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L I S T O F F I G U R E S

F i g u r e 1 . W a t e r T r e a t m e n t P l a n t (WT P ) W a t e r S a m p l e A n a l y s i s 8

F i g u r e 2 . V i r u s C o n c e n t r a t i o n f r o m S e w a g e 9

F i g u r e 3 . C e l l C u l t u r e I n f e c t i v i t y A s s a y
* 1 0

F i gu r e 4 . H o l l o w F ib e r U l t r a f i l t r a t i o n (H F U F ) 3 0

F i g u r e 5 . C a l i b r a t i o n o f t h e r e a l - t im e P C R f o r t h e q u a n t i f i c a t i o n o f a d e n o v i r u s h e x o n g e n e u s i n g
a D N A s t a n d a r d 4 3

F i g u r e 6 . C a l i b r a t i o n o f t h e r e a l - t im e P C R f o r t h e q u a n t i f i c a t i o n o f t h e G A P D H g e n e u s i n g a

D N A s t a n d a r d 4 4

F i g u r e 7 . Q u a n t i f i c a t i o n o f t h e m R N A e x p r e s s i o n l e v e l s o f t h e G A PD H g e n e a t d i f f e r e n t

c o n c e n t r a t i o n s o f h o s t c e l l s 4 4

F i g u r e 8 . Qu a n t i f i c a t i o n o f t h e h e x o n g e n e m R N A a t a r a n g e o f i n f e c t i o u s a d e n o v i r u s 4 1

c o n c e n t r a t i o n s (n = = 3) 4 5

F i g u r e 9 . Qu a n t i f i c a t i o n o f v i r a l m R N A v e r s u s h o s t H K m RN A a t a r a n g e o f a d e n o v i r u s 4 1

c o n c e n t r a t i o n s 4 5

F i g u r e 10 . Q u a n t i fi c a t i o n o f a d e n o v i r u s m R N A a n d h o s t c e l l H K ge n e a t d i f f e r e n t c o n c e n t r a t i o n s

o f i n f e c t i o u s a d e n o v i r u s i s o l a t e d f r o m s e w a g e 4 6

F i g u r e 1 1 C o m p a r i s o n o f t h e t r a n s a c t i v a t e d 2 9 3 C MV a n d 2 9 3 R A S c e l l l i n e s w i t h th e s t a n d a r d

G 2 9 3 c e l l l i n e (S T D ) f o r t h e p r o p a g a t i o n o f a d e n o v i r u s 4 1 d e t e r m i n e d b y m e a s u r i n g t h e

p r o d u c t i o n o f v ir a l h e x o n g e n e m RN A i n t h e c e l l m o n o l a y e r a t a n i n i t i a l c o n c e n t r a t i o n o f 1 0 0 0

g e n o m e c o p i e s .
R e p o r t e d c o n c e n t r a t i o n s a r e t h e a v e r a g e o f t h r e e e x p e r im e n t s 4 8

F i g u r e 1 2 . C o m p a r i s o n o f t h e t r a n s a c t i v a t e d 2 9 3 C MV a n d 2 9 3 RA S c e l l l i n e s w i t h t h e s t a n d a r d

G 2 9 3 c e l l l i n e (ST D ) f o r t h e p r o p a g a t i o n o f a d e n o v i r u s 4 1 d e t e r m i n e d b y m e a s u r i n g t h e v i r a l

h e x o n g e n e mRN A i n t h e c e l l m o n o l a y e r a t a n i n i t i a l c o n c e n t r a t i o n o f 10 0 g e n o m e c o p i e s .

R e p o r t e d c o n c e n t r a t i o n s a r e t h e a v e r a g e o f a l l t hr e e e x p e r im e n t s 4 9

F i g u r e 1 3 . C o m p a r i s o n o f t h e d i f f e r e n t G 2 9 3 c e l l l i n e s f o r t h e p r o p a g a t i o n o f a d e n o v i r u s f r o m

s e w a g e s a m p l e c o l l e c t e d f r o m t h e O WA SA WW T P a s d e t e r m i n e d b y m e a s u r i n g t h e v i r a l h e x o n

g e n e m R N A 5 4

I X
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F i g u r e 14 . C o m p a r i s o n o f t l i e di f f e r e n t G 2 9 3 c e l l l i n e s f o r t h e p r o p a g a t i o n o f a d e n o v i r u s e s i n

s e w a g e s a m p l e s f r o m OWA SA WW T P a s d e t e r m i n e d b y m e a s u r i n g v i r a l g e n o m i c D N A f r o m

t h e h e x o n r e g i o n t h a t w a s de t e c t e d b y r e a l - t im e P C R 5 5
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L I ST O F A B B R E V I A T I O N S

A d - A d e n o v i r u s

C C L - 3 - C a n d i d a t e C o n t a m i n a n t L i s t 3

C C /m R N A R T - P C R - C e l l C u lt u r e a n d m R N A R e v e r s e T r a n s c r i p t i o n P o l y m e r a s e C h a i n

R e a c t i o n

C P E - C y t o p a t h i c e f f e c t

C t - C y c l e T h r e s h o l d (w h e n r e f e r r i n g t o P C R r e s u l t s )

F C - F e c a l c o l i f o r m s

F I O s - F e c a l I n d i c a t o r O r g a n i s m s

G A P D H - G l y c e r a l d e h y d e - 3 -

p h o s p h a t e - d e h y d r o g e n a s e

G C - G e n o m e c o p i e s

H A d v s - H u m a n a d e n o v i r u s e s

H F U F - H o l l o w F i b e r U l t r a c e n t r i f u g a t i o n

H K - H o u s e k e e p i n g g e n e

l U - I n f e c t i o u s u n i t s

P B S - P h o s p h a t e - B u f f e r e d Sa l i n e

P E G - P o l y e t h y l e n e g l y c o l p r e c i p i t a t i o n

U S E P A - U n i t e d St a t e s E n v i r o n m e n t a l Pr o t e c t i o n A g e n c y

T C - T o t a l C o l i f o r m s

V P - V i r a l p a r t i c l e s

WH O - W o r l d H e a l t h O r g a n i z a t i o n

x i
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WT P - W a t e r T r e a t m e n t P l a n t

WWT P - W a s t ew a t e r T r e a t m e n t P l a n t

X l l
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B A C K G R O U N D A N D I N T R O D U C T I O N

C o n t a m i n a t e d w a t e r i s t h e c a u s e o f h i gh m o r b i d i t y a n d m o r t a l i t y ; e s p e c i a l l y i n c h i l d r e n u n d e r

f i v e . M o r e t h a n 1 4 m i l l i o n c h i l d r e n d i e e a c h y e a r d u e t o d i a r r h e a l r e l a t e d i l l n e s s e s a n d 3 . 5 7 5

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

U n i t e d N a t i o n
'

s M i l l e n n i u m D e v e l o p m e n t G o a l s i n c l u d e t h e im p r o v e m e n t o f a c c e s s t o s a f e

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

a n d

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

S a f e D r i n k i n g W a t e r A c t b y U S E P A
,
v i r u s e s

,
e s p e c i a l l y e n t e r i c v i r u s e s a n d th e i r p r e s e n c e i n

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

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

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

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

p a t h o g e n s .

1

NEATPAGEINFO:id=529102B3-C761-45C4-9DD7-BE22AE82BE8B



A d e n o v i r u s e s h a v e b e e n i n c l u d e d i n t h e U n i t e d S t a t e s E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y
'

s

d r i n k i n g w a t e r c o n t a m i n a n t c a n d i d a t e l i s t (U SE P A - C C L ) , t h e y a r e s e c o n d o n l y t o r o t a v i r u s e s a s

t h e c a u s e o f d e a t h i n c h i l d r e n u n d e r f i v e
,
a n d a d t y p e s 4 0 a n d 4 1 a c c o u n t f o r t w o - t h i r d s o f t h e

d i a r r h e a c a u s e d by a d e n o v i r u s e s (K o
,
C r o m e a n s

,
& S o b s e y ,

2 0 0 3 ) . I n a d d i t i o n t o d i r e c t d r i n k i n g

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

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

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

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

w i d e s p r e a d o c c u r r e n c e i n s u r f a c e w a t e r s . I f w a s t ew a t e r i s n o t p r o p e r l y t r e a t e d
,
a d e n o v i r u s e s c a n

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

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

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

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

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

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

s u c h a s a d e n o v im s e s p l a y i n

w a t e r - b o m e i l l n e s s e s . E n t e r i c v im s e s s h o w d i f f e r e n t r e s i s t a n c e i n c o m p a r i s o n t o i n d i c a t o r

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

c h e m i c a l a n d p h y s i c a l c h a r a c t e r i s t i c s . D e s p it e t h e i r p o t e n t i a l im p o r t a n c e a s w a t e r b o m e v i r a l

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

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

,
t y p e s 4 0

a n d 4 1
,
h a v e b e e n d i f f i c u l t t o c u l t u r e ; e s p e c i a l l y f r o m w a t e r .

