o g i o ,
a n d > 3 . 0 11o g i o r e d u c t i o n s

,
r e s p e c t i v e l y (R a b e n a u

,
C i n a t l e t a l . 2 0 0 5 ) .
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C o m p a r i s o n o f E f fi c a c y t r i a l s

T a b l e 3 . 1 . 1 V i r u c i d a l A c t i v i t y f o r P r e v i o u s l y S t u d i e d G e r m i c i d e s .

A c t i v e I n g r e d i e n t C o n c e n t r a t i o n (% ) M e t l i o d

R e d u c t i o n o f v i r u s t i t e r > 9 9 9 %
H C V A d 5

H y p o c h l o r i t e

O r g a n o c h l o r i n e

M i x e d H a l i d e

l o d o p l i o r e

E t i i a n o l (a l c o l i o l )
G l u t a r a l d e t iy d e

Qu a t e r n a r y a m m o n i u m

Qu a t e r n a r y a m m o n iu m w i t li H C l

Qu a t e n a r y a m m o n i u m w it li e t li a n o l

Qu a t e r n a r y a m m o n i u m w i t i i m e t a s i i i c a t e

C l i l o r l i e x i d i n e

C l i l o r l i e x i di n e w i t l i e t h a n o l
P h e n o l i c

Ph e n o l i c w i t h SD S
Phe n o l i c w i t h e t h a n o l

Ph e n o l i c w i t h SD S

0 0 1

0 10

0 50
1 0 0

0 . 0 1

O I O

0 30

0 5 0

0 0 1

0 0 5

0 1

1 0 0 0

70 0 0
2 0 0

0 0 4

0 04
,
7

0 0 4
,
70 0

0 0 4
,
0 5

0 00 8

0 0 5
,
7 0

0 0 6

0 0 6
,
0 6 0

0 06 ,
7 0 0

0 50
,

0 6 0

C a r r i e r

C a r r i e r

C a r r i e r

C a r r i e r

C a r r i e r

C a r r i e r

C a r r i e r

C a r r i e r

C a r r i e r

C a r r i e r

C a r r i e r

C a r r i e r

Ca r r i e r

C a r r i e r

C a r r i e r

C a r r i e r

C a r r i e r

C a r r i e r

C a r r i e r

C a r r i e r

C a r r i e r

Ca r r i e r

C a r r i e r

C a r r i e r

N o

Y e s

Y e s

n d
N o

Y e s

Y e s

n d

N o

Y e s

Y e s

Y e s

Y e s

Y e s

N o

Y e s

Y e s

Y e s

N o

Y e s

N o

Y e s

Y e s

Y e s

N o

N o

Y e s

Y e s

N o

N o

Y e s

Y e s

N o

N o

N o

N o

Y e s

Y e s

N o

Y e s

Y e s

Y e s

N o

Y e s

N o

N o

Y e s

Y e s

S o u r c e : S a t t a r e t a l 19 8 9

H C V : H u m a n c o r o n a v i r u s 2 2 9 E

A d 5 : A d e n o v i r u s t y p e 5

n d : n o t d o n e

A c t i v e I n g r e d i e n t U se
- d i l u t i o n M e t h o d C o n t a c t T i m e L o g l O r e d u c t i o n

o rt / i o -

p h t h a l a l d e h y d e u n d i l u t e C a r r i e r 1 m i n

Qu a t e r n a r y a m m o n i u m 1: 12 8 C a r r i e r 1 m i n

Ph e n o l i c 1: 12 8 C a r r i e r 1 m i n
I s o p r o p y l a l c o h o l 7 0 % C a r r i e r 1 m i n

C l o r o x b l e a c h ( 6% so d i u m h yp o c h l o r i t e ) 1: 5 0 C a r r i e r 1 m i n

C l o r o x b l e a c h ( 6% so d i u m hy p o c h l o r i t e ) 1 : 10 C a r r i e r 1 m i n

E t h y l a l c o h o l 7 0% C a r r i e r 1 m in

4 3 7

0 3 8

0 4 1

0 9 5

1 9 9
4 87

4 6 2
So u r c e : R u t a l a 2 0 06

V i r u s u s e d : A d e n o v i r u s 8

D i s i n f e c t a n t (A c t i v e I n g r e d i e n t ) U s e - d i l u t io n

V e s p h e n e U s e

(P h e n o l i c )
T B Q

(Qu a t e r n a r y a m m o n i u m )
C l o r o x

( S o d i u m h y p o c h l o r i t e )
E t h a n o l

L y s o l D i s i n f e c t a n t

(E t h a n o l
, q u a t e r n a r y a m m o n i u m )

L y s o l A n t i b a c t e r i a l

( Qu a t e r n a r y a m m o n i u m )
M r C l e a n

( I o n i c
,
n o n i o n i c s u r f a c t a n t s )

V i n e g a r

B a k i n g So d a

1 : 12 8

1: 12 8

1 : 1 0

7 0%

u n d i l u t e

u n d i l u t e

u n d i l u t e

u n d i l u t e

u n d i l u t e

M e t h o d C o n t a c t t i m e (m i n ) L o g l O R e d u c t i o n

Su s p e n s io n

Su s p e n s io n

Su s p e n s i o n

S u s p e n s i o n

S u s p e n s i o n

S u s p e n s i o n

Su s p e n s i o n

Su s p e n s i o n

Su s p e n s io n

Su s p e n s io n

S u s p e n s io n

S u s p e n s i o n

S u s p e n s i o n

S u s p e n s i o n

S u s p e n s i o n

S u s p e n s i o n

S u s p e n s i o n

S u s p e n s i o n

0 5

5

0 5

5

0 5

5
0 5

5

0 5

5

0 5

5

0 5

5

0 5
5

0 5

5

0 0 3 3

0 2 2

0 1

0 0 9
> 3 3
> 3 3

0 0 3

0 6 5
> 3 3

3 1

0 1

0 2 7

0 19

0 15
0 2 5

0 3 2

0 14

0 4 2

So u r c e : Ru t a l a e t a l 2 0 00

V i r u s u s e d : p o l i o v i r u s
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T a b l e 3 . 2 . 1 V i r u c i d a l A c t i v i t y f o r Pr e v i o u s l y St u d i e d G e r m i c i d e s A g a i n s t SA R S-

C o V .

A c t i v e I n g r e d i e n t M e t h o d C o n t a c t T i m e M i n i m a l L o g l O R e d u c t i o n

10 0 % 2 - P r o p a n o l

70 % 2 - P r o p a n o l

7 8 % E th a n o l

4 5 % 2 -

p r o p a n o l
,
30 % 1-

p r o p a n o l

W in e v i n e g a r

0 7 % f o r m a l d e hy de

1 0 % f o r m a l e d h y de

0 5% g lu t a r d i a ld e hy d e

2 6% g lu c o p r o t a m in

S u s p e n s i o n

S u s p e n s i o n

S u s p e n s i o n

S u s p e n s i o n

S u s p e n s i o n

S u s p e n s i o n

S u s p e n s i o n

S u s p e n s i o n

S u s p e n s i o n

3 0 s

3 0 s

3 0 s

3 0 s

6 0 s

120 s

120 s

120 s

120 s

> 3 3 1

> 3 3 1

> 5 0 1

> 2 7 8

> 3 . 0

> 3 0 1

> 3 0 1

> 4 0 1

> 1 6 8

S o u r c e : R a b e n a u 2 0 0 5a

A c t i v e I n g r e d i e n t M e t h o d C o n t a c t T i m e R e d u c t i o n F a c t o r

4 5 % i s o -

p r o p a n o l , 30 % n -

p r o p a n o l a n d 0 2 %
m e c e t r o n i u m e t i l s u lp h a t e S u s p e n s i o n

8 0 % e t h a n o l S u s p e n s i o n

8 5 % e t h a n o l S u s p e n s i o n

9 5 % e t h a n o l S u s p e n s i o n

0 5 % b e n z a l k o n i u m

c h lo r i d e a n d l a u r y la m i n e S u s p e n s i o n

0 5% b e n z a l k o n i u m
c h l o r id e

, g l u t a r a l de h y de

a n d d id e c y ld im o n i u m

c h lo r i d e Su s p e n s i o n

0 5 % ) m a g n e s i u m

m o n o p e r ph t h a l a t e S u s p e n s i o n

g l u t a r a ld e h y d e a n d

(e t hy l e n e d i o x y )d im e th a n o

1 Su s p e n s i o n

3 0 s

3 0 s

3 0 s

3 0 s

3 0 m i n

3 0 m i n

3 0 m i n

15 m in

> 4 2 5

> 4 2 5

> 5 5

> 5 5

> 6 . 13

> 3 7 5

> 4 5

> 3 25

S o u r c e : R a b e n a u 2 0 0 5 b

A c t i v e I n g r e d i e n t M e t h o d C o n t a c t T i m e I n a c t i v a t i o n R a t e (% )
S o d iu m h y po c h l o r i t e

( l Om g/ L )

C h l o r i n e d i o x i de

S u s p e n s i o n

S u s p e n s i o n

1 m i n

5 m i n

10 m in

2 0 m in

30 m in

1 m in

5 m in

10 m in

2 0 m in

30 m in

4 3 7 7

6 8 3 8

100

10 0

10 0

4 3 7 7

6 8 3 8

6 8 3 8

6 8 3 8

5 5 5 3

S o u r c e : W a n g 2 0 05
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T h e r e h a v e b e e n m a n y p r e v i o u s s t u d i e s o n t h e e f f i c a c y o f g e r m i c i d e s a g a i n s t

v i r u s e s . T a b l e s 3 . 1 - 2 d e m o n s t r a t e t h e a m o u n t o f v a r i a b i l i t y i n t h e w a y g e r m i c i d e s a c t

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

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

t e s t i n g i s g e n e r a l l y c o n s i d e r e d t h e h i g h e r q u a l i t y t e s t b e c a u s e i t c l o s e l y r e p r o du c e s

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

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

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

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

e x p e r im e n t a n d i n c lu d e g l a s s (B e s t
,
Sp r i n g th o r p e e t a l . 1 9 94 ) ,

s t a i n l e s s s t e e l (S a t t a r
,

Sp r i n g t h o r p e e t a l . 2 0 0 3 ) ,
a n d P e t r i d i s h e s . A s e v i d e n t i n T a b l e 3 . 1 a n d 3 . 2

,
t h e l o g i o

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

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

r e s u l t s a r e a l s o g r e a t l y v a r i e d .
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4 . E X P E R I M E N T A L A P P R O A C H

T h e p u r p o s e o f t h i s s t u d y w a s t o t e s t t h e e f fi c a c y o f 8 h o s p i t a l s u r f a c e

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

s u r f a c e s u s i n g t w o n o n - h u m a n c o r o n a v i r u s e s
,
M H V a n d T G E V

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

s u r r o g a t e s f o r SA R S - C o V .

T h e s e l e c t i o n o f a s u r r o g a t e c o r o n a v i r u s m o s t c l o s e l y r e l a t e d t o SA R S- C o V i s

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

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

M a hm o u d e t a l . 2 0 04 ) ,
m a k i n g i t s p l a c e m e n t w i t h i n t h e f a m i l y u n c e r t a i n . T h e r e fo r e

,

t w o c o r o n a v i r u s e s
,
M o u s e H e p a t i t i s V i r u s (M H V ) a n d T r a n s m i s s i b l e G a s t r o e n t e r i t i s

V i r u s (T G E V ) ,
w e r e s e l e c t e d a s c a n d i d a t e s u r r o g a t e s f o r S A R S- C o V b e c a u s e t h e y

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

C o r o n a v i r i d a e f a m i l y .
G r o u p 2 a n d G r o u p 1

,
r e s p e c t i v e l y .

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

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

i n gr e d i e n t s t e s t e d i n c l u d e d : o r t h o - p h th a l a l d e h y d e ,
s o d i u m h y p o c h l o r i t e

,
e t h a n o l

,
a n d

p h e n o l .

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

w a s a d a p t e d f r o m t h e m e th o d d e fi n e d b y Sa t t a r e t a l . (S a t t a r , Sp r i n g th o r p e e t a l .

2 0 0 3 ) . V i r u s w a s d r i e d o n t o s t a i n l e s s - s t e e l c a r r i e r s d e s i g n e d t o s i m u l a t e a t y p i c a l

e n v ir o n m e n t a l s u r f a c e . D r i e d v i r u s w a s t h e n e x p o s e d t o e a c h c h e m i c a l g e r m i c i de f o r
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o n e - m i n u t e c o n t a c t t im e . U n d e r f i e l d c o n d i t i o n s
,
v i r u s e s a r e m o s t l y f o u n d d r i e d o n t o

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

r e p l i c a t e s t h e w o r s t - c a s e s c e n a r i o f o r v i r a l e x p o s u r e (Y i l m a z a n d K a l e t a 2 0 0 3 ) a n d

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

Sp r i n g t h o r p e e t a l . 2 0 0 3 ) . V i r u s t i t e r s b e f o r e a n d a f t e r g e r m i c i d e e x p o s u r e w e r e t h e n

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

w e l l p l a t e s t o e s t im a t e v i r u s c o n c e n t r a t i o n b y m o s t p r o b a b l e n u m b e r (M PN )

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

c o n t r o l o f c o n t a c t t im e a n d c h e m i c a l n e u t r a l i z a t i o n o f v i r u c i d a l a c t i v i t y .

