
A B S T RA C T

S a n d r a M C h u n g
D e v e lo p m e n t o f a l o w - c o s t a b s o r b e n t p a d t e s t f o r t h e d e t e c t io n o f E s c h e r i c h i a c o l i

i n c o n t a m i n a t e d d r i n k in g w a t e r

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

D ia r r h e a l d is e a s e k il ls 1 8 m il lio n p e o p le e a c h y e a r , m o s t ly c h ild r e n u n d e r t h e a g e

o f 5 in d e v e lo p in g c o u n t r ie s In a d e q u a t e s a n it a t io n a n d a c c e s s t o im p r o v e d d r in k in g

w a t e r a r e m a j o r c o r r e la t e s o f w a t e r b o r n e d is e a s e (WH O 2 0 05 ) T h e r e is a c o m p e ll in g

n e e d f o r in e x p e n s iv e , p o rt a b le d r i n k in g w a t e r q u a lit y m o n it o r in g t e c h n o lo g y f o r r e s o u r c e

p o o r a n d d is a s t e r s e t t i n g s A s im p le , lo w - c o s t a b s o r b e n t p a d t e s t t o d e t e c t E c o li is in

d e v e lo p m e n t t o m e e t t h is n e e d T h e t e s t is c u r r e n t ly c a p a b le o f e n u m e r a t in g a p u r e

c u lt u r e E . c o li a t c o n c e n t r a t io n s b e t w e e n 1 0 - 1 0 0 0 C F U p e r 1 0 0 m L i n h ig h q u a lit y

s u r f a c e w a t e r T e s t r e s u lt s a r e n o t s ig n if ic a n t ly d if f e r e n t f r o m U S E PA a p p r o v e d m e t h o d s

u n d e r t h e s e c o n d it io n s M ix e d b a c t e r ia l p o p u la t io n s s u c h a s t h o s e f o u n d i n

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

t e s t t o a c c u r a t e ly e n u m e r a t e E . c o li t h r o u g h o u t t h e r a n g e o f c o n c e n t r a t io n s n e c e s s a r y t o

a d e q u a t e ly a s s e s s d r i n k in g w a t e r s a f e t y
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T o m y f r i e n d s , w h o s e c u l in a r y t a le n t s , r a u c o u s h u m o r a n d b o u n d le s s e m p a t h y
w e r e in d is p e n s a b le t o m y s a n it y a n d p r o d u c t iv it y d u r i n g t h e lo n g a n d o t h e rw i s e

a s c e t ic w e e k s in l a b a n d li b r a r y .

T o m y f a m i ly , w h o s e u n c o n d it io n a l lo v e , u n fa il in g s u p p o r t a n d u n h o ly w o r k e t h ic

c o m p r i s e t h e f o u n d a t io n o f e v e r y t h i n g I h a v e e v e r a c c o m p l is h e d .
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A C K N OWL E D G E M E N T S

D r S o b s e y

D r . C h r i s t i n e S t a u b e r

D r L i s a C a s a n o v a

D r . F u - C ii i H s u

T i n a L u s k

D o u g la s Wa it

t h e S o b s e y l a b a t U N C

T ha n k s fo r y o u r s c i e n t if i c k n o w le d g e , y o u r in p u t a n d y o u r c a m a r a d e r ie Y o u r

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

m y p r o p e n s it y t o s t r i k e o u t c o n f id e n t ly in t h e w r o n g d ir e c t io n I h a v e n e v e r b e e n

a f r a id t o m a k e m is t a k e s a r o u n d a n y o f y o u
,
a n d I h a v e le a r n e d e v e r s o m u c h

m o r e t h a n I w o u ld h a v e o t h e r w is e

IV
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TA B L E O F C O NT E N T S

L IS T O F F IG U R E S v i i

L IS T O F TA B L E S v i i i

L IS T O F A B B R EV IA T IO N S i x

IN T R O D U C T IO N 1

O B J E C T IV E S 3

L IT E RA T U R E R E V IE W 4

I n d i c a t o r s o f f e c a l c o n t a m i n a t i o n i n d r i n k i n g w a t e r 4

E . c o l i 5

E . c o l i d e t e c t io n a n d e n u m e r a t io n t e c li n i q u e s 6

S t r e n g t h s a n d l i m i t a t i o n s o f e x i s t i n g E . c o l i t e s t s 1 1

M A T E R IA L S 1 2

Te s t m i c r o o r g a n is m s 1 2

T e s t w a t e r s 1 4

L i q u i d b a c t e r i o l o g i c a l m e d i a 1 5

M E T H O D S 1 6

B e n c h m a r k s a n d c o n t r o l s 16

W e t a n d d r y p r o t o c o l s f o r m e d i a a p p l i c a t io n t o p a d s 1 6

C h r o m o g e n c h o ic e a n d c o n c e n t r a t i o n 1 8

C h r o m o g e n a s s o l e c a r b o n s o u r c e 1 9

L i q u i d b a c k g r o u n d m e d ia c o m p a r i s o n 1 9

L T B a l t e r a t i o n
,
w e t v s . d r y a p p l i c a t i o n 2 0
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S o l id m e d i a c o m p a r i s o n 2 0

S a m p l e w a t e r p a s t e u r iz a t i o n a n d f i l t r a t io n 2 0

T i t r a t i o n 2 1

S t a t is t i c a l a n a l y s i s 2 1

R E S U LT S 2 3

A b s o r b e n t p a d m e t h o d d e v e l o p m e n t a n d i n i t i a l s c r e e n i n g 2 3

C h r o m o g e n i c s u b s t r a t e c h o i c e a n d c o n c e n t r a t i o n 2 8

C h r o m o g e n a s s o l e c a r b o n s o u r c e 2 9

L iq u i d b a c k g r o u n d m e d ia c o m p a r i s o n 3 0

T i m e s c a l e o f c o l o r d e v e l o p m e n t 3 4

LT B a l t e r a t i o n , w e t v s d r y a p p l ic a t i o n 3 4

S o l i d m e d i a c o m p a r i s o n 3 6

P a s t e u r i z a t i o n a n d t i t r a t i o n 3 8

D IS C U S S IO N 4 1

C O N C L U S IO N S 4 6

K e y f i n d i n g s 4 7

S u g g e s t e d a v e n u e s f o r i n v e s t ig a t i o n 4 7

R E F E R E N C E S 4 9

A P P E N D IX A : L i q u i d m e d ia c o m p o s it i o n 5 3

A P P E N D IX B : P e r t e s t c o s t d e t e r m i n a t i o n 5 4

V I
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L IS T O F F IG U R E S

F ig u r e 1 A b s o r b e n t p a d te s t w it h X - G i u c a n d C o i i le r t® e x p o s e d t o lo n g w a v e U V 9

F ig u r e 2 C h r o m o g e n c o m p a r is o n u s in g C o iile r t® m e d i u m a n d E . c o // s p i ke 2 8

F ig u r e 3 M 9 m e d iu m w it h X - G l u c a s s o le c a r b o n s o u r c e o r w it h b o t h la c t o s e a n d X - G l u c

a s c a r b o n s o u r c e s 2 9

F ig u r e 4 M e a n c o lo n y r e s o l u t io n s c o r e s f o r l iq u i d m e d i a a p p lie d t o p a d s v ia w e t p r o t o c o l

A w it h E . C O // B s p ik e 3 0

F ig u r e 5 Q u a l it a t iv e c o m p a r is o n o f C o iile r t® a n d LT B w e t p r o t o c o l B p a d s w it h E . c o li B

a n d s e w a g e s p ik e s 3 1

F ig u r e 6 . M e a n c o lo n y c o u n t s f o r LT B a n d C o ii le r t ® a p p lie d t o p a d s v ia w e t p r o t o c o l B

w it h E . c o l i B s p ik e 3 2

F ig u r e 7 M e a n c o lo n y c o u n t s f o r LT B a n d C o ii le r t ® a p p l ie d t o p a d s v ia w e t p r o t o c o l B

w it h s e w a g e s p ik e 3 3

F ig u r e 8 T i m e s c a le o f c o lo r d e v e lo p m e n t o n w e t p r o t o c o l A LT B p a d s w it h £ c o l i B
s p ik e 3 4

F ig u r e 9 Q u a l it a t iv e c o m p a r is o n o f w e t a n d d r y a p p l ic a t io n s o f L T B f o r m u la t io n s 3 5

F ig u r e 1 0 Q u a l it a t iv e c o m p a r is o n o f d h e d s o lid m e d ia p a d s w it h E c o l i B a n d s e w a g e

s p ik e s 3 6

F ig u r e 11 M e a n c o lo n y c o u n t s o n d r ie d s o l id m e d i a p a d s w it h E c o l i B s p ik e 3 7

F ig u r e 1 2 . Q u a l it a t iv e c o m p a r is o n o f d r i e d LT B a n d s o l id m e d ia p a d s w it h E . c o l i B s p ik e

a f te r 1 8 h o u r s in c u b a t io n 3 8

F ig u r e 1 3 . S t a b ilit y o v e r t i m e o f c o lo n y r e s o l u t io n o n d r ie d LT B + g u a r g u m m e d ia 3 8

F ig u r e 1 4 P a s t e u r iz a t io n a n d f ilt r a t io n e x p e hm e n t Q u a lit a t iv e c o m p a r is o n o f d r ie d LT B

p a d s w it h v a r io u s w a t e r s s p ik e d w it h E . c o l i B 3 9

F ig u r e 1 5 T it r a t io n e x p e hm e n t D h e d LT B + 0 5 % g u a r g u m p a d s w it h v a r y in g r a t io s o f
s e w a g e t o t a l c o lif o r m s t o t o t a l E . c o l i . 3 9

F ig u r e 1 6 T it r a t io n o f b a c k g r o u n d o r g a n is m s in t e s t w a t e r s o n d n e d LT B + 0 5 % g u a r

g u m p a d s 4 0

F ig u r e 1 7 . E c o li t it e r s o n B io - R a d p la t e s in t h e p r e s e n c e o f d if fe h n g r a t io s o f n o n - E c o li
t o t a l c o lif o r m s 4 0

F ig u r e 1 8 D n e d LT B p a d s a f t e r 1 8 h o u r s in c u b a t io n w it h n a t u r a lly c o n t a m i n a t e d w a t e r

s a m p le s 4 1

v i i
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L IS T O F T A B L E S

T a b le 1 S u m m a r y o f k e y c h a r a c t e r is t ic s o f E c o / / t e s t f o r m a t s r e le v a n t t o a c c e s s ib ilit y
a n d c o s t

,
a f t e r L u s k 2 0 0 8 3

T a b le 2 U s e o f i n d i c a t o r s u b s t a n c e s t o e li c it c h a r a c t e r is t i c p h e n o t y p e s i n E c o /; a n d
c o nf o r m s in s e le c t e d c o m m e r c ia l c u lt u r e m e d ia 1 0

T a b le 3 E . c o ll s t r a in s o b t a i n e d f r o m T i n a L u s k a s p u r e c u lt u r e s p ik e s i n U n iv e r s it y L a k e

w a t e r f o r u s e i n p i lo t t e s t in g a n d b a c k g r o u n d m e d ia e v a lu a t io n 1 2

T a b le 4 T u k e y p a ir w is e c o m p a r is o n s b e tw e e n E . c o // t it e r s o b t a i n e d f r o m d if f e r e n t t e s t

f o r m a t s f o r t h e s a m e t e s t w a t e r s p i ke d w it h E c o ll B 32

T a b le 5 T u k e y p a ir w is e c o m p a r is o n s a n d p a i r e d t - t e s t s b e t w e e n E . c o / / t it e r s o b t a i n e d
f r o m d if f e r e n t t e s t f o r m a t s f o r t h e s a m e t e s t w a t e r s p ik e d w it h s e w a g e 3 3

T a b le 6 . T u k e y p a ir w is e c o m p a r is o n s b e t w e e n m e a n E . c o // t it e r s o n d r ie d s o l id m e d ia

p a d s a n d C o lile r t® Q u a n t i - T r a y / 2 0 0 0 a n d B io - R a d m e m b r a n e f ilt r a t io n b e n c h m a r k s 3 7

V I I I
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L IS T O F A B B R EV IA T IO N S

8 H Q 8 - h y d r o x y q u in o li n e (J- D - g l u c u r o n i d e

A P H A A m e r ic a n P u b lic H e a lt h O r g a n iz a t io n

C PU c o lo n y f o r m in g u n i t s

C T A B c e t y lt r im e t h y la m m o n i u m b r o m id e

G A L (i - g a ia c t o s id a s e

G U D fi - g lu c u r o n id a s e

IB D G i n d o x y l li - D - g lu c u r o n id e

IP T G i s o p r o p y l fi
- D - 1 - t h io g a la c t o p y r a n o s id e

IS O In t e r n a t io n a l O r g a n iz a t io n f o r S t a n d a r d iz a t io n

L I B L a u r y l T r y p t o s e B r o t h

M P M e m b r a n e F i lt r a t io n

M P N M o s t P r o b a b le N u m b e r

M T F M u lt i p le T u b e F e r m e n t a t io n

M U G 4 - m e t h y l u m b e l lif e r y l fJ
- D -

g l u c u r o n id e

M U G a l 4 - m e t h y l u m b e l lif e r y l U - D - g a la c t o s id e

O N PG o r t h o - n it r o p h e n y l (i
- D -

g a l a c t o s id e

P C R p o ly m e r a s e c h a in r e a c t io n

T S A T r y p t ic S o y A g a r

T S B T r y p t ic S o y B r o t h

U S D U n it e d S t a t e s d o l la r s

U S E PA U n it e d S t a t e s E n v ir o n m e n t a l P r o t e c t io n A g e n c y

W H O W o r ld H e a lt h O r g a n iz a t io n

X - G !u c 5 - b r o m o - 4 - c h lo r o - 3 - i n d o ly l B
- D -

g l u c u r o n id e

IX
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I N T R O D U C T IO N

D ia r r h e a l d is e a s e k i lls 1 8 m i llio n p e o p le e v e r y y e a r , m o s t ly c h i ld r e n u n d e r t h e a g e

o f 5 liv in g i n d e v e lo p in g c o u n t r ie s i n A s ia a n d A f r ic a (WH O 2 0 0 5 ) M o s t d ia r r h e a l d is e a s e

c a n b e a t t r ib u t e d t o in a d e q u a t e a c c e s s t o s a f e d r in k in g w a t e r a n d la c k o f b a s ic s a n it a t io n

(WH O 2 0 0 5 ) I n 2 0 02 , m o r e t h a n 1 b i llio n p e o p le la c k e d s u s t a in a b le a c c e s s t o im p r o v e d

w a t e r s o u r c e s
,
a n d 2 6 b i lli o n la c k e d a c c e s s t o im p r o v e d s a n it a t i o n (W H O 20 0 5 ) Y e t

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

b e tw e e n t h e s o u r c e a n d t h e p o in t o f u s e m a y b e a s ig n if ic a n t s o u r c e o f in f e c t io n (W r ig h t

2 0 04 , M in t 2 0 0 1 , R e if f 1 9 96 ) D is a s t e r - r e la t e d d a m a g e t o d r in k in g w a t e r a n d w a s t e w a t e r

i n f r a s t r u c t u r e c a n r e s u lt i n s ig n if ic a n t a n d w id e s p r e a d c o n t a m i n a t io n o f s u r f a c e w a t e r a n d

d r in k in g w a t e r s o u r c e s (G u p t a 2 0 0 7 , S c hw a b 2 0 0 7 ) T h u s
,
id e n t if y in g s a f e d r in k in g w a t e r

s o u r c e s ,
d r in k in g w a t e r t r e a t m e n t

,
s a f e s t o r a g e ,

a n d m ic r o b i a l w a t e r q u a li t y m o n it o r in g a t

t h e h o u s e h o ld le v e l a r e c r u c ia l e le m e n t s in r e d u c in g t h e b u r d e n o f w a t e r b o r n e d is e a s e in

d e v e lo p in g c o u n t r ie s a n d i n p o s t - d is a s t e r a r e a s (M i n t z 2 0 0 1 , C la s e n 2 0 07 , R e if f 1 9 9 6 ,

W r i g h t 2 00 4 ) .

M ic r o b ia l w a t e r q u a lit y m o n it o r in g t e c h n o lo g y is n e c e s s a r y t o e v a l u a t e t h e

e f fe c t iv e n e s s a n d a s s e s s t h e n e e d f o r p o i n t o f u s e i n t e r v e n t io n s t o i m p r o v e m ic r o b ia l

w a t e r q u a lit y Ho w e v e r
,
r e s o u rc e p o o r c o n d it io n s s u c h a s t h o s e i n d e v e lo p in g c o u n t r ie s

o r i n p o s t
- d is a s t e r a r e a s o f t e n p r e c l u d e o r c o m p li c a t e t h e i m p le m e n t a t io n o f e x is t in g

m ic r o b ia l w a t e r a n a ly s is t e c h n o lo g ie s in t h e f ie ld S t a n d a r d m i c r o b ia l a n a ly s is m e t h o d s

s u c h a s m e m b r a n e f ilt r a t io n a n d m u lt ip le t u b e f e r m e n t a t io n t e s t s r e q u ir e t r a in e d la b o r

a n d c o s t ly , c u m b e r s o m e e q u ip m e n t a n d r e a g e n t s S h i p p i n g s a m p le s t o t h e n e a r e s t w a t e r

q u a l it y la b o r a t o r y f o r a n a ly s is in c u r s a d d it io n a l c o s t s
, r is ks s ig n if ic a n t s a m p le

d e t e r i o ra t io n , d e la y s r e s u lt s , a n d m a y n o t e v e n b e f e a s i b l e i n t h e a b s e n c e o f a d e q u a t e

t r a n s p o r t in f r a s t r u c t u r e a n d l a b o r a t o r y f a c il it ie s a n d p e r s o n n e l M o r e o v e r , t h e

s u s t a in a b il it y o f p o in t o f u s e in t e r v e n t io n s t o im p r o v e d r in k in g w a t e r q u a l it y m a y d e p e n d

o n t h e i n v o lv e m e n t o f t h e c o m m u n it y i n m o n it o r in g a n d e v a lu a t in g t h e e f f e c t iv e n e s s a n d
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n e e d f o r s u c h in t e rv e n t io n s (R e if f 1 9 9 6 ). A s im p le ,
lo w - c o s t m ic r o b ia l w a t e r q u a l it y t e s t

c a n m a k e m o n it o r in g m o r e w id e ly a c c e s s ib le in t i m e s a n d a r e a s o f c r it ic a l n e e d a n d m a y

im p r o v e t h e s u s t a in a b i l it y o f in t e r v e n t io n s t o im p r o v e d r in k i n g w a t e r In a d d it io n t o h a v i n g

a d e q u a t e p r e c is io n a n d a c c u r a c y t o a s s e s s d r in k i n g w a t e r q u a lity w it h r e s p e c t t o

in t e r n a t io n a l g u id e lin e s a n d s t a n d a r d s
,
t h is t e s t s h o u ld h a v e t h e f o l lo w in g q u a l it ie s :

1 L o w c o s t . C u r r e n t t e s t i n g t e c h n o lo g y is a v a i l a b le a t a c o s t o f a f e w U S D p e r

t e s t , a p r ic e t h a t e x c e e d s t h e d a ily p e r c a p it a g r o s s n a t io n a l in c o m e i n m a n y

a r e a s o f t h e w o r ld w h e r e d ia r r h e a l d is e a s e is e n d e m ic (Wo r ld B a n k 2 00 8 ) T h e

a b i lit y t o a d e q u a t e ly a s s e s s d r in k in g w a t e r q u a l it y f o r le s s t h a n 1 U S D p e r t e s t

w i ll s ig n if ic a n t ly e x p a n d t h e a c c e s s ib i lit y o f t e s t i n g t e c h n o lo g y .

2 S im p l e t o p e r f o r m .
T h e t e s t s h o u ld c o m p r is e a s e lf - c o n t a i n e d , d i s p o s a b le

d e v ic e T h e t e s t p r o c e d u r e s h o u ld r e q u ir e n o t m o r e t h a n tw o a c t iv e s t e p s a n d

s h o u ld b e s im p le e n o u g h t h a t u n t r a in e d p e r s o n s (e . g . c h i ld r e n ) c a n e a s i ly

p e r fo r m t h e t e s t a n d a c h ie v e a c c u r a t e , r e p lic a b le r e s u lt s .

3 . P o r t a b l e . T h e t e s t d e v ic e s h o u ld b e l ig h t w e ig h t a n d c o m p a c t . P e r f o r m a n c e o f

t h e t e s t s h o u l d n o t r e q u i r e a n y e le c t r ic it y o r a p p a r a t u s b e y o n d t h e t e s t d e v ic e

T h e t e s t s h o u ld p r o v id e r e lia b le r e s u lt s w it h r o o m t e m p e r a t u r e o r a m b ie n t

t e m p e r a t u r e in c u b a t io n

4 S h e l f s t a b le .
T h e t e s t d e v ic e m a y e n c o u n t e r f lu c t u a t in g a n d e x t r e m e

c o n d it io n s in t h e c o u r s e o f s t o r a g e a n d t r a n s p o r t t o p o in t o f u s e It s h o u ld b e

r e a s o n a b ly r e s is t a n t t o e x t r e m e t e m p e r a t u r e s
,
d e s ic c a t io n

,
h u m id it y a n d

c o n t a m in a t io n

T h e d e g r e e t o w h i c h s e le c t e d e x is t i n g lo w - c o s t t e s t s m e e t t h e s e c r it e r ia is

s u m m a r iz e d i n Ta b le 1 . E a c h o f t h e m e t h o d s h a s w e a k n e s s e s w it h r e s p e c t t o t h e a b o v e

c r it e r ia S o m e r e q u i r e c o ld s t o r a g e ,
s o m e a r e t e c h n ic a lly c o m p lic a t e d t o p e r f o r m

,
a n d

m o s t e x c e e d t h e 1 U S D p e r t e s t t a r g e t c o s t
.
To o v e r c o m e t h e d r a w b a c k s o f a v a il a b le

t e s t i n g m e t h o d s a n d d e v e lo p a p r o c e d u r a lly s im p le , p o r t a b le , lo w c o s t E . c o li te s t t h a t
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t e s t f o r m a t

c o s t ( U SD )

p e r t e s t

p e r l o t )

i n L

s a i n p l e
p r o c e d u r e

s i m p l i c i t y m e d i u m s t o r a g e

e l e c t r i c i t y
r e q u i r e d

( o t h e r t h a n

i n c u b a t i o n ) p o r t a b i l i t y

C o l i l e r t ® Qu a n t i -

T r a y ® / 2 00 0
S5 2 5 S5 25 f a i r

U p t o 12 m o n t h s

a t 4 - 30 ° C y e s
l o w ( t r a y
s e a l e r )

M F o n M I a g a r $ 1 9 4 $ 19 4 0

M F o n B io - R a d

R a p i d E c o l i I I

a g a r

p o o r

$0 4 3 $4 30

d e h y dr a t e d a ga r u p t o 2

y e a r s a t 2 0
°

C
, p r ep a r e d

m e d i a u n t i l c o n t a m i n a t e d

o r d e s s i c a t e d a t 6
°

C

l o w

(v a c u u m

a n d

fi l t r a t i o n

a p p a r a t u s )

C o l i s c a n E a s y ge l $ 1 5 0 $ 3 0 00 g o o d u p t o 1 y e a r f r o z e n h ig h

3 M ™ Pe t r i f i l m ™ $ 1 4 4 $ 144 00 g o o d

I S m o s s e a l e d
r e f r i g e r a t e d ,

< 7 da y s

s e a l e d 3 8
°

C , 3 0 da y s

o p e n r e f r i g e r a t e d

n o h ig h

T a b l e 1 . S u m m a r y o f k e y c h a r a c t e r i s t i c s o f £ c o l i t e s t f o r m a t s r e l e v a n t t o a c c e s s i b i l i t y a n d c o s t , a f t e r L u s k

20 0 8 C o s t p e r 10 0 m L s a m p le f o r m e m br a n e f i l t r a t i o n a s s u m e s 10 m L s a m p l e /p l a t e C o s t p e r s a m p l e f o r

C o l i l e r t® Q u a n t i - T r a y ® / 2 00 0 d o e s n o t i n c o r p o r a t e o n e - t im e c o s t c o s t o f t r a y s e a l e r ($ 40 0 0) S t o r a g e

i n f o r m a t i o n f o r C o l i l e r t® , M I , B i o - R a d a n d C o l i s c a n c o m e s f r o m p r o du c t d o c u m e n t a t i o n S t o r a g e

i n f o r m a t i o n f o r P e t r i fi l m f r o m 3M M i c r o b i o l o g y T e c h n i c a l B u l l e t i n T B - 00 1(h t tp :w w w 3 m c o m / i n t l /k r /
m i c r o b i o l o gy / p_ a e r o b i c / t e c h4 p d f . A c c e s s e d 12 O c t 2 00 8)

c a n b e u s e d in r e s o u r c e p o o r a n d p o s t - d is a s t e r s e t t in g s , t ii is r e s e a r c h w a s u n d e r t a l< e n

w it h t h e f o l lo w i n g o bj e c t iv e s :

O B J E CT IV E S

T o d e v e lo p a p r o o f o f c o n c e p t f o r a m ic r o b io lo g ic a l w a t e r q u a lit y t e s t b a s e d o n t h e

d e t e c t io n a n d e n u m e r a t io n o f E . c o li in a w a t e r s a m p le a p p l ie d t o a n a b s o r b e n t p a d

c o n t a i n in g a b a c t e r io lo g ic a l c u l t u r e m e d iu m

To d e v e lo p a m e d iu m f o r t h e p a d t h a t s u p p o r ts t h e g r o w t h o f E . c o // w h ile in h ib it in g

t h e g r o w t h o f c o m p e t i n g o r g a n is m s T h e m e d iu m s h o u ld c o n t a i n a c h r o m o g e n ic li - D

g l u c u r o n id e t h a t s p e c if ic a l ly in d ic a t e s t h e p r e s e n c e o f E c o l i b y p r o d u c i n g a c o lo r e d

p r o d u c t u p o n c le a v a g e b y B - D -

g lu c u r o n id a s e .