T h e r e f o r e
,
w h i l e c o n s i d e r e d a h i gh

p r i o r i t y f o r r e gu l a t i o n
,

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

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

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

p r o j e c t t o im p r o v e a n d d e v e l o p m e t h o d s f o r t h e d e t e c t i o n a n d q u a n t i fi c a t i o n o f i n f e c t i o u s h u m a n

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

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

a s s o c i a t e d w i t h a d e n o v i r u s
'

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

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

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

d r i n k in g w a t e r w i t h r e s p e c t t o t h e s e v i r u s e s .
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G E N E R .4 L P R O J E C T O B J E C T I V E

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

,
s p e c i f i c ,

a n d e f f i c i e n t m e t h o d t o d e t e c t a n d q u a n t i fy

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

S p e c i fi c O b j e c t i v e s

1 . C o m p a r e t h e d e t e c t i o n o f a d e n o v i r u s i n a n e w t r a n s a c t i v a t e d G 2 9 3 c e l l l i n e w i t h

a d e n o v i r u s i n t h e s t a n d a r d G 2 9 3 c e l l l i n e b a s e d o n i n fe c t i v i t y .

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

u s e o f c e l l c u l t u r e i n f e c t i v i t y a n d m R N A r e v e r s e t r a n s c r i p t i o n r e a l - t im e P C R f o r

d e t e c t i n g i n f e c t i o u s a d e n o v i r u s i n t h e a q u a t i c e n v i r o n m e n t a s w e l l a s c o n c u r r e n t m R N A

r e v e r s e t r a n s c r i p t i o n r e a l - t im e P CR o f a c e l l - H K g e n e a s a n i n t e r n a l c o n t r o l o n t h e

i n fe c t i v i t y a s s a y p r o c e d u r e

3 . Q u a n t i fy t h e e f f e c t i v e n e s s o f H F U F f o r p r im a r y c o n c e n t r a t i o n , P E G p r e c i p i t a t i o n a n d

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

m R N A R T - P C R f o r t h e d e t e c t i o n o f i n f e c t i o u s a d e n o v i r u s f r o m s o u r c e w a t e r .

4 . D e t e rm i n e i f s u s p e n d e d s o l i d s a f f e c t t h e r e c o v e r y o f a d e n o v i r u s e s i n s o u r c e w a t e r s . I f

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

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

5 . D e t e r m i n e i f t h e r e a r e r e l a t i o n s h i p s b e t w e e n b i o - i n di c a t o r s a n d t h e p r e s e n c e o f i n f e c t i o u s

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

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

s e v e r a l t a s k s n e e d e d t o b e

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

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

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

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

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

r e s e a r c h h a d b e e n d o n e i n o u r l a b a t U N C o n t h e d e v e l o p m e n t a n d im p r o v e m e n t o f t h e h o l l o w

fi b e r u l t r a fi l t r a t i o n (H FU F ) m e t h o d . T h i s m e t h o d h a s b e e n p r o v e n i n p r e v i o u s s t u d i e s t o y i e l d

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

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

c u l t u r e a n d mR N A R T - P C R m e t h o d s w i l l b e u s e d . T h e s e m e t h o d s w i l l d e t e c t i n f e c t i o u s

a d e n o v i r u s e s
, u n l i k e d i r e c t P CR th a t o n l y d e t e c t s t h e p r e s e n c e /a b s e n c e o r c o n c e n t r a t i o n s o f v i r u s

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

i n v o l v i n g H F U F
,
P E G p r e c i p i t a t i o n , c h l o r o f o r m e x t r a c t i o n , a n d u l t r a f i l t r a t i o n r e d u c e t h e s a m p l e

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

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

P C R o r c o m b in e d c e l l c u l t u r e a n d m R N A R T - P C R . T h e s o u r c e w a t e r s a m p l e s w e r e f u r t h e r

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

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

E s c h e r i c h i a c o l i , e n t e r o c o c c i ,
C l o s t r id i u m p e rf r i n g e n s , a n d B a c t e r o i d e s sp p . a n d t h e f e c a l v i r u s

i n d i c a t o r s w e r e s o m a t i c a n d m a l e - s p e c i fi c F + c o l i p h a g e s .
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T o a c c o m p l i s h o bj e c t i v e t w o
,
a m e th o d w a s n e e d e d t h a t c o u l d d e t e c t i n f e c t i o u s a d e n o v i r u s e s

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

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

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

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

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

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

S e w a g e s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d f r o m C h a p e l H i l l
,
R a l e i g h ,

a n d D u r h a m
,
N o r t h C a r o l i n a a n d t h e y

w e r e q u a n t i f i e d f o r a d e n o v i r u s e s b y d i r e c t P C R a n d C C /mRN A R T - P C R . I n a d d i t i o n
,
t h e

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

t h e e f f e c t i v e n e s s o f t h e m e t h o d s u s e d . T h e h o u s e k e e p i n g (H K ) g e n e G A P D H w a s a s h o w n t o b e

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

m e t h o d
,

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

t u r b i d i t y ,
N e w O r l e a n s a n d S t . L o u i s

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

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

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

u s i n g a 10% b e e f e x t r a c t s o l u t i o n i n s o d i u m ph o s p h a t e c i t r i c a c i d b u f f e r (p H 7 . 2 ) . B o t h t h e

a l i q u o t s o f t h e s o u r c e w a t e r H F U F r e t e n t a t e s u p e r n a t a n t a n d th e b e e f e x t r a c t e l u a t e o f t h e

s e p a r a t e d s u s p e n d e d s o l i d s w i l l b e a n a l y z e d b y r e a l - t im e P C R f o r h u m a n a d e n o v i r u s e s

B e c a u s e e n t e r i c a d e n o v ir u s e s a r e u s u a l l y d i f fi c u l t t o c u l t u r e d u e t o t h e am o u n t o f t im e t h a t i s

r e q u i r e d t o s e e CP E
,

a d d i t i o n a l r e s e a r c h w a s d o n e t h a t c o m p a r e d t h e u s e o f d i f f e r e n t G 2 9 3 c e l l

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

s u s c e p t i b i l it y t o v i r u s i n f e c t i o n a n d t h e r e b y im p r o v e v i r u s d e t e c t i o n U N C c o l l a b o r a t e d w i t h D r .