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

,
t h e c a r r i e r m e t h o d m o r e

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

v i r u s t r a n s m i s s 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 (B e l l a m y 19 9 5) . T h e v o l u m e a n d t i t e r o f

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

r e p r e s e n t e d t h e s i z e o f t h e c o n t a m i n a t e d dr o p l e t s f o u n d i n h e a lt h c a r e s e t t in g s . T h e

i n i t i a l v i r a l t i t e r i n t h e i n o c u l u m w a s 10 P F U /2 0 |J L ,
m a k i n g i t p o s s i b l e t o o b s e r v e a

3 - 4 l o g i o r e d u c t i o n i n v i r u s i n f e c t i v i t y by t h e g e r m i c i d e .

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

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

l e a d i n g t o d i f fi c u l t y in i n t e r p r e t i n g i n f e c t i v i t y a s s a y r e s u l t s . Pr e l im i n a r y e x p e r im e n t s

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

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

v i s i b l e c y t o t o x i c e f f e c t s o n c e l l s u s e d f o r i n f e c t i v i t y a s s a y s . C y t o t o x i c e f f e c t s

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

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

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

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

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

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

R e d u c t i o n i n v i r a l t i t e r e x p r e s s e d a s l o g i o N t /N O
,
w h e r e N O i s t h e v i r u s t i t e r a t

t im e 0 a n d N t i s t h e v i r u s t i t e r a t t im e t
,
w a s u s e d t o d e t e r m i n e t h e e f fi c a c y o f e a c h

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

e a c h g e r m i c i d e c h e m i c a l .
P r e v i o u s r e s e a r c h i n v i r u s d i s i n f e c t i o n s u g g e s t s t h a t a 3

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

(B e l l a m y 19 9 5 ; R u t a l a
,
B a r b e e e t a l . 2 0 0 0 ; St e i n m a n n 2 0 0 1) I n a d d i t i o n t o

d e t e r m i n i n g w h e t h e r e a c h g e r m i c i d e m e t t h e 3 - l o g 10 p e r f o r m a n c e t a r g e t ,

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

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

,
t h e e x t e n t o f r e d u c t i o n i n i n f e c t i v i t y

f o r t h e tw o t e s t v i r u s e s w a s c o m p a r e d .
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5 . M A T E R I A L S A N D M E T H O D S

5 .
1 P r e p a r a t i o n o f v i r a l s t o c k s

M o u s e H e p a t i t i s V i r u s (M H V ) a n d T r a n s m i s s i b l e G a s t r o e n t e r i t i s V i r u s

(T G E V ) w e r e k i n d l y p r o v i d e d b y R . B a r i c
,
U n i v e r s it y o f N o r t h C a r o l i n a

,
C h a p e l H i l l .

T G E V w a s g r o w n i n s w i n e t e s t i c u l a r ( ST ) c e l l c u l t u r e s . M H V w a s g r o w n i n d e l a y e d

b r a i n t u m o r (D B T ) c e l l c u l t u r e s . V i r a l s t o c k s w e r e p r o p a g a t e d b y i n f e c t i n g c o n fl u e n t

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

c l a r i fy i n g b y

c e n t r i f u g a t i o n (3 0 0 0 x g ,
3 0 m i n

,
4

° C ) , a n d s t o r i n g r e s u l t i n g s u p e m a t a n t s a s v i r u s

s t o c k a t - 80 ° C . V i r a l t i t e r s w e r e d e t e r m i n e d b y th e p l a qu e a s s a y m e th o d o n c o n fl u e n t

h o s t c e l l l a y e r s in 6 0 m m p e t r i d i s h e s w i t h o v e r l a y m e d i u m c o n s i s t i n g o f 1% a g a r o s e
,

E a g l e
'

s m i n im u m e s s e n t i a l m e d i u m (M E M ),
10% b o v i n e s e r u m r e p l a c e m e n t (F e t a l

C l o n e I I
,
H y c l o n e

,
L o g a n ,

U T ) ,
7 . 5 % b i c a r b o n a t e

,
4 - (2 - h y dr o x y e t h y l ) - l -

p i p e r a z i n e e t h a n e s u l f o n i c a c i d (H E P E S),
n o n - e s s e n t i a l a m i n o a c i d s

,
l OOm M s o d i u m

p y r u v a t e ,
1 0% l a c t a l b u m i n h y d r o l y s a t e a n d g e n t a m i c in /k a n a m y c i n ( I m g / m L ) . C e l l

l a y e r s w e r e s t a i n e d w i t h a s e c o n d o v e r l a y c o n t a i n i n g Wo n e u t r a l r e d a t 4 8 h o u r s p o s t ¬

i n f e c t i o n a n d p l a q u e s w e r e v i s u a l i z e d a t 7 2 h o u r s p o s t - i n f e c t i o n .

5 . 2 P r e p a r a t i o n o f H a r d W a t e r

T h e p r o t o c o l f o r p r e p a r a t i o n o f h a r d w a t e r w a s a d a p t e d f r o m th e U SE P A O P P

M i c r o b i o l o g y L a b o r a t o r y p r o t o c o l . H a r d w a t e r w a s p r e p a r e d f r o m tw o s t o c k

s o l u t i o n s : S o l u t i o n A ( 14 . 0 1g o f N a H C O s ,
2 5 0m L o f s t e r i l e d e i o n i z e d w a t e r ) a n d
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s o l u t i o n B ( 16 . 9 4 g M g C L 2
- 6H 2 0 ,

1 8 . 5 0 g C a C b ,
2 5 0 m L s t e r i l e d e i o n i z e d w a t e r ) .

So l u t i o n A w a s fi l t e r s t e r i l i z e d u s i n g 0 . 2 2 |j m p o r e s i z e fi l t e r s ; So l u t i o n B w a s

a u t o c l a v e d a t 1 2 1 ° C f o r 3 0 m i n u t e s .

H a r d w a t e r w a s p r e p a r e d a s f o l l o w s : 1 2 m L o f s o l u t i o n A w a s p l a c e d i n a I L

v o l u m e t r i c fl a s k a n d 6 0 0 m L s t e r i l e d e i o n i z e d w a t e r w a s a d d e d . T w e l v e m L o f

s o l u t i o n B w a s a d d e d
,
a n d t h e fl a s k fi l l e d t o t h e I L m a r k w i t h s t e r i l e d e i o n i z e d w a t e r .

T h i s m i x t u r e w a s t h e n p l a c e d i n a s t e r i l e 4 L c o n t a i n e r a n d d i l u t e d w i t h 2 a d d i t i o n a l

l i t e r s o f s t e r i l e w a t e r . F i n a l s o l u t i o n w a s p H a dj u s t e d b y d r o p w i s e a d d i t i o n o f s o d i u m

h y d r o x i d e o r c i t r i c a c i d t o p H 7 . 6 - 8 . 0 . A h a r d n e s s t e s t i n g k i t (H a c h
® M o d e l 5- E P

m g /L # 14 5 4 - 0 1,
L o v e l a n d , C o . ) w a s u s e d t o e n s u r e t h a t t h e h a r d n e s s o f t h e p r e p a r e d

w a t e r w a s 3 8 0 - 4 0 0m g/ L C a C O s .

5 . 3 G e r m i c i d e s

E i g h t h o s p i t a l g r a d e g e r m i c i d e s , o b t a i n e d f r o m D r . Wi l l i a m R u t a l a , w e r e

t e s t e d f o r t h e i r e f f e c t i v e n e s s i n r e d u c i n g t h e i n f e c t i v i t y o f M H V a n d T G E V dr i e d

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

a n d u s e - d i l u t i o n s a r e

s u m m a r i z e d i n T a b l e 5 . 4 . 1 . G e r m i c i d e s r e q u i r i n g d i l u t i o n w e r e p r e p a r e d o n t h e d a y

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

t h e e x p i r a t i o n d a t e a s d e fi n e d b y t h e m a n u f a c t u r e r .
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T a b l e 5 . 3 1 G e r m i c i d e s T e s t e d f o r R e d u c t i o n i n I n f e c t i v i t y

G e r m i c i d e
G e r m i c i d e

T y p e
A c t i v e I n g r e d i e n t

U s e -

d i l u t i o n

St e r i s V e s p h e n e U s e

N o n - s t e r i l e

D i s i n f e c t a n t C l e a n e r

P h e n o l
9 . 0 9% o - p h e n y l p h e n o l ,

7 . 6 6% p
- t e r t i a r y a m y l p h e n o l

1 : 1 2 8

C h l o r i n e b l e a c h H a l o g e n 6 % ) s o d i u m hy p o c h l o r i t e 1 : 1 0 0

C i d e x
®
O P A A l d e h y d e 0 . 5 5 % O r t h o -

p h th a l a l d e h y d e U n d i l u t e d

7 0% e th a n o l A l c o h o l 7 0% e t h a n o l U n d i l u t e d

P u r e l l ® H a n d

Sa n i t i z e r
A l c o h o l 6 2 %) e t h a n o l U n d i l u t e d

C l o r o x A n y w h e r e

H a n d Sa n i t i z i n g Sp r a y
A l c o h o l 7 1% e th a n o l U n d i l u t e d

S t e r i s

T . B . Q .

®
H a r d Su r f a c e

D i s i n f e c t a n t C l e a n e r

Qu a t e r n a r y

a mm o n iu m

8%) d i m e t h y l b e n z y l

a m m o n i u m c h l o r i d e
1 : 12 8

L y s o l D i s i n f e c t a n t
S p r a y

Qu a t e r n a r y
a m m o n i u m

0 . 10 6% A l k y l ,
d im e t h y l

b e n z y l a mm o n i u m

s a c c a r i n a t e , 7 9 . 6 4 6 % E t h a n o l

U n d i l u t e d

5 4 N e u t r a l i z i n g S o l u t i o n s

N e u t r a l i z i n g s o l u t i o n s w e r e u s e d t o e n s u r e t h a t t h e a c t iv e g e r m i c i d e c h e m i c a l

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

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

a s o u t l in e d i n s e c t i o n 4 . 9
,
h a l t s v i r u c i d a l a c t i v it y o f t h e g e r m i c i d e . N e u t r a l i z i n g

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

a l . 2 0 0 6 ) .
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T h e n e u t r a l i z i n g s o l u t i o n s u s e d i n t h i s s t u d y w e r e 3% g l y c i n e
,
0 . 1% s o d i u m

t h i o s u l f a t e
,
0 . 5 % s o d i u m b i s u l fi t e I n o r d e r t o p r e v e n t c y t o t o x i c i t y d u e t o e x p o s u r e t o

n e u t r a l i z i n g c h e m i c a l s , e a c h n e u t r a l i z i n g s o l u t i o n
,
w i t h t h e e x c e p t i o n o f 3% g l y c i n e

,

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

p e r c e n t g l y c i n e w a s d i l u t e d b y a d d i n g 2 . 5m L 5 % c e l l c u l t u r e m e d i u m t o 4 7 . 5m L 3 %

g l y c i n e . A 10% s o d i u m t h i o s u l f a t e s o l u t i o n w a s p r e p a r e d a n d d i l u t e d t o 0 .
1% fi n a l

c o n c e n t r a t i o n b y c o m b i n i n g 9 9 m L c e l l c u l t u r e m e d i u m w i t h I m L o f a 10% (W /V )

s o d i u m th i o s u l f a t e s o l u t i o n
. A 5 % s o d i u m b i s u l fi t e i n d e i o n i z e d w a t e r s o l u t i o n w a s

d i l u t e d w i t h 9m L c e l l c u l t u r e m e d iu m p e r I m L o f n e u t r a l i z e r f o r a fi n a l c o n c e n t r a t i o n

o f 0 . 5% .

T a b l e 5 . 4 . 1 N e u t r a l i z i n g S o l u t i o n s

G e r m i c i d e

N e u t r a l i z i n g S o l u t i o n

B e f o r e M i x i n g w i t h

G e r m i c i d e

V e s p h e n e U s e 3% g l y c in e

C h l o r i n e b l e a c h 0 . 1% th i o s u l f a t e

7 0% E t h a n o l 3% g l y c in e

C i d e x - O P A 0 . 5% s o d i u m b i s u l fi t e

C l o r o x A n y w h e r e Sp r a y 3% g l y c i n e

P u r e l l S a n i t i z i n g H a n d G e l 3% g l y c i n e

T B Q * *

L y s o l * *

* * I n d i c a t e s n o n e u t r a l i z i n g s o l u t i o n id e n t i f i e d

5 . 5 C y t o t o x i c i t y T e s t i n g o f G e r m i c i d e o n D B T a n d ST C e l l L i n e s

T h e p u r p o s e o f t h i s s e t o f e x p e r im e n t s w a s t o t e s t f o r c y t o t o x i c e f f e c t s o f t h e

g e r m i c i d e s a n d n e u t r a l i z i n g s o l u t i o n s o n d e l a y e d b r a i n t u m o r (D B T ) a n d s w i n e

t e s t i c l e ( ST ) c e l l m o n o l a y e r s . C y t o t o x i c e f f e c t s o n c e l l m o n o l a y e r s d u e t o t h e

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

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

C y t o t o x i c i t y t e s t i n g p r o c e d u r e s w e r e a d a p t e d f r o m Sa t t a r e t a l . ( Sa t t a r ,

Sp r i n g th o r p e e t a l .
2 0 0 3 ) . C o n f l u e n t c e l l m o n o l a y e r s w e r e i n o c u l a t e d w i t h 2 0 0 (j ,L o f

s i x d i f f e r e n t s o l u t i o n s : g e r m i c i d e a l o n e
,
a 1 : 10 d i l u t i o n o f g e r m i c i d e

,
n e u t r a l i z i n g

s o l u t i o n a l o n e , 9 4 0 |j L n e u t r a l i z i n g s o l u t i o n + 5 0 )j L g e r m i c i d e , a n d a 1 : 10 d i l u t i o n o f

t h e g e r m i c i de - n e u t r a l i z e r m i x t u r e . C e l l m o n o l a y e r s w e r e i n c u b a t e d a t 3 7 ° C f o r 1 h o u r

w i t h s h a k i n g e v e r y 15 m i n u t e s . A f t e r o n e h o u r
,
t h e p l a t e s w e r e r e m o v e d f r o m th e

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

r e c o r d e d . I n o c u l a w e r e a sp i r a t e d fr o m c e l l m o n o l a y e r s ,
c e l l c u l t u r e m e d i u m w e r e

a d d e d t o e a c h w e l l
,
a n d th e p l a t e s w e r e r e t u n e d t o 3 7 ° C . C e l l m o n o l a y e r s w e r e

e x a m i n e d f o r v i s ib l e c h a n g e s e v e r y 2 4 h o u r s f o r t h r e e d a y s .