To o p t im iz e t h e t e s t f o r u s e i n r e s o u r c e -

p o o r c o n d it io n s b y m a x i m iz in g it s s im p lic it y ,

p o r t a b i lit y , a n d s h e lf s t a b il it y a n d b y m i n i m iz in g it s c o s t
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I n d ic a t o r s o f f e c a l c o n t a m i n a t io n i n d r i n k i n g w a t e r

E s c h e r i c h i a c o li o r E . c o li is r o u t in e ly u s e d a s a n i n d ic a t o r o f m i c r o b ia l d r in k in g

w a t e r q u a lit y . A n id e a l f e c a l in d ic a t o r is n o n -

p a t h o g e n ic , p r e s e n t in la r g e n u m b e r s in

f e c e s
,
m o r e o r a s r e s is t a n t a s p a t h o g e n s t o d is i n f e c t io n a n d o t h e r t r e a tm e n t p r o c e s s e s ,

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

s t r o n g ly a s s o c ia t e d w it h t h e p r e s e n c e o f p a t h o g e n s , a n d e a s y t o d e t e c t a n d q u a n t if y

(a d a p t e d f r o m H u r s t e t a l 2 0 02 ) N o s in g le in d ic a t o r is id e a l f o r a l l c li m a t e s a n d

c ir c u m s t a n c e s
,
b u t E . c o li is t h e b e s t u n d e r s t o o d a n d m o s t c o m m o n ly u s e d in d i c a t o r

o r g a n is m . B e c a u s e E c o l i g e n e r a lly o r ig in a t e in fe c e s a n d s u rv iv e in w a t e r c o m p a r a b ly

t o m a n y b a c t e r ia l p a t h o g e n s
,
t h e p r e s e n c e o f E c o li in d r in k in g w a t e r i n d ic a t e s t h a t o t h e r

p a t h o g e n ic o r g a n is m s o f f e c a l o r ig i n m a y b e p r e s e n t .

W o r ld H e a lt h O r g a n iz a t io n g u id e li n e s f o r d r i n k in g w a t e r q u a l it y r e c o m m e n d t h a t a ll

w a t e r in t e n d e d f o r d r in k in g n o t c o n t a i n a n y d e t e c t a b le E . c o li o r t h e r m o t o le r a n t c o nf o r m s

in a 1 0 0 m L s a m p le (2 0 0 6 ) . E . c o l i is n o t w i t h o u t i t s w e a k n e s s e s a s a n in d ic a t o r

o r g a n is m . T h e c o n c e n t r a t io n o f E . c o l i i n d r i n k i n g w a t e r h a s n o t b e e n d e m o n s t r a t e d t o b e

a c o n s is t e n t p r e d i c t o r o f h e a lt h o u t c o m e s , a n d t h e a b s e n c e o f E c o l i d o e s n o t r u le o u t

t h e p o s s ib i l it y o f li n g e r i n g c o n t a m i n a t io n w it h p a t h o g e n ic e n t e r ic v i r u s e s a n d p r o t o z o a ,

w h ic h a r e o f t e n m o r e p e r s is t e n t in t h e e n v ir o n m e n t a n d le s s s u s c e p t i b le t h a n E c o li t o

m a n y c o m m o n d is i n f e c t io n m e t h o d s (B r o w n e t a l 2 0 0 8
,
C o s t a n - L o n g a r e s e t a l 2 0 08 ,

H a r w o o d e t a l 2 0 0 5 ) T h e r e is s u b s t a n t ia l e v id e n c e t o s u p p o r t t h e u s e o f a lt e r n a t iv e

i n d ic a t o r s s u c h a s c o li p h a g e s
,
C l o s t r i d i u m p e r f r i n g e n s a n d e v e n f e c a l s t e r o ls in lie u o f o r

i n c o m b i n a t io n w it h E c o l i (S a v ic h t c h e v a & O k a b e 2 0 06 ) D e s p it e it s w e a k n e s s a s a n

i n d ic a t o r o r g a n is m
,
£ . c o li r e m a i n s t h e m o s t u s e f u l a n d w id e ly a c c e p t e d s i n g le o r g a n is m

t a r g e t e d b y t e s t s f o r m o n i t o r in g m i c r o b ia l d r in k i n g w a t e r q u a lit y (E d b e r g e t a l 2 0 0 0 )
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E . c o l i

E s c h e ri c h ia c o li o r E . c o li a r e e n t e r o b a c t e r ia , o r m e m b e r s o f t h e b a c t e r ia f a m ily

E n t e r o b a c t e r ia c e a e , w h ic h in c lu d e s t h e f a m i lia r g e n e r a S a lm o n e l la a n d S h ig e ll a a s w e ll

a s o t h e r c o m m o n m e m b e r s o f t h e in t e s t in a l f lo r a . E n t e r o b a c t e r ia a r e r o d - s h a p e d , g r a m -

n e g a t iv e ,
n o n - s p o r u la t in g , f a c u lt a t iv e a n a e r o b e s A s u b s e t o f e n t e r o b a c t e r i a k n o w n a s

c o nf o r m s a r e d is t i n g u is h e d b y t h e ir a b il it y t o f e r m e n t l a c t o s e t o p r o d u c e a c id a n d g a s

E s c h e ri c h i a a n d t h e o t h e r g e n e r a in t h e f e c a l o r t h e r m o t o le r a n t c o l if o r m g r o u p -

E n t e r o b a c te r
,
K le b s ie ll a ,

a n d C it r o b a c t e r - c a n g r o w a t 4 4 . 5
°

C . E . c o li c a n m e t a b o liz e a

w id e v a r ie ty o f s u b s t r a t e s a n d g r o w in t e m p e r a t u r e s r a n g i n g f r o m 2 0
°

C t o a s h ig h a s

4 9
°

C , t h o u g h t h e o p t im a l g r o w t h t e m p e r a t u r e is 3 7
°

C B y v i r t u e o f t h e e a s e w it h w h ic h

t h e s e r e s o u r c e f u l b a c t e r ia c a n b e c u lt u r e d a n d g e n e t ic a lly m a n i p u la t e d , E c o li a r e

p e r h a p s t h e m o s t s t u d ie d m ic r o o r g a n is m s in t h e la b o r a t o r y .

W h ile E . c o l i a n d o t h e r e n t e r o b a c t e r ia m a y b e f o u n d in w a t e r a n d s o il , E c o l i a r e

b y a n d la r g e a s s o c ia t e d w it h t h e g a s t r o in t e s t in a l t r a c t a n d w it h f e c e s L a r g e n u m b e r s o f

E c o li n o r m a lly c o lo n iz e t h e in t e s t i n a l t r a c t s o f h u m a n s a n d o t h e r w a r m - b lo o d e d f a u n a

W h ile t h e r e la t io n s h i p s b e tw e e n E . c o li a n d it s h o s t s a r e g e n e r a lly c o m m e n s a l o r

s y m b io t ic , t h e r e e x is t s o m e p a t h o g e n ic E . c o // s t r a i n s w h ic h a r e r e s p o n s i b l e f o r h u m a n

d is e a s e s U r o p a t h o g e n ic E . c o li (U P E C ) a r e a s s o c ia t e d w it h a s c e n d in g u r in a r y t r a c t

i n f e c t io n s , e n t e r o t o x ig e n ic E c o l i (E T E C ) a r e a s ig n if ic a n t c a u s e o f d ia r r h e a l d is e a s e
,

a n d E . c o li 0 1 5 7 : H 7 o r e n t e r o h e m m o r h a g i c E . c o li (E H E C ) a r e r e s p o n s i b le f o r s e v e r a l

r e c e n t , h ig h
-

p r o f ile o u t b r e a k s o f in f e c t io n t h a t r e s u lt e d in b lo o d y d ia r r h e a a n d s o m e

c a s e s o f h e m o lyt ic u r e m ic s y n d r o m e a n d k id n e y f a ilu r e (To d a r 2 0 0 8 ) E c o l i i n f e c t io n

a n d o t h e r e n t e r o p a t h o g e n i n f e c t io n s t y p ic a lly o c c u r t h r o u g h t h e in g e s t io n o f f o o d o r w a t e r

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

(f o m it e s ) a r e a ls o p o s s ib le r o u t e s o f e x p o s u r e .
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E . c o / / d e t e c t i o n a n d e n u m e r a t i o n t e c li n iq u e s

R a p id a n d c u l t u r e - f r e e E c o l i d e t e c t io n

A n u m b e r o f t e c h n iq u e s h a v e b e e n u t i liz e d f o r t h e r a p id d e t e c t io n o f E . c o li in f o o d

a n d w a t e r F lu o r e s c e n c e i n - s i tu h y b r id iz a t io n a n d r e a l - t im e q u a n t it a t i v e p o ly m e r a s e c h a in

r e a c t io n (P C R ) h a v e b e e n u s e d w i t h s o m e s u c c e s s to d e t e c t a n d e n u m e r a t e E . c o l i .

S e v e r a l im m u n o lo g ic a l a n d f lu o r i m e t r i c t e c h n iq u e s f o r E . c o l i d e t e c t io n a n d q u a n t if ic a t io n

h a v e a ls o b e e n d e s c r i b e d in t h e lit e r a t u r e (R o m p r e e t a l 2 0 0 2 ) T h e s e n e w e r t e c h n iq u e s

p r o d u c e r e s u lt s in le s s t h a n f o u r h o u r s a n d c a n e n u m e r a t e n o n - c u lt u r a b le b a c t e r ia a n d in

s o m e c a s e s d e a d b a c t e r ia T h e e n h a n c e d s p e e d o f t h e s e t e c h n iq u e s s t e m s f r o m t h e u s e

o f d i r e c t f l u o r im e t ry ,
lu m in o m e t ry ,

la s e r c yt o m e t r y o r f l u o r e s c e n c e m ic r o s c o p y f o r

q u a n t if ic a t io n o f f l u o r e s c e n c e o r c h e m i lu m i n e s c e n c e a t l o w e r le v e ls a n d h ig h e r r e s o l u t io n

t h a n is p o s s i b le w it h t h e u n a id e d h u m a n e y e T h e s e t e c h n i q u e s a r e w e l l - s u it e d t o r e a l¬

t im e m o n it o r in g o f r e c r e a t io n a l w a t e r s ; h o w e v e r , s o m e o f t h e i r lo w e r d e t e c t io n lim it s a r e

n o t s u f fic ie n t ly lo w ' t o d e t e c t t h e c o n c e n t r a t i o n s o f E c o li c o m m o n ly f o u n d in d r i n k in g

w a t e r A s e p a r a t e c o n c e n t r a t io n s t e p s u c h a s m e m b r a n e f i lt r a t io n o r e n r ic h m e n t m a y

r e d u c e t h e lo w e r d e t e c t io n li m it s o f s o m e o f t h e s e t e s t s . H o w e v e r , t h is a d d it io n a l s t e p

in c r e a s e s t e s t c o m p le x it y a n d c o s t a n d r e d u c e s t e s t p o r t a b il it y . M o r e o v e r , t h e i n a b ilit y o f

s o m e o f t h e s e t e s t s t o d is t in g u is h b e tw e e n d e a d a n d liv e b a c t e r ia m a y c o m p r o m is e t h e ir

a b ilit y t o p r e d ic t h u m a n h e a lt h r is k s F in a lly ,
t h e s e r a p id t e s t s r e q u i r e h ig h ly t r a in e d la b o r

,

s o p h is t ic a t e d la b o r a t o r y e q u ip m e n t a n d e x p e n s iv e
, p e r is h a b le r e a g e n t s , r e n d e r in g t h e m

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

C u lt u r e - b a s e d E c o / / t e s t m e t h o d s

T h e A m e r ic a n P u b lic H e a lt h A s s o c ia t io n (A P H A ) a n d I n t e r n a t io n a l O r g a n iz a t io n f o r

S t a n d a r d iz a t io n (IS O ) s t a n d a r d m e t h o d s f o r e n u m e r a t i n g E . c o li a r e t r a d it io n a l c u lt u r e -

1 T h e lo w e r d e te c t io n l im i t s o f s o m e o f t h e s e t e s t s c a n b e s u f f i c ie n t ly r e d u c e d f o r d r i n k in g w a te r

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

s te p H o w e v e r , t h i s a d d i t i o n a l s t e p i n c r e a s e s t e s t c o m p le x i t y a n d c o s t a n d r e d u c e s t e s t p o r t a b i l it y
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b a s e d m e m b r a n e f i lt r a t io n (M F ) a n d m u lt i p le t u b e f e r m e n t a t io n (M T F ) m e t h o d s C u lt u r e -

b a s e d m e t h o d s a r e r e la t iv e ly in e x p e n s iv e , h a v e r e lia b ly lo w d e t e c t io n lim it s , a n d u s e

r e a d ily a v a ila b le r e a g e n t s a n d e q u ip m e n t T h e y g e n e r a lly r e q u ir e a t le a s t 1 8 h o u r s o f

in c u b a t io n a t 3 5
°

C t o p r o d u c e r e s u lt s t h a t c a n b e e n u m e r a t e d w it h t h e n a k e d e y e , t h o u g h

t h e r e is s o m e e v id e n c e t h a t lo n g e r i n c u b a t io n p e r io d s a t n o n s t a n d a r d t e m p e r a t u r e c a n

p r o d u c e c o m p a r a b le r e s u lt s ( L u s k 2 0 08 ) C u lt u r e - b a s e d m e t h o d s e n u m e r a t e E . c o l l b y

e i t h e r d ir e c t c o lo n y c o u n t o r M o s t P r o b a b le N u m b e r (M P N ) e s t im a t io n

D ir e c t c o lo n y c o u n t m e th o d s

S t a n d a r d m e m b r a n e f i lt r a t io n m e t h o d s e n u m e r a t e E c o ll u s in g d ir e c t c o lo n y

c o u n t s S o l id s f r o m w a t e r s a m p le s a r e d e p o s it e d o n a 0 4 5 |j m p o r o u s m e m b r a n e b y t h e

a p p l ic a t io n o f a v a c u u m T h e f i lt r a t e is d is c a r d e d a n d t h e m e m b r a n e is in c u b a t e d a t o p a

s o lid c u lt u r e m e d iu m ( e g M l a g a r o r B io - R a d R a p id E c o l l II a g a r ) o r a t o p a n a b s o r b e n t

p a d c o n t a in in g a l iq u id c u lt u r e m e d iu m (e g M l b r o t h ) .
T h e a b s o r b e n t p a d a lt e r n a t iv e

c ir c u m v e n t s t h e t im e - c o n s u m i n g p r o c e s s o f p o u r i n g a g a r p la t e s a n d o b v ia t e s t h e s t o r a g e

o f p r e p a r e d a g a r m e d ia ,
w h ic h q u ic k ly d e g r a d e s in q u a lit y u n d e r in a p p r o p r ia t e s t e r ilit y ,

h u m id it y a n d t e m p e r a t u r e c o n d it io n s T h e c u l t u r e m e d iu m c o n t a in s s u b s t r a t e s t h a t a r e

b o t h s e le c t iv e a n d d if f e r e n t ia l f o r t h e g r o w t h o f E . c o ll , w h ic h m u lt ip ly w it h in 2 4 h o u r s t o

f o r m c o lo n ie s o f s u f f ic ie n t s iz e f o r e n u m e r a t io n w it h t h e n a k e d e y e

C o l is c a n E a s y g e l a n d 3 M ™ P e t r if i lm ™ m e t h o d s a r e c o n v e n ie n t a n d p o p u la r f o r

f i e ld u s e b y v i r t u e o f t h e i r p o r t a b i l i t y a n d s im p lic it y . U p t o 5 m L o f s a m p le w a t e r c a n b e

m ix e d d i r e c t ly w it h C o lis c a n E a s y g e l liq u id m e d i u m
,
w h ic h c o n t a i n s p e c t in a n d s o lid if ie s

a f t e r c o n t a c t w it h a d is p o s a b le p e t r i d is h p r e - t r e a t e d w it h a c a lc iu m - b a s e d c r o s s li n k i n g

a g e n t (U S P a t e n t 4 2 8 2 3 1 7 ) . 3 M ™ P e t r if ilm ™ w a s d e s ig n e d f o r u s e w it h f o o d s a m p le s b u t

h a s b e e n e v a l u a t e d a s a t e s t f o r w a t e r s a m p le s (S c h r a f t & Wa t te r w o r t h 2 0 05 ) A 1 m L

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

c o v e r e d w it h a f l a p o f t r a n s p a r e n t p la s t ic f il m B o t h t e s t s , lik e a g a r p la t e s , m u s t b e

in c u b a t e d f o r a t le a s t 1 8 h o u r s a t 3 5
°

C b e f o r e r e s u lt s c a n b e e n u m e r a t e d .
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M P N m e t h o d s

T h e M o s t P r o b a b le N u m b e r (M P N ) e n u m e r a t io n m e t h o d u s e s a m a x im u m

li k e lih o o d e s t im a t io n s t a t is t i c a l m o d e l t o e s t i m a t e b a c t e r i a l c o n c e n t r a t io n s b a s e d o n t h e

p r e s e n c e o r a b s e n c e o f b a c t e r ia in r e p l ic a t e s e r ia l d ilu t io n s o f a w a t e r s a m p le . M u lt ip le

t u b e f e r m e n t a t io n , w h ic h h a s b e c o m e s y n o n y m o u s w it h M P N , is c a r r ie d o u t b y

in c u b a t io n o f t h e s a m p l e w it h a l iq u id c u lt u r e m e d iu m i n t e s t t u b e s o r o t h e r s t e r ile

c o n t a in e r s T h e v o l u m e s a n d r e p li c a t e n u m b e r s o f t h e s a m p le s a r e s e l e c t e d t o g iv e

d e s ir e d o r a d e q u a t e s t a t i s t i c a l p o w e r , a n d t h e m e d iu m c o n t a in s a s p e c if ic in d ic a t o r f o r

t h e p r e s e n c e o f t a r g e t b a c t e r ia M P N is a t b e s t a s e m iq u a n t it a t iv e m e t h o d , r e q u i r i n g a

la r g e n u m b e r o f a r e p l ic a t e s t o e n s u r e a d e q u a t e t e s t p r e c is io n M u lt i p le t u b e

f e r m e n t a t io n c a n b e la b o r a n d m a t e r ia l s in t e n s iv e b e c a u s e o f t h e n e e d t o m a k e m a n y

v o l u m e t r ic m e a s u r e s a n d d il u t io n s ID E X X C o li le r t ® Q u a n t i - T r a y ® / 2 0 00 s im p lif ie s t h e

M P N p r o c e d u r e c o n s id e r a b ly w it h t h e u s e o f a s i n g le 1 0 0 m L s a m p l e s u b d iv id e d b y h e a t

s e a li n g in t o a m u lt i - w e ll t r a y M P N i n t h e C o li le r t® Q u a n t i - T r a y ® / 2 0 00 f o r m a t c a n d e t e c t

a s f e w a s 1 C P U p e r 1 0 0 m L H o w e v e r , u s e o f t h e Q u a n t i - T r a y ® / 2 0 00 a ls o n e c e s s it a t e s

t h e p u r c h a s e o f a t r a y s e a le r
, w h ic h is e x p e n s iv e a n d d if f ic u lt t o t r a n s p o r t a n d r e q u i r e s

e le c t r ic it y t o o p e r a t e

E c o ll a n d to t a l c o li fo r m c u l t u r e m e d ia

T h e a c c u r a c y a n d s e n s it iv it y o f c u lt u r e - b a s e d m e t h o d s r e ly h e a v ily o n t h e a b ilit y o f

t h e c u lt u r e m e d iu m u s e d t o a c c u r a t e ly i n d ic a t e t h e p r e s e n c e o f t a r g e t o r g a n is m s w h i le

s u p p r e s s i n g t h e g r o w t h o f c o n t a m in a t in g o r g a n is m s . T h e s e le c t i v ity a n d s p e c i f i c it y o f a

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

5 A d d i n g s u b s t a n c e s , e g d e t e r g e n t s a n d a n t ib io t ic s , t h a t in h ib it t h e g r o w t h o f

c o m p e t in g o r g a n is m s

6 . R e s t r i c t in g a v a i la b le s u b s t r a t e s t o r e d u c e t h e v a r ie t y o f o r g a n is m s t h a t c a n

g r o w o n t h e m e d iu m
,

7 P r o v id in g s u b s t r a t e s t h a t p r o d u c e a r e c o g n iz a b le s ig n a l , e . g . c o lo r c h a n g e , to
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s ig n if y t h e p r e s e n c e o f t h e t a r g e t o r g a n is m .