G w a n g P y o K o a t S e o u l N a t i o n a l U n i v e r s i t y i n So u t h K o r e a w h e r e h e d e v e l o p e d a n e w a n d

im p r o v e d t r a n s a c t i v a t e d G 2 9 3 c e l l l i n e s .
B a s e d in p r i o r r e s e a r c h b y D r . K o

'

s l a b ,
i t i s s u g g e s t e d

th a t t h i s t r a n s a c t i v a t e d 0 2 9 3 c e l l l i n e i s b e t t e r f o r s u p p o r t i n g e n t e r i c a d e n o v i r u s i n f e c t i v i t y ,

r e s u l t i n g i n a h i gh e r v i r u s r e c o v e r y i n a s h o r t e r i n c u b a t i o n t im e I n t h i s s t u d y t h r e e c e l l l i n e s ,

s t a n da r d a n d t w o t r a n s a c t i v a t e d o n e s , a r e c o m p a r e d i n o u r l a b p a r a l l e l w i t h D r . K o
'

s l a b f o r t h e

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

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

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

N o t e : D e t a i l s o f a l l s a mp l i n g , d e t e c t i o n ,
a n d a n a ly s i s m e t h o d s m e n t i o n e d a r e f o u n d i n t h e

r e sp e c t i v e m e t h o ds s e c t i o n .
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F i g u r e 1 . W a t e r T r e a t m e n t P l a n t (WT P ) W a t e r S a m p l e A n a l y s i s

S u p e rn a t a n t
Pe l l e t s
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F i g u r e 2 . V i r u s C o n c e n t r a t i o n f r o m S e w a g e

V i r u s Co n c e n t r a t io n f r o m Sa m p le s

Elu t e w / BE
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F i g u r e 3 . C e l l C u l t u r e I n f e c t iv i t y A s s a y
*

C e l l C u l t u r e I n f e c t i v it y A s s a y

* (d e m o n s t r a t e d u s i n g s e w a g e b u t s am e m e th o d f o r w a t e r s a m p l e s )

1 0
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Wa t e r b o r n e E n t e r i c V i r u s e s

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

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

g r o u n d w a t e r
,
a n d d r i n k i n g w a t e r (B o s c h

,
2 0 10 ; Ch o

,
L e e

,
Ch o

,
& K i m

,
2 0 0 0 ; G e r b a & R o s e ,

1 9 9 0 ) . A s a r e s u l t , w a t e r s o u r c e s a r e c o m p r o m i s e d ; t h u s
,
i n c r e a s i n g t h e c h a n c e f o r h u m a n s t o

a c q u i r e g a s t r o e n t e r i t i s
,
r e s p i r a t o r y i l l n e s s

,
d i a r r h e a

,
a n d o t h e r a d v e r s e e f f e c t s t h a t a r e a s s o c i a t e d

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

o f d e a t h s p e r y e a r f r o m d i a r r h e a l d i s e a s e ( 1 7 - 2 . 5 m i l l i o n ) ,
w i t h r o t a v i r u s b e i n g t h e l e a d i n g c a u s e

o f d e a t h (5 2 7 ,
0 0 0 c h i l dr e n u n d e r f i v e , m o s t l y i n d e v e l o p i n g c o u n t r i e s ) (W o r l d H e a l t h

O r g a n i z a t i o n (WH O ),
2 0 10 ) . D e t e c t i n g a n d q u a n t i fy i n g h u m a n e n t e r i c v i r u s e s i n t h e w a t e r

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

q u a n t i fy i n g t h e i r h e a l t h im p a c t o n h u m a n s

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

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

e n v i r o n m e n t (G e r b a & R o s e , 19 9 0 ; Pa y m e n t , A r m o n , & G e r b a , 19 8 9 ) . T h i s r e s i s t a n c e c o u l d b e

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

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

c o m p o s e d o f tw o c o m p o n e n t s , (t h e c a p s i d a n d t h e g e n o m e ) ,
w h e r e t h e c a p s i d i s r e s p o n s i b l e f o r

p r o t e c t i n g t h e d e g r a d a t i o n o f t h e g e n o m e (R o d r i g u e z
,
P e p p e r

,
& G e r b a

,
2 0 0 9) . T h e g e n o m e

i n c l u d e s p o s i t i v e - s t r a n d e d R N A v i r u s e s
,
d o u b l e - s t r a n d e d R N A v i r u s e s , a n d d o u b l e - s t r a n d e d

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

(R o d r i g u e z e t a l .

,
2 0 0 9) . W i t h t h e e x c e p t i o n o f t w o

,
a d e n o v i r u s a n d p a r v o v i r u s a l l c o n t a i n R N A

1 1
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g e n o m e E n t e r i c v i r u s e s , a s d o m o s t v ir u s e s
,
r e q u i r e a h o s t c e l l t o r e p l i c a t e

.
T h e y h a v e t h e a b i l i t y

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

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

c a n s h e d a s h i g h a s 10 9 v i r a l p a r t i c l e s p e r g r a m o f s t o o l d u r i n g t h e a c u t e p h a s e a n d i n s o m e

c a s e s
,
l i k e a d e n o v i r u s e s

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

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

v i r u s e s c a n c a u s e i l l n e s s i f i n g e s t e d (W a r d
,
A k i n , & D D A l e s s i o

,
1 9 8 4 ) . H o w e v e r

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

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

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

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

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

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

M a s t a d e n o v i r u s . A d e n o v i r u s e s a r e c o m m o n l y d i v i d e d i n t o 6 s e r o g r o u p s (A - F ) ; w i t h i n t h e s e

g r o u p s ,
t h e r e a r e 5 1 s e r o t y p e s t h a t i n f e c t h u m a n s . T h e y a r e n o n - e n v e l o p e d w it h a m e d i u m

c a p s i d i n s i z e (9 0 - 1 0 0 n m ) a n d i c o s a h e d r a l i n s h a p e . A d e n o v i r u s e s
'

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

d s D N A . T h e c a p s i d t h a t e n c l o s e s t h e g e n o m e i s c o m p r i s e d o f c a p s o m e r s (2 4 0 h e x o n s a n d 12

p e n t o n s ) w it h fi b e r s t h a t a r e p r o j e c t e d t h a t a r e s p e c i fi c f o r e a c h s e r o t y p e (M e n a & G e r b a
,
2 0 0 9 ) .

T h e f o l l o w i n g c h a r a c t e r i s t i c s m a y a s s i s t w i t h a d e n o v i r u s e s
'

a b i l i t y t o s u r v i v e o u t s i d e o f t h e h o s t

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

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

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

c o n d i t i o n s (M e n a & G e r b a
,
2 0 0 9 ) , a n d U V i n a c t i v a t i o n (K o , C r o m e a n s , & S o b s e y , 2 0 0 5 ;

T h u r s t o n - E n r i q u e z
,
H a a s

,
J a c a n g e l o ,

R i l e y ,
& G e r b a

,
2 0 0 3) ; p r e s e n t i n g a c h a l l e n g e f o r

d i s i n f e c t i o n b y W T P s i n w h i c h a d e n o v i r u s a r e c o n t i n u o u s l y d e t e c t e d f r o m d i s i n f e c t e d s e w a g e
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(R o d r i g u e z ,
G u n d y , & G e r b a , 2 0 0 8) . G r o u p F c o n t a i n s t h e e n t e r i c s e r o t y p e s 4 0 a n d 4 1 th a t a r e

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

,
2 0 0 3 ) ,

t h e i r p r e s e n c e i n dr i n k i n g w a t e r
,
s u r f a c e w a t e r

, g r o i m d w a t e r
,
a n d r e c r e a t i o n a l w a t e r s (G e r b a &

R o s e
,
19 9 0 ; H e e r d e n , E h l e r s

,
V i v i e r , & G r a b o w , 2 0 0 5 ; S. C . J i a n g , 2 0 0 6 ; K e s w i c k , G e r b a

,

D u P o n t , & R o s e
,
19 84 ) ,

a n d t o t h e i r i n c l u s i o n i n t h e U n it e d S t a t e s E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n

A g e n c y
'

s d r i n k i n g w a t e r c o n t a m i n a n t c a n d i d a t e l i s t (C C L ) (U S E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n

A g e n c y ,
2 0 10 ) . T h e E P A d e v e l o p e d t h i s C C L 3 h s t o f 10 4 c h e m i c a l c o n t a m i n a n t s a n d 12

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

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

D r i n k i n g W a t e r A c t (S D WA ) . T h e im p a c t t h a t h u m a n a d e n o v i r u s e s (H A d v s ) (t y p e s 4 0 a n d 4 1)

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

g a s t r o e n t e r i t i s (A U a r d , G i r o n e s , J u t o , & W a d e l l ,
1 9 9 0 ; C r u z e t a l

,
1 9 9 0 ; E n r i q u e z , H u r s t

,
&

G e r b a
,
1 9 9 5 ; J o t h i k u m a r e t a l .