5 . 6 V i r u s I n f e c t i v i t y I n t e r f e r e n c e T e s t i n g o f G e r m i c i d e s o n D B T a n d ST C e l l L i n e s

V i r u s i n f e c t iv i t y i n t e r f e r e n c e t e s t in g p r o t o c o l s w e r e a d a p t e d f r o m S a t t a r e t a l .

(2 0 0 3) . C o n f l u e n t c e l l m o n o l a y e r s w e r e i n o c u l a t e d w i t h e a c h g e r m i c i d e - n e u t r a l i z e r

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

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

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

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

c o m b i n a t i o n .

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

v i r a l i n f e c t i o n o n c e l l m o n o l a y e r s
,
v i r a l t i t e r s o n e x p o s e d a n d u n e x p o s e d c e l l
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mo n o l a y e r s w e r e c o m p a r e d . 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 v i r a l t i t e r o n

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

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

5 . 7 V i r u s A s s a y P r o t o c o l

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

i n o c u l a t e d o n t o c o n f l u e n t c e l l m o n o l a y e r s i n 6 0m m p e t r i d i s h e s . P l a t e s w e r e

i n c u b a t e d f o r 1 h o u r
,
s h a k e n g e n t l y e v e r y 1 5 m i n u t e s (3 7

° C
,
5 % C O 2 ) . A f t e r 1 h o u r

,

i n o c u l u m w a s a s p i r a t e d a n d r e p l a c e d w i t h 5m L 2 % A g a r o s e w i t h 2 X M E M a n d F e t a l

C l o n e I I s u p p l e m e n t s (a s d e s c r i b e d p r e v i o u s l y ) . 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

s e c o n d l a y e r o f 1% A g a r o s e c o n t a i n i n g 1% n e u t r a l r e d ( Si g m a
,
3 . 3 g n e u t r a l r e d / L

D u b e l c o
'

s P h o s p h a t e B u f f e r e d Sa l i n e ) ( I m L n e u t r a l r e d i n l OOm L a g a r o s e ) ,
a n d th e

p l a t e s w e r e i n c u b a t e d f o r a n a d d i t i o n a l 2 4 h o u r s . A f t e r 2 4 h o u r s
,
c e l l m o n o l a y e r s

w e r e o b s e r v e d a n d p l a q u e s w e r e c o u n t e d v i s u a l l y . R e s u l t s w e r e e x p r e s s e d a s p l a q u e

f o r m i n g u n i t s (P F U ) .

F o r q u a n t a l a s s a y s i n c e l l c u l t u r e s w i t h l i q u i d m e d i a t o c o m p u t e m o s t p r o b a b l e

n u m b e r (M PN ) e s t im a t e s o f v i r u s c o n c e n t r a t i o n
,
s a m p l e s w e r e d i l u t e d i n c e l l c u l t u r e

m e d i u m a n d i n o c u l a t e d o n t o c o n f l u e n t c e l l m o n o l a y e r s i n 2 4 - w e l l t r a y s . T r a y s w e r e

i n c u b a t e d f o r 1 h o u r (3 7
° C ,

5 % C O 2) . A f t e r 1 h o u r
,
I m L o f c e l l c u l t u r e m e d i u m w a s

a d d e d t o e a c h w e l l t o f u r t h e r d i l u t e t h e i n o c u l u m . T r a y s w e r e i n c u b a t e d f o r 4 8 h o u r s

a n d c h e c k e d f o r c y t o p a t h i c e f f e c t s . E a c h w e l l w a s s c o r e d a s p o s i t i v e o r n e g a t i v e f o r

C PE i n o r d e r t o c o m p u t e v i r u s t i t e r a s M P N p e r m l .
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5 . 8 V i r u s E l u t i o n E f f i c i e n c y T e s t i n g o f N e u t r a l i z i n g S o l u t i o n s o n M H V a n d S T C e l l

L i n e s

F o r e a c h n e u t r a l i z e r
,
2 0 )j L o f v i r u s w a s d r i e d o n t o t h e s u r f a c e o f t h r e e

s t a i n l e s s s t e e l c a r r i e r s i n a b i o l o g i c a l s a f e t y c a b i n e t f o r a s t a n d a r d 2 h o u r s . T h e s t e e l

c a r r i e r s w e r e p l a c e d i n w e l l s i n a 2 4 - w e l l p l a t e , a n d 9 5 0 n L n e u t r a l i z i n g s o l u t i o n a n d

I SOj^ L 15% b e e f e x t r a c t w e r e a d d e d t o e a c h w e l l . T h e 2 4 - w e l l p l a t e w a s a g i t a t e d

g e n t l y f o r 2 0 m i n u t e s o n a s h a k e r p l a t f o r m . Sa m p l e s w e r e d i l u t e d a n d a s s a y e d f o r

v i r u s e s b y p l a q u e a s s a y .

5 . 9 D i s c - b a s e d Qu a n t i t a t i v e C a r r i e r T e s t M e th o d f o r V i r u s D i s i n f e c t i o n

E a c h g e r m i c i d e e x p e r i m e n t u s e d t h r e e c o n t r o l c a r r i e r s (n o g e r m i c i d e a p p l i e d )

a n d t h r e e t e s t c a r r i e r s (g e r m i c i d e a p p l i e d ) . T h e e x p e r im e n t s w e r e r e p e a t e d tw i c e fo r

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

m e th o d w a s a d a p t e d fr o m a p r o c e d u r e d e s c r i b e d b y Sa t t a r e t a l (2 0 0 3 ) . C a r r i e r s w e r e

1 c m
^
s t a i n l e s s s t e e l w i t h a N o . 4 p o l i s h .

E a c h c a r r i e r w a s p l a c e d i n s i d e a w e l l i n a 2 4 - w e l l p l a t e ,
a n d 2 0 |i L o f s t o c k

v i r u s w e r e a p p l i e d . T h e v i r u s w a s a l l o w e d t o d r y f o r a s t a n d a r d t w o h o u r s . A f t e r t w o

h o u r s ,
5 0 |u L g e r m i c i d e w a s p l a c e d o n t h r e e c a r r i e r s f o r o n e m i n u t e o f c o n t a c t t i m e .

A f t e r o n e m i n u t e
,
9 5 0 ^ L o f n e u t r a l i z i n g s o l u t i o n w a s a d d e d t o h a l t v i r u c i d a l a c t i v i t y .

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

a n d n e u t r a l i z i n g s o l u t i o n s . A 15 0 ^ L e l u t i n g s o l u t i o n o f 1 5 % b e e f e x t r a c t (p H 7 . 5 )

w a s t h e n a d d e d t o a l l c a r r i e r w e l l s C a r r i e r s w e r e a g i t a t e d g e n t l y o n a s h a k e r f o r 2 0
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m i n u t e s . T h e e l u e n t f r o m e a c h w e l l w a s t h e n r e c o v e r e d
,
d i l u t e d

,
a n d a s s a y e d f o r

v i r u s e s a s p r e v i o u s ly d e s c r i b e d .

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

2 0 )j L s a m p l e v o l u m e w a s c a l c u l a t e d a n d c o m p a r e d t o t h e c o n t r o l c o n c e n t r a t i o n . B o t h

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

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

t r e a t e d c a r r i e r s
.

5 . 10 St a t i s t i c a l A n a l y s i s

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

h o s p i t a l s u r f a c e g e r m i c i d e s u s i n g t h e s t a t i s t i c a l p r o gr a m SA S 9 . 1 (SA S I n s t i t u t e I n c .

2 0 0 8 ) . A O n e - w a y A N O V A w a s d o n e f o r d a t a o n e a c h v i r u s t o c o m p a r e t h e l o g i o

r e d u c t i o n b y e a c h o f t h e g e r m i c i d e s .
A d d i t i o n a l l y , a T w o - w a y A N O V A w a s

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

t y p e s .
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6 . R E S U L T S

6 . 1 T e s t f o r C y t o t o x i c i t y

C y t o p a t h i c e f f e c t s (C P E ) w e r e i d e n t i fi e d b y o b s e r v a b l e d a m a g e t o t h e c e l l

m o n o l a y e r .
W e l l s d i s p l a y i n g n o C PE h a d c e l l l a y e r s t h a t w e r e c o n fl u e n t a c r o s s t h e

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

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

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

,
a n d a c h a n g e i n t h e c o l o r o f t h e

m a i n t e n a n c e m e d i u m C e l l c u l t u r e s w e r e n o t e x p e c t e d t o l a s t l o n g e r t h a n o n e w e e k
,

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

4 8 h o u r s a f t e r t h e c e l l s w e r e i n o c u l a t e d .

C y t o t o x i c i t y t e s t i n g r e s u l t s a r e r e c o r d e d i n T a b l e 6 . 1 . C y t o t o x i c e f f e c t s w e r e

o b s e r v e d w h e n e a c h c e l l l i n e w a s e x p o s e d t o L y s o l d i s i n f e c t a n t s p r a y ,
C l o r o x

A n y w h e r e s p r a y ,
P u r e l l h a n d g e l ,

T B Q,
c h l o r i n e b l e a c h

,
a n d 7 0% e t h a n o l . C i d e x -

O P A a n d V e s p h e n e U s e p r o du c e d l i t t l e o r n o c y t o t o x i c e f f e c t a f t e r 2 4 h o u r s o f

e x p o s u r e . T w o n e u t r a l i z i n g s o l u t i o n s
,
3% g l y c i n e a n d 0 . 1% s o d i u m th i o s u l f a t e

,

p r o d u c e d n o c y t o t o x i c i t y o n t h e ST o r D B T c e l l l in e s . T h e 3% g l y c in e n e u t r a l i z e r

w a s n o t e f f e c t i v e i n n e u t r a l i z i n g t h e c y t o t o x i c i t y o f L y s o l d i s i n f e c t a n t s p r a y , a n d th e

c o m b i n a t i o n o f t h e g e rm i c i d e a n d n e u t r a l i z e r p r o d u c e d c y t o t o x i c e f f e c t s a f t e r 2 4

h o u r s . C i d e x - O P A w a s t e s t e d w i t h 3% a n d 5% g ly c i n e n e u t r a l i z e r s o l u t i o n s
,
a n d

b o th o f t h e m w e r e u n s u c c e s s f u l i n n e u t r a l i z i n g t h e g e r m i c i d e . E a c h C i d e x - n e u t r a l i z e r

c o m b i n a t i o n r e s u l t e d i n c y t o t o x i c i t y a f t e r 2 4 h o u r s o f e x p o s u r e . N e u t r a l i z a t i o n o f
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C l o r o x A n y w h e r e s p r a y ,
P u r e l l h a n d g e l

,
V e s p h e n e U s e

,
a n d 7 0 % e t h a n o l w a s

s u c c e s s f u l u s i n g 3% g l y c i n e
,
a n d n o c y t o t o x i c e f f e c t s w e r e o b s e r v e d .

T a b l e 6 . 1 . 1 T e s t f o r C y t o t o x i c i t y
C y t o p a t h i c E f f e c t s O b s e r v e d

G e r m i c i d e

(U s e -

d i l u t i o n )

G e r m i c i d e

( 1 : 10 )

N e u t r a l i z e r

G e r m i c i d e

+ N e u t r a l i z e r

G e r m i c i d e

(U s e -

d i l u t i o n ) +
N e u t r a l i z e r

(1 : 10 )

V h C d 7 0 " /
P u r e l l C l o r o x

B l e a c h , ? ^ n * i
-

^ t .