D e f in e d s u b s t r a t e m e t h o d o lo g y u s e s s p e c if ic e n z y m e

s u b s t r a t e s t o r e d u c e t h e n e e d f o r h a r s h in h ib it o r y a g e n t s s u c h a s

b ile s a lt s
,
w h ic h c a n h a m p e r r e c o v e r y o f i n j u r e d a n d s t r e s s e d

b a c t e r ia . C o l il e r t®
,
a d e f i n e d s u b s t r a te m e d iu m , i n c o r p o r a t e s

a n t ib io t ic s t o in h ib it g r a m p o s it iv e s . I t a ls o c o n t a i n s t w o s p e c if ic

i n d ic a t o r m o le c u le s t h a t c h a n g e c o lo r w h e n m e t a b o liz e d b y t h e

t a r g e t o r g a n is m a n d s e r v e a s it s s o le c a r b o n s o u r c e s , m a k in g

C o lile r t® m e d iu m b o t h s e le c t iv e a n d d if f e r e n t ia l , i n d ic a t o r m o le c u le s

F i g u r e 1 . A b s o r b e n t p a d

t e s t w i th X - G lu c a n d

C o l i l e r t® e x p o s e d t o

l o n g
- w a v e U V D a r k

s p o t s a r e X - G lu c

h y dr o ly s i s p r o du c t ,

u s e d in t h e s p e c if ic d e t e c t io n a n d e n u m e r a t i o n o f E c o li d e t e c t io n h a l o s a r e d i f i u s e d M U G

h y d r o ly s i s p r o du c t

e x p lo it s e v e r a l E . c o li - a n d c o l if o r m - s p e c if ic p h e n o t y p e s
,
in

p a r t i c u la r , t h e e x p r e s s io n o f t h e e n z y m e B- D - g l u c u r o n id a s e (G U D ) B e tw e e n 9 4 - 9 6 % o f

t e s t e d E c o li s t r a i n s e x p r e s s G U D (M a n a f i 2 0 0 0 ) G U D c a t a ly z e s h y d r o ly s is o f B- D -

g l u c u r o n id e s t o y ie ld a n a g ly c o n e a n d f r e e g lu c u r o n ic a c id , w h ic h E . c o l i c a n u t i liz e a s a

c a r b o n s o u r c e G U D a c t iv it y c a n b e v is ib ly d e m o n s t r a t e d w it h f lu o r o g e n ic o r

c h r o m o g e n ic fl - D -

g l u c u r o n id e s .
4 - m e t h y lu m b e llif e r y l fi

- D -

g lu c u r o n i d e (M U G ) is t h e m o s t

w id e ly u s e d f l u o r o g e n ic g lu c u r o n id e . T h e li b e r a t e d a g ly c o n e f lu o r e s c e s b lu e w h e n

ir r a d ia t e d w it h U V l ig h t a t 3 6 6 n m (F ig u r e 1 ). l n d o x y l
- (J - D g lu c u r o n id e (IB D G ) , 5 - b r o m o - 4 -

c h lo r o - 3 - in d o ly l fi - D - g lu c u r o n id e (X - G lu c ) ,
a n d o t h e r s u b s t it u t e d in d o ly l g lu c u r o n id e s a r e

h y d r o ly z e d t o p r o d u c e i n d o le o r s u b s t it u t e d in d o le s t h a t d im e r iz e in t h e p r e s e n c e o f

o x y g e n t o y ie ld i n s o l u b l e i n d ig o id p ig m e n t s in c o lo r s r a n g in g f r o m d e e p b lu e t o p in k

(K ie r n a n 2 0 0 7 ). T h e a g ly c o n e lib e r a t e d f r o m 8 - h y d r o x y q u in o lin e B - D - g lu c u r o n id e

c h e la t e s F e ( ll ) a n d F e ( ll l ) io n s t o p r o d u c e a b la c k p r e c ip it a t e (J a m e s 1 9 88 )

M e m b e r s o f t h e c o lif o r m g r o u p ,
w h i c h in c lu d e s E . c o li , e x h ib it in d u c ib le e x p r e s s io n

o f ii - g a la c t o s id a s e (G A L ) . C h r o m o g e n ic a n d f lu o r o g e n ic U - D -

g a l a c t o s i d e s s u c h a s o rt h o -

n it r o p h e n y l U - D - g a la c t o s id e (O N P G ) a n d 4 - m e t h y lu m b e llif e r y l
- U - D -

g a la c t o s id e (M U G a l)

c a n b e u s e d t o d e t e c t G A L a c t iv it y . T h e l a t e s t g e n e r a t io n o f c o m m e r c ia l E c o l i c u lt u r e
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m e d iu m G A L s u b s t r a t e G U D s u b s t r a t e

o t h e r c o l i f o r n i

i n d i c a t o r s

C o l i l e r t ® ( ID E X X ) O N PG t

(y e l l o w )

M U G t

(b l u e U V fl u o r e s c e n t )

M I a g a r (U SEPA

M e th o d 16 0 4 )
M U G a l t

(b l u e U V fl u o r e s c e n t )

I B D G t
(i n d ig o )

R a p id E c o l i I I a g a r

(B i o - R a d )
X - G a l t
(b l u e )

R o s e G lu c f
(p i n k )

C o l i s c a n E a s y ge l

(M i c r o l o gy L ab s )
S a l m o n G a l t
(p i n k )

X - G lu c t
(b l u e )

3 M ™ Pe t r i fi l m ™ X - G lu c §
(b l u e )

t ri p h e n y l t e t r a z o l i u m d y e

( r e d ) l a c t o s e (b u b b l e s ) §

T a b l e 2 . U s e o f i n d i c a t o r s u b s ta n c e s t o e l i c i t c ha r a c t e r i s t i c p h e n o ty p e s i n E c o l i a n d c o l i f o r m s i n s e l e c t e d

c o m m e r c i a l c u l t u r e m e d i a t M an a fi 20 0 0 §C u r i a l e e t a l 199 1

m e d ia in c l u d e b o t h a c h r o m o g e n ic o r f l u o r o g e n ic li - D - g a l a c t o s id e a n d a c h r o m o g e n ic o r

f lu o r o g e n ic li - D - g lu c u r o n i d e f o r t h e s im u lt a n e o u s d e t e c t io n a n d e n u m e r a t io n o f t o t a l

c o lif o r m s a n d E . c o W, r e s p e c t iv e ly (Ta b le 2 ) P r e s u m p t iv e E c o Wa r e id e n t if ie d b y a

c o m b in a t io n o f b o t h G A L a n d G U D e x p r e s s i o n p h e n o t y p e s o n a s im u lt a n e o u s d e t e c t io n

m e d iu m F o r e x a m p le ,
o n C o l is c a n E a s y g e l , E c o / / f o r m p u r p le c o l o n ie s , a c o m b in a t io n

o f t h e r e d c o lo r f r o m S a lm o n G a l a n d t h e b lu e c o lo r f r o m X - G lu c N o a d d it io n a l

b io c h e m ic a l t e s t s a r e r e q u i r e d t o c o n f ir m t h e i d e n t it y o f p r e s u m p t iv e E . c o / / d e t e c t e d o n

t h e s e m e d ia

T h e u s e o f e n z y m a t ic a c t iv it y t o d e t e c t E . c o W h a s s ig n if ic a n t li m it a t io n s G U D is

e x p r e s s e d b y o r g a n is m s o t h e r t h a n E . c o li , a n d s e le c t iv e a g e n t s m u s t b e in c o r p o r a t e d

i n t o c u lt u r e m e d ia t o s u p p r e s s g r o w t h o f t h e s e o r g a n is m s in o r d e r t o m a k e G U D

s u b s t r a t e s a d e q u a t e ly s p e c if ic in d ic a t o r s o f t h e p r e s e n c e o f E c o ll T h e ph y s ic a l

c o n d it io n o f t h e b a c t e r ia m a y i n f l u e n c e G U D e x p r e s s io n , s o G U D s u b s t r a t e t e s t s m a y

u n d e r e s t i m a t e b a c t e r ia l c o n c e n t r a t io n s if t h e r e a r e m a n y d a m a g e d o r s t r e s s e d b a c t e r ia

in t h e s a m p le (M a rt in s e t a l 1 9 9 3 ) . In a d d it io n , c h r o m o g e n ic a n d f lu o r o g e n ic G U D a n d

G A L s u b s t r a t e s a r e b y f a r t h e m o s t c o s t ly c o m p o n e n t s o f c u lt u r e m e d ia (A p p e n d ix B )

T e s t s u s in g c h r o m o g e n ic e n z y m e s u b s t r a t e s f o r E . c o li d e t e c t io n a r e c o n v e n i e n t f o r f ie ld

u s e b e c a u s e t h e r e s u lt s c a n b e e n u m e r a t e d w it h o u t s p e c ia liz e d e q u ip m e n t o r c o m p le x

1 0
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s t a t is t ic a l t a b le s a n d d o n o t r e q u i r e a d d it io n a l c o n f ir m a t io n t e s t s W h e n a s s e s s e d in a

s e le c t iv e m e d iu m t h a t s u p p o r ts E c o li g r o w t h
,
G U D a c t iv it y is a c o n v e n ie n t

, s e n s it iv e ,

a n d s p e c if ic m e a n s o f d e t e c t i n g a n d e n u m e r a t in g E . c o li (R ic e 1 99 0 ) .

S t r e n g t h s a n d l i m it a t i o n s o f e x i s t i n g E . c o l i t e s t s

W h e n m a t e r ia l c o s t s a r e n o r m a liz e d f o r 1 0 0 m L s a m p le s , t h e g o ld s t a n d a r d

m e m b r a n e f i lt r a t io n a n d C o li le r t® Q u a n t i - T r a y ® / 2 0 0 0 m e t h o d s a r e t h e m o s t c o s t

e f f e c t iv e E c o li t e s t m e t h o d s f o r d r in k i n g w a t e r (T a b l e 1 ) H o w e v e r , b o t h t e s t f o r m a t s a r e

s t il l s e v e r a l d o lla r s t o o e x p e n s iv e t o b e a c c e s s ib le t o m u c h o f t h e d e v e lo p in g w o r ld .

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

e q u i p m e n t p r e c lu d e t h e u s e o f t h e s e t e s t f o r m a t s in r e s o u r c e p o o r c o n d it io n s

T h e 3 M ™ P e t r if ilm ™ a n d C o l is c a n E a s y g e l t e s t s a r e b o t h p r o c e d u r a l ly s im p le a n d

p o r t a b l e . W h a t P e t r if i lm ™
a n d E a s y g e l g a i n i n s im p l ic it y a n d p o r t a b il it y , t h e y lo s e in t h e ir

p o w e r t o d e t e c t lo w n u m b e r s o f b a c t e r ia .
D i r e c t c o lo n y c o u n t m e t h o d s a r e li m it e d b y t h e

n u m b e r o f c o lo n ie s t h a t c a n b e in d iv id u a l ly e n u m e r a t e d o n a g iv e n s u r f a c e a re a I n

p r a c t ic e , t h e n u m b e r o f d is t i n c t a n d e n u m e r a b le c o lo n ie s is l im it e d t o a b o u t 1 0 0 c o lo n ie s

p e r 6 c m a g a r p la te o r P e t r if ilm ™ c a r d
,
a n d a b o u t 3 00 c o lo n ie s o n a 1 0 c m a g a r p la t e .

T h e w id e r a n g e o f s a m p le v o l u m e s t h a t c a n b e e x a m in e d o n a s in g le a g a r p la t e u s i n g

m e m b r a n e f i lt r a t io n , c o r r e s p o n d s t o a w id e r a n g e o f d e t e c t a b le c o n c e n t r a t io n s o f

b a c t e ri a , w i t h a lo w e r li m it e q u a l t o 1 C F U d iv id e d b y t h e v o lu m e o f s a m p le t h a t c a n

r e a s o n a b ly b e f ilt e r e d t h r o u g h a s in g le m e m b r a n e . M o s t d ri n k i n g w a t e r is n o t t o o t u r b id

t o p e r m it m e m b r a n e f ilt r a t io n o f s e v e r a l h u n d r e d o r t h o u s a n d m L . T h u s , m e m b r a n e

f ilt r a t io n m e t h o d s o f t e n g iv e lo w e r d e t e c t io n li m it s o f le s s t h a n 1 C F U p e r 1 0 0 m L I n

c o n t r a s t , t h e lo w e r d e t e c t io n lim it s f o r P e t ri f ilm ™
a n d E a s y g e l a r e 1 00 a n d 2 0 C F U p e r

1 0 0 m L
,
r e s p e c t iv e ly . T h e s e t e s t f o r m a t s q u ic k ly b e c o m e c o s t p r o h ib it iv e w h e n m a n y

P e t ri f ilm ™ c a r d s o r E a s y g e l k it s m u s t b e p u r c h a s e d t o a s s e s s a n a d e q u a t e v o lu m e o f

w a t e r to r e a s o n a b ly e n s u r e it s s a f e t y f o r d ri n k i n g (Ta b le 1 ) .
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A m o n g c u r r e n t ly a v a ila b le E . c o // t e s t s
,
P e t r if ilm ™ m o s t n e a r ly m e e t s t h e c r it e r i a

o u t l in e d a b o v e f o r a d r in k i n g w a t e r q u a lity m o n it o r in g t e c h n o l o g y o p t im iz e d f o r r e s o u r c e

p o o r c o n d it io n s T h is r e s e a r c h w a s c o n d u c t e d in p u r s u it o f a t e s t f o r m a t w it h t h e s h e l f

s t a b ilit y , p o r t a b i l it y a n d s i m p lic it y o f P e t r if ilm ™ b u t a ls o w it h t h e a d d it i o n a l c a p a c it y t o

a c c o m m o d a t e a s ig n if ic a n t ly la r g e r s a m p le v o lu m e a t t h e s a m e o r lo w e r c o s t O n e

p o t e n t ia l m e a n s o f in c r e a s i n g t h e s a m p le v o lu m e o f a c u lt u r e b a s e d t e s t m e t h o d w it h o u t

r e d u c i n g it s p o r t a b ilit y o r in c r e a s in g it s c o s t , is t o in c u b a t e t h e w a t e r s a m p le w it h a

s e le c t iv e a n d d if fe r e n t ia l c u lt u r e m e d i u m in a n a b s o r b e n t p a d T h e u s e o f r e a d ily

a v a ila b le m a t e r ia ls s u c h a s c e l lu lo s e p a d s h e lp s m in im iz e t h e m a t e r ia l a n d

m a n u f a c t u r i n g c o s t s o f t h e t e s t f o r m a t F u r t h e r m o r e ,
t h e a b s o r b e n t p a d f o r m a t le n d s

it s e lf t o t h e u s e o f d e h y d r a t e d l iq u id c u lt u r e m e d ia , w h ic h in a d d it io n t o b e in g

c o m m e r c ia lly a v a ila b le a r e s ig n if ic a n t ly m o r e s h e lf s t a b le t h a n p r e p a r e d s o lid m e d ia A n

a b s o r b e n t p a d t e s t f o r m a t w a s a s s e m b le d f r o m d e h y d r a t e d m e d ia , c e l lu l o s e p a d s a n d

o t h e r r e a d ily a v a i la b le c o m p o n e n t s a n d w a s e v a lu a t e d u s in g t h e m a t e r ia ls a n d m e t h o d s

o u t li n e d b e lo w

M A T E R IA L S

Te s t m i c r o o r g a n is m s

E C O // t e s t s t r a in s

£ . C O // A T C C s t r a in 1 13 03 (E c o l i B ) w a s

o r ig in a lly o b t a in e d f r o m A T C C . O t h e r E . c o l i is o la t e s

w e r e p r o v id e d b y To m Wh it t a m a t M ic h ig a n S t a t e

U n iv e r s it y a n d p r o p a g a t e d b y T in a L u s k a t t h e

U n iv e r s it y o f N o r t h C a r o lin a a t C h a p e l H il l . U n iv e r s it y

L a k e w a t e r s p i ke d w it h p u r e c u lt u r e s o f t h e s t r a i n s

n o t e d i n Ta b le 3 , w a s o b t a in e d f r o m L u s k a n d u s e d in

A c c e s s i o n #
^
S t r a in # H o s t

T W 115 6 6 M T 2 a U n k n o w n

T W 0 32 8 3 E C O R 2 0 S t e e r

T W 0 4 5 7 6 R O - 9 C h i c k e n

T W 0 73 34 9 3 110 7 S e a gu l l

T a b l e 3
. E c o l i s t r a i n s o b ta i n e d fr o m

T i n a L u s k a s p u r e c u l t u r e s p i k e s i n

U n i v e r s i ty L a k e w a te r f o r u s e i n p i l o t

t e s t i n g a n d b a c k g r o u n d m e d ia

t h e p ilo t e x p e r im e n t a n d i n
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b a c k g r o u n d m e d ia e v a lu a t io n e x p e r i m e n t s . E . c o l i B w a s u s e d f o r a ll o t h e r e x p e r im e n t s

w h e n p u r e E . c o li c u lt u r e w a s r e q u ir e d .

P r o p a g a t i o n n f E c o l i B s t o c ks

F r o z e n s t o c k o f E c o li B w a s o b t a in e d f r o m T in a L u s k in t h e la b o r a t o r y o f M a r k

S o b s e y a t t h e U n iv e r s it y o f N o r t h C a r o li n a - C h a p e l H ill I t w a s s t r e a k e d f o r is o la t io n o n t o

M a c C o n k e y a g a r (D if c o ) A f te r 2 4 h o u r in c u b a t io n a t 3 5
°

C , a s i n g le r e d c o lo n y w a s

i n o c u la t e d i n t o a s t e r ile f la s k o f T S B . T h i s c u lt u r e w a s in c u b a t e d w it h s h a k i n g a t 1 00 r pm

f o r 2 4 h o u r s a t 3 5
°

C , c e n t r if u g e d f o r 5 m in u t e s a t 1 4 0 00 r p m a n d 10
°

C
,
a n d r e s u s p e n d e d

i n T S B w it h 2 0 % g ly c e r o l . B a c t e r ia l s t o c ks w e r e s t o r e d a t - 2 0
°

C a n d u s e d f o r a l l

e x p e r i m e n t s r e q u i r in g E c o li B s p ik in g in t o t e s t w a t e r .

V e r if ic a t io n o f e n z y m e e x p r e s s io n a n d a c t iv it y b a s e d o n s u b s t r a t e h y d r o ly s is

G A L a n d G U D a c t iv it y w e r e v e r if i e d b y i n o c u la t io n o f E c o li B in t o 1 0 0 m L o f

h y d r a t e d C o lile r t® ( ID EX X ) m e d i u m w it h in c u b a t io n f o r 2 4 h o u r s a t 3 5
°

C S t r a in s w e r e

o b s e r v e d f o r t h e y e llo w p r o d u c t o f h y d r o ly s is o f O N PG b y G A L a n d f o r t h e f lu o re s c e n t

p r o d u c t o f M U G h y d r o ly s is b y G U D a s e v id e n c e o f t h e e x p r e s s io n o f a c t iv e f o r m s o f

t h e s e b a c t e r ia l e n z y m e s

C r e a t io n o f w o r k i n g m o n o c u lt u r e s

P u r e c u lt u r e s o f E c o l i B f o r u s e in e x p e r i m e n t s w e r e m a d e b y in o c u la t i n g f r o m

f r o z e n s t o c k s in t o 2 5 m L T S B a n d in c u b a t in g o v e r n ig h t a t 3 5
°

C w it h r o t a r y s h a k i n g a t 1 0 5

r pm A 1 00 |j L v o lu m e o f t h is c u lt u r e w a s a d d e d t o 2 5 m L f r e s h T S B a n d in c u b a t e d w it h

r o t a r y s h a k i n g a t 1 0 5 r p m a t 3 5
°

C f o r 1 5 - 2 5 h o u r s O n c e t h e c u lt u r e
'

s O D s s o r e a c h e d

0 . 1 - 0 5 , in d ic a t in g t h a t b a c t e r ia l g r o w t h w a s in lo g ph a s e , t h e lo g p h a s e c u lt u r e w a s

c h il le d i n a n ic e w a t e r b a t h ,
m a in t a in e d a t 4

°

C , a n d u s e d f o r w it h in o n e w e e k .

S e w a g e a s a s o u r c e o f E c o l i a n d m ix e d c o lif o r m s

R a w m u n ic ip a l s e w a g e w a s o b t a in e d f r o m t h e in f lu e n t s a m p l e r a t t h e O WA SA
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r e c la m a t io n p la n t o f f M a s o n F a r m R o a d in C h a p e l H il l , N C a n d u s e d t o s p i k e U n iv e r s i t y

L a ke w a t e r s a m p le s w i t h a m ix e d p o p u la t io n o f f e c a l c o l i f o r m s o f p r e d o m in a n t ly h u m a n

o r ig i n T h e s e w a g e w a s s t o r e d a t 4
°

C a n d u s e d w it h i n o n e w e e k o f c o lle c t i o n .

T e s t w a t e r s

U n iv e r s it y L a k e w a t e r

T e s t w a t e r w a s a s u r f a c e w a t e r o b t a in e d f r o m U n iv e r s it y L a k e in C a r r b o r o

U n iv e r s it y L a k e i s a 2 0 0 a c r e im p o u n d m e n t t h a t s e r v e s a s a d r in k in g w a t e r s o u r c e fo r

C h a p e l H il l a n d C a r r b o r o , N o r t h C a r o l i n a U n iv e r s i t y L a k e w a t e r w a s c o l le c t e d in J a n u a r y

2 00 7 a n d J u ly 2 0 0 8 a n d s t o r e d a t 1 0
°

C f o r u p t o 1 8 m o n t h s u n t il u s e

E x p e r im e n t a lly c o n t a m in a t e d s u r f a c e w a t e r

S u r f a c e w a t e r s a m p le s f r o m N o r t h e a s t C r e e k a n d B o o k e r C r e e k w e r e u s e d a s

n a t u r a l ly o c c u r r in g c o n t a m in a t e d w a t e r s a m p le s t o a s s e s s t h e p a d t e s t N o r t h e a s t C r e e k

is a m a j o r D u r h a m c o u n t y w a t e r w a y t h a t r e c e iv e s m o r e t h a n 1 m il lio n g a ll o n s p e r d a y if

d is c h a r g e f r o m t h e D u r h a m C o u n t y Wa s t e w a t e r T r e a t m e n t P la n t N o r t h e a s t C r e e k d r a i n s

h e a v ily d e v e lo p e d a r e a s in t h e c it y o f D u r h a m a n d R e s e a r c h T r ia n g l e P a r k b e f o r e

t e r m in a t i n g in J o r d a n L a k e . B o o k e r C r e e k is a s h a llo w
,
n a t u r a l ly o c c u r r in g c r e e k 5 7

m ile s in le n g t h It f lo w s t h r o u g h a m ix t u r e o f u n d e v e lo p e d a n d r e s id e n t ia l a r e a s i n

n o r t hw e s t C h a p e l H il l , in t o L a k e E lle n a n d E a s tw o o d L a ke , a n d u n d e r h i g h ly d e v e lo p e d

p o r t io n s o f e a s t C h a p e l H ill b e f o r e m e r g in g w it h B o li n C r e e k S u r f a c e w a t e r s a m p le s

f r o m t h e s e c r e e k s w e r e o b t a in e d f r o m L e ig h - A n n e K r o m e t is i n J u n e 2 0 0 8 a n d s t o r e d

o v e r n ig h t a t 4
°

C b e f o r e u s e

E c o l i s p ik e

A p u r e c u lt u r e o f E . c o l i B (E C B ) w a s d ilu t e d in U n iv e r s it y L a k e w a t e r t o g iv e a

t a r g e t c o n c e n t r a t io n o f 2 - 1 5 0 C F U / m L d e p e n d in g o n t h e e x p e n m e n t T h e p u r e c u l t u r e

w a s t it e r e d b y s p r e a d p la t in g o n T S A w it h 18 - 2 4 h o u r s in c u b a t io n a t 3 5
°

C . T h is in it ia l t it e r
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w a s u s e d t o c a l c u la t e t h e v o l u m e o f £ . c o /i c u lt u r e t o b e s p ik e d i n t o w a t e r s a m p le s t o

a c h ie v e t h e t a r g e t c o n c e n t r a t io n o f E . c o l i f o r e a c h e x p e r i m e n t a l r u n .

S e w a g e s p i Ke

F e c a lly c o n t a m i n a t e d s u rf a c e w a t e r w a s s i m u la t e d b y a dd i n g s e w a g e t o U n iv e r s it y

L a k e w a t e r t o a c h ie v e a t a r g e t c o n c e n t r a t i o n o f p r e s u m p t iv e E c o l i i n t h e s p ik e d w a t e r

r a n g in g f r o m 2 - 1 5 0 C F U / m L d e p e n d in g o n t h e e x p e r im e n t To d e t e r m i n e t h e E c o li t it e r

in t h e s e w a g e , s a m p le s w e r e a s s a y e d o n B io - R a d R a p id E . c o li I I a g a r u s in g m e m b r a n e

f ilt ra t io n a n d i n c u b a te d f o r 1 8 - 2 4 h o u r s a t 3 5
°

C T h is t it e r w a s u s e d t o c a lc u la t e t h e

v o lu m e o f s e w a g e n e e d e d t o s p ik e a v o lu m e o f U n iv e r s it y L a k e w a te r t o a c h ie v e a t a r g e t

c o n c e n t r a t io n o f p r e s u m p t iv e E . c o li .