,
2 0 0 5 ; L o g a n ,

O '

L e a r y ,
& O '

S u l l i v a n
,
2 0 0 6 ; M e n a & G e r b a

,

2 0 0 9 ; T o p k a y a ,
A k s u n g a r ,

O z a k k a f l , & (^a p a n ,
2 0 0 6 ; U hn o o

,
W a d e l l

,
S v e n s s o n

, & Jo h a n s s o n ,

1 9 84 ) a n d t h e n u m b e r o f d e a t h s i n c h i l d r e n u n d e r f i v e (K o e t a l .

,
2 0 0 3 ) . I n a d d it i o n

,
A d 4 0 a n d

4 1 a c c o u n t f o r t w o - t h i r d s o f t h e d i a r r h e a c a u s e d b y a d e n o v i r u s e s (C r o m e a n s
,
L u

,
E r dm a n ,

H u m p h r e y ,
& H i l l

, 2 0 0 8 ) .
T h e h u m a n e x p o s u r e t o a d e n o v i r u s e s c a n b e f r o m c o n s u m p t i o n o f

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

a c t i v i t i e s (S . C . J i a n g ,
2 0 0 6 ) . D u e t o t h i s p u b l i c h e a l t h i m p a c t ,

i t i s im p o r t a n t t o d e v e l o p

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

s a m p l e s s u c h a s s e w a g e a n d w a t e r t h a t c o u l d p o t e n t i a l l y p o s e a t h r e a t t o h u m a n s .
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A d e n o v i r u s L if e Cy c l e

T h e i n f e c t i o u s c y c l e o f a d e n o v i r u s c a n b e di v i d e d i n t o t w o p h a s e s
,
w i t h D N A r e p l i c a t i o n

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

i t s e l f t o s p e c i f i c c e l l s u r f a c e r e c e p t o r s o n t h e h o s t a n d t h r o u gh e n d o c >1;o s i s t h e v i r o n i s e n g u l f e d

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

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

t r a n s c r i b e d t o m R N A s i n t h e n u c l e u s . T h e v i r a l p r o t e i n s a r e p r o d u c e d o u t s i d e t h e n u c l e u s a n d

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

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

r e l e a s i n g n e w a d e n o v i r u s e s . I t i s im p o r t a n t t o n o t e t h a t v i r a l

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

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

U V r a d i a t i o n
,
a n d t e m p e r a t u r e ) a n d t h e s t e p s o f

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

c o m p o n e n t s f o r d e t e c t i o n o f i n f e c t i o u s a d s (R o d r i g u e z e t a l . , 2 0 0 9 ) . T h e e a r l y g e n e
,
E A l a n d t h e

l a t e h e x o n g e n e p l a y a n im p o r t a n t r o l e i n t h e i n fe c t i v i t y p r o c e s s d u r i n g c e l l c u l t u r i n g (K im ,
L im

,

& K o
,
2 0 10 ; R o d r i g u e z e t a l

,
2 0 0 9 ) .

U s e of F e c a l I n d i c a t o r O r g a n i s m s

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

p r e s e n c e o r a b s e n c e o f f e c a l c o n t a m i n a n t s t h a t t h r e a t p u b l i c w a t e r s y s t e m s I n 1 9 74
,
a c c o r d i n g t o

t h e Sa f e D r i n k i n g W a t e r A c t
,
t h e E P A h a d t o d e v e l o p a s t a n d a r d o f m e a s u r e t h a t a l l w a t e r

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

o f p r o t e c t i n g p u b h c d r i n k i n g w a t e r (U S E n v i r o n m e n t a l Pr o t e c t i o n A g e n c y ,
2 0 1 1b ) . I f t h e s e

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

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

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

t h e i n d i c a t o r s a r e t u r b i d i t y w h i c h t e s t
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t h e c l o u d i n e s s o f w a t e r t h a t c o u l d i n t e r f e r e i n t h e d i s i n f e c t i o n p r o c e s s ; t o t a l c o l i f o rm s (T C )

w h i c h a r e n a t u r a l l y f o u n d i n t h e e n v i r o n m e n t ; f e c a l c o l i f o r m s (F C ) o r E s c h e r i c h i a c o l i w h i c h a r e

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

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

c o n t a m i n a t i o n (U S E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y ,
2 0 1 1 a ) T h e s e i n d i c a t o r s h a v e b e e n u s e d

a s m e a s u r e s t o m o n i t o r w a t e r s y s t e m s
,
h o w e v e r

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

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

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

J i a n g ,
2 0 0 6) .

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

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

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

i n d i c a t o r s f o r f e c a l - o r a l t r a n s m i t t e d v i r u s e s (B o s c h , 2 0 10 ) D e s p i t e t h e n e e d , t h e r e i s r e a s o n t o

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

r e s i s t a n t t o w a t e r t r e a t m e n t p r o c e s s e s ( S C . J i a n g ,
2 0 0 6 ; M . D So b s e y ,

1 9 8 9 ) ,
t h e i r a b i l i t y t o

s u r v iv e l o n g e r i n n a t u r a l e n v i r o n m e n t s t h a n b a c t e r i a (B e r g & M e t c a l f , 1 9 7 8) , a n d t h e s e a s o n a l

d i s t r i b u t i o n o f m o s t v i r u s e s i s d i f f e r e n t t h a n b a c t e r i a l i n d i c a t o r s (A P H A 19 9 5 ) . T h e r e f o r e
,

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

g u a r a n t e e d a n d a m o r e r e l i a b l e c h o i c e s h o u l d b e f o u n d (B o s c h , 2 0 10 ) . T h e r e a r e c e r t a i n

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

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

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

i n e x p e n s i v e p r o c e d u r e s
,
a n d (v i ) s h o u l d n o t b e p a t h o g e n i c (B o s c h , 2 0 10 )

T h e r e i s a n e e d f o r m e t h o d s o f m o n i t o r i n g t h e v i r a l q u a l i t y o f w a t e r ( Ch o e t a l .

,
2 0 0 0 ) . T h i s

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

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

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

a p r o m i s i n g

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

a n d B a c t e r o i d e s f r a g i l is b a c t e r i o p h a g e s (B o s c h ,
2 0 10 ; H a v e l a a r , 1 9 9 3) . A d e n o v i r u s e s a r e k n o w n

f o r b e i n g m o r e s t a b l e t h a n f e c a l i n d i c a t o r b a c t e r i a d u r i n g U V t r e a t m e n t p r o c e s s e s ( S . C . J i a n g ,

2 0 0 6 ) a n d i t h a s b e e n s u g g e s t e d t h a t t h e y m i gh t f i t t h e c r i t e r i a a n d b e a g o o d i n d i c a t o r o f v ir a l

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

X a g o r a r a k i , & R o s e ,
2 0 10 ;

S . J i a n g , D e z f l i l i a n
,
& C h u

,
2 0 0 5 ) ; h e n c e

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

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

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

R e s e a r c h i n d i c a t e s t h a t a d e n o v i r u s e s a r e u b i q u i t o u s i n t h e e n v i r o n m e n t . H a v i n g t h e u n i q u e

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

c o n t r i b u t e s t o t h e i r a b i l i t y t o s u r v i v e f o r l o n g p e r i o d s o f t im e i n t h e e n v ir o n m e n t (E n r i q u e z e t a l .

,

19 9 5 ; H e & J i a n g ,
2 0 0 5 ) . A d e n o v i r u s i n f e c t i o n s o c c u r y e a r - r o u n d a n d th e r e i s v e r y l i t t l e s e a s o n a l

v a r i a t i o n i n s h e d d i n g (H e & J i a n g ,
2 0 0 5) A c c o r d i n g t o s e v e r a l r e p o rt s , a d e n o v i r u s e s h a v e b e e n

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

w a s t e w a t e r ) a n d d r i n k i n g w a t e r

(C h o e t a l
,
2 0 00 ; G e r b a & R o s e , 19 9 0 ; H e e r d e n e t a l .

,
2 0 0 5 ; S C J i a n g ,

2 0 0 6 ; M u s c i l l o , 2 0 0 8 ) .