"

i
H a n d A n yw h e r e L y s o l T B Q

U s e O PA E th a n o l „
^ c

S a n i t i z e r S p r a y

Y e s

N o

N o

N o

N o

N o N o Y e s Y e s

N o N o Y e s Y e s

N o N o N o

N o Y e s N o

N o N o N o

N o

N o

N o

Y e s

N o

Y e s Y e s

Y e s Y e s Y e s

N o N o

N o Y e s Y e s

N o Y e s Y e s

6 . 2 . T e s t i n g f o r V i r u s E l u t i o n E f f i c i e n c y

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

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

e l u t e d u s i n g 15% b e e f e x t r a c t e l u e n t .
T hr e e n e u t r a l i z i n g s o l u t i o n s w e r e t e s t e d : 3%

g l y c i n e
,
0 . 1% s o d iu m th i o s u l f a t e

,
a n d 0 . 5 % s o d i u m b i s u l fi t e . P e r c e n t r e c o v e r y a n d

l o g 10 r e du c t i o n i n i n f e c t i o u s t i t e r 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 e l u t e d v i r u s t i t e r t o

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

F o r dr i e d M H V e x p o s e d t o 3% g l y c i n e s o l u t i o n
,
r e c o v e r y e f fi c i e n c y w a s 4 4 . 6% (9 5%

C I = 3 7 . 9 0
,
5 1. 3 1) ,

o r a 0 . 3 5 l o g i o (9 5% C I = 0 . 2 9
,
0 . 4 2 ) l o s s o f v i r a l t i t e r . F o r M H V

e x p o s e d t o 0 . 1% s o d iu m t h i o s u l f a t e
,
r e c o v e r y e f fi c i e n c y w a s 7 9% (7 3 , 8 5 ) ,

o r a 0 . 1 0
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l o g i o (0 . 0 7 , 0 .
14 ) l o s s o f v i r a l t i t e r . E x p o s u r e t o 0 . 5% s o d i u m b i s u l f i t e r e s u l t e d i n a

r e c o v e r y e f f i c i e n c y o f 1 8 . 6% ( 13 .
4

,
2 3 . 7 ) , o r a 0 . 7 4 l o g i o (0 . 6 3

,
0 . 8 5 ) l o s s o f v i r a l

t i t e r .

F o r d r i e d T G E V e x p o s e d t o 3% g l y c i n e s o l u t i o n
,
r e c o v e r y e f fi c i e n c y w a s

3 6 % ( 19 . 9
, 5 3 ) ,

o r a 0 .
4 4 l o g i o (0 . 2 1

, 0 . 67 ) l o s s o f v i r a l t i t e r F o r T G E V e x p o s e d t o

0 . 1% s o d i u m th i o s u l f a t e ,
r e c o v e r y e f f i c i e n c y w a s 4 2 . 5% (3 9 , 4 6 ) ,

o r a 0 . 3 7 l o g i o

(0 34 , 0 . 4 1) l o s s o f v i r a l t i t e r . F i n a l l y ,
f o r T G E V e x p o s e d t o 0 . 5 %) s o d i u m b i s u l f i t e

,

r e c o v e r y e f f i c i e n c y w a s 4 8% (3 6 ,
59 ) ,

o r a 0 . 3 2 l o g i o (0 . 2 0
,
0 . 4 3 ) l o s s o f v i r a l t i t e r .

T a b l e 6 . 2 . 1 T e s t i n g f o r E l u t i o n E f fi c i e n c y o f V i r u s D r i e d o n C a r r i e r a n d N e u t r a l i z e d
V i r u s M H V T G E V

N e u t r a l i z e r % R e c o v e r y L o g l O R e d u c t i o n % R e c o v e r y L o g 1 0 R e d u c t i o n

3 % g ly c i n e
4 4 (3 8 , 5 1) 0 3 5 (0 2 9 , 0 4 2 ) 3 6 (2 0 , 5 3 ) 0 4 4 (0 2 1

, 0 6 7 )

^ '}J ° ^ °

^̂
" ^

7 9 (7 3 , 8 5 ) 0 10 (0 0 7 , 0 14 ) 4 3 (3 9 , 4 6 ) 0 3 7 (0 34 , 0 4 1)

^ i l s u l fi te
' "

19 ( 13 , 2 4 ) 0 7 4 (0 6 3 , 0 85 ) 4 8 (3 6 , 6 0 ) 0 3 2 (0 2 0 , 0 4 3 )

6 . 3 T e s t i n g f o r I n t e r f e r e n c e w i t h V i r u s I n f e c t i v i t y A s s a y

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

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

u n e x p o s e d (n e g a t i v e c o n t r o l ) . T i t e r s w e r e o b t a i n e d i n p l a q u e a n d M PN a s s a y s . T o

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

p r o c e s s o f v i r a l r e p l i c a t i o n
,
v i r u s t i t e r s o f e x p e r im e n t a l (e x p o s e d ) a n d n e g a t i v e

c o n t r o l a s s a y s w e r e c o m p a r e d . R e s u l t s a r e s h o w n i n T a b l e 6 . 3 . 1 .

T h e g e r m i c i d e /n e u t r a l i z e r c o m b i n a t i o n s t e s t e d d i d n o t c a u s e a s i g n i f i c a n t

d e c r e a s e i n v i r a l t i t e r o n e x p o s e d v s c o n t r o l c e l l c u l t u r e s .
C h l o r i n e b l e a c h w i t h 0 . 1%

s o d i u m th i o s u l f a t e
,
a n d 7 0%) e t h a n o l w i t h 3% g l y c i n e d i d n o t p r o d u c e a s i g n i f i c a n t

d i f f e r e n c e i n v i r a l t i t e r o n e x p o s e d v s . c o n t r o l c e l l s fo r b o t h ST a n d D B T c e l l l i n e s .
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V e s p h e n e w i t h 3 % g l y c i n e p r o d u c e d a s i g n i f i c a n t l y h i g h e r v ir a l t i t e r o n D B T c e l l s
,

b u t t h e r e w a s n o s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e o n ST c e l l s . E t h a n o l - b a s e d P u r e l l H a n d g e l

a n d C l o r o x a n y w h e r e s p r a y , a l s o g a v e a s i g n i f i c a n t l y h i g h e r t i t e r o n D B T c e l l s .

H o w e v e r
,
o n ST c e l l s

,
b o t h P u r e l l h a n d g e l a n d C l o r o x A n y w h e r e Sp r a y d i d n o t

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

t o C i d e x - O F A w i t h 3% g l y c i n e r e s u l t e d i n s i g n i fi c a n t d a m a g e t o t h e c e l l m o n o l a y e r
,

b u t C i d e x - O P A w i th 0 . 5% s o d i u m b i s u l fi t e s h o w e d n o s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e i n v i r u s

t i t e r b e t w e e n e x p o s e d a n d c o n t r o l c e l l c u l t u r e s .

T B Q a n d L y s o l w e r e n o t s u c c e s s f u l l y n e u t r a l i z e d b y a n y n e u t r a l i z e r s t e s t e d .

W h e n c o m b i n e d w i t h 3 % g l y c i n e , 6% g l y c i n e
,
0 . 5 % s o d i u m b i s u l fi t e , 2 . 5 % s o d i u m

b i s u l fi t e ,
I X L e t h e e n b r o t h (b e e f e x t r a c t ,

P r o t e o s e Pe p t o n e N o . 3
,
P o l y s o r b a t e 80

,

L e c i t h i n
,
So d i u m c h l o r i d e ) ,

2 X L e t h e e n b r o t h
, a n d m a i n t e n a n c e m e d i u m

,
t h e s e

g e r m i c i d e s c a u s e d s i g n i f i c a n t c y t o t o x i c i t y ,
m a k i n g t i t e r a s s a y s u n r e a da b l e .
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T a b l e 6 . 3 1 . T e s t i n g f o r I n t e r f e r e n c e o f G e r m i c i d e /N e u t r a l i z i n g So l u t i o n w i t h V i r u s

I n f e c t i v i t y A s s a y s (n = 6 )
S a m p l e

G e r m i c id e (T r e a t m e n t ) M H V T G E V

C id e x -

O P A

V e s p h e n e

7 0 %
E t h a n o l

C h l o r i n e

b l e a c h

C lo r o x

A n y w h e r e

s p r a y

P u r e l l

H a n d G e l

T B Q

L y s o l

d i s i n f e c t a

n t s p r a y

C o n t r o l

E x p e r im e n t a l

C o n t r o l

E x p e r i m e n t a l

C o n t r o l

E x p e r i m e n t a l

C o n t r o l

E x p e r i m e n t a l

C o n t r o l

E x p e r i m e n t a l

C o n t r o l

E x p e r i m e n t a l

C o n t r o l

E x p e r i m e n ta l

C o n t r o l

E x p e r im e n t a l

V i r a l t i t e r

( l o g i o )

5 6 3

5 84

6 7 9

7 2 6

6 7 9

6 9 0

6 7 9

6 6 3

6 2 8

6 6 5

6 2 8

6 6 4

* *

* *

* *

* *

* *

9 5 % C o n f i d e n c e

I n t e r v a l

V i r a l t i t e r

( l o g i o )

9 5 % C o n f i d e n c e

I n t e r v a l

(5 4 9
,
5 7 7 )

(5 7 1
,
5 9 7 )

(6 4 6
,
7 1 1)

( 7 2 1 , 7 3 2 )

(6 4 6 , 7 1 1)
( 6 . 8 0 , 6 9 9 )

( 6 4 6
,
7 1 1)

( 6 . 6 0 , 6 . 6 7)

( 6 13
,
6 4 3 )

( 6 5 7
,
6 7 2 )

(6 13
,
6 4 3 )

(6 6 2
,
6 66 )

* *

5 14

4 8 9

4 9 0

4 7 7

4 9 0

4 7 3

5 14

5 . 04

3 6 1

3 7 5

4 8 3

* *

* *

* *

* *

(4 9 5
,
5 3 4 )

(4 6 8
,
5 0 9 )

(4 7 6
,
5 0 3 )

( 4 7 1 , 4 8 2 )

( 4 7 6 , 5 0 3 )
( 4 5 2 , 4 9 5 )

( 4 9 5
,
5 3 4 )

(4 . 9 6 , 5 . 12 )

( 3 1 1 , 3 8 3 )
( 3 6 0

,
3 8 6 )

(4 6 6
,
4 9 6 )

* *

* *

* *

N o v i s ib l e p l a q u e s
,
a n d h o s t c e l l c u l t u r e d a m a g e p r e v e n t e d c a l c u l a t i o n o f v i r a l t i t e r
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M H V I n t e r f e r e n c e
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F i g u r e 6 . 3 . 1 M e a n l o g i o M H V i n f e c t i v i t y t i t e r o f C o n t r o l a n d E x p e r i m e n t a l s a m p l e s
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6 3 . 2 M e a n l o g i o T G E V i n f e c t i v i t y t i t e r s o f C o n t r o l a n d E x p e r im e n t a l s a m p l e s .

6 . 4 T e s t in g f o r G e r m i c i d e E f f i c a c y A g a i n s t M H V a n d T G E V o n C a r r i e r S u r f a c e s

T h e r e d u c t i o n s o f M H V a n d T G E V i n f e c t i v i t y o n s u r f a c e s b y h o s p i t a l

g e r m i c i d e s a r e s h o w n i n T a b l e 6 . 4 . 1 .

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

e x p o s u r e t r i a l s . O n l y 7 0% e t h a n o l a n d P u r e l l H a n d G e l (6 2 % e t h a n o l ) p r o d u c e d > 2 . 5

l o g i o r e d u c t i o n s i n i n f e c t i o u s M H V t i t e r . F o r M H V
,
1 : 10 0 h y p o c h l o r i t e

,
V e s p h e n e

U s e
,
C i d e x - O PA

,
a n d C l o r o x A n y w h e r e s p r a y e a c h p r o d u c e d < 2 . 5 l o g i o r e d u c t i o n s ,

w i t h l o g i o r e d u c t i o n s o f 0 . 6 2
,
1 3 3

,
1

. 7 1 ,
a n d 1

. 9 8 ,
r e s p e c t i v e l y . H y p o c h l o r i t e w a s
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l e a s t e f f e c t i v e
, p r o d u c i n g < 1 l o g i o r e du c t i o n i n i n f e c t i v i t y . St a t i s t i c a l a n a l y s i s o f

g e r m i c i d e e f f i c a c y a g a i n s t M H V u s i n g o n e - w a y A N O V A s h o w e d t h a t t h e m e a n l o g i o

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

(p < 0 . 0 0 0 1 ) .
F u r t h e r a n a l y s i s o f t h e m e a n l o g i o r e d u c t i o n o f M H V w a s d o n e u s i n g t h e

T u k e y
'

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

r e d u c t i o n s t h a t w e r e s i gn i f i c a n t l y d i f f e r e n t f r o m e a c h o th e r (p < 0 0 5 ) . T h e r e s u l t s a r e

s h o w n i n t a b l e 6 . 4 2 . V e s p h e n e U s e ( 1 . 33 L o g i o r e d u c t i o n ) d i d n o t d i f f e r

s i g n i f i c a n t ly i n v ir a l i n f e c t i v i t y r e d u c t i o n f r o m c h l o r i n e b l e a c h (0 . 62 l o g i o r e du c t i o n ) ,

C i d e x - O PA ( 1. 7 1 l o g i c r e d u c t i o n ) ,
o r C l o r o x A n y w h e r e Sp r a y ( 1 . 9 8 l o g i c r e d u c t i o n ) .

C i d e x - O PA d i d n o t d i f f e r f r o m P u r e l l H a n d G e l (2 . 6 6 l o g i o r e du c t i o n ) o r C l o r o x

A n y w h e r e s p r a y ,
a n d P u r e l l H a n d G e l d i d n o t d i f f e r f r o m C l o r o x A n y w h e r e s p r a y i n

l o g i c r e d u c t i o n o f M H V i n f e c t i v i t y .

T h e s a m e a n a l y s i s w a s c a r r i e d o u t f o r d i s i n f e c t i o n e f f i c a c y a g a i n s t T G E V .