A s w it h t h e E c o li B m o n o c u lt u r e s , a s e w a g e s p i k e w a s f r e s h ly m a d e f o r e a c h

e x p e r im e n t , a n d a n e n t ir e s e r ie s o f r e p l ic a te e x p e r i m e n t s w a s c o n d u c t e d w it h a s in g le

b a t c h o f s e w a g e w h e n e v e r p o s s ib le T h e m e a s u r e d b a c t e r ia l c o n c e n t r a t io n w a s

c a lc u la t e d b a s e d o n e x p e r im e n t a l r e s u lt s a n d t h i s r e v is e d f i g u r e w a s u s e d t o c a lc u la t e

v o lu m e s f o r s e w a g e s p ik e s in s u b s e q u e n t e x p e r i m e n t s u s in g t h e s a m e b a t c h o f s t o r e d

s e w a g e . R e g a r d le s s o f in it ia l b a c t e r ia l c o n c e n t r a t io n , t h e c o n c e n t r a t io n o f b a c t e r ia in

s e w a g e s a m p le s t y p ic a lly r a n g e d b e tw e e n 1 0 ^ - 1 0
' ' C F U/ m L a f t e r t h e f ir s t d a y o f s t o r a g e

a n d r e m a i n e d w it h in ± 0 2 lo g f o r t h e n e x t s ix d a y s S e w a g e s a m p l e s w e r e d is c a r d e d

a f t e r a w e e k o f s t o r a g e

I n t h e f o llo w in g m a t e r ia l ,
"

s a m p le
"

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

w a t e r , w it h o r w it h o u t b a c t e r ia l s p ik e ,
w h i c h a r e c o m b in e d w it h t e s t o r b e n c hm a r k

m e d iu m a n d in c u b a t e d w it h t h e g o a l o f a s s a y in g e n u m e r a b le E . c o li b a c t e r ia .

L i q u i d b a c t e r i o l o g i c a i m e d i a

W h e n e v e r p o s s i b le , l iq u id b a c t e r io lo g ic a l m e d ia w e r e o b t a in e d i n d e h y d r a t e d f o r m

f r o m D if c o a n d p r e p a r e d a c c o r d i n g t o p a c k a g e d ir e c t io n s T h e m e d ia t h a t w e r e n o t

a v a i la b l e i n p r e p a c k a g e d f o r m w e r e c o m p o s e d f r o m in d iv id u a l s h e lf r e a g e n t s a c c o r d i n g
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t o f o r m u la t io n s in t h e D if c o / B B L m a n u a l (s e e A pp e n d ix A f o r m e d ia c o m p o s it io n )

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

f o r m u la t io n s w h e n t h e y in t e r f e r e d w i t h t h e v i s u a li z a t i o n o f t h e b l u e X - G lu c h y d r o ly s is

p r o d u c t

M E T H O D S

B e n c h m a r k s a n d c o n t r o l s

A b s o r b e n t p a d t e s t s r e s u lt s w e r e c o m p a r e d t o t w o U S E PA a p p r o v e d m e t h o d s f o r

t h e e n u m e r a t io n o f E . c o li : a M P N m e t h o d u s in g C o lile r t® Q u a n t i- T r a y ® / 2 0 00 , a n d a

d ir e c t c o lo n y c o u n t m e t h o d u s i n g m e m b r a n e f i lt r a t io n o n B io - R a d R a p id E c o li I I a g a r

p la t e s . R e s u lt s f r o m t h e s e m e t h o d s w e r e u s e d t o q u a n t if y t h e a c c u r a c y a n d p r e c is io n o f

b a c t e r ia l n u m b e r s s p ik e d in t o t e s t w a t e r s

S a m p le s w e r e a s s a y e d u s in g t h e Q u a n t i - T r a y ® / 2 0 0 0 a c c o r d in g t o t h e

m a n u f a c t u r e r
'

s in s t r u c t io n s A f t e r 1 8 - 2 4 h o u r s i n c u b a t io n a t 3 5
°

C , t h e n u m b e r s o f y e ll o w

(t o t a l c o nf o r m s ) a n d f lu o r e s c e n t (E . c o l i ) c h a m b e r s w e r e t a ll ie d a n d t h e M o s t P r o b a b le

N u m b e r o f £ c o li p e r 1 0 0 m L s a m p le w a s c a lc u la t e d u s i n g t h e M P N c a lc u la t o r p r o v id e d

b y t h e m a n u f a c t u r e r

O n B i o - R a d a g a r , p u r p le ( p r e s u m p t iv e E . c o li ) a n d lig h t b l u e (p r e s u m p t iv e t o t a l

c o nf o r m s ) c o lo n ie s w e r e e n u m e r a t e d a f t e r in c u b a t io n fo r 1 8 - 2 4 h o u r s a t 3 5
°

C

U n iv e r s it y L a k e w a t e r o r s a m p le d ilu e n t s w e r e u s e d a s n e g a t iv e c o n t r o ls in a ll t e s t

f o r m a t s ( p a d s , C o lile r t ® Q u a n t i - T r a y ® / 2 0 0 0 a n d B io - R a d m e m b r a n e f ilt r a t io n ).

W e t a n d d r y p r o t o c o ls f o r m e d i a a p p l i c a t i o n t o p a d s

yv g t a p p l ic a t io n

S a m p le s w e r e a p p lie d t o a b s o r b e n t p a d s (To p c o To p C a r e ® p a n t ili n e r s ). A ll p a d s

w e r e h a n d le d w it h f la m e - s t e r iliz e d f o r c e p s a n d p la c e d i n 1 q u a r t Z ip lo c ® b a g s o r in

s t e r ile 3 7 5
"

x 7
"

7 o z N a s c o W h i r l - P a k® b a g s in a d e c o n t a m in a t io n h o o d . F o r c e p s w e r e
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u s e d t o r e m o v e t h e w a x p a p e r f r o m t h e a d h e s iv e s id e s o f t h e p a d s . T h e p a d s w e r e

p la c e d a t t h e lo w e s t p o s s ib le p o in t in t h e b a g s , w h i c h w e r e t h e n p r e s s e d f la t f r o m t h e

o u t s id e t o h e lp t h e p a d a d h e r e t o t h e b a g B a g g e d p a d s w e r e s t o r e d f o r u p t o 2 4 h o u r s in

a c l e a n 1 g a llo n Z i p lo c ® b a g b e f o r e u s e

We t p r o t o c o l A :

S t e r i le 2 X c o n c e n t r a t e d liq u id m e d i u m w a s c o m b in e d w it h a n e q u a l v o lu m e o f

s p ik e d w a t e r t o g iv e a f in a l E . c o li c o n c e n t r a t io n b e tw e e n 2 0 a n d 5 0 C F U /p a d A 10 m L

v o lu m e o f t h is m ix t u r e w a s p ip e t t e d o n t o e a c h b a g g e d p a d , g iv in g a 5 m L s a m p le v o lu m e

p e r p a d . T h e b a g s w e r e s e a le d a n d in c u b a t e d f la t a t 3 5
°

C f o r 1 6 - 2 4 h o u r s

We t p r o t o c o l B :

T h e w e t a p p l ic a t io n p r o t o c o l w a s a d j u s t e d t o a llo w f o r t h e u s e o f 1X m e d ia Fo r

e a c h s e t o f t h r e e t e s t p a d s , 1 m L o f s p ik e d U n iv e r s it y L a k e w a t e r w a s m ix e d t h o r o u g h ly

w it h 30 m L o f 1X m e d i u m T h is p r o c e d u r e d i lu t e d t h e m e d i u m b y o n ly a b o u t 3 % b u t a ls o

r e d u c e d t h e s a m p le v o l u m e t o 0 32 m L / p a d A 10 m L v o l u m e o f t h e r e s u lt in g m ix t u r e w a s

p ip e t t e d o n t o e a c h o f 3 b a g g e d p a d s T h e b a g s w e r e s e a le d a n d in c u b a t e d f la t a t 3 5
°

C

f o r 1 6 - 2 4 h o u r s

D r y a p p lic a t io n

A 10 m L v o l u m e o f m e d iu m w a s p i p e t t e d o n t o in d iv i d u a l a b s o r b e n t p a d s T h e p a d s

w e r e p la c e d a b s o r b e n t s id e u p o n a l u m in u m f o il i n a d e s ic c a t o r o v e n a t 6 0
°

C a n d

a ll o w e d t o d r y f o r 8 - 14 h o u r s T h e d r ie d p a d s w e r e p la c e d in a d e c o n t a m in a t i o n h o o d

a n d e x p o s e d t o d is i n f e c t in g U V l ig h t (2 8 0 n m ) f o r 5 - 1 0 s e c o n d s T h e w a x p a p e r w a s

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

i n s id e s t e r ile 3 . 7 5
"

x 7
"

( 7 o z ) N a s c o W h i r l - p a k ® b a g s a n d lig h t ly a d h e r e d to o n e s i d e o f

t h e b a g in t e r io r .
T h e b a g g e d p a d s w e r e s t o r e d in a l a r g e , c le a n , a i r t ig h t b a g a w a y f r o m

l ig h t a n d h e a t f o r n o m o r e t h a n 2 4 h o u r s b e f o r e u s e T h e s e p a d s w it h p r e
- d r ie d m e d ia

a r e h e r e a f te r r e f e r r e d t o a s
"

d r ie d X p a d s
"

o r
"

d r ie d X
"

w h e r e X is t h e n a m e o f t h e
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m e d i u m a pp lie d t o t h e p a d b e f o r e d e s ic c a t i o n

T o u s e
,
1 0 m L o f s a m p le w e r e p i p e t te d d i r e c t ly o n t o e a c h d r ie d p a d t o r e - h y d r a t e

t h e m e d i u m T h e b a g s w e r e s e a le d a n d in c u b a t e d f la t a t 3 5
°

C f o r 1 6 - 2 4 h o u r s

C h r o m o g e n c h o i c e a n d c o n c e n t r a t i o n

C h r o m o g e n ic g l u c u r o n id e s w e r e d is s o lv e d a t v a r io u s c o n c e n t r a t i o n s in h y d r a t e d

C o lile r t® m e d i u m , c o m b in e d w it h s a m p le a n d a p p l ie d t o p a d s u s i n g w e t p r o t o c o l A T h e

c h r o m o g e n s a n d c o n c e n t r a t io n s t e s t e d w e r e : 8 H Q a t 0 . 1 a n d 0 2 g / L ,
X - G lu c a t 0 1 5 a n d

0 3 g / L a n d IB D G a t 0 16 a n d 0 32 g / L T h e r e s u lt s w e r e p h o t o g r a p h e d a f t e r 1 6 h o u r s

a n d 2 4 h o u r s i n c u b a t io n a n d q u a lit a t iv e ly a s s e s s e d w it h r e s p e c t t o c o lo n y r e s o lu t io n

C o l o n y r e s o l u t io n w a s a s s e s s e d a c c o r d in g t o t h e f o l lo w i n g c r it e r ia :

• c o lo r in t e n s it y

• s p o t s iz e

• s p o t s p a c i n g

• c o lo r d i f fu s io n (s m e a r i n g )

E a c h p a d w a s a s s ig n e d a s c o r e o n a s c a le f r o m 1 t o 4 b a s e d o n t h e a b o v e c r it e r i a .

T h e s c o r e s c o r r e s p o n d t o t h e f o l lo w in g r u b r ic :

1 : n o c o n t r a s t b e tw e e n b a c k g ro u n d a n d c o lo r e d s p o t s ; n o e n u m e r a t io n p o s s ib le

2 : s o m e in d iv id u a l s p o t o r t h e s u g g e s t io n o f i n d iv id u a l s p o t s o f in t e n s e c o lo r a t io n

v is i b le , b u t b a c kg r o u n d s m e a r i n g p r e c l u d e s a c c u r a t e e n u m e r a t io n

3 : d is t in c t s p o t s w it h s o m e d if f u s io n o f c o lo r a n d l it t le b a c k g r o u n d s m e a r in g , ,

e n u m e r a t io n is p o s s ib le w it h s o m e u n c e r t a in t y

4 : d is t in c t s p o t s w it h m in im a l d if f u s io n a n d n o b a c k g r o u n d s m e a r in g ; f a c il e

e n u m e r a t io n

C o lo n y r e s o lu t io n s c o r e s o f le s s t h a n 2 5 w e r e a s s o c ia t e d w it h c o lo n ie s t h a t c o u ld

n o t b e e n u m e r a t e d w it h s u f f ic i e n t a c c u r a c y t o m a k e n u m e r ic a l c o m p a r is o n s b e tw e e n t h e

p a d t e s t a n d t h e B io - R a d a n d C o li le r t® b e n c h m a r k s
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C h r o m o g e n a s s o le c a r b o n s o u r c e

X - G l u c w a s d is s o lv e d in IVIQ m i n im a l s a l t s m e d iu m a t c o n c e n t r a t io n s o f 0 1 5 g / L ,

0 . 3 g / L a n d 0 6 g / L A f ilt e r s t e r i l iz e d
,
c o n c e n t r a t e d l a c t o s e s o lu t io n w a s a d d e d t o s o m e

M 9 m e d i u m w it h 0 3 g / L X - G lu c t o g iv e f i n a l la c t o s e c o n c e n t r a t i o n s o f 2 % , 1% , a n d 5 %

T h e s ix m e d i a w e r e c o m b in e d w it h s a m p le ,
a p p l ie d t o p a d s u s i n g w e t p r o t o c o l A , a n d

in c u b a t e d o v e r n ig h t T h e r e s u lt s w e r e p h o t o g r a p h e d a f te r 2 4 h o u r s a n d 3 6 h o u r s

in c u b a t io n a n d q u a lit a t iv e ly a s s e s s e d w it h r e s p e c t t o c o lo n y r e s o lu t io n b a s e d o n t h e

p r e v i o u s ly s p e c if ie d c r it e r i a W he n p o s s ib le , c o lo n y c o u n t s w e r e c o m p a r e d t o r e s u lt s f o r

E . c o li c o n c e n t r a t io n s f r o m t h e s a m e s a m p le s u s in g C o lile r t® Q u a n t i - T r a y ® / 2 0 00

a n a ly s is a n d B io - R a d m e m b r a n e f ilt e r p l a t e s

L i q u i d b a c k g r o u n d m e d i a c o m p a r i s o n

C o n c e n t r a t e d b a c t e r io lo g i c a l m e d ia w e r e m ix e d w it h s p ik e d s a m p le s (t a r g e t s p ik e

o f 1 0 G F U /m L E c o li) a n d a p p lie d t o p a d s u s in g w e t p r o t o c o l A A f t e r o v e r n ig h t

in c u b a t io n , t h e p a d s w e r e q u a lit a t iv e ly a s s e s s e d w it h r e s p e c t t o c o lo n y r e s o lu t io n b a s e d

o n s p e c if ie d c r it e r ia W he n p o s s ib le ,
c o lo r e d c o lo n ie s w e r e e n u m e r a t e d a n d t h e r e s u lt s

c o m p a r e d t o E . c o li r e s u lt s f r o m t h e s a m e s a m p le s u s in g C o li le r t® Q u a n t i - T r a y ,
C o li le r t ®

p a d a n d B io - R a d p la t e s . T h e m e d ia c o m p a r e d w e r e :

• C o l i le r t® ( ID E XX )

• m E n d o (D if c o / B B L m a n u a l fo r m u la t io n , o m it t in g b a s ic f u c h s in )

• m T EC (D if c o / B B L m a n u a l f o r m u la t io n , o m it t in g b r o m t h y m o l b l u e a n d b r o m c r e s o l

p u r p le )

• T r y p t ic s o y b r o t h (T S B ) (D if c o , a ls o m o d if i e d t o i n c lu d e y e a s t e x t r a c t a n d

la c t o s e in lie u o f d e x t r o s e )

• L a u r y l T r y p t o s e b r o t h (LT B ) (D if c o )

• m T 7 (Q u e la b s ) w it h a n d w it h o u t p e n ic illi n G
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L T B a lt e r a t io n , w e t v s . d r y a p p l ic a t i o n

B a s e d o n p r e l im in a r y e x p e r i m e n t s b y F u - C h i H s u , L T B w a s t e s t e d i n s t a n d a r d

f o r m u la t io n w it h 0 3 g / L X - G l u c a n d t h e f o llo w in g a lt e r a t io n s :

• (n o n e )

• 0 0 0 1% C TA B

• 0 0 2% IP T G

• 0 0 0 1% C TA B a n d 0 0 2 % IP T G (P e r s o n a l c o m m u n ic a t io n , F u - C h ih H s u ).

T h e f o u r m e d ia f o r m u la t io n s w e r e c o m b in e d w it h s a m p le s s p ik e d w it h e it h e r E c o li

B o r s e w a g e (t a r g e t E c o li s p ik e 5 0 C F U / p a d ) a n d a p p lie d t o p a d s u s i n g w e t p r o t o c o l B

o r t h e d r y a p p l ic a t io n p r o t o c o l A f t e r 1 8 h o u r s in c u b a t io n t h e p a d s w e r e p h o t o g r a p h e d

a n d q u a li t a t iv e ly a s s e s s e d w it h r e s p e c t t o c o lo n y r e s o lu t io n b a s e d o n s p e c if ie d c r it e r ia

W h e n p o s s ib le
,
c o lo r e d c o lo n ie s w e r e e n u m e r a t e d a n d t h e r e s u lt s c o m p a r e d t o r e s u lt s

f r o m E . C O // a n a ly s is o f t h e s a m e s a m p le s u s in g C o li le r t® Q u a n t i - T r a y ® / 2 0 0 0 , C o l ile r t®

p a d a n d B io - R a d p la t e s

S o l i d m e d i a c o m p a r i s o n

D r ie d p a d s w e r e m a d e w it h E a s y g e l , M i a g a r w it h o u t c e f s u lo d in , B io - R a d R a p id E .

c o li I I a g a r , o r LT B c o n t a in i n g 0 3 g / L X - G l u c a n d 0 2 5 % , 0 5 % o r 1 0 % g u a r g u m T h e s e

d r ie d p a d s w e r e h y d r a t e d w it h s a m p le s s p ik e d w it h E c o li B o r s e w a g e (t a r g e t E c o li

s p i k e 5 C F U /m L ). A f t e r 1 8 h o u r s o f in c u b a t io n a t 3 5
°

C ,
t h e p a d s w e r e p h o t o g r a p h e d a n d

q u a lit a t iv e ly a s s e s s e d w i t h r e s p e c t t o c o lo n y r e s o lu t io n b a s e d o n s p e c if ie d c r it e r ia . W h e n

p o s s ib le , c o lo r e d c o lo n ie s w e r e e n u m e r a t e d a n d t h e r e s u lt s c o m p a r e d t o r e s u lt s f r o m E

C O // a n a ly s is o f t h e s a m e s a m p le s u s in g C o li le r t® Q u a n t i - T r a y ® / 2 0 00 a n d B io - R a d

p la t e s

S a m p l e w a t e r p a s t e u r i z a t i o n a n d f i l t r a t i o n

A s in g le s e w a g e s p i k e w a s s u b d iv id e d in t o f o u r e q u a l v o lu m e s a n d e a c h v o l u m e
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s u b j e c t e d t o o n e o f t h e f o u r t r e a t m e n t r e g im e s i n t e n d e d t o r e d u c e c o n c e n t r a t io n s o f

c u lt u r a b le b a c t e r ia :

1 n o t r e a tm e n t

2 . m e m b r a n e f ilt r a t io n t h r o u g h 0 4 5 jj m M ill ip o r e m e m b r a n e f ilt e r

3 2 5 m i n u t e s p a s t e u r iz a t io n in a 6 5 d e g C w a t e r b a t h

4
. 2 5 m i n u te s p a s t e u r i z a t io n in a 6 5 d e g C w a t e r b a t h f o l l o w e d b y m e m b r a n e

f ilt r a t io n t h r o u g h 0 . 4 5 |j m M ill ip o r e m e m b r a n e f ilt e r

T h e r e s u lt i n g w a t e r s w e r e t h e n s p ik e d w it h E . c o ll B (t a r g e t s p ik e 1 0 C F U /m L ) a n d

s e r v e d a s t e s t s a m p le s f o r E c o li a n a ly s is b y LT B p a d , B io - R a d p la t e s , a n d C o lil e r t®

Q u a n t i - T r a y ® / 2 0 0 0 A f t e r 1 8 h o u r s o f in c u b a t io n a t 3 5
°

C , t h e p a d s w e r e p h o t o g r a p h e d

a n d q u a l it a t iv e ly a s s e s s e d w it h r e s p e c t t o c o lo n y r e s o l u t io n b a s e d o n s p e c if ie d c r it e r ia

T i t r a t i o n

U n iv e r s it y L a k e w a t e r w a s s p i k e d w it h s e w a g e t o g iv e t o t a l c o lif o r m c o n c e n t r a t io n s

o f 0 5 C F U / m L , 5 C F U / m L a n d 5 0 C F U /m L E a c h s e w a g e s p i k e w a s t h e n s p ik e d w it h

c u lt u r e d E . c o li B t o a c o n c e n t r a t i o n o f 5 C F U E c o lil m L , g iv i n g E . c o li B :t o t a l c o lif o r m

r a t io s o f 1 0 : 1 ,
1 : 1

,
a n d 1 : 1 0 . T h e s a m p le s w e r e a p p lie d t o d r ie d p a d s m a d e w it h LT B

c o n t a in in g 0 5 % g u a r g u m , a n d w e r e e n u m e r a t e d f o r t o t a l c o lif o r m a n d E . c o li

c o n c e n t r a t io n s in C o li le rt® Q u a n t i - T r a y ® / 2 0 00 a n d o n B io - R a d p la t e s

S t a t is t i c a l a n a ly s i s

A ll s t a t is t ic a l a n a ly s e s w e r e c o n d u c t e d u s i n g I n S t a t P r is m 5 f o r M a c O S .

L iq u id m e d ia c o m p a r is o n , w e t p r o t o c o l A

C o lo n y r e s o lu t io n s c o r e s w e r e a v e r a g e d a c r o s s t r ip li c a t e p a d s w it h t h e s a m e

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

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

a n a ly s is o f v a r ia n c e a n d T u k e y
'

s p o s t - t e s t .
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L i q u i d m e d ia c o m p a r is o n w e t p r o t o c o l B E c o ll s p i ke .

E c o li c o lo n y c o u n t s w e r e a v e r a g e d a m o n g t r ip l ic a t e p a d s w i t h t h e s a m e m e d iu m

a n d t e s t w a t e r b a t c h . E . c o li c o u n t s o n t r ip lic a t e B io - R a d p la t e s u s in g t h e s a m e t e s t w a t e r

b a t c h w e r e a ls o a v e r a g e d T h e s e a v e r a g e d c o u n t s a n d t h e C o li le r t ® Q u a n t i - T r a y ® / 2 0 00

M P N r e s u lt s w e r e n o r m a liz e d t o C F U / m L a n d lo g t r a n s f o r m e d A v e r a g e d c o u n t s f r o m

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

r e p e a t e d m e a s u r e s a n a ly s is o f v a r ia n c e .

L i q u i d m e d ia c o m p a r is o n w e t p r o t o c o l B s e w a g e s p ik e

E . c o li c o lo n y c o u n t s w e r e a v e r a g e d a m o n g t r ip lic a t e p a d s w it h t h e s a m e m e d i u m

a n d t e s t w a t e r b a t c h E . c o li c o u n t s o n t r ip l ic a t e B io - R a d p l a t e s u s in g t h e s a m e t e s t w a t e r

b a t c h w e r e a ls o a v e r a g e d T h e s e a v e r a g e d c o u n t s a n d t h e C o lile r t® Q u a n t i - T r a y ® / 2 00 0

M P N r e s u lt s w e r e n o r m a liz e d t o C F U / m L , lo g t r a n s f o r m e d , a n d c o m p a r e d u s in g o n e - w a y

a n a ly s is o f v a r ia n c e a n d o n a p a ir w is e b a s is u s i n g p a ir e d t - t e s t

S o l id m e d ia c o m p a r is o n

E . c o li c o lo n y c o u n t s w e r e a v e r a g e d a m o n g 10 p a d s w it h t h e s a m e m e d iu m

f o r m u la t io n u s in g t h e s a m e b a t c h o f t e s t w a t e r E c o li c o u n t s o n t r ip lic a t e B io - R a d p la t e s

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

C o lile r t® Q u a n t i - T r a y ® / 2 0 0 0 M P N r e s u lt s w e r e n o r m a liz e d t o C F U /m L a n d c o m p a r e d

u s in g o n e - w a y a n a ly s is o f v a r ia n c e .