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

r e c o v e r y f r o m e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s (C r o m e a n s e t a l
,
2 0 0 8 ) . W h e n s a m p l i n g e n v i r o n m e n t a l
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s a m p l e s t h e r e a r e a n u m b e r o f i n h i b i t o r s t h a t c o u l d i n f l u e n c e d e t e c t i o n ; t h e r e f o r e , d e v e l o p i n g a n d

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

e x p e r im e n t t h e u s e o f e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s (W T P s a n d s e w a g e s a m p l e s ) w i l l c o n t r i b u t e t o

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

u s i n g t h e H F U F a n d c e l l c u l t u r e m R N A - R T PC R a s t h e m e t h o d o f c h o i c e .

C o n c e n t r a t i o n of A d e n o v i r u s e s

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

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

c o n c e n t r a t i o n s . T h e r e f o r e
,
l a r g e v o l u m e s ( l OL t o > 10 0 L ) h a v e t o b e c o n c e n t r a t e d t o r e d u c e t h e

v o l u m e t o a s u i t a b l e q u a n t i t y f o r m o l e c u l a r ( l OO^ L ) a n d c e l l c u l t u r e a n a l y s i s ( 10 - 2 0 m L ) ; w h i l e

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

a n d im p r o v e d a t U N C t h a t c o m b in e t h e u s e o f h o l l o w f i b e r u l t r a f i l t r a t i o n (H F U F ) a n d

p o l y e t h y l e n e g l y c o l p r e c i p i t a t i o n (P E G ) t o c o n c e n t r a t e t h e a d e n o v i r u s e s i n w a t e r . T h i s

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

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

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

M e t h o ds of d e t e c t i o n

D u e t o t h e
" f a s t i d i o u s

"
c h a r a c t e r i st i c s o f s e r o t y p e s 4 0 a n d 4 1 i t h a s m a d e d e t e c t i o n

,
c u l t u r i n g ,

a n d q u a n t i f i c a t i o n d i f fi c u lt . A d 4 0 a n d A d 4 1 a r e d i f fi c u lt t o i s o l a t e
,
i n c o n t r a s t t o o t h e r a d s d u e

t o h o w t h e y gr o w i n c e l l c u l t u r e (J o t h i k u m a r e t a l
,
2 0 05 ) . C e l l c u l t i or i n g i s t h e s t a n d a r d f o r

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

p r o d u c e c y t o p a t h i c e f f e c t s (C P E ) (D a h l i n g ,
19 9 1 ; R o dr i g u e z e t a l .

,
2 0 0 9 ; T i e m e s s e n & K i d d ,

19 9 5 ) . CP E a r e w h e n y o u n o t i c e c h a n g e s i n a c e l l m o n o l a y e r ,
i n s o m e c a s e s i t i s a v i s i b l e p l a g u e
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t h a t i n d i c a t e s v i r a l i n f e c t i v i t y . D e t e c t i o n o f v i r u s e s i n c e l l c u l t u r e i s d e p e n d e n t o n a s s a y

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

,
a n d t h e

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

,
2 0 0 9) I n a d d i t i o n

,
e v e r y c e l l l i n e

d o e s n o t p r o p a g a t e v i r u s e s s im i l a r l y (R o dr i g u e z e t a l .

,
2 0 0 9) a n d s o m e i n f e c t i o u s v i r u s e s s i m p l y

c a n n o t b e d e t e c t e d u s i n g c e l l c u l t u r e a s s a y s b e c a u s e t h e s e v i r u s e s a r e n o t c u l t i v a b l e (C h o e t a l .

,

2 0 0 0 ) . U n d e r s t a n d i n g t h e i n f e c t i v i t y o f s l o w -

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

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

(R o dr i g u e z e t a l .

,
2 0 0 9 ) .

M a n y r e s e a r c h e r s u s e t h e G r a h a m 2 9 3 (G 2 9 3) c e l l l i n e f o r p r o p a g a t i n g a d s (C r o m e a n s e t a l
. ,

2 0 0 8 ) ,
b u t t h e y h a v e a l s o b e e n c u l t u r e d i n m a n y o t h e r c e l l l i n e s i n c l u d i n g H e L a

,
H E K

,
A 54 9

,

P L C / PR F / 5 , a n d C a c o - 2 c e l l s a n d b e c a u s e t h e s e v i r u s e s c a n i n f e c t c e l l s w i t h o u t p r o d u c i n g a n y

c y t o p a t h i c e f f e c t s (CP E ) o r g r o w s l o w
,
r e q u i r i n g u p t o 10 - 2 0 d a y s o f i n c u b a t i o n t o s e e C PE h a s

m a d e d e t e c t i o n a n d q u a n t i f i c a t i o n d i f f i c u l t ( S . C . J i a n g ,
2 00 6 ; J o t h i k u m a r e t a l .

,
2 0 0 5 ; K o e t a l .

,

2 0 0 3 ; K o , J o t h i k u m a r , H i l l , & S o b s e y , 2 0 0 5 ; R o d r i g u e z e t a l . , 2 0 0 8) . H a v i n g t o w a i t u n t i l C P E

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

a c c u r a t e

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

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

t o d e t e c t
,
e s p e c i a l l y t h o s e v i r u s e s t h a t a r e d i f f i c u l t t o c u l t u r e (C h o e t a l . , 2 0 0 0 ; R o d r i g u e z e t a l . ,

2 0 0 9 ) . P o l ym e r a s e c h a i n r e a c t i o n (P C R ),
a m o l e c u l a r d e t e c t i o n m e t h o d a m p l i f i e s a s i n g l e c o p y

o f t a r g e t D N A t o m i l l i o n s o f c o p i e s o f D N A th a t c a n e a s i l y b e q u a n t i f i e d . T o d e v e l o p r e a l - t i m e

PC R m e t h o d s f o r a d e n o v i r u s e s
,
d e g e n e r a t e p r im e r s a n d a T a q M a n ® p r o b e t a r g e t i n g a 1 6 3 - b p

r e g i o n o f t h e h e x o n g e n e w e r e d e s i g n e d t o a m p l i fy e n t e r i c s e r o t yp e 4 0 a n d 4 1 (H e & J i a n g ,

2 0 0 5 ) . A l t h o u gh d i r e c t P C R p r o v i d e s n o i n f o r m a t i o n a b o u t v i r a l i n f e c t i v i t y i t c a n b e u s e d f o r
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p r e s e n c e a b s e n c e o f a d s (S J i a n g , N o b l e , & C h u , 2 0 0 1 ; K o , J o t h i k u m a r e t a l .

,
2 0 0 5 ; M . So b s e y ,

B a t t i g e l l i ,
S h i n

, & N e w l a n d
,
19 9 8 ) A c o m b i n a t i o n o f c e l l c u l t u r e a n d P C R m e t h o d s h a s be e n

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

a n d

a d e n o v i r u s (K o e t a l .

,
2 0 0 3 ) . I n t h e c a s e o f A d e n o v i r u s t h e c o m b i n a t i o n o f c e l l c u l t u r e w i t h t h e

s p e c i fi c d e t e c t i o n o f v i r a l m R N A w i t h R T P CR c a n b e u s e d f o r t h e r a p i d d e t e c t i o n o f e n t e r i c

a d e n o v i r u s (K o e t a l .

,
2 0 0 3 ) W i t h t h i s m e t h o d t h e m R N A t h a t w a s p r o d u c e d d u r i n g r e p l i c a t i o n

w i l l a l l o w f o r t h e d e t e c t i o n o f l o w n u m b e r s o f i n f e c t i o u s a d s t o b e d e t e c t e d w it h i n 3 t o 5 d a v s

(K o , J o t h i k u m a r e t a l .

,
2 0 0 5 ) . T h e d i s a d v a n t a g e o f t h e n e s t e d P C R w a s th e r i s k o f c o n t a m i n a t i o n

b e c a u s e t h e p r o c e d u r e r e q u i r e d t h e t u b e s t o b e o p e n e d p o s t P C R (K o
,
J o t h i k u m a r e t a l .

,
2 0 0 5 ) .