I n f e c t i v i t y r e d u c t i o n s o f > 3 l o g i o w e r e o b s e r v e d f o r 70 % e th a n o l ( 3 . 1 9 l o g i o

r e du c t i o n ) ,
P u r e l l H a n d G e l (4 . 0 4 l o g i c r e du c t i o n ) , a n d C l o r o x A n y w h e r e s p r a y (3 . 57

l o g i c r e du c t i o n ) . T G E V e x p o s u r e s t o V e s p h e n e a n d C i d e x p r o d u c e d i n t e r m e d i a t e

T G E V i n f e c t i v i t y r e d u c t i o n s o f 2 . 0 3 a n d 2 . 2 7 l o g i c , r e s p e c t i v e l y . A s s e e n w i t h M H V
,

h y p o c h l o r i t e e x p o s u r e r e s u l t e d i n < 1 l o g i c r e d u c t i o n i n i n f e c t i o u s T G E V t i t e r (0 . 3 5

l o g i c r e du c t i o n ) . S t a t i s t i c a l a n a l y s i s u s i n g o n e - w a y A N O V A s h o w e d th a t t h e m e a n

l o g i o r e du c t i o n s w e r e s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t (p < 0 . 0 0 0 1 ) a m o n g t h e 6 g e r m i c i d e s .

T u k e y
'

s M u l t i p l e C o m p a r i s o n t e s t o n r e du c t i o n s o f v ir u s i n f e c t i v i t y s h o w e d th a t

C i d e x - O P A (2 . 2 7 l o g i c r e d u c t i o n ) d i d n o t d i f f e r s i g n i f i c a n t l y f r o m V e s p h e n e U s e

(2 . 0 3 l o g i c r e d u c t i o n ) o r 7 0 % e th a n o l (3 .
1 9 l o g i c r e d u c t i o n ) (p > 0 . 0 5 ) ,

a n d 7 0 %
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e t h a n o l di d n o t d i f f e r s i g n i fi c a n t l y f r o m P u r e l l H a n d G e l (4 . 0 4 l o g i o r e d u c t i o n ) o r

C l o r o x A n y w h e r e S p r a y (3 . 5 1 l o g i o r e d u c t i o n ) (p > 0 . 0 5 ) . S im i l a r l y ,
P u r e l l H a n d G e l

(4 . 0 4 l o g i o r e d u c t i o n ) a n d C l o r o x A n y w h e r e Sp r a y (3 . 5 1 l o g i o r e d u c t i o n ) d i d n o t

d i f f e r s i g n i f i c a n t l y (p > 0 . 0 5 ) i n v i r u s i n f e c t i v i t y t i t e r r e d u c t i o n .

T w o - w a y A N O V A

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

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

l o g i o r e du c t i o n i s e x p l a i n e d b y e a c h o f t h e s e tw o i n d e p e n d e n t v a r i a b l e s a n d th e i r

i n t e r a c t i o n . A s a w h o l e
,
t h e i n f e c t i v i t y r e du c t i o n r e s u l t s a r e s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t

(p < 0 . 0 0 0 1) .
A T y p e I I I Su m o f S q u a r e s t e s t d e t e r m i n e d v a r i a t i o n a m o n g m e a n

r e d u c t i o n r e s u l t s . T h e t y p e o f g e r m i c i d e u s e d (F = 3 9 . 7 5
, p < 0 . 0 0 0 1 ) h a d a g r e a t e r

i n fl u e n c e o n v i r a l r e d u c t i o n t h a n d i d th e v i r u s t e s t e d (F = 12 .
4 0 , p = 0 . 0 0 0 8) .

A d d i t i o n a l l y ,
t h e A N O V A t e s t e v a l u a t e d th e i n t e r a c t i o n b e t w e e n g e r m i c i d e a n d v i r u s ,

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

t y p e a n d g e r m i c i d e t y p e (F = 6 . 0 0 , p
= 0 . 0 0 0 1 ) .

T a b l e 6 . 4 . 1 D i s i n f e c t i o n E f fi c a c y A g a i n s t M H V a n d T G E V o n C a r r i e r S u r f a c e s

M e a n L o g l O R e d u c t i o n i n I n f e c t i v i t y (9 5 % C I )
G e r m i c i d e M H V T G E V

C h l o r i n e b l e a c h 0 6 2 (0 52 , 0 7 2 ) 0 3 5 ( 0 2 4 , 0 4 5 )
V e s p h e n e l l s e 1 3 3 ( 1 16 , 1 5 1) 2 0 3 (0 8 9 , 3 17 )
C i d e x - O P A 1 . 7 1 ( 1 3 5

,
2 0 7 ) 2 . 2 7 (2 0 9 , 2 4 5 )

7 0 % E t h a n o l 3 9 2 (3 3 2
,
4 5 3 ) 3 19 (2 9 7

,
3 . 4 0 )

P u r e l l H a n d S a n i ti z e r 2 6 6 ( 1 7 7 ,
3 5 6 ) 4 0 4 (3 5 7

,
4 5 1 )

C l o r o x A n y w h e r e H a n d S a n i t i z i n g
1 9 8 ( 1 6 8 ,

2 2 7 ) 3 5 1 (3 2 9
,
3 7 3 )
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T a b l e 6 . 4 2 T u k e y
'

s M u l t i p l e C o m p a r i s o n T e s t f o r St a t i s t i c a l D i f f e r e n c e b e tw e e n
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7 . D I SC U S S I O N

7 .
1 C y t o t o x i c i t y a n d I n f e c t i v i t y I n t e r f e r e n c e o f G e r m i c i d e s a n d t h e i r N e u t r a l i z e r s f o r

C e l l C u l t u r e s

T e s t i n g fo r c y t o t o x i c i t y o n D B T a n d ST c e l l l i n e s w a s d o n e t o d e t e r m i n e i f

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

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

B e c a u s e p l a q u e a n d M PN a s s a y s w e r e p e r f o r m e d t o d e t e r m i n e v i r u s i n f e c t i v i t y t i t e r
,

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

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

,
o r a c o m b i n a t i o n o f t h e t w o

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

s u bj e c t e d t o v i r u s i n f e c t i v i t y i n t e r f e r e n c e t e s t i n g . Sa t t a r e t a l . (2 0 0 3 ) r e c o m m e n d e d

t e s t i n g t h e g e rm i c i d e s f o r c y t o t o x i c i t y a t u s e - d i l u t i o n
,
1: 2 0 d i l u t i o n

,
a n d a n a d d i t i o n a l

1: 10 d i l u t i o n . I n t h i s s t u dy c y t o t o x i c i t y a n d v i r u s i n f e c t i v i t y i n t e r f e r e n c e t e s t s f o c u s e d

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

c y t o t o x i c e f f e c t s w a s o b s e r v e d w h e n t e s t i n g b o t h a u s e d i l u t i o n a n d a fu r t h e r 1 : 10

d i l u t i o n o f t h e g e r m i c i d e .

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

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

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

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

,
a n d b e e f e x t r a c t e l u t i o n s o l u t i o n .

L y s o l g e r m i c i d e s p r a y , i n c o m b i n a t i o n w i t h 3 % g l y c i n e , c a u s e d c y t o t o x i c e f f e c t s a f t e r

1 h o u r o f i n c u b a t i o n a n d e x p o s u r e . P r e v i o u s s t u d i e s u s e d 3% g l y c i n e t o n e u t r a l i z e

4 1

NEATPAGEINFO:id=65410559-1C98-4FA5-B25B-8283F22F741A



t h e q u a t e r n a r y a m m o n i u m c o m p o u n d
,
h o w e v e r

, t h e c e l l l i n e s u s e d i n e a c h s t u d y

d i f f e r e d (R u t a l a
,
P e a c o c k e t a l . 2 0 0 6 ) . V a r i a t i o n i n t e s t v i r u s e s a n d c o r r e s p o n d i n g

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

t h e h o s t c e l l l i n e t o c h e m i c a l e x p o s u r e s .

C i d e x - O P A w a s t e s t e d i n c o m b in a t i o n w i t h 5 % g l y c i n e b e c a u s e e x p o s u r e t o

C i d e x - O PA a n d 3% g l y c i n e p r o d u c e d s i g n i f i c a n t l y g r e a t e r c y t o t o x i c e f f e c t s a f t e r 2 4

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

C i d e x - O PA l i k e l y h a d fi x a t i v e p r o p e r t i e s . T h i s w a s e v i d e n t i n t h e 1 : 1 0 d i l u t i o n o f

g e r m i c i d e ,
w h e r e g r e a t e r d a m a g e w a s o b s e r v e d th a n i n t h e u s e - d i l u t i o n (u n d i l u t e d ) o f

g e r m i c i d e w e l l s .

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

c y t o t o x i c e f f e c t s a f t e r 1 h o u r o f i n c u b a t i o n
,
s o t h e s e c o m b i n a t i o n s w e r e t h e n

s u bj e c t e d t o v i r u s i n f e c t i v i t y i n t e r f e r e n c e t e s t i n g .

7 .
2 T e s t i n g fo r V i r u s E l u t i o n E f fi c i e n c y

T h e s e e x p e r im e n t s s h o w e d a l o s s o f i n i t i a l l y a p p l i e d v ir a l t i t e r r a n g i n g f r o m

0 . 10 t o 0 . 7 4 1o g i o w h e n d r i e d v i r u s w a s e l u t e d f r o m c a r r i e r s a f t e r c h e m i c a l

n e u t r a l i z a t i o n T h e s e l o s s e s o f v i r u s i n f e c t i v i t y f r o m th e e lu t i o n p r o c e s s a r e c o n s i s t e n t

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

s o l u t i o n . F o r s u r f a c e d i s i n f e c t i o n o f v i r u s e s
,
a r e du c t i o n i n v i r u s i n f e c t i v i t y o f 2 -

4 1o g i o h a s b e e n p r o p o s e d a s a n a c c e p t a b l e l e v e l o f p e r f o r m a n c e (B e l l a m y 19 9 5 ;

R u t a l a ,
B a r b e e e t a l .

2 0 0 0 ; St e i n m a n n 2 00 1 ; S a t t a r , Sp r i n g t h o r p e e t a l . 2 0 0 3 ) . T h e

M H V a n d T G E V v i r u s s t o c k s h a d t i t e r s o f a p p r o x i m a t e l y 1 0
^
p l a q u e f o r m i n g u n i t s

(P F U )/ m L , s o t h e 2 0 |i L o f s t o c k v i r u s d r i e d o n t o t h e s t a i n l e s s s t e e l c a r r i e r s c o n t a i n e d
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a p p r o x im a t e l y 1 0
^
P F U / |i L . T h e r e f o r e , e v e n w i t h - 0 . 5 l o g i o l o s s o f i n f e c t i v i t y t i t e r

du r i n g e l u t i o n
,
a 4 l o g i o r e d u c t i o n i n v i r a l i n f e c t i v i t y b y t h e t e s t g e r m i c i d e s c o u l d s t i l l

b e o b s e r v e d A l o s s o f 0 . 4 5 1o g i o t o t h e c a r r i e r s u r f a c e s t i l l a l l o w e d f o r t h e

o b s e r v a t i o n o f a s m u c h a s a 4 1o g i o r e du c t i o n i n v i r u s i n f e c t i v i t y t i t e r . I t s h o u l d b e

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

a n d f a t e o f v i r u s p a r t i c l e s n o t r e m o v e d f r o m th e c a r r i e r s u r f a c e b y e l u t i o n (Y i l m a z

a n d K a l e t a 2 0 0 3 ) .

7 . 3 T e s t i n g f o r I n t e r f e r e n c e w i t h V i r u s I n f e c t i v i t y A s s a y

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

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

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

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

r e s u l t i n a l t e r a t i o n o f t h e a b i l i t y o f t h e v i r u s t o s u c c e s s fu l l y i n f e c t t h e h o s t c e l l . Su c h

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

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

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

m a y b e u n a b l e t o s u p p o r t s u c c e s s f u l v i r a l r e p l i c a t i o n
, (Sa t t a r ,

Sp r i n g th o r p e e t a l .

2 0 0 3 ) r e s u l t i n g i n u n d e r e s t im a t i o n o f v i r a l t i t e r s a n d o v e r e s t im a t i o n o f g e r m i c i d e

e f f i c a c y .

A n o v e r l a p o f t h e 9 5% C I o f e x p e r im e n t a l a n d c o n t r o l a s s a y s i n d i c a t e s t h a t

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

m a y b e a c c o u n t e d f o r b y t h e v a r i a t i o n o f v i r a l p a r t i c l e s p r e s e n t i n t h e 2 0 |i L o f
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i n o c u l u m . T h i s v a r i a b i l i t y i s f u r t h e r a c c o u n t e d f o r b y u s i n g t h r e e r e p l i c a t e s o f

e x p e r im e n t a l a n d c o n t r o l a s s a y s p e r t r i a l .

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

e n s u r e t h a t a l l e x p o s u r e t r i a l s h a v e a s t a n d a r d c o n t a c t t i m e o f 1 m i n u t e . U s i n g t h e

c o r r e c t n e u t r a l i z a t i o n s o l u t i o n i s e s s e n t i a l i n s t o p p i n g v i r u c i d a l a c t i v i t y (M c D o n n e l l
,

K l e i n e t a l . 19 9 8 ) a t t h e d e s i r e d c o n t a c t t im e . N e u t r a l i z a t i o n c a n o c c u r b y a d d i n g a

n e u t r a l i z i n g c h e m i c a l o r b y d i l u t i o n o f g e r m i c i d e i n a n o t h e r l i q u i d m e d i u m (S a t t a r
,

Sp r i n g t h o r p e e t a l . 2 0 0 3 ) . I n c o m p l e t e n e u t r a l i z a t i o n o f t h e c h e m i c a l g e r m i c i d e i s a

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

v i r u s i n f e c t i o n .