T it r a t i o n

T h e e f fe c t o f t h e c o n c e n t r a t io n o f n o n - E . c o // t o t a l c o lif o r m s o n E . c o // t it e r s w a s

a s s e s s e d b y r e p e a t e d m e a s u r e s a n a ly s is o f v a r ia n c e o n l o g t r a n s f o r m e d m e a n E c o li

t it e r s f r o m m e m b r a n e f ilt r a t io n o n B io - R a d p l a t e s
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R E S U L T S

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

I n it i a l s c r e e n in g

A p i lo t e x p e r im e n t d e m o n s t r a t e d t h a t E . c o l i w o u l d g r o w a n d h y d r o ly z e a

c h r o m o g e n ic (l - D - g lu c u r o n id e s u b s t r a t e in a l iq u id m e d iu m a p p l ie d t o a n a b s o r b e n t p a d .

C o l lle r t ® m e d iu m w a s s e le c t e d a s t h e b a c k g r o u n d m e d iu m f o r t h e p i lo t e x p e r i m e n t

b e c a u s e it d o e s n o t r e q u ir e s t e r i liz a t io n a n d c a n b e h y d r a t e d w it h o n ly t h e s a m p le w a t e r .

C o i iie r t® c o n t a in s O N P G a n d M U G t o s p e c if ic a l ly i n d ic a t e t h e p r e s e n c e o f t o t a l c o nf o r m s

a n d E c o l i
,
r e s p e c t iv e ly T h e h y d r o ly s is p r o d u c t s o f b o t h in d ic a t o r s a r e h ig h ly w a t e r

s o lu b le a n d d if f u s e r e a d ily in t h e a b s o r b e n t p a d , p r o h i b it in g e n u m e r a t io n o f d is t i n c t

c o lo n ie s M o r e o v e r
,
v is u a liz a t i o n o f t h e M U G hy d r o ly s is p r o d u c t r e q u i r e s a lo n g

- w a v e

(3 6 6 n m ) U V la m p a n d a d a r k r o o m
,
w h ic h w o u ld im p a ir t e s t p o r t a b ilit y a n d r a is e it s c o s t .

T h u s IB D G ,
a c h r o m o g e n ic (3> - D - g lu c u r o n id e ,

w a s a d d e d t o C o iiie r t® a t a c o n c e n t r a t io n

o f 3 2 g / L , b a s e d o n it s in c l u s io n a t t h e s a m e c o n c e n t r a t io n i n M l a g a r
,
t h e U S E PA

s t a n d a r d m e d iu m f o r s i m u lt a n e o u s d e t e c t io n a n d e n u m e r a t io n o f E . c o li a n d t o t a l

c o nf o r m s (U S E PA S t a n d a r d M e t h o d 16 0 4 ) T h is m o d if i e d m e d iu m w a s h y d r a t e d w it h

U n iv e r s it y L a k e w a t e r s p ik e d w it h E . c o li T W 1156 6 A 10 m L v o lu m e o f t h i s m ix t u r e w a s

a p p lie d t o a n a b s o r b e n t c e l lu lo s e p a d a n d s e a le d i n s id e a 1 q u a rt p la s t ic Z ip lo c ® b a g

Wo o d f ib e r c e llu lo s e p a d s w e r e c h o s e n b e c a u s e t h e y a r e i n e x p e n s iv e , b io d e g r a d a b le ,

a n d r e a d ily a v a il a b le i n a v a r ie t y o f s h a p e s , s iz e s a n d t e x t u r e s . T o p c o To p C a r e ®

p a n t i lin e r s a r e o f a c o n v e n ie n t s iz e a n d t h ic k n e s s a n d c a n a c c o m m o d a t e u p t o a 1 0 m L

s a m p le v o l u m e Z ip lo c ® a n d N a s c o W h ir l - P a k® b a g s a r e in e x p e n s iv e , s t u r d y ,

d is p o s a b le , p o r t a b le , i n e r t , r e a s o n a b ly le a k p ro o f , t r a n s p a r e n t , a n d r e a d ily a v a i la b le i n

s iz e s t h a t a c c o m m o d a t e To p C a r e ® p a n t il in e r s . A f te r 1 8 h o u r s o f i n c u b a t io n a t 3 5
°

C ,

b lu e - g r e e n s p o t s a p p r o x im a t e ly 4 m m in d ia m e t e r w e r e v i s ib le a g a in s t a y e llo w

b a c k g r o u n d c o l o r (F ig u r e 2 , t o p r ig h t ). T h e s e s p o t s w e r e p r e s u m a b ly c o lo n ie s o f G U D -
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e x p r e s s i n g E c o l i A c c u r a t e c o lo n y e n u m e r a t io n w a s d if f ic u lt b e c a u s e o f t h e h ig h

c o n c e n t r a t i o n o f c o lo n i e s o n t h e p a d (m o r e t h a n 1 0 0 ) a n d s o m e d if f u s io n o f t h e c o lo r e d

h y d r o ly s is p r o d u c t a w a y f r o m t h e c o lo n ie s

S u b s e q u e n t s c r e e n i n g e x p e r i m e n t s

A t t e m p t s w e r e m a d e t o im p r o v e t h e c o n s is t e n c y a n d r e a d a b il it y o f a b s o r b e n t p a d

t e s t r e s u lt s b y v a r y in g t h e f o llo w i n g t e s t c h a r a c t e r is t ic s :

1 ) C h r o m o g e n ic s u b s t r a t e c h o ic e a n d c o n c e n t r a t io n

2 ) B a c k g r o u n d m e d iu m f o r m u la t io n

3 ) M o d e o f m e d iu m a p p lic a t io n t o p a d

E . c o l i B w a s c h o s e n a s t h e r e p r e s e n t a t iv e E . c o li s t r a in f o r t h e s e e x p e r im e n t s

b e c a u s e it is G U D a n d G A L p o s it i v e a n d g r o w s r e a d ily o n m a n y c o m m e r c ia l

b a c t e r io lo g ic a l m e d ia H o w e v e r , n a t u r a lly c o n t a m in a t e d w a t e r s a m p le s c o n t a in a m ix t u r e

o f m ic r o o r g a n is m s in a d d it io n t o E c o li In o r d e r t o m o r e r e a li s t ic a lly s im u la t e n a t u r a l ly

c o n t a m in a t e d s u r f a c e w a t e r s a m p le s , s m a ll a m o u n t s o f u n t r e a t e d h u m a n s e w a g e w e r e

a d d e d t o U n iv e r s it y L a ke w a t e r . S im u la t io n o f c o n t a m in a t io n w a s n e c e s s a r y b e c a u s e it

w a s d if f ic u lt t o f in d a c o n s is t e n t s u p p ly o f s u r f a c e w a t e r n a t u r a lly c o n t a m i n a t e d w it h

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

S e v e r a l c h r o m o g e n ic U - D - g lu c u r o n i d e s p r o d u c i n g in s o lu b le h y d r o ly s is p r o d u c t s

w e r e c o m p a r e d t o I B D G w it h r e s p e c t t o c o lo n y r e s o lu t io n in t h e a b s o r b e n t p a d t e s t

f o r m a t B e c a u s e m o s t a v a ila b le E . c o li m e d ia a r e y e llo w t o b r o w n in c o l o r
,
o n ly b lu e a n d

b la c k c h r o m o g e n s w e r e t e s t e d t o m a x im iz e c o n t r a s t b e tw e e n c o lo r e d c o lo n ie s a n d

b a c k g r o u n d m e d i u m c o lo r a t io n X - G lu c a n d IB D G b o t h h a v e in s o lu b le b lu e h y d r o ly s is

p r o d u c t s a n d t h e 8 - h y d r o x y q u in o lin e lib e r a t e d f r o m 8 H Q f o r m s a b la c k p r e c ip it a t e in t h e

p r e s e n c e o f F e ( l l l) io n s ( J a m e s 1 9 88 ) 8 H Q w a s t e s t e d a t a s t a r t in g c o n c e n t r a t io n o f 0 2

g / L b a s e d o n it s in c lu s io n a t t h a t c o n c e n t r a t io n i n s o r b it o l M a c C o n k e y a g a r b y R e in d e r s

a t a l f o r t h e d e t e c t io n o f E . c o li 0 1 57 (2 0 0 0 ). X - G l u c w a s t e s t e d a t 0 . 3 g / L b a s e d o n it s
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i n c lu s io n in v a r io u s c o m m e r c ia lly a v a ila b l e a g a r s a t c o n c e n t r a t io n s r a n g in g f r o m 0 15 t o

0 5 g / L (D if c o
™ /B B L ™ m a n u a l 2 0 0 7 )

C o l i l e r t® c o n s id e r a t i o n s

C o lile r t ® p e r f o r m e d r e a s o n a b ly w e l l a s a b a c k g r o u n d m e d i u m in t h e p ilo t

e x p e r im e n t a n d w a s in it ia lly d e s ig n a t e d a s a b e n c h m a r k f o r e x p e ri m e n t s c o m p a ri n g t h e

p e r f o r m a n c e o f d if f e r e n t b a c k g r o u n d m e d ia H o w e v e r , C o l ile r t® w il l n o t b e u s e d o n a

p e r m a n e n t b a s is f o r t h e a b s o r b e n t p a d t e s t s f o r t h e fo llo w i n g r e a s o n s :

1 ) C o s t : T h e C o li l e r t ® m e d i u m is a p r o p ri e t a r y f o r m u la t io n c o n t r o l le d b y ID EX X I n c

It is c o n s id e r a b ly m o r e e x p e n s iv e t h a n s e v e r a l o t h e r E . c o li m e d ia a n d t o o

e x p e n s iv e t o b e i n c lu d e d in w h a t is in t e n d e d t o b e a lo w - c o s t t e c h n o lo g y .

2 ) S t a b i lit y : D e h y d r a t e d C o lil e r t® m e d iu m c o n t a i n s a t le a s t o n e h e a t la b ile

a n t i b io t i c T h e p r e p a r a t io n o f a b s o r b e n t t e s t p a d s w it h p r e - d ri e d m e d iu m

in v o lv e s h y d r a t io n ,
h e a t in g a n d d e s i c c a t io n o f t h e h y d r a t e d m e d iu m . It is

d o u b tf u l t h a t C o l ile r t® w o u ld b e a s e f f e c t iv e a f te r b e i n g s u b j e c t e d t o s u c h

c o n d it io n s
,
w h e r e a s s e v e r a l o t h e r E c o li m e d i a c a n b e a u t o c la v e d o r b o ile d

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

A lt e r n a t iv e b a c k g r o u n d m e d ia

O t h e r c a n d id a te b a c k g r o u n d m e d ia w e r e s e le c t e d f r o m a m o n g e x is t in g l iq u id E .

c o li m e d ia o n t h e b a s is o f t h e ir c o s t , a v a ila b ilit y , a p p e a r a n c e a n d c o m p o s it io n M e d ia

c o n t a in in g b ile s a lt s w e r e e x c lu d e d b e c a u s e it w a s t h o u g h t t h a t a m ph ip a t h i c b ile s a lt s

w o u ld s o lu b iliz e t h e in s o lu b le c o lo r e d p r o d u c t s o f c h r o m o g e n h y d r o ly s is a n d r e d u c e t h e

r e a d a b i lit y o f t h e p a d t e s t r e s u lt s . D a r k ly c o lo r e d m e d ia w e r e i n it ia lly r u le d o u t o n t h e

b a s is o f t h e n e e d fo r a d e q u a t e v is u a l c o n t r a s t b e tw e e n b a c k g r o u n d a n d c o lo r e d

c o lo n ie s . S o m e d a r k m e d ia w e r e in c l u d e d in t h e e x p e ri m e n t s if t h e y c o u ld b e a d e q u a t e ly

lig h t e n e d b y e x c lu d in g c o lo r e d i n d ic a t o r d y e s . It is u n k n o w n w h e t h e r t h e e x c l u s i o n o f

t h e s e d y e s a f f e c t e d o t h e r p r o p e r t ie s o f t h e s e m e d ia b e s id e s t h e ir v is ib le c o lo r .
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M e d ia c o n c e n t r a t io n

T h e a d d it io n o f n o n s t e r ile d e h y d r a t e d c u lt u r e m e d ia d ir e c t ly t o s p i k e d t e s t w a t e r ,

s u c h a s in t h e p ilo t t e s t w it h C o li le r t® , m a x im iz e d t h e a m o u n t o f s a m p le t h a t c o u ld b e

a p p l ie d t o e a c h p a d H o w e v e r ,
w it h t h e e x c e p t i o n o f C o lil e r t® , n o n e o f t h e m e d ia t e s t e d

w e r e s u f f i c ie n t ly s e le c t iv e ( d e f i n e d s u b s t r a t e o r c o n t a in in g s e le c t iv e a n t i b io t ic s ) t o j u s t i f y

t h e i r u s e w it h o u t s t e r i liz a t io n H e n c e , p a d t e s t m e t h o d d e v e lo pm e n t p r o c e e d e d w it h

s t e r i liz e d liq u id m e d ia . A lt e r n a t iv e b a c k g r o u n d m e d ia w e r e in it ia lly e v a l u a t e d b y

c o m b in in g 2 X c o n c e n t r a t e d l iq u id m e d ia w i t h s p ik e d t e s t w a t e r T h e u s e o f m o r e h ig h ly

c o n c e n t r a t e d m e d ia w o u ld i n c r e a s e t h e v o l u m e o f s a m p le t h a t c o u ld b e a p p li e d t o e a c h

p a d ; h o w e v e r
, c o a g u la t io n

,
d a r k e n in g a n d p r e c ip it a t io n o f m e d ia c o m p o n e n t s w a s

o b s e r v e d in s o m e 10 X liq u id m e d ia a f t e r a u t o c la v in g D ilu t io n t o s t a n d a r d c o n c e n t r a t io n

d id n o t r e s t o r e a u t o c la v e d 10X m e d ia t o t h e o r ig in a l c o lo r o r u n if o r m it y s e e n i n m e d ia

t h a t w e r e a u t o c la v e d a t s t a n d a r d c o n c e n t r a t io n ,
w h e r e a s 2 X c o n c e n t r a t e d m e d ia d i d n o t

p r e c i p it a t e o r c o a g u la t e u p o n a u t o c la v i n g ,
b u t s t il l g a v e a s a m p l e v o lu m e o f 5 m L p e r

p a d 5 m L s a m p le v o lu m e s c o m p a r e d f a v o r a b ly t o 1 m L p e r t e s t f o r 3 M ™ P e t r if ilm ™ a n d

t o 5 m L p e r t e s t f o r C o lis c a n E a s y g e l , t w o o f t h e m o s t c o m p a r a b le e x is t i n g E c o li

e n u m e r a t io n t e c h n o lo g ie s .

A f t e r t h e f i r s t p h a s e o f b a c k g r o u n d m e d ia e v a lu a t io n d e m o n s t r a t e d p o o r c o lo n y

r e s o l u t io n f o r a ll m e d ia , m e a s u r e s t o im p r o v e c o lo n y r e s o lu t io n w e r e p r io r it iz e d o v e r

m a x im iz a t io n o f s a m p le v o lu m e M a n y 2 X c o n c e n t r a t e d m e d ia w e r e s t il l s ig n if ic a n t ly

d a r k e r in c o lo r t h a n m e d ia t h a t w e r e a u t o c la v e d a t s t a n d a r d c o n c e n t r a t io n , e v e n a f t e r

d il u t io n o f t h e 2 X c o n c e n t r a t e d m e d ia t o s t a n d a r d c o n c e n t r a t io n H e n c e , t h e p a d t e s t

p r o t o c o ls w e r e m o d if ie d t o in c lu d e t h e u s e o f 1X m e d ia , r e d u c in g t h e s a m p le s iz e t o 0 32

m L p e r p a d b u t in c r e a s in g t h e v is ib le c o n t r a s t b e t w e e n c o lo r e d c o lo n ie s a n d b a c k g r o u n d

m e d ia e n o u g h t o c o n s is t e n t ly a ll o w e n u m e r a t io n o f c o lo n ie s
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G l u c u r o n id e s a s a s o le c a r b o n s o u r c e

B e c a u s e a l l c a n d id a t e m e d ia w e r e d e s ig n e d o r w e r e k n o w n t o s u p p o rt t h e g r o w t h

o f o r g a n is m s o t h e r t h a n E c o l i , s e le c t iv it y w a s a k e y c o n c e r n i n t h e c h o ic e a n d a lt e r a t io n

o f b a c kg r o u n d m e d ia D e f in e d s u b s t r a t e f o r m u l a t io n s s u c h a s C o li le r t ® lim it t h e r a n g e o f

a v a ila b le n u t r ie n t s t o s u p p o r t E . c o li g r o w t h w h i le s u p p r e s s i n g t h e g r o w t h o f i n t e r f e r in g

o r g a n is m s . B e c a u s e f e w f e c a l m ic r o o r g a n is m s c a n g r o w w it h o n ly g lu c u r o n ic a c id a s a

c a r b o n s o u r c e
,
t h i s p r o p e r t y c a n b e e x p lo it e d t o in c r e a s e t h e s e le c t iv it y o f a t e s t m e d iu m .

H e n c e , a s e t o f e x p e r im e n t s a s s e s s e d t h e a b ilit y o f X - G l u c t o f u n c t io n a s a s o le c a r b o n

s o u r c e f o r E . c o l i M 9 m in im a l s a lt s m e d i u m w a s c h o s e n a s t h e b a c k g r o u n d m e d iu m f o r

t h e s e e x p e r i m e n t s b e c a u s e it d o e s n o t c o n t a in a c a r b o n s o u r c e in it s b a s ic f o r m u la t io n It

w a s s u p p le m e n t e d w it h X - G l u c o n ly o r w it h b o t h X - G l u c a n d l a c t o s e t o s im u la t e t h e

m a n y d e f in e d s u b s t r a t e m e d ia t h a t in c l u d e b o t h a g a la c t o s id e a n d a g l u c u r o n id e t o

i n d ic a t e t h e p r e s e n c e o f b o t h t o t a l c o lif o r m s a n d E . c o li , r e s p e c t iv e ly

M e d i u m m o d i f ic a t io n t o r e d u c e s m e a r in g

A lt h o u g h s e v e r a l t e s t m e d i a y i e ld e d s a t is f a c t o r y r e s u lt s w it h U n iv e r s it y L a k e w a t e r

s p ik e d w it h E . c o l i B , s ig n if ic a n t d if f u s io n o f t h e b lu e X - G lu c h y d r o ly s is p r o d u c t

(
"

s m e a r i n g
"

) p r e c l u d e d a c c u r a t e e n u m e r a t io n o f c o lo r e d c o lo n ie s in n e a r ly a l l

e x p e r i m e n t s w it h s e w a g e s p ik e d w a t e r o r n a t u r a l ly c o n t a m in a t e d s u r f a c e w a t e r s a m p le s .

T h e a b s o r b e n t p a d t e s t f o r m a t w a s f u r t h e r m o d if ie d in a n e f f o r t t o r e d u c e s m e a r in g b y :

1 ) a d d i n g C T A B , a d e t e r g e n t w it h s o m e s e le c t i v e a n t i m ic r o b ia l a c t iv it y t h a t

o s t e n s ib ly i m p r o v e s w a t e r a b s o r p t io n b y t h e p a d ;

2 ) s w it c h in g f r o m t h e s im u lt a n e o u s a p p l ic a t io n o f li q u id m e d ia a n d s a m p le t o t h e

p a d , t o t h e a p p lic a t io n o f w a te r s a m p le s t o p a d s t h a t w e r e p r e
- t r e a te d w i t h

d e h y d r a t e d m e d iu m ;

3 ) a d d in g h y d r o c o l lo id s s u c h a s a g a r o r g u a r g u m t o s t a b iliz e a n d in c r e a s e t h e

v is c o s it y o f t h e m e d iu m
,
t h e r e b y r e d u c in g t h e d if f u s io n o f t h e c o lo r e d h y d r o ly s is
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p r o d u c t . T h e m e d i u m o n 3 M ™ P e t r if i lm ™ is a in y d r o c o llo id g e l (P e t h f i lm ™

p a t e n t ) G u a r g u m w a s c ti o s e n f o r it s ii ig h c o l d w a t e r s o lu b ilit y ,
r e a d y a v a ila b i lit y

a n d lo w c o s t . B io - R a d a n d M l a g a r s w e r e t e s t e d b e c a u s e t h e y w e r e r e a d i ly

a v a i la b le a s p r e p a c k a g e d m e d ia a n d b e c a u s e t h e l a t t e r is a U S E PA s t a n d a r d

m e d i u m a n d t h e f o r m e r a p p r o x im a t e s t h e la t t e r i n p e r f o r m a n c e a s a c u lt u r e

m e d i u m f o r m e m b r a n e f ilt r a t io n a n d e n u m e r a t io n b y d ir e c t c o lo n y c o u n t

(U S E PA M e t h o d 16 0 4 , L u s k 2 0 0 8 )

I n a d d it io n
,
e x p e r i m e n t s w e r e c o n d u c t e d w it h w a t e r s a m p le s s p ik e d w it h

p a s t e u r iz e d a n d f ilt e r e d s e w a g e i n e f fo rt s t o c h a r a c t e r i z e t h e c a u s e o r c a u s e s o f c o lo n y

s m e a r i n g T it r a t io n e x p e r i m e n t s w e r e c o n d u c t e d t o d e t e r m in e t h e t h r e s h o ld

c o n c e n t r a t io n o f c o m p e t in g m ic r o o r g a n is m s t h a t le d t o s ig n if ic a n t c o lo n y s m e a r i n g

C h r o m o g e n ic s u b s t r a t e c h o i c e a n d c o n c e n t r a t i o n

C o lo n y r e s o lu t io n s c o r e s o b t a in e d w it h X - G lu c a n d 8 H Q w e r e c o m p a r a b le

(a v e r a g e c o l o n y r e s o l u t i o n s c o r e 2 . 5 / 4 , n = 3 ) , a n d t h e s c o r e s w e r e s l ig h t ly h ig h e r t h a n

s c o r e s o b t a i n e d u s in g IB D G (a v e r a g e s c o r e 2 . 1 7 , n = 3 ) X - G lu c w a s s e le c t e d f o r u s e in

a ll s u b s e q u e n t e x p e r im e n t s b a s e d o n it s h ig h e r r e s o lu t io n s c o r e , r e a d y a v a i la b i lit y in

■

-
-

.

.

"
■

: ' •
»*

'

. J

;. /
' ^ '

■
' ■

' ^ ^̂ - J ^ ■ U

■i
'

^ ^ • '
" ■

^ * .