T h e s t u dy t h a t K o e t a l 2 0 0 5 l a t e r c o n du c t e d
,
e l im i n a t e d t h e n e e d f o r p o s t PC R r e q u i r e d f o r

n e s t e d P C R a n d i n t e g r a t e d c e l l c u l t u r e - T a qM a n ® R T - P C R m e t h o d t h a t r a p i d l y a n d s e n s i t i v e l y

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

C o n t r o l f o r i n f e c t i v i ty a s s a y s

D e s p i t e im p r o v e m e n t s i n q u a n t i fi c a t i o n a n d d e t e c t i o n t i m e
,
m R N A - R T P C R a n d c e l l c u l t u r e

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

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

t r a n s c r i p t i o n w h e n y o u a r e d e t e c t i n g R N A e x p r e s s i o n (D h e d a e t a l .

,
2 0 0 4 ) . T h e r e f o r e ,

it i s

p r o p o s e d t h a t t h e u s e o f t h e h o u s e k e e p i n g g e n e g l y c e r a l d e h y d e - 3 -

p h o s p h a t e - d e h y d r o g e n a s e

(G A P D H ),
w h i c h h a s p r e v i o u s l y b e e n u s e d t o s t a n d a r d i z e mR N A e x p r e s s i o n a s s a y s

,
h a s t h e

a b i l i t y t o s e r v e t h i s p u r po s e (D h e d a e t a l
,
2 0 0 4 ) I n d o i n g s o

,
t h e e x p r e s s i o n l e v e l s f o r t h e

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

d i f f e r e n t c o n d i t i o n s (T h e l l i n e t a l
,
1 9 9 9 ) . R e s e a r c h i n d i c a t e s t h a t a n i n t e r n a l c o n t r o l (i .

e .

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

,
2 0 0 9 ) I t i s i m p o r t a n t t o n o t e t h a t t h e r e i s s o m e s p e c u l a t i o n t h a t c e r t a i n

h o u s e k e e p i n g g e n e s m i gh t b e i n a p p r o p r i a t e a n d s h o u l d b e c h o s e n b a s e d o n s p e c i fi c e x p e r im e n t s

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

,
2 0 0 4 ) .

D e v e l o p m e n t of t r a n s a c t i v a t e d c e l l l i n e

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

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

a t Se o u l N a t i o n a l U n i v e r s i t y h a s d e v e l o p e d s t a b l e c e l l l i n e s (CM V a n d R A S) t h a t t h e y b e l i e v e

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

a n d g r o w t h o f g r o u p F a d s d u r in g c e l l c u l t u r e p r o p a g a t i o n a n d a s s a y (K i m e t a l .

,
2 0 10 ) V i r a l

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

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

a d e n o v i r u s e s i n c e l l c u l t u r e (K im e t a l .

,
2 0 10 ) . T h i s e x p e r im e n t a n a l y z e d t h e e f f e c t t h a t t h e v i r a l

t r a n s a c t i v a t o r p r o t e i n s l E l f r o m c y t o m e g a l o v i r u s (C M V ) a n d h e p a t i t i s B v i r u s (H B V ) X h a d o n

t h e m u l t i p l i c a t i o n o f h u m a n a d s . T h e t r a n s a c t i v a t e d 2 9 3 C M V s i g n i fi c a n t l y i n c r e a s e d l e v e l s o f

a d e n o v i r u s D N A a n d m R N A du r i n g c e l l c u l t u r e w h e n c o m p a r e d w i t h t h e G 2 9 3 (K i m e t a l .

,

2 0 10 ) .
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M A T E R I A L S A N D M E T H O D S

S o u r c e w a t e r s a m p l e c o l l e c t i o n . W e s e l e c t e d s i x g e o gr a p h i c a l l y d i s t i n c t w a t e r t r e a t m e n t p l a n t s

w i t h i n t h e U n i t e d St a t e s t h a t a g r e e d t o p a r t i c i p a t e i n o u r p r o j e c t . T h e r e w e r e t h r e e d i f f e r e n t

s a m p l e t i m e s p e r p l a n t i n S e p t e m b e r 2 0 0 9 ,
N o v e m b e r 2 0 09 , a n d F e b r u a r y 2 0 10 f o r a t o t a l o f

e i gh t e e n s a m p l e s e t s . E a c h f a c i l i t y w a s p r o v i d e d s i x 4 L c o n t a i n e r s t h a t t o t a l e d 2 4 L
,
i n w h i c h

th e y c o l l e c t e d s o u r c e w a t e r s a m p l e s , s t o r e d th em o v e r n i g ht a t 4
°

C
,
a n d n e x t d a y a i r e x p r e s s e d

th em t o U N C . U p o n a r r i v a l a t t h e v i r o l o g y l a b a t t h e U n i v e r s i t y o f N o r t h C a r o l i n a C h a p e l H i l l
,

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

v i r u s e s w e r e c o n c e n t r a t e d u s i n g t h e H o l l o w F ib e r U lt r a fi l t r a t i o n (H F U F ), p o l y e t h y l e n e g l y c o l

p r e c i p i t a t i o n (P E G ),
a n d u l t r a c e n t r i f i i g a t i o n m e th o d t o a fi n a l v o l u m e o f a p p r o x im a t e l y 5 m L a n d

s t o r e d i n - 8 0
°

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

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

p e r fr i n g e n s s p o r e s
,
a n d B a c t e r o i d e s s p p .

T h e s i x w a t e r t r e a t m e n t p l a n t s (WT P s ) w e r e s e l e c t e d b a s e d o n t h e i r p o t e n t i a l t o c o n t a i n

a d e n o v i r u s i n t h e ir r a w w a t e r . T h e s e p l a n t s a r e r e p r e s e n t a t i v e o f di f f e r e n t U . S . g e o g r a p h i c a l

l o c a t i o n s T h e w a t e r t r e a tm e n t p l a n t s i d e n t i f i e d w e r e i n C a r y ,
N o r t h C a r o l i n a ; R a l e i gh ,

N o r t h

C a r o l i n a ; St . L o u i s
,
M i s s o u r i ; N e w O r l e a n s , L o u i s i a n a ; A i m A r b o r

,
M i c h i g a n ; a n d L a s V e g a s ,

N e v a d a .

• C a r y ,
N o r t h C a r o l i n a : T h e s o u r c e w a t e r f o r t h e t o w n o f C a r >

' i s J o r d a n L a k e . T h i s l a k e i s

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

G r a h a m a n d th e C i t y o f B u r l i n g t o n .
I n a d d i t i o n

,
i t r e c e i v e s w a t e r f r o m N o r t h e a s t C r e e k (a
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w a s t e w a t e r e f f l u e n t d i s c h a r g e p o i n t f o r t h e C i t y o f D u r h a m ) a n d M o r g a n C r e e k (a

w a s t e w a t e r d i s c h a r g e p o i n t f o r t h e t o ^ ^ ' n o f C h a p e l H i l l ) . I t a l s o r e c e i v e s s u r f a c e a n d

s t o r m w a t e r r u n o f f f r o m h e a v i l y u r b a n i z e d a r e a s o f t h e Jo r d a n Wa t e r s h e d . J o r d a n L a k e

h a s b e e n c l a s s i f i e d a s im p a i r e d b y t h e s t a t e o f N o r t h C a r o l i n a .

R a l e i g h , N o r t h C a r o l i n a : T h e E . M . J o h n s o n W a t e r T r e a t m e n t p l a n t r e c e i v e s i t s s o u r c e

w a t e r f r o m t h e F a l l s L a k e . T h e y t r e a t a n d p u m p o n a v e r a g e 5 0 - 6 0 m i l l i o n g a l l o n s a d a y .