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

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

t w o e t h a n o l - b a s e d g e r m i c i d e s (62% a n d 7 1% e th y l a l c o h o l ) i n c r e a s e d th e n u m b e r o f

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

g e r m i c i d e - n e u t r a l i z e r m i x t u r e s m a y m a k e th e D B T c e l l s m o r e s u s c e p t i b l e t o i n f e c t i o n

b y M H V . I t i s a l s o p o s s i b l e t h a t t h e s m a l l s a m p l e s i z e (n = 3 ) i n t r o d u c e s s t a t i s t i c a l

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

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

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

I n p r e v i o u s s t u d i e s
,
L e t h e e n b r o t h w a s u s e d t o n e u t r a l i z e q u a t e r n a r y

a m m o n i u m s o l u t i o n s (R u t a l a , B a r b e e e t a l . 2 0 0 0 ) . A n o t h e r v i r u s d i s i n f e c t i o n s t u d y

a p p l i e d 3% g l y c i n e t o q u a t e r n a r y a m m o n i u m - b a s e d g e r m i c i d e s t o s t o p v i r u c i d a l

a c t i v i t y (R u t a l a
,
P e a c o c k e t a l .

2 0 0 6 ) . T h e s e s t u d i e s u s e d d i f f e r e n t h o s t c e l l l i n e s
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(B u f f a l o g r e e n m o n k e y k i d n e y a n d A 54 9 c e l l s ) w h i l e t h i s s t u d y u t i l i z e d D B T a n d ST

c e l l l i n e s . I n t h i s s t u d y ,
3 % g l y c i n e w a s s u c c e s s f u l i n n e u t r a l i z i n g t h e e t h a n o l a n d

o r / / j o -

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

M H V a n d T G E V
.
T h i s fi n d i n g s u p p o r t s p r e v i o u s e v i d e n c e o f t h e e f fi c a c y o f 3 %

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

i n d i v i d u a l l y t a i l o r e d c h e m i c a l n e u t r a l i z e r s . H o w e v e r
, p r o p e r c y t o t o x i c i t y / v i r u s

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

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

7 . 4 T e s t i n g f o r G e r m i c i d e E f f i c a c y A g a i n s t M H V a n d T G E V o n C a r r i e r Su r f a c e s

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

c o r o n a v ir u s e s , M H V a n d T G E V
,
u s e d a s s u r r o g a t e s f o r SA R S - C o V . B a s e d o n

p r e v i o u s s t u d i e s , a 3 l o g i o r e du c t i o n w a s c h o s e n a s t h e b e n c h m a r k f o r e f f e c t i v e

v i r u c i d a l a c t i v i t y a g a i n s t c o r o n a v i r u s e s o n s u r f a c e s (A b a d ,
P i n t o e t a l . 1 9 9 7 ; R u t a l a

,

B a r b e e e t a l . 2 0 0 0 ; Se h u l s t e r a n d C h in n 2 0 0 3 ; Sa t t a r 2 0 0 4 ) .

F o r M H V
,
t h e t h r e e e t h a n o l - b a s e d g e r m i c i d e s (7 1% ,

7 0%
,
a n d 62%) e t h a n o l )

g a v e t h e g r e a t e s t r e du c t i o n i n i n f e c t i v i t y r a n g i n g f r o m 1 . 5 t o 4 . 9 l o g i o . T h i s w a s

g r e a t e r t h a n t h e r e d u c t i o n s o b s e r v e d w i t h h y p o c h l o r i t e (0 . 6 2 l o g i o r e d u c t i o n ) ,

p h e n o l i c ( 1 3 3 l o g i o r e du c t i o n ) ,
a n d o r t h o p h th a l a l d e h y d e ( 1 . 7 1 l o g i o r e d u c t i o n )

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

T G E V . T h e e t h a n o l - b a s e d g e r m i c i d e s g a v e i n f e c t i v i t y r e d u c t i o n s r a n g i n g f r o m 2
. 9 t o

4
. 6 l o g i o . T h e r e d u c t i o n s o b s e r v e d w i t h h y p o c h l o r i t e

, p h e n o l i c
,
a n d

o r t h o p h th a l a l d e h y d e g e r m i c i d e s w e r e
,
0 . 3 5 l o g i o , 2 . 0 3 l o g i o ,

a n d 2 . 2 7 l o g i c ,

r e s p e c t i v e l y . O v e r a l l , t h e p h e n o l i c a n d o r t h o p h th a l a l d e h y d e g e r m i c i d e s h a d g r e a t e r
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v i r u c i d a l a c t i v i t y a g a i n s t T G E V (2 . 0 3 T o 2 . 2 7 l o g i o r e d u c t i o n ) t h a n a g a i n s t M H V

( 1 3 3 t o 1 7 1 l o g i o ) r e d u c t i o n . H o w e v e r
,
o n l y t h e r e du c t i o n s i n i n f e c t i v i t y b y t h e

o r t h o p h t h a l a l d e h y d e s t a t i s t i c a l ly s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e d b e tw e e n M H V a n d T G E V (p =

0 . 0 2 0 3 ) .

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

i n p r e v e n t i n g v i r a l t r a n s m i s s i o n f r o m s u r f a c e s t o h u m a n s (R u t a l a
,
B a r b e e e t a l . 2 0 0 0 ) .

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

p r e s e n t i n s u r f a c e s ( Sa t t a r 2 0 0 4 ) P r o p e r u s e o f v i r u c i d a l c h e m i c a l s c a n d e c r e a s e t h e

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

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

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

d i s i n f e c t i o n s t u d i e s .
Sa t t a r ,

e t a l . ( 19 8 9 ) f o u n d th a t 7 0% e t h a n o l a p p l i e d t o hu m a n

c o r o n a v i r u s 2 2 9 E dr i e d o n t o a s t a i n l e s s s t e e l s u r f a c e r e d u c e d v ir a l t i t e r s b y > 9 9 . 9% .

H o w e v e r
,
R u t a l a e t a l . (2 0 0 6 ) p e r f o r m e d a s t u d y o n t h e e f f i c a c y o f h o s p i t a l

g e r m i c i d e s a g a i n s t A d e n o v i r u s 8 u s i n g th e s a m e c a r r i e r - b a s e d m e th o d a n d p r o d u c e d

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

g e r m i c i d e s t e s t e d i n t h i s s t u dy : C i d e x O P A ( o r t h o p h th a l a l d e h y d e ) ,
V e s p h e n e U s e

(p h e n o l i c ) ,
a n d 7 0% e t h a n o l . T h e r e s u l t s o f t h a t s t u d y s h o w e d 4 . 3 7 l o g i o r e d u c t i o n

u s i n g C i d e x O P A a n d 0 . 4 1 l o g i o r e d u c t i o n u s i n g V e s p h e n e U s e w h i l e t h i s s t u d y

d e t e r m i n e d t h a t C i de x O P A a n d V e s p h e n e U s e p r o du c e d s im i l a r r e s u l t s o n e a c h c e l l

l i n e . C i d e x O P A p r o du c e d 1. 7 1 l o g i o r e d u c t i o n s (M H V ) a n d 2 . 2 7 l o g i o r e du c t i o n s

(T G E V ), a n d V e s p h e n e U s e p r o du c e d 1 . 33 l o g i c r e d u c t i o n s (MH V ) a n d 2 . 0 3 l o g i o

r e d u c t i o n s (T G E V ) . R u t a l a e t a l . (2 0 0 6 ) a l s o t e s t e d 7 0%) e t h a n o l
,
f o r w h i c h s im i l a r
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r e s u l t s w e r e p r o d u c e d c o m p a r e d t o t h i s s t u d y ( 1 . 9 7 t o 4
. 6 2 l o g i o r e d u c t i o n a n d 1 . 5 t o

4 . 9 l o g i o r e d u c t i o n
,
r e s p e c t i v e l y ) . C o r o n a v i r u s e s a r e e n v e l o p e d v i r u s e s w h i l e

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

d i s i n f e c t i o n r e s u l t s .

H y p o c h l o r i t e d e m o n s t r a t e d < 1 l o g i o o f r e d u c t i o n f o r b o t h v i r u s e s w h e n

a p p l i e d a t t h e u s e - d i l u t i o n p r e s c r i b e d b y th e m a n u f a c t u r e r ( 1 : 10 0 ) . T h e s e r e s u l t s a r e

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

s o d i u m h y p o c h l o r i t e s o l u t i o n ( l Omg /L ) r e q u i r e d 3 0 m i n u t e s o f e x p o s u r e t o p r o du c e

10 0% k i l l o f S A R S- C o V s u s p e n d e d i n w a t e r s a m p l e s (W a n g ,
L i e t a l . 2 0 0 5 ) .

A d d i t i o n a l l y ,
t h e W a n g (2 0 0 5 ) s t u d y r e p o r t e d a n i n a c t i v a t i o n r a t e o f o n l y 4 4 % a ft e r a

1 - m i n u t e c o n t a c t t im e i n s o l u t i o n . Sa t t a r e t a l
. ( 19 8 9 ) r e p o r t e d 9 9 . 9%) r e du c t i o n o f

v i r a l t i t e r f o r h u m a n c o r o n a v i r u s 2 2 9 E w h e n 0 . 1 0%) a n d 0 . 5 0% s o d i u m h y p o c h l o r i t e

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

s u g g e s t t h a t t h e 1: 10 0 u s e d i l u t i o n r e c o m m e n d e d b y th e m a n u f a c t u r e r s h o u l d n o t b e

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

T h i s i s b e c a u s e < 1 l o g l O i n a c t i v a t i o n w a s o b t a i n e d a f t e r 1 m i n u t e o f e x p o s u r e o f

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

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

w h e th e r t h e s e f a c t o r s w o u l d im p r o v e v i r u c i d a l a c t i v i t y t o > 3 l o g i o p e r f o r m a n c e t a r ge t .

T h e c h l o r i n e b l e a c h s o l u t i o n w a s c r e a t e d b y d i l u t i n g I m L o f a 6%)

h y p o c h l o r i t e s o l u t i o n w i t h 9 9m L o f h a r d w a t e r f o r a fi n a l c o n c e n t r a t i o n o f 6 0 0 m g / L

h y p o c h l o r i t e . T h i s c o n c e n t r a t i o n p r o d u c e d a < 1 l o g i o r e du c t i o n o f MH V a n d T G E V .

T h e U S E n v i r o n m e n t a l Pr o t e c t i o n A g e n c y N a t i o n a l P r im a r y D r i n k i n g W a t e r
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R e g u l a t i o n s ( 1 9 9 8 ) r e c o m m e n d s t h e u s e o f 3 - 4 m g /L o f f r e e c h l o r i n e b e u s e d t o

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

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

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

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

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

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

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

W h e n 2 0 î L o f v i r u s s t o c k s o l u t i o n w a s p l a c e d o n t h e s t e e l c a r r i e r , i t w a s d r i e d f o r

tw o h o u r s
,
e v a p o r a t i n g th e l i q u i d b u t l e a v i n g b e h i n d th e p r o t e in s i n t h e c e l l c u l t u r e

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

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

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

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

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

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

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

(2 0 0 6 ) u s e d 1 : 1 0 a n d 1 : 5 0 d i l u t i o n s o f C l o r o x b l e a c h a n d f o u n d 4 . 8 7 a n d 1 . 9 9 l o g i o

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

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

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

F o r v i r u s e s d r i e d o n s t a i n l e s s s t e e l s u r f a c e s , C i d e x - O PA e x p o s u r e o f 1 m i n u t e

r e s u l t e d i n 1 . 5 - 2 . 2 1o g i o r e d u c t i o n i n i n f e c t iv i t y o f M H V a n d 2 - 2 . 5 1o g i o r e d u c t i o n o f

i n f e c t i v i t y o f T G E V . V e s p h e n e U s e p r o d u c e d a m e a n 1
. 3 l o g i o r e du c t i o n o f M H V
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a n d 2 0 l o g i o r e du c t i o n o f T G E V .
T h e '

T e c h n i c a l I n f o r m a t i o n
'

r e p o r t o n C i d e x - O P A

(Jo h n s o n & J o h n s o n C o m p a n y ) s t a t e s t h a t t h e s o l u t i o n p a s s e d t h e v i r u c i d a l e f f i c a c y

t e s t o u t l i n e d b y th e E P A (2 0 0 5) o n a h u m a n c o r o n a v i r u s . T h i s p r o t o c o l r e qu i r e s a 3- 4

l o g 10 r e du c t i o n i n v i r a l t i t e r . A d d i t i o n a l l y ,
t h e t e s t w a s p e r f o r m e d w i t h a 5 - m i n u t e

e x p o s u r e p e r i o d V e s p h e n e U s e a l s o p a s s e d th e E PA v i r u c i d a l a s s a y m e th o d w h e n

t e s t e d a g a i n s t a c o r o n a v i r u s (A v i a n i n f e c t i o u s b r o n c h i t i s ) u s i n g a 1 0 - m i n u t e e x p o s u r e

p e r i o d (ST E RI S - C o r p o r a t i o n 2 0 04 ) T h i s c u r r e n t s t u d y p e r f o r m e d w i t h c o r o n a v i r u s e s

M H V a n d T G E V u s e d o n l y a 1 - m i n u t e e x p o s u r e p e r i o d , s u g g e s t i n g t h a t v i r u c i d a l

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

d i r e c t i o n s a n d c o n t a c t t im e i s s h o r t .