F i g u r e 2 . C h r o m o g e n c o mp a r i s o n u s i n g C o l i l e r t ® b a c k g r o u n d
m e d iu m a n d E c o l i s p i k e R ig ht , t o p t o bo t t o m : IB D G 3 2 g /L ,

8H Q 0 2 g / L , 1 g / L F e C l X - G l u c 0 3 g/ L A b o v e , t o p t o b o t t o m
X - G l u c 0 15 g/ L , X - G lu c 0 3 g / L
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la r g e q u a n t it ie s ( > 1 g ) , a n d r e la t iv e ly lo w c o s t c o m p a r e d t o IB D G a n d 8 H Q C o m p a r is o n

o f c o lo n y r e s o lu t io n u s in g v a r y i n g c o n c e n t r a t io n s o f X - G lu c d e m o n s t r a t e d t h a t 0 3 g / L

g a v e i n t e n s e ly c o lo r e d r e s u lt s
,
w h i le 0 . 1 5 g / L a n d 0 6 g / L g a v e s ig n if ic a n t ly p a l e r a n d

o n ly s lig h t ly m o r e in t e n s e ly c o lo r e d r e s u lt s , r e s p e c t iv e ly (F ig u r e 2 , le f t ) A c o n c e n t r a t io n

o f 0 3 g / L b a la n c e d c o lo n y c o lo r in t e n s it y w it h c o s t m in im iz a t io n B a s e d o n t h e s e r e s u lt s ,

X - G l u c w a s u s e d in a ll s u b s e q u e n t p a d e x p e r im e n t s a t 0 3 g / L u n le s s o t h e r w is e n o t e d

C h r o m o g e n a s s o l e c a r b o n s o u r c e

X - G lu c w a s e v a lu a t e d a s t h e s o le c a r b o n s o u r c e f o r t h e g r o w t h o f E c o l i o n

a b s o r b e n t p a d s F o r c o m p a r is o n
,
s o m e t e s t p a d s w e r e s u p p le m e n t e d w it h la c t o s e a s a n

a d d it io n a l c a r b o n s o u r c e A f t e r 1 8 h o u r s o f i n c u b a t io n a t 3 5
°

C
,
n o c o lo r e d c o lo n ie s w e r e

v i s ib le o n p a d s c o n t a in in g o n ly X - G lu c O n p a d s c o n t a i n in g b o t h la c t o s e a n d X - G lu c
,

p a le b lu e c o lo n ie s w e r e v is ib le , b u t c o lo n y r e s o lu t io n w a s n o t s u f f ic ie n t f o r e n u m e r a t io n

o f b a c t e r ia (F ig u r e 3
,
le f t m o s t t r ip le t ) A f t e r 4 0 h o u r s o f in c u b a t io n , c o lo n ie s o n t h e X - G lu c

o n ly p a d s w e r e e n u m e r a b le (F ig u r e 3
,
r ig h tm o s t t r i p le t ) , b u t b y g r o s s v is u a l e x a m i n a t io n

w e r e p r e s e n t in lo w e r n u m b e r s t h a n o n t h e p a d s c o n t a in in g X - G lu c a n d l a c t o s e (F ig u r e

3
,
m id d le t r ip le t ) . I n s u f f ic ie n t q u a n t it a t iv e d a t a w e r e c o l le c t e d t o m a k e s t a t is t ic a l

* * V—« ^ a su u n mes s Mss a

F i g u r e 3 M 9 m e d i u m w i th X - G lu c a s s o l e c a r b o n s o u r c e o r w i t h b o th l a c t o s e a n d X - G l u c a s c a r b o n

s o u r c e s L e f t m o s t t r i p l e t , t o p t o b o t t o m ; M 9 + 0 3 g/ L X - G Iu c w i t h 2% , 1% , o r 0 5% l a c t o s e
,
a ft e r 18 h o u r s

i n c u b a t i o n M i dd l e t r ip l e t ,
t o p t o b o t t o m : s a m e p a d s a f t e r 4 0 h o u r s i n c u b a t i o n R i gh t m o s t t r ip l e t , t o p to

b o t t o m : M 9 - h 0 15 g/ L , 0 3 g/ L , a n d 0 6 g/ L X - G l u c
,
a f t e r 4 0 h o u r s i n c u b a t i o n
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c o m p a r is o n s b e tw e e n E c o l i c o u n t s o n t e s t p a d s a n d b e n c h m a r k t e s t s M o r e t h a n 2 4

h o u r s o f in c u b a t io n a t 3 5
°

C e x c e e d s t h e in c u b a t io n t i m e o f c u r r e n t ly a v a ila b le t e s t s a n d

le n g t h e n s t h e a m o u n t o f t im e b e f o r e w a t e r q u a l it y r e s u lt s a r e a v a ila b le . T h is is a n

im p o r t a n t d r a w b a c k i n r e s o u r c e p o o r c o n d it io n s . F u r t h e r m o r e
,
in c u b a t io n a t a m b ie n t

t e m p e r a t u r e s in t h e a b s e n c e o f t e m p e r a t u r e c o n t r o lle d i n c u b a t o r s a n d a s t a b le p o w e r

s u p p ly m a y n e e d t o b e lo n g e r t h a n t h e t i m e s t h a t p r o v id e r e lia b le r e s u lt s w it h

t e m p e r a t u r e c o n t r o lle d c o n d it io n s . L o n g e r i n c u b a t io n t i m e s w o u ld m a k e t h e t e s t e v e n

le s s d e s i r a b le

L i q u i d b a c k g r o u n d m e d ia c o m p a r i s o n

T h e t e s t p a d m e t h o d d e v e lo p m e n t p r o c e e d e d w it h t h e e v a l u a t io n o f s e v e r a l

c a n d id a t e b a c k g r o u n d m e d i a : m E n d o , m T E C , T S B , m o d if ie d T S B , m T 7 , a n d m T 7 w it h

p e n ic i llin G . T h e s e m e d ia w e r e p o t e n t ia l ly le s s s e le c t iv e t h a n a d e f in e d s u b s t r a t e

f o r m u la t io n
, b u t c o u ld a ls o s u p p o r t r o b u s t E . c o l i g r o w t h w it h le s s t h a n 2 4 h o u r s o f

i n c u b a t io n T h e y w e r e a s s e s s e d u s in g w e t p r o t o c o l A w it h U n iv e r s it y L a k e w a t e r s p i k e d

w it h E . c o li B t o 4 C F U / m L o r 2 0 We t- a p p lie d liq u id m e d ia w it h E c o li B s p ik e

C PU p e r p a d ,
t o a llo w f o r a d e q u a t e

s p a c in g b e tw e e n c o lo r e d c o lo n ie s f o r

e n u m e r a t io n T h e r e w e r e n o

s ig n if ic a n t d if f e r e n c e s ( p = 0 7 5 )

b e t w e e n t h e m e a n c o lo n y r e s o lu t io n

s c o r e s o f liq u id m e d ia t e s t e d u s in g

w e t p r o t o c o l A w it h U n iv e r s it y L a k e

w a t e r s p ik e d w it h p u r e c u lt u r e s o f

v a r io u s s t r a i n s o f E . c o l i i o 4 C PU /

m L o r 2 0 C P U/ p a d (F ig u r e 4 )

Q 2 -

o o

m 2
a> o
3 a t

F i gu r e 4 . M e a n c o l o n y r e s o l u t i o n s c o r e s f o r l iq u i d m e d i a
a pp l i e d t o p a d s v i a w e t p r o t o c o l A w i t h E c o l i B s p i k e

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

c , . r t h ^ r r v , / ^ ,

- ^ r „ ^ r , « « f t u ^ t « r . t ^ , ^ ^ ^ A
t ri p Hc a t e p a ds u s i n g th e s a m e ba t c h o f t e s t w a te r B a r s a r e

F u r t h e r m o r e , n o n e o f t h e t e s t e d p a d ^ ^̂ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ j j |̂ ^ ^ ^ ^
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m e d i a h a d a m e a n c o lo n y r e s o lu t io n s c o r e g r e a t e r t h a n 2 in t h e s e e x p e r i m e n t s (F ig u r e 4 )

C o lo n y r e s o lu t io n s c o r e s o f le s s t h a n 2 w e r e a s s o c ia t e d w it h c o lo n ie s t h a t c o u ld n o t b e

e n u m e r a t e d a c c u r a t e ly , s o n u m e r ic a l c o m p a r is o n s c o u ld n o t b e m a d e b e t w e e n E . c o l i

t it e r s o n t h e p a d t e s t a n d o n B io - R a d a n d C o lil e r t® b e n c h m a r k s T h e c o lo n ie s o n t h e s e

p a d s c o u ld b e e n u m e r a t e d i n s o m e r e p lic a t e s , b u t t h e r e w e r e a n in s u f f ic ie n t n u m b e r o f

e n u m e r a b le r e p l ic a t e s t o m a ke s t a t is t ic a l c o m p a r is o n s b e t w e e n c o lo n y c o u n t s o n t e s t

p a d s a n d B io - R a d a n d C o l ile r t® c o u n t s

T h e l iq u id m e d ia w e r e s ig n if ic a n t ly d a r k e r in c o lo r w h e n p r e p a r e d a n d a u t o c la v e d

a t 2 X o r h ig h e r c o n c e n t r a t io n s , e v e n a f t e r d ilu t io n t o

s t a n d a r d c o n c e n t r a t io n T h e s e d a r k e r m e d ia r e d u c e d

c o n t r a s t b e tw e e n c o lo r e d c o lo n ie s a n d t h e b a c k g r o u n d

c o lo r a t io n H e n c e ,
t h e w e t a p p lic a t i o n p r o t o c o l w a s

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

( 1X ) m e d ia

I n a p e r s o n a l c o m m u n ic a t io n
.
D r F u - C h i h H s u

n o t e d g o o d r e s u lt s w it h LT B a n d X - G lu c in t h e w e t

a p p l ic a t io n p a d t e s t f o r m a t (M a r c h 17 , 2 0 0 8 ) LT B h a d

n o t y e t b e e n t e s t e d in t h is la b o r a t o r y in t h e p a d t e s t

f o r m a t , s o it w a s e v a lu a t e d a g a i n s t t h e C o lil e r t® p a d

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

w e t p r o t o c o l , w e t p r o t o c o l B . Te s t w a t e r s w e r e s p i k e d

w it h e it h e r E c o l i B o r s e w a g e t o a t a r g e t b a c t e r ia l

c o n c e n t r a t io n o f 6 2 5 C F U / m L
, o r 2 0 C F U p e r p a d . B o t h

C o l ile r t® a n d LT B p r o d u c e d c o lo n y r e s o lu t io n s c o r e s

a b o v e 2 . 5 in e x p e r im e n t s w it h t e s t w a t e r s p i ke d w it h E .

'

ŜZ
'^ ^SS'

Z Ẑ cT. b
" ° '

, r , / r - , - X X ■- > , P ^ d s w i t h E c o l i B a n d s e w a g e

c o l l B (F ig u r e 5
,
to p ) B e c a u s e t h e y g a v e s im ila r c o lo n y s p ik e s T o p : C o l i l e r t p a d (l e f t) a n d

L T B p a d (ri g h t) w i t h E c o l i B s p ik e

r e s o lu t i o n s c o r e s , b a c t e r ia l n u m b e r s f r o m C o lile r t® a n d a t ~ 2 0 C F U / p a d B o t t o m : C o l i l e r t
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L T B p a d s v s C o li le rt p a d s w it h E c o l i B s p i ke

= 3 _ l
^ E
o

4 0 -

3 0 -

2 0 -

C o ll le r t p a d s

LT B p a d s

E n M F o n B io - R a d a g a r

^ C o li le r t Q u a n ti - T r a y

1 0 -

F i g u r e 6 . M e a n c o l o n y c o u n t s f o r L T B a n d C o l i l e r t® a p p l i e d t o p a ds v i a w e t p r o t o c o l B w i th E c o l i B

s p i k e n = 3 f o r p a d s a n d B io - R a d p la t e s C o l u m n s r e p r e s e n t a v e r a g e s o f t r ip l i c a t e p a d s o r p l a t e s u s i n g th e

s a m e b a t c h o f s p ik e d w a te r E r r o r b a r s a r e s t a n d a r d e r r o r o f th e m e a n

l o g d i f f .

p < o . os :; 9 5 % C r o f d i f f

C o l i l e r t® p a ds v s L T B p a d s - 0 0 5 1 N o - 0 2 59 6 t o 0 157 8

C o l i l e r t ® p a d s v s C o l i l e r t ® Qu a n t i - T r a y ® / 2 0 00 - 0 0 9 1 N o - 0 2 9 99 t o 0 1174

C o l i l e r t ® p a ds v s M F o n B i o - R a d a g a r p l a t e s - 0 0 18 N o - 0 2 26 3 t o 0 1 9 10

LT B p a ds v s C o l i l e r t ® Qu a n t i - T r a y® / 2 0 00 - 0 0 4 0 N o - 0 2 49 0 t o 0 1 6 83

L T B p a d s v s M F o n B io - R a d a g a r p l a t e s 0 0 3 3 N o - 0 175 4 t o 0 24 19

C o l i l e r t ® Qu a n t i - T r a y ® / 20 0 0 v s M F o n B io - R a d a ga r p l a t e s 0 0 74 N o - 0 135 0 t o 0 2 82 3

T a b l e 4 . T u k e y p a i r w i s e c o m p a r i s o n s b e t w e e n E c o l i t i t e r . ? o b t a i n e d f r o m di f f e r e n t t e s t f o r m a t s f o r th e

s a m e te s t w a t e r s p ik e d w i th E c o l i B

LT B in p a d f o r m a t w e r e c o m p a r e d t o b a c t e r i a l n u m b e r s w h e n s a m p le s w e r e a n a ly z e d

u s in g t h e b e n c h m a r k m e t h o d s o f B io - R a d m e m b r a n e f i lt r a t io n a n d C o li le r t® M P N D a t a

i n F ig u r e 6 a n d F ig u r e 7 a r e g r o u p e d t o s h o w E . c o // t it e r s f r o m t h e s a m e s p i ke d w a t e r

a s s a y e d u s in g d if f e r e n t t e s t f o r m a t s T h e a v e r a g e E c o l i t it e rs a c r o s s t e s t f o r m a t s

d if f e r e d s ig n if ic a n t ly b e t w e e n b a t c h e s o f w a t e r s p ik e d w it h E c o l i B (p = 0 . 0 4 ), in d i c a t in g

t h a t r e p e a t e d m e a s u r e s a n a ly s is o f v a r ia n c e w o u ld b e a m o r e p o w e r f u l s t a t i s t ic a l t e s t o f

t h is d a t a t h a n o n e - w a y a n a ly s is o f v a r ia n c e T h e r e w e r e n o s ig n if i c a n t d if f e r e n c e s

b e tw e e n m e a n E c o // t it e r s f r o m C o l ile r t® p a d s , L T B p a d s , B io - R a d p la t e s a n d C o l ile r t®

Q u a n t i - T r a y s i n t h e e x p e r i m e n t s u s in g t e s t w a t e r s s p i ke d w it h E . c o li B ( r e p e a t e d

3 2

NEATPAGEINFO:id=2B345E80-16B5-4742-91A1-1E2585485AE8



LT B w it h s e w a g e s p ik e

LJ - EO

8 0 -
1

6 0 -

4 0 -

2 0 I
LT B p a d s

cm M F o n B io - R a d a g a r

^ Co li le r t Q u a n t i - T r a y

N ,

^ <?̂
'

9>
' <^ '

F ig u r e 7 . M e a n c o l o n y c o u n t s f o r LT B a n d C o l i l e r t® a p p l i e d t o p a d s v i a w e t p r o t o c o l B w i t h

s e w a g e s p ik e n = 3 f o r p a d s a n d B i o - R a d p la t e s C o l u m n s r e p r e s e n t a v e r a ge s o f t r ip l i c a t e p a d s o r

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

n u '

i i n

•o r
d i f f .

M e a n s

s i ^ n i tl c a n t l

V d i f f e r e n t ?

9 5 % C I o f d i f f p a i r e d t -

t c s t

p v a l u e

LT B p a d s v s C o l i l e r t ® Qu a n t i - T r a y ® /2 0 0 0 - 0 0 40 N o - 0 144 5 t o 0 0 64 6 0 0 3 8

LT B p a d s v s M F o n B i o - R a d a ga r p l a t e s
- 0 12 5 Y e s - 0 2 2 96 t o - 0 0 20 5 0 0 0 2

C o l i l e r t® Q u a n t i - T r a y ® / 2 00 0 v s M F o n

B i o - R a d a g a r p l a t e s

- 0 0 8 5 N o - 0 18 97 t o 0 0 19 4 6 0 13

T a b l e 5 . T u k e y p a i r w i s e c o m p a r i s o n s a n d p a i r e d t - t e s t s b e t w e e n E c o l i t i t e r . ? o b t a i n e d f r o m d i ff e r e n t

t e s t f o r m a t s f o r t h e s a m e te s t w a t e r s p ik e d w i th s e w a g e

m e a s u r e s a n a ly s is o f v a r ia n c e p = 0 5 6 ) (F ig u r e 6 , T a b le 4 )

W h e n t e s t w a t e r s w e r e s p ik e d w it h s e w a g e , t h e t e s t p a d f o r m a t u s in g C o l ile r t®

m e d iu m d id n o t g iv e s u f f ic ie n t c o lo n y r e s o lu t io n f o r e n u m e r a t io n (F ig u r e 5
,
b o t t o m )

U s i n g t e s t w a t e r s s p ik e d w it h s e w a g e ,
c o lo n y c o u n t s f r o m LT B i n p a d f o r m a t w e r e n o t

s ig n if ic a n t ly d if fe r e n t f r o m r e s u lt s f r o m C o lil e r t® M P N (p a i r e d t - t e s t p = 0 . 3 8 ) , b u t w e r e

s ig n if i c a n t ly lo w e r t h a n c o u n t s o n B io - R a d p la t e s (o n e - w a y a n a ly s is o f v a r ia n c e p = 0 . 0 2 ,

p a ir e d t - t e s t p = 0 . 0 2 , r 2 = 0 . 8 9 ) E c o // t it e r s f r o m t h e s a m e s e w a g e s p i k e d t e s t w a t e r in

C o lile r t® M P N a n d B io - R a d p la t e s d id n o t d if fe r s ig n if ic a n t ly b e tw e e n C o l ile r t® M P N a n d

B io - R a d p la t e s ( p a i r e d t - t e s t p =
. 1 3 ) (F ig u r e 7

, Ta b le 5 ) .
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T im e s c a l e o f c o lo r d e v e l o p m e n t

I n o r d e r t o d e t e r m in e t h e o p t i m u m in c u b a t io n p e r io d f o r LT B p a d s , L T B p a d s w e r e

o b s e r v e d f o r c o lo n y r e s o l u t io n a f te r 1 2 , 1 4 , 1 6 , 1 8 ,
2 0 , 2 2 , a n d 24 h o u r s o f i n c u b a t io n a t

3 5
°

C w it h t e s t w a t e r s p i k e d w it h E . c o l l B A l l L T B p a d s a c h ie v e d m a x im u m c o lo n y

r e s o lu t io n s c o r e s a f te r 1 6 - 1 8 h o u r s o f in c u b a t io n , b u t b e c a m e t o o s m e a r e d t o a c c u r a t e ly

e n u m e r a t e a f t e r 2 0 - 2 4 h o u r s (F ig u r e 8 ) . I n a l l s u b s e q u e n t p a d t e s t s
,
s a m p le s w e r e

in c u b a t e d f o r 1 8 h o u r s .

F ig u r e 8 . T i m e s c a l e o f c o l o r

d e v e l o p m e n t o n w e t p r o t o c o l A LT B

p a ds w i th E c o l i B s p ik e (L e f t t o

r i gh t ) A f t e r 18 h o u r s , 2 0 h o u r s , 22

h o u r s , a n d 2 4 h o u r s i n c u b a t i o n

LT B a lt e r a t i o n
,
w e t v s d r y a p p l ic a t i o n

In t h e n e x t s e t o f e x p e r im e n t s , L T B w a s s u p p le m e n t e d w it h e it h e r C TA B
,
I P T G

,
o r

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

c o n c e n t r a t io n o f t h e s e w a g e s p ik e w a s r a is e d t o 1 00 E c o l i C F U /p a d t o in c r e a s e t h e

p o w e r t o d e t e c t s t a t is t ic a lly s ig n if i c a n t d if f e r e n c e s in c o lo n y c o u n t s N o m e d iu m

f o r m u la t io n t e s t e d g a v e a m e a n c o lo n y r e s o lu t io n s c o r e h ig h e r t h a n 2 , a n d n o s ig n if i c a n t

d if f e r e n c e in m e a n c o lo n y r e s o l u t io n w a s o b s e r v e d b e tw e e n d if fe r e n t f o r m u la t io n s o r

b e tw e e n t h e w e t a n d d r y f o r m a t s (F ig u r e 9 ) H o w e v e r , t h e d r y f o r m a t t e s t w a s o b s e r v e d

t o a b s o r b a n d d is t r i b u t e t h e s a m p le m o r e e v e n ly a c r o s s e a c h p a d , a n d c o u ld

a c c o m m o d a t e a la r g e r s a m p le v o l u m e t h a n t h e p a d s p r e p a r e d u s in g w e t p r o t o c o l B (10

m L v s 0 32 m L ).
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• M. i f :s

« K n i fl w

I

^
f^ -

. f ^ i J ,

C,

I L '
' ?*

. . . - . ^ ^ l3
F i gu r e 9 . Qu a l i t a t i v e c o m p a ri s o n o f w e t a n d d r y a p p l i c a t i o n s o f L T B f o r m u l a t i o n s T o p r o w : p a d s u sm gw e t p r o t o c o l B (l e f t t o n gh t ) L T B o n ly , L T B + C TA B , L T B + I PT G , L T B + I P T G + C TA B B o t t o m ,
p a ds u s i n g d r y p r o t o c o l

,
s a m e m e di a a s p a d s d i r e c t ly a b o v e N o te d r y p a t c he s o n w e t p r o t o c o l p a d s

r o w :

S
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S o l id m e d i a c o m p a r i s o n

T h e n e x t s e t o f e x p e r im e n t s d e m o n s t r a t e d t h a t c o lo n y r e s o lu t io n o n t h e d r y f o r m a t

p a d t e s t c o u ld b e in c r e a s e d a n d s t a b i liz e d w it h t h e a d d it io n o f h y d r o c o li o id s t o t h e t e s t

m e d i u m E a s y g e l , M l a g a r w it h o u t c e f s u lo d i n
,
B io - R a d R a p id E . c o li 11 a g a r

,
a n d LT B

s u p p le m e n t e d w it h g u a r g u m a t 0 1% ,
0 . 2 5 %

,
a n d 0 5% w e r e t e s t e d u s i n g t h e d r y

a p p li c a t io n p r o t o c o l w it h U n iv e r s it y L a k e w a t e r s p i ke d w it h E c o li B o r s e w a g e t o 5 E .

c o li C F U /m L o r 5 0 E . c o li C F U p e r p a d T h e a g a r a n d E a s y g e l p a d s d id n o t a b s o r b a s

m u c h s a m p le a s t h e g u a r g u m p a d s E a s y g e l d id n o t p r o d u c e e n u m e r a b le c o l o n ie s w it h

e it h e r E . c o li s p ik e (F ig u r e 1 0 , f a r le f t ) . N o n e o f t h e s o l id m e d ia g a v e e n u m e r a b le r e s u lt s

w it h s e w a g e s p ik e d t e s t w a t e r (F ig u r e 1 0
,
b o t t o m r o w ) D r ie d M l a g a r p a d s ,

d r ie d B io -

R a d a g a r p a d s a n d d r ie d LT B p a d s w it h 0 5 % o r 1 . 0 % g u a r g u m a ll a c h ie v e d t h e

m a x im u m c o lo n y r e s o lu t io n s c o r e o f 4 w it h t e s t w a t e r s p i ke d w it h E c o li B a f t e r 1 8 h o u r s

o f in c u b a t io n D r ie d M l a g a r p a d s p r o d u c e d s ig n if ic a n t ly lo w e r E . c o // t it e r s t h a n t h e d r ie d

LT B g u a r g u m p a d s e v e n w h e n t h e s a m p le v o lu m e f o r t h e M l a g a r p a d s w a s d e c r e a s e d

t o a v o l u m e t h a t t h e a g a r p a d s c o u ld a b s o r b c o m p le t e ly (F ig u r e 1 1 ) LT B p a d s w it h 0 . 5 %

m

I

F ig u r e 10 . Qu a l i t a t i v e c o m p a r i s o n o f d ri e d s o l i d m e d i a p a d s w i t h E c o l i B a n d s e w a g e s p ik e s

T o p r o w : E c o l i B s p ik e
, ( l e f t t o ri gh t ) E a s y g e l , B i o - R a d a g a r , M I a g a r , L T B + 0 5 % gu a r gu m , L T B +

0 25 % g u a r g u m
,
L T B + 0 1% g u a r g u m B o t t o m r o w : s e w a g e s p i k e , s a m e m e di a a s t o p r o w
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g u a r g u m a n d 1 0 % g u a r g u m w it h a n E . c o li B s p ik e p r o d u c e d E c o l i t it e r s c o m p a r a b le

t o t li e C o li le r t® Q u a n t i - T r a y ® / 2 0 0 0 a n d B io - R a d p la t e b e n c h m a r l< s (o n e - w a y a n a ly s is o f

v a r ia n c e p
= 0 4 9 ) (F ig u r e 1 1

,
Ta b le 6 ) T li e c o lo n ie s o n 1 0 % g u a r g u m p a d s w e r e s m a l le r

in d ia m e t e r a n d le s s in t e n s e in c o lo r t h a n t h e c o lo n ie s o n t h e 0 5 % g u a r p a d s p r o d u c e d

w it h U n iv e r s it y L a k e w a t e r s p i ke d w it h E . c o l i B (F ig u r e 1 2 , le f t a n d c e n t e r ) In a d d i t i o n
,

d r i e d LT B + 0 5 % g u a r g u m a n d LT B + 1 . 0 % g u a r g u m p a d s w it h E . c o li B s p i k e d

U n iv e r s it y L a k e w a t e r w e r e s t ill e n u m e r a b le (c o lo n y r e s o lu t io n s c o r e > 2 ) a f t e r 4 2 h o u r s

o f in c u b a t i o n (F ig u r e 1 3 ) . C o lo n y c o u n t s o n t h e s e p a d s a t 1 8 h o u r s a n d a t 4 2 h o u r s w e r e

id e n t ic a l

D r ie d s o l id m e d i a p a d s w it h E . c o l i B s p i ke

E

o

u .

o

8 0 '

6 0 -

4 0 -

2 0 - V .