T h i s p l a n t i s n o t u n d e r t h e di r e c t i n f l u e n c e o f a m a j o r N PD E S- p e r m i t t e d w a s t e w a t e r

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

J o r d a n L a k e H o w e v e r
,
i t d o e s p r e s e n t s im i l a r c o n c e r n s w i t h p o t e n t i a l s e w a g e im p a c t s

a n d p o t e n t i a l l y c o n t a m i n a t e d s u r f a c e w a t e r r u n o f f a s d o e s J o r d a n L a k e . L i t t l e L i c k C r e e k ,

a t r i b u t a r y c o n t r i b u t i n g t o F a l l s L a k e i s c l a s s i f i e d a s im p a i r e d b y t h e St a t e o f N o r t h

C a r o l i n a fr o m e x c e s s s t o r m w a t e r
,
l a c k o f r i p a r i a n v e g e t a t i o n , m a l f u n c t i o n i n g s e p t i c

s y s t e m s
,
a n d p o l l u t a n t s f r o m u r b a n d e v e l o p m e n t f r o m a p o p u l a t i o n o f m o r e t h a n 1 7,

0 0 0

p e o p l e . E U e r b e C r e e k
,
a p r e d o m i n a t e l y u r b a n w a t e r s h e d l o c a t e d i n D u r h a m

,
N C a l s o i s a

t r i b u t a r y t o F a l l s L a k e , h a s b e e n c l a s s i f i e d b y th e St a t e o f N o r t h C a r o l i n a a s a n
"

i m p a i r e d

s t r e a m " b e c a u s e i t d o e s n o t s u f f i c i e n t l y s u p p o r t a q u a t i c l i f e . Po s s i b l e c a u s e s im p a i r m e n t

i n c l u d e : ( 1 ) e x c e s s s t o r m w a t e r f r o m u r b a n d e v e l o p m e n t , (2 ) l a c k o f r i p a r i a n v e g e t a t i o n

i n m a n y a r e a s
, (3 ) s t o r m dr a i n d i s c h a r ge s t h a t c a r r y p o l l u t a n t s f r o m u r b a n i z e d a r e a s

, (4 )

" i Ui c i t d i s c h a r g e s ,

" i n c l u d i n g c h e m i c a l o r s e w a g e s p i l l s a n d ( 5 ) im p a c t s f r o m p a s t

c h a n n e l s t r a i g h t e n i n g . Th e w a t e r s h e d h a s a p o p u l a t i o n o f > 4 7 , 5 0 0 p e o p l e (a s o f 2 0 0 0 )

a n d p e r m i t t e d w a s t e w a t e r d i s c h a r g e s (i n M G D
,
m i l l i o n g a l l o n s p e r d a y ) i n c l u d e s N o r t h

D u r h a m W a t e r R e c l a m a t i o n F a c i l i t y (2 0 M G D ); D a y s I n n W a s t e w a t e r T r e a t m e n t P l a n t

( 0 . 0 1 8 M G D ) a n d L a k e R i d g e A e r o P a r k (0 . 0 16 M G D ) .
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• S t L o u i s
,
M i s s o u r i : T h e C i t y o f S t . L o u i s a c t u a l l y h a s t w o w a t e r t r e a t m e n t p l a n t s t h a t

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

R o c k s P l a n t
,
w h e r e t h e i n f lu e n t i s t h e M i s s i s s i p p i R i v e r . T h i s p a r t i c u l a r l o c a t i o n i s 1 1

m i l e s n o r t h o f t h e c e n t e r o f t h e c i t y a n d 5 m i l e s d o w n s t r e a m f r o m t h e M i s s o u r i

c o n f lu e n c e . T h i s p a r t i c u l a r p l a n t h a s t h e c a p a c i t y t o p r o d u c e 2 4 0 m i l l i o n g a l l o n s d a y b u t

a v e r a g e s 12 0 M G D d a i l y I t i s a l l s u r f a c e w a t e r r u n o f f . T h e e f f l u e n t o f t h e L o w e r

M e r a m e c R i v e r W a s t e w a t e r T r e a t m e n t P l a n t f l o w s i n t o t h e M i s s i s s i p p i R i v e r a t t h e

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

• N e w O r l e a n s , L o u i s i a n a : T h e C i t y o f N e w O r l e a n s r e c e i v e s r a w w a t e r f r o m t h e

M i s s i s s i p p i R i v e r a n d i t i s p u m p e d t o t h e C a r r o Ut o n W a t e r P u r i f i c a t i o n P l a n t . T h e s o u r c e

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

u p s t r e a m f r o m t h e i r l o c a t i o n . T h e p l a n t t r e a t s a p p r o x i m a t e l y 13 5 m i l l i o n g a l l o n s o f w a t e r

p e r d a y .

• A n n A r b o r
,
M i c h i g a n : T h e s o u r c e w a t e r f o r t h e t o w n o f A n n A r b o r

'

s d r i n k i n g w a t e r

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

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

im p a i r e d b y t h e s t a t e
,
w i t h T o t a l M a x im u m D a i l y L o a d (T MD L ) l im i t s e s t a b l i s h e d f o r E

c o l i .

L a s V e g a s ,
N e v a d a : T h e r e a r e t w o w a t e r t r e a t m e n t f a c i l i t i e s t h a t s e r v i c e N e v a d a

,
b u t f o r

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

W a t e r T r e a tm e n t F a c i l i t ) ' . T h e y c u r r e n t l y s e r v i c e a p p r o x im a t e l y 1 10 M G D . T h e p l a n t s
'

r a w w a t e r s o u r c e i s r e c e i v e d f r o m L a k e M e a d a n d t h e C o l o r a d o R i v e r . T h e i n t a k e i s a t
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t h e b o tt o m o f t h e l a k e i n t h a t C o l o r a d o R i v e r c h a n n e l . A t t h i s s p e c i fi c l o c a t i o n , t h e i n t a k e

p i p e i s s u b m e r g e d ; t h e r e f o r e
,
i t i s n o t u n de r t h e i n fl u e n c e o f c o n t a m in a t e d e f fl u e n t f r o m a

w a s t e w a t e r t r e a t m e n t f a c i l i t y . I t i s im p o r t a n t t o n o t e t h a t t h e C o l o r a d o R i v e r i s p r im a r i l y

s n o w m e l t fr o m t h e R o c k y M o u n t a i n s a n d i s c o n s i d e r e d t o b e h i gh q u a l i t y s o u r c e w a t e r

I d e n t if y i n g w a t e r t r e a t m e n t p l a n t - s p e c if i c f a c t o r s of v u l n e r a b i l i ty . E a c h p l a n t w a s o n l y a b l e t o

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

a l k a l i n i t y ,
h a r d n e s s

,
t u r b i d it y ,

T O C , p H , a n d t e m p e r a t u r e (T a b l e 15 ) t h a t w a s u s e d a s a t o o l f o r

p r e d i c t i n g G r o u p F a d s p r e s e n c e a n d c o n c e n t r a t i o n s T h i s d a t a w a s u s e d a s a p o s s i b l e p r e d i c t o r

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

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

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

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

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

p e r f o r m e d u p o n a r r i v a l a t U N C .

M i c r o b i a l i n d i c a t o r a n a ly s i s f o r f e c a l c o n t a m i n a t i o n :

i D EX X Qm n n - T r m C im i e r t a n d E n i e r o i e r t U s in g t h e C o l i l e r t a n d E n t e r o l e r t U S E PA

a p p r o v e d m e th o d s t h a t a r e i n c l u d e d i n St a n d a r d M e t h o d s f o r E x a m i n a t i o n o f W a t e r a n d

W a s t e w a t e r ; w e t e s t e d t h e c o n c e n t r a t i o n s o f E s c h e r i c h i a c o l i
,
f e c a l c o l i f o rm s , a n d

e n t e r o c o c c u s i n t h e s o u r c e w a t e r s a m p l e s .
P e r l OOm L v o l u m e o f s o u r c e w a t e r

,
t h e

gr o w t h m e d i u m p r o v i d e d i n e a c h k i t , w a s m i x e d th o r o u gh l y w i t h e a c h 10 0 m l s a m p l e ,

p o t i r e d i n t o a Qu a n t i - T r a y ,
t h a t d e t e c t e d u p t o 2 0 0 M PN / l OOm L

,
a n d s e a l e d u s i n g t h e

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

d e p e n d i n g o n t h e b a c t e r i a t e s t e d (s e e b e l o w ) f o r 2 4 h o u r s . T h e c o n t r o l b a c t e ri a u s e d f o r
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t h e C o l i l e r t t e s t i n g w a s K l e b s i e l l a ( c o l i f o r m ) a n d E c o U B a n d f o r E n t e r o l e r t t e s t i n g ,