W h e n l o g 10 r e d u c t i o n s o f t h e d i f f e r e n t g e r m i c i d e s w e r e s u bj e c t e d t o s t a t i s t i c a l

a n a l y s i s ,
t h e y w e r e s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t (p < 0 . 0 0 0 1) b a s e d o n a t w o -

w a y A N O V A t e s t . T h e s e r e s u l t s i n d i c a t e t h a t t h e m e a n l o g i o r e d u c t i o n d i f f e r e d

s i g n i f i c a n t l y a m o n g t h e s i x g e r m i c i d e s . V i r a l r e du c t i o n s d i f f e r e d s i g n i fi c a n t l y b a s e d

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

a m o n g m e a n s w a s e x a m i n e d a n d g e r m i c i d e (F = 3 9 . 7 5 ) h a s a m o r e s i g n i f i c a n t e f f e c t

o n v i r a l r e d u c t i o n t h a n d i d v i r u s t y p e (F = 12 . 4 0 ) . T h e i n t e r a c t i o n t e r m (p = 0 0 0 0 1 )

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

s im i l a r l y , w h e t h e r t h e d i f f e r e n c e b e tw e e n v i r u s e s i s t h e s a m e f o r e a c h g e r m i c i d e .
P -

v a l u e s w e r e < 0 . 0 5 ,
i n d i c a t i n g th a t r e d u c t i o n o f v i r a l t i t e r w a s s i g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t

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

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

i n f e c t i v i t y t i t e r .
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S u r r o g a t e v ir u s e s a r e n e c e s s a r y f o r s t u dy i n g SA R S - C o V d i s i n f e c t i o n b e c a u s e

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

w o r k w i t h t h i s v i r u s d i f f i c u l t (St e i n m a n n 2 0 0 4 ) . M H V a n d T G E V r e p r e s e n t t w o o f

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

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

p l a qu e a n d q u a n t a l M P N a s s a y s (H i r a n o
,
F u j i w a r a e t a l . 1 9 7 4 ) ; (M c C l u r k i n a n d

N o r m a n 19 6 6 ) . G r e a t e r i n f e c t i v i t y r e d u c t i o n s w e r e o b s e r v e d w i t h T G E V th a n w i t h

M H V o n s u r f a c e s
,
in d i c a t i n g t h a t T G E V m a y b e l e s s r e s i s t a n t t h a n M H V t o

i n a c t i v a t i o n b y g e r m i c i d e s . T o b e t t e r e s t im a t e t h e e f f i c a c y o f g e r m i c i d e s a g a i n s t

SA R S- C o V
,
s t u d i e s s h o u l d u s e t h e m o r e r e s i s t a n t s u r r o g a t e c o r o n a v i r u s a s a m o d e l

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

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

s c e n a ri o s .

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

g e r m i c i d e e f f i c a c y (R u t a l a ,
B a r b e e e t a l .

2 0 0 0 ; R a b e n a u
,
K a m p f e t a l . 2 0 0 5 ; W a n g ,

L i

e t a l . 2 0 0 5) .
T h e s e s t u d i e s r e p o r t e d g e n e r a l l y g r e a t e r e f f i c a c y a g a i n s t v i r u s e s t h a n

s t u d i e s p e r f o rm e d u s i n g t h e c a r r i e r m e th o d . V i r u s e s m a y b e m o r e r e s i s t a n t o n

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

e m b e d d e d i n o r g a n i c m a t e r i a l (S a t t a r , Sp r i n g t h o r p e e t a l . 2 0 0 3 ) . V i r u s dr i e d o n t o a

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

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

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

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

a c t i v i t y a g a i n s t v i r u s e s t h a t h a v e b e c o m e d r i e d o n t o e n v i r o n m e n t a l s u r f a c e s .
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8 . C O N C L U S I O N

T h i s s t u d y a im e d t o e v a l u a t e e i g ht h e a l t h c a r e s u r f a c e g e r m i c i d e s fo r t h e i r

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

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

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

f a c i l i t i e s w a n t t o c o n t r o l S A R S- C o V .

• L e v e l o f e f f e c t i v e n e s s v a r i e d b a s e d o n a c t i v e i n g r e d i e n t . G e n e r a l l y ,
t h e e t h a n o l -

b a s e d g e r m i c i d e s w e r e m o s t e f f e c t i v e i n r e d u c i n g v i r a l t i t e r o f dr i e d v i r u s . 7 0%

e t h a n o l p r o du c e d > 3 l o g i o r e d u c t i o n o f M H V a n d T G E V . T h e p r o d u c t s

c o n t a i n i n g 6 2 % a n d 7 1% e th a n o l r e d u c e d i n f e c t i v i t y o f M H V a n d T G E V b y 2 - 4

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

r e d u c e d M H V a n d T G E V i n f e c t i v i t y b y 1 - 2 l o g i o . T h e s e c h e m i c a l s a r e

c o n s i d e r e d s o m e w h a t e f f e c t i v e a t r e d u c i n g v i r a l t i t e r .
1 : 1 0 0 Ch l o r i n e b l e a c h

(s o d iu m h y p o c h l o r i t e ) w a s i n e f f e c t i v e a t r e d u c i n g th e i n f e c t i v i t y o f M H V o r

T G E V w i th < 1 l o g i o r e d u c t i o n .

• Se v e r a l c h e m i c a l g e r m i c i d e s w e r e d e t e r m i n e d l e s s e f f e c t i v e o r i n e f f e c t i v e in

r e d u c in g i n f e c t i v i t y .
F u r t h e r s t u d y i s r e c o m m e n d e d i n o r d e r t o d e t e r m i n e u s e -

d i l u t i o n s t h a t w i l l e f f e c t i v e l y i n a c t i v a t e SA R S - C o V o n s u r f a c e s . T h e u s e - d i l u t i o n

f o r c h l o r i n e b l e a c h i s 1: 10 0 ; h o w e v e r
,
t h i s c o n c e n t r a t i o n d i d n o t i n a c t i v a t e t h e
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s u r r o g a t e c o r o n a v i r u s e s . R e c o m m e n d a t i o n s f o r c h l o r i n e b l e a c h ,
C i d e x - O P A

,
a n d

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

v i r a l t i t e r .

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

v i r u s e s , M H V a n d T G E V . T h i s m e a n s t h a t s o m e g e r m i c i d e s w e r e m o r e e f f e c t i v e

a g a i n s t o n e v i r u s t h a n t h e o t h e r . G e n e r a l l y ,
a g r e a t e r l o g i o r e d u c t i o n w a s

o b s e r v e d a g a i n s t T G E V . T h i s m a y s u g g e s t t h a t M H V i s a b e t t e r s u r r o g a t e f o r

SA R S- C o V r e s e a r c h b e c a u s e i t i s m o r e d i f f i c u l t t o d i s i n f e c t a n d r e du c e s t h e

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

• T h i s s t u d y w a s u n s u c c e s s f u l a t p r o p e r l y n e u t r a l i z i n g t w o g e r m i c i d e s : T . B . Q a n d

L y s o l ® D i s i n f e c t a n t Sp r a y . T h e a c t i v e i n g r e d i e n t i n t h e s e s o l u t i o n s i s a

q u a t e r n a r y a m m o n i u m c o mp o u n d (QA C ) Wh i l e p r e v i o u s d i s i n f e c t i o n s t u d i e s

u s e d 3% g l y c i n e o r L e t h e e n b r o t h t o n e u t r a l i z e QA C s
,
t h e c o m b i n a t i o n o f QA G s

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

t u m o r a n d s w i n e t e s t i c u l a r c e l l l i n e s . I d e n t i f i c a t i o n o f a p r o p e r n e u t r a l i z i n g

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

• F u t u r e r e s e a r c h o n t h i s s u bj e c t s h o u l d b e p e r f o r m e d t o e v a l u a t e t h e m e th o d f o r

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

a g a i n s t SA R S - C o V . F u t u r e r e s e a r c h s h o u l d d e t e r m i n e t h e r o l e t h a t dr y i n g t im e

h a s o n v ir a l t i t e r .
A d d i t i o n a l l y ,

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

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

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

w h e t h e r t h e r e i s a s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e b e tw e e n t h e t w o . F i n a l l y , t h i s s t u dy
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s h o u l d b e r e p e a t e d u s i n g SA R S - C o V t o d e t e r m i n e i f t h e t w o s u r r o g a t e v i r u s e s
,

M H V a n d T G E V
,
a r e s u i t a b l e m o d e l s f o r t h e r e sp o n s e o f SA R S t o t h e s e

g e r m i c i d e s

5 4

NEATPAGEINFO:id=9614A60D-F15D-4946-908B-08802ACBB448



9 . R E F E R E N C E S

A b a d ,
F . X .

,
R . M . P i n t o

,
e t a l . ( 19 9 7 ) .

"

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

f o m i t e s .

"

F E M S M i c r o b i o l o g y L e t t e r s 1 5 6 ( 1 ) : 10 7 .

A i t k e n , C . a n d D . J . J e f f r i e s (2 0 0 1) .

" N o s o c o m i a l Sp r e a d o f V i r a l D i s e a s e .

" C l i n i c a l

M i c r o b i o l o g y R e v i e w s 14 ( 3 ): 5 2 8 - 54 6 .

A n s a r i
,
S . , V . S . Sp r i n g th o r p e , e t a l . ( 19 9 1) .

" P o t e n t i a l r o l e o f h a n d s i n t h e s p r e a d o f

r e s p i r a t o r y v i r a l i n f e c t i o n s : s t u d i e s w i t h h u m a n p a r a i n f lu e n z a v i r u s 3 a n d r h i n o v i r u s

14 .

" J o u r n a l o f C l i n i c a l M i c r o b i o l o g y 2 9 ( 10 ) : 2 1 15 - 2 1 19 .

B e l l a m y ,
K . ( 1 9 9 5 ) .

" A r e v i e w o f t h e t e s t m e t h o d s u s e d t o e s t a b l i s h v i r u c i d a l

a c t i v i t y .

"

J o u r n a l o f H o s p i t a l I n f e c t i o n 3 0 ( Su pp l e m e n t 1 ): 3 8 9 .

B e r g e r ,
A .

,
C . D r o s t e n

,
e t a l . (2 0 04 ) .

" Se v e r e a c u t e r e sp i r a t o r y s y n dr o m e ( SA R S )-

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

"

J o u r n a l o f C l i n i c a l V i r o l o g y 2 9 ( 1 ) : 13 .

B e s t
,
M .

,
V . S . Sp r i n g th o r p e ,

e t a l . ( 19 9 4 ) .

" F e a s i b i l i t y o f a c o m b i n e d c a r r i e r t e s t f o r

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

"

A m e r i c a n
J o u r n a l o f I n f e c t i o n C o n t r o l 2 2 (3 ) : 152 - 16 2 .

B o o n e
,
S . A . a n d C . P . G e r b a (2 0 0 7 ) .

" Si g n i f i c a n c e o f F o m i t e s i n t h e Sp r e a d o f

R e s p i r a t o r y a n d E n t e r i c V i r a l D i s e a s e .

" A p p l i e d a n d 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

7 3 (6 ) : 16 8 7 - 16 9 6 .

C h a n - Y e u n g ,
M . (2 0 0 3 ) .

" O u tb r e a k o f s e v e r e a c u t e r e s p i r a t o r y s y n d r o m e i n H o n g
K o n g s p e c i a l a d m i n i s t r a t i v e r e g i o n : c a s e r e p o r t .

"

B r i t i s h M e d i c a l J o u r n a l 3 2 6 (7 3 94 ) :
8 5 0 .

C o z a d
,
A . a n d R . D . J o n e s (2 0 0 3) .

"

D i s i n f e c t i o n a n d th e p r e v e n t i o n o f i n f e c t i o u s

d i s e a s e .

" A m e r i c a n J o u r n a l o f I n f e c t i o n C o n t r o l 3 1 (4 ): 2 4 3 .

D e t t e n k o f e r
,
M . a n d R . C . Sp e n c e r (2 0 0 7 ) .

"

I m p o r t a n c e o f e n v i r o n m e n t a l

d e c o n t a m i n a t i o n - a c r i t i c a l v i e w .

" J o u r n a l o f H o s p i t a l I n f e c t i o n 6 5 ( Su p p l e m e n t 2 ):
5 5 .

D o w e l l , S . F . , J . M . Sim m e r m a n
,
e t a l . (2 0 0 4 ) .

" Se v e r e A c u t e R e s p i r a t o r y Sy n d r o m e

C o r o n a v i r u s o n H o s p i t a l Su r f a c e s .

" C l i n i c a l I n f e c t i o u s D i s e a s e s 3 9 : 6 5 2 - 6 5 7 .
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D r o s t e n , C , S . G u n t h e r , e t a l . (2 0 0 3 ) .

"

I d e n t i f i c a t i o n o f a N o v e l C o r o n a v i r u s i n

Pa t i e n t s w i t h Se v e r e A c u t e R e s p i r a t o r y Sy n d r o m e
.

" T h e N e w E n g l a n d J o u r n a l o f

M e d i c i n e 3 4 8 : 19 6 7 - 19 7 6

D w o s h
,
H . A .

,
H . H . H o n g ,

e t a l . (2 0 0 3 ) .

"

I d e n t i f i c a t i o n a n d c o n t a i n m e n t o f a n

o u t b r e a k o f SA R S i n a c o mm u n i t y h o s p i t a l .

"

C a n a d i a n M e d i c a l A s s o c i a t i o n J o u r n a l

16 8 ( 1 1) : 1 4 15 - 14 2 0 .