D r ie d M l a g a r p a d s

LT B + 0 5 % g u a r g u m

^ 3 LT B + 1 0 % g u a r g u m

E D M F o n B i o R a d a g a r

^ C o li le r t Q u a n ti - T r a y

r^
n .

^
'

,
*

-

> ,
*

•

F i gu r e 11 . M e a n c o l o n y c o u n t s o n d r i e d s o l id m e d ia p a d s w i t h E c o l i B s p ik e C o l u m n s r e p r e s e n t a v e r a g e

o f 10 du p l i c a t e p a d s o r 3 B i o - R a d p la t e s u s i n g s a m e b a t c h o f t e s t w a t e r B a r s a r e s t a n d a r d e r r o r o f th e m e a n

l o g
m e a n

d i f f .

p < 0 . 0 5? 95 % C l o f ( l i fT

L T B + 0 5 % gu a r g u m v s L T B + 1 0 % gu a r g u m 0 10 1 N o - 0 14 07 t o 0 3 4 3 5

L T B + 0 5 % gu a r gu m v s M F o n B io - R a d a g a r p l a t e s 0 0 6 0 N o - 0 182 3 t o 0 3 0 19

L T B + 0 5 % gu a r gu m v s C o l i l e r t® Qu a n t i - T r a y ® / 2 0 00 0 0 5 9 N o - 0 183 6 t o 0 3 00 6

L T B + 1 0 % gu a r gu m v s M F o n B io - R a d a g a r p l a t e s - 0 0 4 2 N o - 0 2 83 7 t o 0 2 00 5

LT B + 1 0 % gu a r gu m v s C o l i l e r t® Qu a n t i - T r a y ® / 2 00 0 - 0 0 4 3 N o - 0 2 85 0 t o 0 1 99 2

M F o n B io - R a d a g a r p l a t e s v s C o l i l e rt ® Qu a n t i - T r a y ® / 20 0 0 - 0 0 0 1 N o ■ 0 24 3 4 t o 0 24 0 9

T a b l e 6 . T u k e y p a i r w i s e c o m p a r i s o n s be t w e e n m e a n E c o l i t i t e r s o n d r i e d s o l id m e d ia p a ds a n d C o l i l e r t

Qu a n t i - T r a y a n d B io - R a d m e m b r a n e f i l t r a t i o n b e n c h m a r k s
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s

%

F i g u r e 13 . St a b i l i ty o v e r t im e o f c o l o n y r e s o l u t i o n o n d r i e d LT B + g u a r g u m m e d ia ( L e ft ^ A f te r 1 S h n „ r «

E s t S n

" ' ° " ° " ^ ° ' °' " ^ ^ " ^ ' °
'
° ' ^ °

" » ^ ^ ^ ^ "
' ° ^

"
/ ° -̂ r g u m TR?gh t {sir s 1 m ?

P a s t e u r iz a t io n a n d t it r a t i o n

P a s t e u r iz a t io n , f i lt r a t io n , o r b o t h p a s t e u r iz a t io n a n d f ilt r a t io n b e f o r e s a m p le

in o c u l a t io n p r o d u c e d c o lo n y r e s o l u t io n f r o m t e s t w a t e r s s p ik e d w it h s e w a g e c o m p a r a b le

t o c o lo n y r e s o lu t io n f r o m t e s t w a t e r s s p ik e d w it h E . c o W B (F ig u r e 1 4 ) T h is w a s o b s e r v e d
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o n d r ie d LT B p a d s , d r ie d LT B w it h 0 5 % g u a r g u m p a d s , a n d d r ie d iVl l a g a r p a d s

E x p e r i m e n t s d e s ig n e d t o t it r a t e t h e n u m b e r s o f b a c kg r o u n d o r g a n i s m s in t e s t w a t e r s

u s in g d r ie d LT B p a d s w it h 0 5 % g u a r g u m s h o w e d t h a t b a c î g r o u n d s m e a r in g in c r e a s e d

a n d c o lo n y r e s o lu t io n d e c re a s e d w it h i n c r e a s in g r a t io s o f n o n - E . c o / / t o t a l c o l if o r m s t o E

C O // (F ig u r e s 1 5 , 1 6 ) T h e r a t io o f E . c o // t o t o t a l c o l if o r m s h a d n o s ig n if ic a n t e f fe c t o n t h e

n u m b e r o f E . c o li d e t e c te d b y m e m b r a n e f i lt r a t i o n o n B io - R a d a g a r ( re p e a t e d m e a s u r e s

a n a ly s is o f v a r ia n c e p = 0 3 7 ) (F ig u r e 1 7 ) .

%

F ig u r e 14 P a s t e u r i z a t i o n a n d fi l t r a t i o n e x p e r i m e n t Q u a l i t a t i v e c o m p a ri s o n o f d r i e d L T B p a d s w i th v a ri o u s

w a te r s s p ik e d w i t h E c o l i B (t a r g e t 5 C F U / m L ) (L e f t t o ri gh t ) U n i v e r s i ty L a k e w a te r , pa s t e u r i z e d a n d
fi l t e r e d s e w a g e s p ik e

,
fi l t e r e d s e w a g e s p i k e , p a s t e u r i z e d s e w a g e s p ik e

,
a n d u n t r e a t e d s e w a g e s p ik e ( 10

C F U /m L to t a l E c o l i )

F i g u r e 15 T i t r a t i o n

e x p e ri m e n t D r i e d LT B

+ 0 5% g u a r g u m p a d s

w i t h v a r y i n g r a t i o s o f

s e w a g e t o t a l c o l i f o r m s

t o t o t a l E c o l i (L e f t t o

ri gh t ) ; 10 : 1 t o t a l
c o l i f o r m s ii

'

c o l i , 1 : 1 ,

1 : 10 , c o n t r o l (£ c o l i B

i n U n i v e r s i ty L a k e

w a t e r )
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8
CO

c
o

o
tn

c
o

8
(0
(D

T it r a t i o n o f b a c k g ro u n d o r g a n is m s o n

d r ie d L T B + 0 . 5 % g u a r g u m p a d s

• Ba t c h 1

■ B a tc h 2

A B a t c h 3

e n u m e ra b ility

0 . 1 1

I I 1 1 1 1

1 0

n o n - £ c» // to t a l c o l ifo r m s : E . c o l i

F i g u r e 16 T i t r a t i o n o f b a c k g r o u n d o r g a n i sm s i n t e s t w a te r s o n d r i e d L T B +

0 5 % gu a r gu m p a d s M e a n c o l o n y r e s o l u t i o n s c o r e s f o r t r ip l i c a t e p a ds a r e

p l o t t e d w i th s t a n da r d e r r o r b a r s a g a i n s t t h e r a t i o o f n o n - i
'

c o l i t o t a l

E a >/ / t it e r s o n B io - R a d pla t e s i n t he p r e s e n c e o f
d if fe r i n g r a t i o s o f n o n - £ c o li : to ta l m llf o r m s

15 0 -
1

? 10 0

o

1 5 0 -

1 : 1 0

g ^ 1 : 1

I " " "

I I y
*

I

F i g u r e 17 E c o l i t i t e r s b y m e m b r a n e f i l t r a t i o n o n B i o - R a d p la t e s i n th e

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

m e a n E c o l i t i t e r s fr o m m e m br a n e fi l t r a t i o n i n t ri p l i c a t e o n B i o - R a d p la t e s .
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D IS C U S S IO N

A t t h is s t a g e in m e t h o d d e v e lo pm e n t , t h e a b s o r b e n t p a d t e s t in t h e d r i e d s o lid

m e d ia f o r m u la t io n w it h LT B a n d g u a r g u m g iv e s s u f f ic ie n t c o lo n y r e s o l u t io n t o a llo w

e n u m e r a t io n o f p u r e c u lt u r e E c o li s p ik e d a t c o n c e n t r a t io n s b e t w e e n 1 0 a n d 1 00 0 C F U

p e r 1 0 0 m L i n t o h ig h q u a lit y s u r f a c e w a t e r c o n t a in in g f e w o r n o in t e r f e r i n g m ic r o b e s . E .

C O / / t it e r s o b t a in e d f r o m t e s t w a t e r s u s in g t h e p a d t e s t w e r e n o t s ig n if ic a n t ly d if fe r e n t f r o m

t it e r s o b t a in e d u s in g t w o g o ld s t a n d a r d U S E PA a p p r o v e d m e t h o d s f o r E . c o li

e n u m e r a t io n P a d s w it h w e t - a p p l ie d LT B g a v e s u f f ic ie n t c o lo n y r e s o l u t io n t o a llo w

e n u m e r a t io n o f E c o l i f r o m s e w a g e d i lu t e d w it h h ig h q u a lit y s u r fa c e w a t e r t o

c o n c e n t r a t io n s b e tw e e n 1 0 a n d 5 0 0 C F U p e r 1 0 0 m L E . c o // t it e r s i n t h e s e t e s t

c o n d it io n s w e r e n o t s ig n if ic a n t ly d if fe r e n t f r o m C o li le r t® Q u a n t i - T r a y ® / 2 0 00 b u t w e r e

s ig n if ic a n t ly lo w e r t h a n o n m e m b r a n e f i lt e r s in c u b a t e d o n B io - R a d p la t e s H o w e v e r , t h e

a b s o r b e n t p a d t e s t la c k s a d e q u a t e c o lo n y r e s o lu t io n t o a c c u r a t e ly a n d p r e c is e ly

e n u m e r a t e E . c o li in e n v ir o n m e n t a l w a t e r s a m p le s (F ig u r e 1 8 ) U n d e r c o n t r o lle d t e s t i n g

c o n d it io n s u s i n g p u r e c u lt u r e E . c o // t h e

a b s o r b e n t p a d t e s t g iv e s s u f f ic ie n t c o lo n y

r e s o lu t io n t o a llo w e n u m e r a t io n o f E c o li ,

a n d t h e r e s u lt i n g n u m b e r s a r e n o t

s ig n if ic a n t ly d if fe r e n t f r o m U S E PA a p p r o v e d

m e t h o d s T h e s e r e s u lt s u g g e s t t h a t f u r t h e r

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

c o u ld p r o d u c e a p a d t e s t t h a t c a n

C r e e k (b o t t o m )

w a t e r s

T h e la r g e s t s in g le h u r d le t o a c h ie v in g a f ie ld r e a d y t e s t i s t h e s m e a r in g o f t h e

c o lo r e d X - G lu c h y d r o ly s is p r o d u c t
,
w h ic h in t e r f e r e s w it h c o lo n y e n u m e r a t io n . R e s u lts

f r o m t h e p a s t e u r iz a t io n a n d t it r a t io n e x p e r i m e n t s d e m o n s t r a t e t h a t b a c k g r o u n d

' * *fi j p * i \

F i g u r e 18 . D r i e d L T B p a d s a ft e r 18 h o u r s

i n c u b a t i o n w i t h n a tu r a l ly c o n t a m in a t e d w a te r

. ^ . , . .
.

s a m p l e s f r o m N o r t h e a s t C r e e k ( t o p ) a n d B o o k e r

e n u m e r a t e E . c o li m n a t u r a ll y c o n t a m i n a t e d p i ^ (Tm t t o m
'

*
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o r g a n is m s a r e l ik e ly a m a j o r c a u s e o f t h e s m e a r in g T h e s e r e s u lt s s u g g e s t t h r e e s e t s o f

o p t io n s f o r r e d u c in g s m e a r in g . F i r s t , a lt e r a t io n s t o t h e p h y s ic a l p r o p e r t ie s o f t h e t e s t m a y

r e d u c e s m e a r i n g T h e a b s o r b e n t p a d a l lo w s s i g n if ic a n t ly m o r e d i f f u s io n a n d m o v e m e n t

o f b a c t e r ia a n d m e d ia c o m p o n e n t s t h a n is p o s s ib le o n t h e s u r f a c e o f s o lid if ie d a g a r o r o n

m e m b r a n e f ilt e r s .
T h e r e m a y b e o t h e r p a d m a t e r ia ls o r t y p e s o f c e ll u lo s e p a d s t h a t a llo w

le s s d i f f u s io n o f m e d i u m a n d s a m p le , a l t h o u g h t h e s e m a t e r ia l s m a y a b s o r b le s s li q u id

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

m a t e r ia l it s e lf c o u ld b e t r e a t e d w it h s u b s t a n c e s t h a t e n h a n c e it s a b i lit y t o b i n d t h e c o lo r e d

p r o d u c t , a lt h o u g h t h is a p p r o a c h m a y a ls o r e d u c e t h e a b s o r b e n c y o f t h e p a d o r in h i b it E .

c o l i g r o w t h A t r a n s p a r e n t t o p la y e r t o w h ic h t h e c h r o m o g e n a d h e r e s m ig h t s e r v e t h e

s a m e p u r p o s e , b u t t h e m a t e r ia l f o r t h is la y e r m u s t n o t t o im p a c t E . c o li g r o w t h o r G U D

e x p r e s s io n

R e s u lt s d e m o n s t r a t e d t h a t o n e o f t h e t e s t e d h y d r o c o l lo id s
, g u a r g u m , m a y r e d u c e

t h e m o b i lit y o f t h e c o lo r e d p r o d u c t w it h o u t s ig n if ic a n t ly l o w e r i n g c o lo n y c o u n t s . A n

a d v a n t a g e o f u s in g g u a r g u m is t h a t u n li k e a g a r , it d o e s n o t r e d u c e t h e v o lu m e o f s a m p le

t h a t c a n b e e x a m in e d u s in g t h e t e s t p a d H o w e v e r , t h e u s e o f s e r o lo g ic a l p ip e t t e s t o

a liq u o t m e d i a o n t o p a d s p la c e d a p r a c t ic a l l im it o n t h e c o n c e n t r a t i o n o f g u a r g u m i n t h e

m e d iu m It w a s n o t p o s s ib le t o m a ke p a d s w it h g u a r g u m c o n c e n t r a t io n s h i g h e r t h a n

1 0 % u s in g t h e d e s ic c a t io n t e c h n iq u e d e s c r ib e d i n t h e d r y a p p lic a t io n p r o t o c o l H ig h e r

c o n c e n t r a t io n s o f g u a r g u m o r o t h e r h y d r o c o l lo id s m a y b e m o r e s u c c e s s f u l a t c o n t a i n i n g

t h e s p r e a d o f t h e c o lo r e d p r o d u c t w it h o u t s ig n if i c a n t ly lo w e r in g c o lo n y c o u n t s A u t h o r s o f

t h e p a t e n t f o r t h e P e t r if il m ™ t e s t f o r m a t r e c o m m e n d g u a r g u m c o n c e n t r a t io n s b e tw e e n

0 8 a n d 5 % (U S P a t e n t 4 5 6 57 8 3 ). X a n t h a n g u m ,
a n o t h e r c o ld w a t e r s o l u b le h y d r o c o llo id ,

i s a n o t h e r c a n d id a t e h y d r o c o llo id a s it is k n o w n t o i n t e r a c t s y n e r g is t ic a lly w it h g u a r g u m

in a m a n n e r t h a t m a y e n h a n c e t h e a b ilit y o f b o t h s u b s t a n c e s t o c o n t a in t h e s p r e a d o f t h e

c o lo r e d p r o d u c t s o f c h r o m o g e n ic g lu c u r o n id e h y d r o ly s is . T h e e x t r e m e ly lo w c o s t o f

h y d r o c o llo id s ( le s s t h a n 1 / 1 0 o f 1 c e n t p e r t e s t ) a ls o m a k e s t h e m e x c e lle n t c a n d id a t e s f o r
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in c o r p o r a t io n in t h e lo w - c o s t a b s o r b e n t p a d f o r n n a t

A s e c o n d s e t o f o p t io n s t o r e d u c e s m e a r in g c o n s is t s o f a lt e r a t io n s t o t h e t e s t

m e d i u m t o r e d u c e t h e m o b i lit y o f t h e b a c t e r ia t h e m s e lv e s S o m e s p e c ie s o f E . c o li a n d

m a n y s p e c ie s o f e n t e r o b a c t e r ia a r e k n o w n t o b e f la g e lla t e d a n d m o t i le P r o t e u s m i r a b ilis ,

f o r e x a m p le ,
is w e ll k n o w n f o r it s s w a r m in g b e h a v io r D

'

M e llo a n d Y o t is f o u n d t h a t

s o d iu m d e o x y c h o la t e (S D O ) a t 0 5 o r 1 0 g / L c o m p le t e ly i n h ib it e d P. m i r a b i li s s w a r m i n g

(19 8 7 ). T h e y a ls o n o t e d a s lo w in g e f fe c t o n E . c o l i g r o w t h a t c o n c e n t r a t io n s a s l o w a s

0 0 0 1 g / L ,
a n d F u j is a w a a n d M o r i f o u n d t h a t S D O a t 3 g / L in h ib it e d G U D a c t iv it y in ly s e d

E . c o li ( 1 99 6 ) F u j is a w a a n d M o r i a ls o f o u n d t h a t G U D a c t iv it y w a s e n h a n c e d in in t a c t E

c o l i b y a t e n f o ld lo w e r c o n c e n t r a t i o n o f S D O (0 3 g / L ), p r o b a b ly b y in c r e a s i n g

p e r m e a b ilit y o f t h e b a c t e r ia l p la s m a m e m b r a n e t o G U D s u b s t r a t e s ( 1 9 9 6 ). S D O is a ls o a

b i le s a lt w it h d e t e r g e n t p r o p e r t ie s , i m p ly in g t h a t a t s o m e c o n c e n t r a t i o n s it m a y s o lu b il i z e

t h e c o lo r e d c h r o m o g e n h y d r o ly s is p r o d u c t e n o u g h t o lo w e r c o lo n y r e s o l u t io n T h e s e

f in d in g s s u g g e s t s t h a t S D O m a y c o n t r ib u t e b e n e f ic ia l p r o p e r t ie s t o t h e a b s o r b e n t p a d

t e s t
,
b u t it m u s t b e s t u d ie d t o e s t a b l is h a u s e f u l r a n g e o f c o n c e n t r a t io n s t h a t i n h ib it

b a c t e r ia l m o t il it y w it h o u t r e d u c i n g E c o // g r o w t h
, G U D a c t iv it y o r c o l o n y r e s o lu t io n in t h e

p a d t e s t f o r m a t

T h e t h ir d a n d m o s t e x t e n s iv e s e t o f o p t io n s t o r e d u c e s m e a r i n g a r e m e a s u r e s t o

r e d u c e o r e li m i n a t e c o m p e t in g o r g a n is m s M a n y c u lt u r e m e d ia a lr e a d y e m p lo y a v a r ie t y

o f t r a d it io n a l m e a s u r e s t o a c h ie v e t h is s e le c t iv it y LT B a lr e a d y c o n t a i n s s o d i u m la u ry l

s u lf a t e , a d e t e r g e n t w h i c h a t lo w c o n c e n t r a t io n s in h ib it s t h e g r o w t h o f g r a m p o s it iv e s w it h

l itt le im p a c t o n E . c o li H o w e v e r , d e t e r g e n t s
,
li k e b i le s a lt s

,
m a y a ls o s o lu b iliz e t h e

c o lo r e d c h r o m o g e n h y d r o ly s is p r o d u c t a n d r e d u c e G U D a c t iv it y in in j u r e d b a c t e r ia ,

r e s u lt in g i n lo w e r e d c o lo n y r e s o l u t io n a n d u n d e r e s t im a t io n o f E . c o l i n u m b e r s i n s a m p le s

c o n t a in in g v ia b le b u t i n j u r e d E . c o li . A n t i b io t i c s c a n in c r e a s e m e d iu m s e le c t iv ity w it h o u t

i n t e r f e r i n g w it h t h e u s e o f c h r o m o g e n ic e n z y m e s u b s t r a t e s H o w e v e r , a n t ib io t ic s a r e b o t h

h e a t la b ile a n d e x p e n s iv e
,
s o t h e ir i n c lu s io n in t h e t e s t m e d i u m r u n s c o u n t e r t o t h e s t a t e d
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g o a ls o f in c r e a s i n g s h e lf s t a b ilit y a n d r e d u c i n g c o s t

R e s t r ic t i n g a v a ila b le n u t r ie n ts in t h e m a n n e r o f a d e f in e d s u b s t r a t e m e d iu m c a n

in c r e a s e m e d iu m s e le c t iv it y w i t h o u t t h e a d d i t io n o f a n t ib io t ic s o r d e t e r g e n t s M 9 m i n i m a l

s a lt s m e d iu m c o n t a i n i n g a c h r o m o g e n ic g lu c u r o n id e a s a s o le c a r b o n s o u r c e r e q u i r e d

i m p r a c t ic a l ly lo n g in c u b a t io n p e r io d s (4 0 h o u r s
,
v e r s u s 1 8 - 2 4 h o u r s f o r U S E PA s t a n d a r d

c u lt u r e - b a s e d m e t h o d s ) t o a c h ie v e e n u m e r a b le r e s u lt s H o w e v e r
, M 9 i s n o t d e s ig n e d

s p e c if ic a lly t o s u p p o r t t h e r o b u s t g r o w t h o f E . c o li A m e d i u m f o r m u l a t io n t h a t s u p p o r t s

e n h a n c e d E c o li g r o w t h a n d s u p p r e s s e s t h e g r o w t h o f c o n t a m in a t i n g b a c t e r ia m ig h t b e

a c h ie v e d b y f o r m u la t in g a n e n t i r e ly n e w m e d i u m , o r b y m a k i n g s t e pw is e a lt e r a t io n s t o

e x i s t in g m e d ia f o r m u la t io n s E it h e r a p p r o a c h p r e c l u d e s t h e u s e o f e x is t i n g c o m m e r c ia lly

a v a il a b le m e d ia a n d a d d s b o t h t im e - c o n s u m i n g e le m e n t s a n d u n c e r t a in t y t o t h e

d e v e lo p m e n t o f t h e p a d t e s t T h e s e a p p r o a c h e s s h o u ld n o t b e u n d e r t a k e n u n le s s o t h e r

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

c r it e r i a o u t lin e a b o v e .

O n e c r u c ia l p r o p e r t y o f t h e a b s o r b e n t p a d t e s t t h a t h a s n o t y e t b e e n a d d r e s s e d is

it s s t a t is t ic a l p o w e r
,
w h ic h is la r g e ly d e t e r m in e d b y t h e s a m p le v o lu m e t h a t c a n b e

e x a m in e d i n a s in g le t e s t T h e c u r r e n t m a x i m u m a llo w a b le t e s t v o l u m e o f 1 0 m L is

d ic t a t e d b y t h e s iz e a n d a b s o r b e n c y o f t h e p a d a n d , t o a le s s e r d e g r e e , t h e a b s o r b e n c y

o f s o m e o f t h e m e d iu m c o m p o n e n t s T h e p a d m u s t b e t h in t o a v o id b a c t e r ia l g r o w t h

i n s id e t h e p a d w h e r e it c a n n o t b e v is u a l iz e d A p a d o f t h e s a m e m a t e r ia l t h ic k n e s s b u t

g r e a t e r s u r f a c e a r e a w o u ld a llo w f o r a l a rg e r s a m p le s iz e P o r t a b ilit y c o u ld b e r e t a i n e d

w it h a p a d a n d b a g t h a t c a n b e f o ld e d n u m e r o u s t im e s f o r t r a n s p o r t
,
t h e n u n f u r le d a t t h e

t e s t in g s ite t o m a x i m iz e its u s a b le s u r f a c e a r e a . In c r e a s i n g t h e s iz e o f t h e t e s t w o u ld , o f

c o u r s e ,
in c r e a s e it s m a t e r ia l c o s t .

A n o t h e r d e t e r m i n a n t o f t h e s t a t is t ic a l p o w e r o f t h e a b s o r b e n t p a d t e s t is t h e

c o n s is t e n c y a n d p r e c is io n w it h w h ic h it e n u m e r a t e s E .
c o li T h o u g h p r e s e n c e - a b s e n c e

in f o r m a t io n o n a 1 00 m L s a m p le is e n o u g h t o d e t e r m in e w h e t h e r w a t e r m e e t s WH O
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d r i n k in g w a t e r g u id e lin e s
,
t in e a b ilit y t o a c c u r a t e ly e n u m e r a t e b e tw e e n 1 a n d 10 0 E . c o li

i n a 1 0 0 m L w a t e r s a m p l e i s u s e f u l t o d e t e r m in e t h e n e e d f o r o r e f f e c t iv e n e s s o f w a t e r

t r e a t m e n t in t e rv e n t io n s a n d f o r e v a lu a t i n g a n y p r e d i c t iv e r e la t i o n s h ip b e t w e e n E c o li

c o n c e n t r a t io n s a n d h e a lt h o u t c o m e s . T h e c o n s is t e n c y a n d p r e c is io n w it h w h ic h t h e

a b s o r b e n t p a d t e s t e n u m e r a t e s t h is r a n g e o f b a c t e r ia l c o n c e n t r a t io n s is im p a c t e d

c o n s id e r a b ly b y t h e p r e s e n c e a n d c o n c e n t r a t i o n o f o t h e r m ic r o b ia l a n d c h e m ic a l

c o n t a m i n a n t s T h e 10 m L v o lu m e a b s o r b e n t p a d t e s t e n u m e r a t e d E . c o l i a t

c o n c e n t r a t io n s b e tw e e n 1 0 a n d 10 00 C PU p e r 1 0 0 m L w h e n t h e w a t e r s a m p le s w e r e

h ig h q u a lit y s u r f a c e w a t e r a r t if ic ia lly c o n t a m i n a t e d w it h p u r e c u lt u r e E . c o li H o w e v e r
,
it

w a s im p o s s i b le t o e n u m e r a t e E c o li i n s u r f a c e w a t e r n a t u r a lly c o n t a m in a t e d w it h E . c o l i

a t 5 C F U/ m L (5 0 C F U/ 10 0 m L ) a n d in h ig h q u a lit y s u r f a c e w a t e r a r t if i c ia lly c o n t a m in a t e d

w i t h s e w a g e a t t h e s a m e E . c o li c o n c e n t r a t io n .

B a c k g r o u n d c o n t a m in a t io n v a r ie s w id e ly b e tw e e n s a m p l i n g s i t e s . T h e a b s o r b e n t

p a d t e s t i n it s c u r r e n t f o r m a t m ig h t p e r m it £ c o li e n u m e r a t io n w it h d r in k i n g w a t e r

s a m p le s f r o m s o m e lo c a t io n s , a n d y ie ld o n ly p r e s e n c e - a b s e n c e in f o r m a t io n in o t h e r s .

T e s t p e r f o r m a n c e s t a n d a r d s w e r e o r ig i n a l ly s e t w it h t h e g o a l o f a c h ie v i n g m a x i m u m

a p p lic a b i lity b y m a k i n g it p o s s ib le t o e n u m e r a t e E . c o l i in a n y d r in k in g w a te r s a m p le . It

w a s t h o u g h t t h a t t h e u s e o f d ilu t e r a w s e w a g e t o m im ic n a t u r a lly o c c u r r in g f e c a l

c o n t a m in a t io n a t a r e la t iv e ly h ig h c o n c e n t r a t io n w o u ld p r o v id e a ri g o r o u s p e r f o r m a n c e

s t a n d a r d f o r t h e p a d t e s t H o w e v e r , s e p a r a t e v e r s io n s o f t h e p a d t e s t c o u ld b e t a i lo r e d t o

m e e t t h e n e e d s o f d if fe r e n t s a m p l in g lo c a t io n s a n d u s e r s a t r e a s o n a b le c o s t M o r e

i n f o r m a t io n a b o u t t h e n a t u r e o f n a t u r a lly o c c u r ri n g b a c k g r o u n d c o n t a m in a t io n is n e e d e d

t o s e t a p p r o p r ia t e p e r f o r m a n c e s t a n d a r d s f o r t h e t e s t a n d f o r d if fe r e n t e n d u s e r s

D if fe r e n t s o u r c e s o f a r t if ic ia l c o n t a m in a t io n s u c h a s a c t u a l h u m a n f e c e s , a n d a w i d e r

v a ri e t y o f w a t e r s w it h n a t u r a l ly o c c u r ri n g E . c o l i c o n t a m i n a t io n s h o u ld b e a s s e s s e d .

T h e t e s t is q u it e p o r t a b le a n d s i m p le t o u s e i n it s c u r r e n t c o n f ig u r a t io n W it h t h e

e x c e p t io n o f t h e c h r o m o g e n ic e n z y m e s u b s t r a t e s , a ll o f t h e t e s t c o m p o n e n t s a r e k n o w n
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t o b e s h e lf s t a b le f o r a t le a s t o n e y e a r in s e a le d c o n t a i n e r s in ty p i c a l la b o r a t o r y

c o u n t e r t o p c o n d it io n s ( r o o m t e m p e r a t u r e , l o w h u m id it y ) D r ie d LT B + 0 5 % g u a r g u m

p a d s g a v e e n u m e r a b le r e s u lt s w it h E c o l i B s p ik e d w a t e r a f te r o n e w e e k t o f o u r m o n t h s

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

o n s t o r e d p a d s h a v e y e t t o b e c o m p a r e d t o e n u m e r a t io n r e s u lt s o b t a in e d u s i n g g o ld

s t a n d a r d m e t h o d s . W h e n t h e t e s t i s o p t i m iz e d t o r e d u c e s m e a r i n g a n d p r o d u c e s u f f i c ie n t

c o lo n y r e s o lu t io n f o r e n u m e r a t io n o f E c o li in n a t u r a lly c o n t a m in a t e d w a t e r s
,
t e s t

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

A v e r s io n o f t h e a b s o r b e n t p a d t e s t w it h it s c u r r e n t p h y s ic a l p r o p e r t ie s a n d t h e

a b il it y t o e n u m e r a t e E c o // w it h s u f fic ie n t p r e c is io n a n d a c c u r a c y i n n a t u r a lly

c o n t a m in a t e d w a t e r s a m p le s w o u ld b e a s ig n if i c a n t i m p r o v e m e n t o v e r e x is t i n g lo w - c o s t

E . C O // e n u m e r a t io n t e c h n o lo g ie s T h e c u r r e n t c o s t p e r t e s t b a s e d o n s t a n d a r d U S

s o u r c e s f o r a l l m a t e r ia ls is 6 6 c e n t s p e r 1 0 m L t e s t , w h ic h m a k e s it c o m p a r a b le t o

C o lile r t ® o r B io - R a d m e m b r a n e f ilt r a t io n f o r 1 0 0 m L v o lu m e s (T a b l e 1 ) I n c o m p a r is o n t o

t h e s e g o ld s t a n d a r d t e s t s , t h e a b s o r b e n t p a d t e s t f o r m a t y ie ld s m u c h le s s c o n s is t e n t

r e s u lt s b u t is c o n s id e r a b ly m o r e p o r t a b le a n d s im p le r t o u s e L o w e r c o s t s o u r c e s f o r t e s t

c o m p o n e n t s h a v e y e t t o b e e x p lo r e d
,
b u t it s h o u ld b e n o t e d t h a t t h e c h ro m o g e n ic

g lu c u r o n id e s u b s t r a t e a c c o u n t s f o r 7 0 % o f t h e c o s t o f t h e t e s t , s o t h e s e a r c h f o r a le s s

e x p e n s iv e s o u r c e o f c h r o m o g e n ic g lu c u r o n id e s s h o u ld b e p r io r it iz e d o v e r c o s t s a v in g s

in v e s t ig a t io n s in t o a n y o t h e r m a t e r ia l (A p p e n d ix B ).

C O N C L U S IO N S

T h e s e r e s u lt s d e m o n s t r a t e t h a t a s im p le , p o r t a b le , lo w - c o s t a b s o r b e n t p a d m e t h o d

f o r e n u m e r a t i n g E . c o l i c a n b e p e r f o r m e d u s i n g c u r r e n t ly a v a il a b le m a t e r ia ls . F u r t h e r

d e v e lo p m e n t a n d o p t i m iz a t i o n a r e r e q u ir e d t o a d d r e s s te c h n ic a l p r o b le m s w it h t h e

m e t h o d t h a t w e r e id e n t if ie d in t h e s e e x p e r im e n t s A n o p t im iz e d t e s t c a n b e e v a l u a t e d i n

t h e f i e ld w it h r e s p e c t t o it s a b il it y t o a s s e s s in t e r v e n t io n s f o r im p r o v in g w a t e r q u a lit y a t
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t h e p o in t o f u s e I n a d d it io n , t h e t e s t m a y b e u s e d t o e x p lo r e r e la t io n s h ip s b e t w e e n E .

c o li le v e l s in w a t e r a n d h u m a n h e a l t h r is k s T h is w o r k d e m o n s t r a t e s t h a t t h e a b s o r b e n t

p a d £ c o li t e s t h a s t h e p o t e n t ia l t o b e c o m e a r o b u s t
,
w id e ly a v a il a b le t o o l f o r a s s e s s in g

d r in k in g w a t e r q u a lit y a t t h e p o in t o f u s e in r e s o u r c e p o o r a n d d is a s t e r s e t t in g s

K e y f i n d i n g s

• A b s o r b e n t p a d w it h p r e d r ie d LT B a n d X - G l u c a t 0 3 g / L a llo w s d e t e c t io n a n d

e n u m e r a t io n o f E c o li in s u r f a c e w a t e r w it h l it t le b a c k g r o u n d c o n t a m in a t io n

• C o lo n y r e s o l u t io n is s ig n if i c a n t ly a n d a d v e r s e l y im p a c t e d b y t h e p r e s e n c e a n d

c o n c e n t r a t io n o f c o n t a m in a t i n g o r g a n is m s

• I n c lu s io n o f g u a r g u m a t 0 5 o r 1 . 0 % i m p r o v e s c o lo r e d c o lo n y r e s o l u t io n a n d

le n g t h e n s t im e w in d o w d u r in g w h ic h E . c o li e n u m e r a t io n is p o s s ib le

S u g g e s t e d a v e n u e s f o r i n v e s t ig a t io n

• Im p r o v e c o lo n y r e s o lu t io n w it h LT B - b a s e d t e s t m e d iu m by in c lu d in g :

• H ig h e r c o n c e n t r a t io n s o f g u a r g u m (2 0 - 3 0 % )

• A lt e r n a t iv e h y d r o c o llo id s e . g x a n t h a n g u m

• I n h i b it o r s o f b a c t e r ia l m o t il it y

• A lt e r n a t iv e p a d m a t e r i a ls

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

h y d r o ly s is p r o d u c t w it h o u t a f fe c t i n g E c o li g r o w t h

• Im p r o v e s e le c t iv it y o f m e d iu m b y d e v e lo p i n g d e f in e d s u b s t r a t e m e d iu m

f o r m u la t io n

• A s s e s s c o n s is t e n c y o f p e r f o r m a n c e o f p a d t e s t w it h m o re r e p r e s e n t a t iv e w a t e r

s a m p le s i n c lu d i n g :

• S u r f a c e w a t e r a r t if i c ia l ly c o n t a m in a t e d w it h a lt e r n a t iv e s o u r c e s o f s im u la t e d

f e c a l c o n t a m i n a t io n , e g h u m a n f e c e s

• S u r f a c e w a t e r s a m p le s w it h n a t u r a l ly o c c u r r in g E . c o li c o n t a m in a t io n f r o m
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i n t e r n a t io n a l a n d lo c a l f ie ld t r ia ls

I n v e s t ig a t e e f f e c t o f s t o r a g e c o n d it io n s a n d le n g t h o f s t o r a g e o n t e s t p e r f o r m a n c e
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R E F E R E N C E S

A P H A 1 9 9 8 S t a n d a r d m e t h o d s f o r t h e e x a m in a t i o n o f w a te r a n d w a s t e w a t e r , 2 0 t h e d . A P H A :

Wa s h in g t o n
,
D C

B r e n n e r K P e t a l 1 9 9 3 N e w m e d iu m fo r t h e s im u l t a n e o u s d e t e c t i o n o f t o t a l c o n f o r m s a n d

E s c h e r i c h i a c o l i m w a t e r A p p l E n v i r o n M ic r o b i o l 5 9 ( 11 ): 3 5 3 4 - 4 4

B r o w n J M , P r o u m S , a n d S o b s e y M D 2 0 0 8 E s c h e r i c h ia c o l l i n h o u s e h o ld d r i n k i n g w a t e r a n d

d ia r r h e a l d is e a s e r i s k : e v id e n c e f r o m C a m b o d ia W a t e r S c i T e c h n o ! 5 8 (4 ): 7 5 7 - 6 3

C h a n g G W
,
B r i l l J

,
a n d L u m R I 9 8 9 P r o p o r t i o n o f (i - D -

g l u c u r o n id a s e - n e g a t iv e E s c h e r i c h i a c o l i

i n h u m a n fe c a l s a m p le s
,
A p p l E n v i r o n M ic r o b io l 5 5 (2 ): 3 3 5 - 9 .

C l a s e n T e t a l 2 0 0 7 I n t e r v e n t i o n s t o im p r o v e w a t e r q u a l i ty f o r p r e v e n t i n g d i a r r h o e a : s y s t e m a t i c

r e v i e w a n d m e t a -
a n a ly s i s B r M e d J 3 3 4 (7 5 9 7 ), 7 5 5 - 7 5 6

C o s t a n
- Lo n g a r e s A e t a l 2 0 0 8 M ic r o b i a l i n d i c a t o r s a n d p a t h o g e n s : r e m o v a l , r e l a ti o n s h ip s a n d

p r e d i c t i v e c a p a b i l it i e s i n w a t e r r e c l a m a t i o n fa c i l it i e s
.
W a t e r R e s e a r c h d o i : 1 0 1 0 16 /j w a t r e s

2 0 0 8 0 7 0 3 7

C u r i a l e M S e t a l 19 9 1 D r y r e h y d r a t a b le f i lm f o r e n u m e r a t i o n o f t o t a l c o l i f o r m s a n d E s c h e r i c h ia

c o l i i n f o o d s : c o l l a b o r a ti v e s t u d y J A s s o c O ff A n a l C h e m 7 4 (4 ): 6 3 5 - 4 8

D
'

M e l lo A
,
Y o t i s W W 1 9 8 7 T h e a c t i o n o f s o d i u m d e o x y c ho l a t e o n E s c h e r i c h ia c o l i A p p l E n v i r o n

M ic r o b io l 5 3 (8 ): 19 4 4 - 6

D i f c o
™ / B B L ™ m a n u a l h t tp : / /w w w b d c o m / d s / te c h n i c a lC e n t e r / i n s e r t s / d if c o B b lM a n u a l a s p

A c c e s s e d 10 A p r il 2 0 0 8

E d b e rg S C e t a l 2 0 0 0 E s c h e r i c h ia c o li : t h e b e s t b io lo g ic a l d r i n k i n g w a t e r in d ic a t o r f o r p u b li c

h e a lt h p r o t e c t i o n . S y m p S e r S o c A p p l M ic r o b i o l 2 9 : 1 0 6 S - 1 16 S

F u j i s a w a T
,
M o r i M 1 9 9 6 I n fl u e n c e o f b i l e s a lt s o f l i -

g l u c u r o n id a s e a c t iv i t y o f in t e s t in a l b a c t e r i a

L e tt A p p l M ic r o b i o l 2 2 : 2 7 1 - 4

G u p t a S K e t a l 2 0 0 7 F a c t o r s a s s o c ia t e d w i t h E c o l i c o n t a m in a t io n o f h o u s e h o ld d r in k in g w a t e r

a m o n g t s u n a m i a n d e a r th q u a k e s u r v i v o r s , In d o n e s i a A m J T r o p M e d H y g 7 6 (6 ): 11 5 8 - 6 2 .

H a rw o o d V J e t a l 2 0 0 5 V a l id i t y o f t h e i n d ic a to r o r g a n is m p a ra d ig m fo r p a th o g e n r e d u c t io n in

r e c l a im e d w a t e r a n d p u b l i c h e a l t h p r o t e c t io n A p p l E n v i r o n M i c r o b io l 7 1 : 3 1 6 3- 7 0

H s u
,
F C P e r s o n a l e - m a i l M a r c h 1 7

,
2 0 0 8

H u r s t C J e t a l 2 0 0 2 M a n u a l o f E n v i r o n m e n t a l M ic r o b i o l o g y 2 n d e d A S M P r e s s : W a s h in g t o n ,

D C

IS O 9 3 0 8 - 1 1 9 9 0 W a te r q u a l i t y D e t e c t i o n a n d e n u m e r a t io n o f E s c h e r i c h i a c o l i a n d c o l if o r m

b a c t e r ia — P a rt 1 : m e m b r a n e f i lt r a t io n m e t h o d IS O : G e n e v a
,
S w i tz e r l a n d

IS O 9 3 0 8 - 2 1 9 9 0 Wa t e r Q u a l i ty
- D e t e c t i o n a n d e n u m e r a t i o n o f c o l i fo r m o r g a n i s m s ,

t h e r m o to l e r a n t c o l i f o r m s a n d p r e s u m p t iv e E s c h e r i c h ia c o l i - P a r t 2 : M u lt ip l e t u be (m o s t

p r o b a b l e n u m b e r ) m e t h o d I S O : G e n e v a , S w i tz e r la n d .

IS O 9 3 0 8 - 3 1 9 9 8 W a t e r q u a l i t y D e te c t io n a n d e n u m e ra t io n o f E s c h e r i c h i a c o i l a n d c o l i f o r m

b a c t e r ia — P a r t 3 : m in i a t u r iz e d m e t h o d ( m o s t p r o b a b le n u m b e r ) f o r t h e d e t e c t i o n a n d

e n u m e r a t io n o f E . c o l i i n s u r f a c e a n d w a s t e w a t e r I S O : G e n e v a , S w i t z e r la n d
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J a m e s A L
,
Y e o m a n P 1 9 8 8 D e t e c t i o n o f s p e c if i c b a c t e r i a l e n z y m e s by h ig li c o n t r a s t m e ta l

c h e l a te f o r m a t i o n P a r t I I S p e c i f ic d e t e c t i o n o f E s c h e r i c h i a c o l l o n m u l t ip o i n t - i n o c u l a te d p l a t e s

u s i n g 8 - h y d r o x y q u in o l i n e
- (2. - D -

g lu c u r o n ld e Z b l B a k t H y g A 2 6 7 : 3 1 6 - 2 1

K h a n I U . H e t a l 2 0 0 7 D e v e lo p m e n t o f a r a p id q u a n t i t a t i v e P C R a s s a y f o r d i r e c t d e t e c t io n a n d

q u a n t i f i c a ti o n o f c u l t u r a b l e a n d n o n - c u l t u r a b l e E s c h e r i c h i a c o / i f r o m a g r i c u lt u r e w a t e r s h e d s J

M ic r o b io l M e t h 6 9 : 4 8 0 - 8

K ie r n a n J A 2 0 0 7 In d ig o g e n i c s u b s t r a t e s f o r d e t e c t i o n a n d l o c a l iz a t i o n o f e n z y m e s , B io t e c h n ic

a n d H is t o c h e m is t r y 8 2 (2 ) : 7 3 - 10 3

K i l i a n M
,
B u lo w P R a p id d i a g n o s i s o f E n t e r o b a c t e r i a c e a e I D e t e c t i o n o f b a c t e r i a l g ly c o s id a s e s

A c t a P a t h o l M i c r o b i o l S c a n d 1 9 7 6 8 4 B (5 ): 2 4 5 - 5 1

L e b a r o n P e t a l . 2 0 0 5 A n o p e r a t i o n a l m e t h o d fo r t h e r e a l - t im e m o n i t o r i n g o f E c o ll n u m b e r s in

b a t h in g w a t e r s M a r i n e P o l lu t i o n B u l le t i n 5 0 : 6 5 2 - 9

L e e J
,

D e i n i n g e r R A 2 0 0 4 D e te c t i o n o f E c o l i i n b e a c h w a t e r w it h i n 1 h o u r u s i n g
im m u n o m a g n e t i c s e p a r a t i o n a n d A T P b io lu m in e s c e n c e L u m in e s c e n c e 1 9 ( 1 ): 3 1 - 6

L u s k , T S 2 0 0 8 C o m p a r i s o n o f f i v e m e t h o d s f o r E c o l i d e t e c t i o n i n w a t e r :

t h e s e a r c h f o r a lo w - c o s t d r i n k i n g w a te r t e s t f o r u s e i n l o w - r e s o u r c e s e tt i n g s M a s te r
'

s o f S c ie n c e

i n P u b l i c H e a l t h Te c h n i c a l R e po r t . U n i v e r s i ty o f N o r t h C a r o li n a - C h a p e l H i l l

M a n a f i M 2 0 0 0 N e w d e v e l o p m e n t s i n c h r o m o g e n ic a n d f l u o r o g e n i c c u l t u r e m e d ia In t J F o o d

M ic r o b i o l 6 0 :2 0 5 - 1 8

M a n a fi
,
M

,

W K n e i f e l , a n d S B a s c o m b 1 9 9 1 F lu o r o g e n i c a n d c h r o m o g e n ic s u b s t r a t e s u s e d i n

b a c t e r ia l d ia g n o s t i c s M i c r o b io l R e v 5 5 : 3 3 5 - 34 8

M a r t i n s M T e t a l 1 9 9 3 D is t r ib u t io n o f u id A g e n e s e q u e n c e s in E s c h e r i c h i a c o l i i s o l a t e s i n w a t e r

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

g l u c u r o n id a s e a c t iv i t y i n 4 -

m e t h y l u m b e l l i f e r y l
- 3 - D -

g l u c u r o n id e m e d ia A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l 5 9 (7 ): 2 2 7 1 - 6

M in tz E e t a l 2 0 0 1 .
N o t j u s t a d r o p in t h e b u c k e t : e x p a n d i n g a c c e s s t o p o i n t - o f - u s e w a t e r

t r e a t m e n t s y s t e m s A m J P u b H e a l t h 9 1 ( 10 1 ) : 1 5 8 5 - 7 0

N a t i o n a l R e s e a r c h C o u n c i l o f t h e N a t io n a l A c a d e m ie s 2 0 0 4 C h a p t e r 4 : A t t r i b u t e s a n d a p p l i c a t io n

o f i n d i c a t o r s I n d i c a to r s f o r w a te r b o r n e p a t h o g e n s T h e N a t io n a l A c a d e m ie s P r e s s :

W a s h i n g t o n , D C

R e g n a u lt B e t a l 2 0 0 0 O l ig o n u c l e o t id e p r o b e f o r t h e v i s u a l iz a t i o n o f E s c h e r i c h i a c o l i / E s c h e r i c h ia

f e r g u s o n i i c e l l s b y i n s i t u hy b r id iz a t io n : s p e c if i c i ty a n d po t e n t ia l a p p l ic a t io n s R e s
.
M ic r o b io l

7 : 5 2 1 - 3 3

R e if f F M e t a l 1 9 9 6 L o w - C o s t S a f e W a t e r f o r t h e W o r ld : A P r a c t i c a l I n t e r im S o lu t io n J P u b .

H e a l t h P o l i c y 1 7 (4 ) : 3 8 9 - 4 0 8

R e i n d e r s R D e t a l 2 0 0 0 U s e o f 8 - h y d r o x y q u i n o l i n e - li - D -

g l u c u r o n id e f o r p re s u m pt iv e

id e n t i f i c a t i o n o f S h ig a t o x i n -

p r o d u c i n g E s c h e r i c h i a c o l i 0 1 5 7 L e tt A p p l M ic r o b io l 3 0 : 4 1 1 - 4

R ic e E W 19 9 0 E ff i c a c y o f be t a -

g lu c u ro n id a s e a s s a y f o r id e n t i f i c a t io n o f E s c h e r i c h ia c o l i b y t h e
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