F r a i s e , A . P . ( 1 9 9 9)
"

C h o o s i n g d i s i n f e c t a n t s .

" J o u r n a l o f H o s p i t a l I n f e c t i o n 4 3 (4 ) :
2 5 5 .

H a l l , C . B . ( 1 9 8 1) .

" N o s o c o m i a l v i r a l r e s p i r a t o r y i n f e c t i o n s : P e r e n n i a l w e e d s o n

p e d i a t r i c w a r d s " T h e A m e r i c a n J o u r n a l o f M e d i c i n e 7 0 (3 ) : 6 7 0 .

H i r a n o , N . , K . F u j i w a r a , e t a l . ( 19 7 4 ) .

"

R e p l i c a t i o n a n d P l a q u e F o r m a t i o n o f M o u s e

H e p a t i t i s V i r u s (M H V - 2 ) i n M o u s e C e l l L i n e D B T C u l t u r e .

" A r c h i v e s o f V i r o l o g y
4 4 (3 ) : 2 9 8 - 3 02 .

H o t a
,
B . (2 0 04 ) .

" 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 c a l I n f e c t i o u s D i s e a s e s 3 9 ( 8 ):
1 18 2 .

J o h n s o n & Jo h n s o n C o m p a n y C i d e x - O P A H i g h L e v e l D i s i n f e c t i n g S o lu t i o n :

T e c h n i c a l I n f o r m a t i o n .

K n o b l e r , S , A . M a hm o u d , e t a l . (2 0 04 ) . 3 . M i c r o b i o l o g y ,
E c o l o g y a n d N a t u r a l

H i s t o r y o f C o r o n a v i r u s e s . W a s h i n g t o n
,
D C

,
T h e N a t i o n a l A c a d e m i e s P r e s s .

K s i a z e k , T . G .

,
D . E r d m a n , e t a l (2 0 0 3) .

" A N o v e l C o r o n a v i r u s A s s o c i a t e d w i t h

Se v e r e A c u t e R e s p i r a t o r y Sy n d r o m e .

" T h e N e w E n g l a n d J o u r n a l o f M e d i c i n e

3 4 8 (2 0 ): 19 5 3 - 19 6 6 .

M c C l u r k i n
,
A . W . a n d J . O . N o r m a n ( 19 6 6 ) .

" St u d i e s o n T r a n s m i s s i b l e

G a s t r o e n t e r i t i s o f Sw i n e I I . Se l e c t e d C h a r a c t e r i s t i c s o f a C y t o p a t h o g e n i c V i r u s

C o mm o n t o F i v e I s o l a t e s f r o m T r a n sm i s s i b l e G a s t r o e n t e r i t i s .

" C a n a d i a n J o u r n a l o f

C o m p a r a t i v e M e d i c i n e a n d V e t e r i n a r y Sc i e n c e 3 0 ( 7 ) : 19 0 - 19 8 .

M c D o n n e l l , G .

,
D

.
K l e i n

,
e t a l . ( 19 9 8 ) .

"

T h e i m p o r t a n c e o f n e u t r a l i z a t i o n i n t h e

e v a l u a t i o n o f t r i c l o s a n - c o n t a i n in g p r o du c t s .

" J o u r n a l o f I n du s t r i a l M i c r o b i o l o g y &

B i o t e c h n o l o g y 2 1 : 18 4 - 18 6 .

P e i r i s
,
J . S . M .

,
S . T . L a i

,
e t a l . (2 0 0 3 ) .

" C o r o n a v i r u s a s a p o s s i b l e c a u s e o f s e v e r e

a c u t e r e s p i r a t o r y s y n dr o m e .

"

L a n c e t 3 6 1 (9 3 6 6 ): 13 19 - 13 2 5 .

R a b e n a u
,
H . F .

,
J . C i n a t l , e t a l . (2 0 0 5 )

" St a b i l i t y a n d i n a c t i v a t i o n o f SA R S

c o r o n a v i r u s .

" M e d i c a l M i c r o b i o l o gy a n d I m m u n o l o g y 1 9 4 ( 1 ) : 1 .
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R a b e n a u
,
H . F .

,
G . K a m p f , e t a l . (2 0 0 5 ) .

"

E f f i c a c y o f v a r i o u s di s i n f e c t a n t s a g a i n s t

SA R S c o r o n a v i ra s .

" J o u r n a l o f H o s p i t a l I n f e c t i o n 6 1(2 ) : 10 7 - H I .

R u t a l a
,
W . A . ( 19 9 6 ) .

" A P I C g u i d e l i n e f o r s e l e c t i o n a n d u s e o f d i s i n f e c t a n t s .

"

A m e r i c a n J o u r n a l o f I n f e c t i o n C o n t r o l 2 4 (4 ) : 3 1 3 - 3 4 2 .

R u t a l a
,
W . A .

,
S .

L
. B a r b e e , e t a l . (2 0 0 0 ) .

" A n t im i c r o b i a l A c t i v i t y o f H o m e

D i s i n f e c t a n t s a n d N a t u r a l P r o d u c t s A g a i n s t P o t e n t i a l H u m a n Pa t h o g e n s .

"

I n f e c t i o n

C o n t r o l a n d H o s p i t a l E p i d e m i o l o g y 2 1 ( 1 ) : 3 3 - 3 8 .

R u t a l a ,
W . A .

,
M . F . G e r g e n ,

e t a l . (2 0 0 7 ) .

" M i c r o b i o l o g i c e v a l u a t i o n o f m i c r o f i b e r

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

" A m e r i c a n J o u r n a l o f I n f e c t i o n C o n t r o l 3 5 (9 ) : 5 6 9 .

R u t a l a
,
W . A .

,
J . E . P e a c o c k

,
e t a l . (2 0 0 6 ) .

"

E f f i c a c y o f H o s p i t a l G e rm i c i de s a g a i n s t

A d e n o v i r u s 8 , a C o m m o n C a u s e o f E p i d em i c K e r a t o c o n j u n c t i v i t i s i n H e a l t h C a r e

F a c i l i t i e s .

" A n t im i c r o b i a l A g e n t s a n d C h e m o t h e r a p y 5 0 (4 ) : 14 19 - 1 4 2 4 .

R u t a l a , W . A . a n d D
. J . W e b e r ( 19 99 ) .

"

I n f e c t i o n c o n t r o l : t h e r o l e o f d i s i n f e c t i o n a n d

s t e r i l i z a t i o n .

" J o u r n a l o f H o s p i t a l I n f e c t i o n 4 3 ( Su p p l e m e n t 1): S4 3 .

R u t a l a ,
W . A .

,
M . S . W h i t e

,
e t a l . (2 0 0 6 ) .

"

B a c t e r i a l C o n t a m i n a t i o n o f K e y b o a r d s :

E f f i c a c y a n d F u n t i o n a l I m p a c t o f D i s i n f e c t a n t s .

"

I n f e c t i o n C o n t r o l a n d H o s p i t a l

E p i d e m i o l o g y 2 7 (4 ) : 3 72 - 3 7 7 .

Sa t t a r , S .
A . (2 0 0 4 ) .

" M i c r o b i c i d e s a n d th e e n v i r o n m e n t a l c o n t r o l o f n o s o c o m i a l v i r a l

i n f e c t i o n s .

"

J o u r n a l o f H o s p i t a l I n f e c t i o n 5 6 (Su p p l e m e n t 2 ) : 64 .

Sa t t a r
,
S . A . (2 0 0 6 ) .

" A l l e n D e n v e r R u s s e l l M e m o r i a l L e c t u r e
,
2 0 0 6 . T h e u s e o f

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

"

J o u r n a l o f A p p l i e d M i c r o b i o l o g y 1 0 1 (4 ) : 7 4 3 - 7 5 3 .

Sa t t a r
,
S . A . (2 0 0 7 ) .

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

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

" J

A O A C I n t . 9 0 (6 ) : 16 5 5 - 16 5 8 .

S a t t a r
,
S . A . ,

H
. J a c o b s e n ,

e t a l . ( 19 94 ) .

" I n t e r r u p t i o n o f r o t a v i r u s s p r e a d th r o u g h

c h e m i c a l d i s i n f e c t i o n
.

"

I n f e c t i o n C o n t r o l a n d H o s p i t a l E p i d e m i o l o g y 15 ( 12 ) : 7 5 1-

7 56 .

Sa t t a r , S .
A .

,
H . J a c o b s e n

,
e t a l . ( 19 9 3) .

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

r h i n o v i r u s t y p e 14 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 t o h a n d s .

" A p p l i e d a n d

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 5 9 (5 ) : 1 5 7 9 - 1 5 8 5 .

S a t t a r
,
S .
A

. a n d V . S . Sp r i n g th o r p e ( 19 9 6) . T r a n s m i s s i o n o f v i r a l i n f e c t i o n s t h r o u g h

a n im a t e a n d i n a n im a t e s u r f a c e s a n d i n f e c t i o n c o n t r o l t h r o u g h c h e m i c a l d i s i n f e c t i o n
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M o d e l i n g D i s e a s e T r a n s m i s s i o n a n d i t s P r e v e n t i o n b y D i s i n f e c t i o n . C . J . H u r s t .

C a m b r i d g e ,
C a m b r i d g e U n i v e r s i t y P e r s s : 2 2 4 - 2 5 7 .

S a t t a r , S .
A

. a n d V . S . Sp r i n g t h o r p e ( 19 9 9 ) . V i r i c i d a l a c t i v i t y o f B i o c i d e s . P r i n c i p l e s
a n d P r a c t i c e o f D i s i n f e c t i o n ,

P r e s e r v a t i o n ,
a n d St e r i l i z a t i o n . A .

D
. R u s s e l l , W .

B .

H u g o a n d G . A . J . A y l i f f e . M a i d e n
,
M A

,
B l a c k w e l l Sc i e n c e : 16 8- 1 8 1

Sa t t a r
,
S . A .

,
V . S . S p r i n g t h o r p e ,

e t a l . (2 0 0 3 ) .

" A d i s c - b a s e d q u a n t i t a t i v e c a r r i e r t e s t

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

" J o u r n a l o f

V i r o l o g i c a l M e t h o d s 1 1 2 ( 1 - 2 ): 3 .

Se h u l s t e r
,
L . a n d R . Y . W . Ch i n n (2 0 0 3 ) .

" G u i d e l in e s f o r E n v i r o n m e n t a l I n f e c t i o n

C o n t r o l in H e a l t h - C a r e F a c i l i t i e s .

" M M WR 5 2 (R R - 10 ) : 1- 3 1.

St e i n m a n n
,
J . (2 0 0 1 ) .

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

"

J o u r n a l o f H o s p it a l

I n f e c t i o n 4 8 (Su p p l e m e n t 1 ): S 15

St e i n m a n n
,
J . (2 0 04 ) .

" Su r r o g a t e v i r u s e s f o r t e s t i n g v ir u c i d a l e f fi c a c y o f c h e m i c a l

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

"

J o u r n a l o f H o s p i t a l I n f e c t i o n 5 6 (Su p p l e m e n t 2 ) : 4 9 .

S T E R I S C o r p o r a t i o n (2 0 04 ) . V e s p h e n e U s e D i s i n f e c t a n t C l e a n e r .

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 . ( 19 9 8 ) .

"

F e d e r a l R e g i s t e r : N a t i o n a l P r im a r y
D r i n k i n g W a t e r R e g u l a t i o n s : I n t e r im E n h a n c e d Su r f a c e W a t e r T r e a tm e n t ; F i n a l

R u l e .

" D e c e m b e r 19 9 8 . A v a i l a b l e a t : h t t p : / / w w w . e p a . g o v / o g w d w / m d b p / i e s w t r . h tm l .

V a r i a
,
M .

,
S . W i l s o n

,
e t a l . (2 0 0 3 ) .

" I n v e s t i g a t i o n o f a n o s o c o m i a l o u t b r e a k o f s e v e r e

a c u t e r e s p i r a t o r y s y n d r o m e (S A R S) i n T o r o n t o
,
C a n a d a .

" C a n a d i a n M e d i c a l
A s s o c i a t i o n J o u r n a l 16 9 (4 ) : 2 8 5 - 2 9 2 .

W a n g ,
X .

- W .

,
J .

- S . L i
,
e t a l . ( 20 0 5 ) .

" St u d y o n t h e r e s i s t a n c e o f s e v e r e a c u t e

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

"

J o u r n a l o f V i r o l o g i c a l M e t h o d s 12 6 ( 1 -

2 ) : 17 1- 17 7 .

W e b e r
,
D . J . a n d W . A . R u t a l a (2 0 0 3 ) T h e E n v i r o n m e n t a s a So u r c e o f N o s o c o m i a l

I n f e c t i o n s . P r e v e n t i o n a n d C o n t r o l o f N o s o c o m i a l I n f e c t i o n s .
R . P . W e n z e l

Ph i l a d e l p h i a ,
L i p p i n c o t t W i l l i a m s & W i l k i n s : 5 7 5 - 5 9 7 .

Y i lm a z
,
A . a n d E .

F
.
K a l e t a (2 0 0 3 ) .

" I n v e s t i g a t i o n s o n Su i t a b i l i t y o f D i f f e r e n t

M a t e r i a l s f o r C a r r i e r s t o b e u s e d f o r V ir u c i d a l t e s t i n g o f C h e m i c a l D i s i n f e c t a n t s i n

t h e V e r t e r i n a r y F i e l d .

"

Jo u r n a l o f V e t e r i n a r y M e d i c i n e Se r i e s B 5 0 : 4 6 1- 4 6 5 .
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