E n t e r o c o c c u s f a e c a l i s . U s i n g a s t e r i l e w o o d e n a p p l i c a t o r s t i c k
,

a n a l i q u o t ( t h i s o n l y

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

fr o z e n b r o t h s t o c k w a s s c r a p p e d a n d p l a c e d i n l OOm L o f D I f o r t h e c o n t r o l s a n d l OOm L

o f s o u r c e w a t e r f o r e a c h W T P a n d p r o c e s s e d a s d e s c r i b e d .
F o r C o l i l e r t , t h e t r a y s w e r e

p l a c e d i n t h e i n c u b a t o r f o r 4 h o u r s a t 3 7
°

C a n d t h e n m o v e d t o 4 4
°

C (t e s t i n g f o r f e c a l

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

p l a c e d i n t h e i n c u b a t o r f o r t h e e n t i r e 2 4 h o u r p e r i o d a t 4 4
°

C a s d e s c r i b e d b y t h e

m a n u f a c t u r e r . T h e s e m e t h o d s w e r e b a s e d o n D e fi n e d S u b s t r a t e T e c hn o l o g y (D S T ) ;

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

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

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

r e a d b y e x a m i n i n g t h e c o l o r a n d fl u o r e s c e n c e o f e a c h w e l l . F o r C o l i l e r t , y e l l o w w e l l s

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

t h e

w e l l s w e r e o b s e r v e d f o r b l u e fl u o r e s c e n c e w h i c h i n d i c a t e d t h e p r e s e n c e o f E c o l i . T h e

U V l a m p w a s a l s o u s e d t o o b s e r v e t h e E n t e r o l e r t t r a y s ; fl u o r e s c e n t w e l l s i n d i c a t e d t h e

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

t h e m o s t p r o b a b l e n u m b e r (M PN ) w a s c a l c u l a t e d ( T a b l e 4 ) u s i n g a n M PN c a l c u l a t o r .

C i pi ip h tt g e T e s t i n g . M e t h o d 16 0 2 w a s u s e d t o d e t e c t m a l e - s p e c i fi c a n d s o m a t i c c o l ip h a g e

i n w a t e r b y t h e S i n g l e A g a r L a y e r (SA L ) p r o c e du r e p r e p a r e d b y t h e U S E PA .
A l OOm L

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

p h a s e h o s t

b a c t e r i a {E c o l i F a m p f o r F
" "

c o l i p h a g e a n d E c o l i C N - 13 f o r s o m a t i c c o l i p h a g e ) ,
a n d

l OOm L o f d o u b l e - s t r e n g t h m o l t e n t r y p t i c s o y a g a r (T SA ) t o t h e s a m p l e . T h e s a m p l e w a s
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t h o r o u g h l y m i x e d a n d t h e t o t a l v o l u m e w a s p o u r e d i n t o 4 p l a t e s e a c h f o r m a l e - s p e c i fi c

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

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

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

(P F U )/ 10 0mL (U S E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y , 2 0 0 1) .

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

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

b y a s e p t i c a l l y a d d i n g 17 5m L o f e v a p o r a t e d m i l k t o a 2 5 0m L g r a d u a t e d c y l i n d e r a n d t h e

v o l u m e w a s b r o u g h t t o 2 50m L b y a d d i n g s t e r i l e D I w a t e r . A 0 . 2% f e r r o u s s u l f a t e

s e p t a h y d r a t e s o l u t i o n w a s p r e p a r e d i n a 5 0 0m L b o t t l e b y a d d i n g I g o f f e r r o u s s u l f a t e t o

2 5 0m L o f s t e r i l e D I w a t e r a n d a l l o w e d t o m i x . A ft e r t h e m i l k w a s m i x e d w i t h th e f e r r o u s

s u l f a t e s o l u t i o n
,

v o l u m e s o f l Om L w e r e di s p e n s e d i n t o 15 s t e r i l e t u b e s (p e r s am p l e )

E a c h r o w o f 5 t u b e s c o r r e s p o n d e d t o t h e u n d i l u t e d s a mp l e a n d 1 1 - f o l d s a m p l e d i l u t i o n s i n

s e r i e s t h r o u g h 1: 12 1 . T h e s e r i a l 1 1 - f o l d d i l u t i o n s w e r e m a d e i n 1 5m L t u b e s b y a d d i n g

5mL o f s t e r i l e D I w a t e r a n d t h e n 0 . 5 m L o f s a m p l e . F o r e a c h s t e r i l e t u b e s e t , I m L f r o m

t h e c o r r e s p o n d i n g d i l u t i o n s e r i e s w a s a d d e d t o e a c h l OmL s t e r i l e c u l t u r e t u b e . W a t e r

s a m p l e s w e r e p r e p a r e d b y h e a t i n g l Om L o f t h e s a m p l e t o 7 0
°

C f o r l Om i n s . T h i s w a s

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

i n c u b a t e d a t 4 2
°

C f o r 1 8- 2 4 hr s a n d th e n o b s e r v e d f o r s t o r m y f e r m e n t a t i o n ; i n d i c a t i v e o f

C l o s t r i d i u m p e rf r i n g e n s s p o r e s .

B a c t e r o i d e s s p . F o r t h e a n a l y s i s o f B a c t e r o i d e s sp i n t h e s o u r c e w a t e r s a m p l e s
,
1 OOm L

o f e a c h c o l l e c t e d s o u r c e w a t e r w a s p a s s e d t h r o u g h a 0 2 2 m i c r o n f i b e r g l a s s fi l t e r . T h e

fi l t e r s w e r e s t o r e d a t - SOX u n t i l D N A e x t r a c t i o n a n d r e a l - t im e P CR a n a l y s i s w a s
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p e r f o r m e d . T h e D N A w a s e x t r a c t e d f r o m t h e fi l t e r u s i n g t h e M O B I O U l t r a c l e a n ® So i l

D N A I s o l a t i o n K i t (M O B I O L a b o r a t o r i e s
,
I n c C a r l s b a d

,
C A U S A ) B r i e f l y ,

t h e f i h e r

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

a s d e s c r i b e d i n t h e k i t i n s t r u c t i o n s . T h e r e a l - t im e P C R f o r t h e d e t e c t i o n o f B a c t e r o i d e s s p

u s e d p r im e r s a n d p r o b e t a r g e t i n g t h e 16 s D N A
,
a s p r e v i o u s l y d e s c r i b e d by L a y t o n e t a l .

,

2 0 0 6 T h e P C R m i x t u r e c o n s i s t e d o f 12 . 5p m o l e s o f e a c h p r im e r a n d Spm o l e s o f t h e

p r o b e ,
12 . 5 |a L o f 2 X Qu a n t i t e c h p r o b e P C R m i x (Q i a g e n ) a n d w a t e r t o a v o l u m e o f

2 5 ja L . T h e r e a l - t i m e P CR r e a c t i o n w a s r u n i n a Sm a r t c y c l e r s y s t e m (Ch e p e i d) a n d t h e

a m p l i f i c a t i o n c o n d i t i o n s w e r e a s f o l l o w s : i n i t i a l a c t iv a t i o n s t e p o f 9 5
°

C f o r 15m i n u t e s
,

a n d 5 0 c y c l e s o f 9 5
°

C f o r 1 0 s e c o n d s
,
a n d 6 0

°

C f o r 3 0 s e c o n d s . A p o s i t i v e D N A c o n t r o l

w a s k i n d l y p r o v i d e d b y P r o f e s s o r J i l l St e w a r t o f U N C . T h i s w a s a q u a n t i fi e d D N A

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

P C R f o r qu a n t i fi c a t i o n . T h e C t v a l u e s w e r e u s e d t o m a k e a c a l i b r a t i o n c u r v e t h a t w a s

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

C o n c e n t r a t i o n of a d e n o v i r u s i n e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s :

A i e mm r m S t o c k T h e a d e n o v i r u s s t o c k u s e d w a s p r e v i o u s l y p r e p a r e d i n 2 0 0 7 . T h e

v i r u s e s a r e c o m m o n l y p r o p a g a t e d i n 1 5 0 c m ^ fl a s k w h e n t h e fl a s k i s a t l e a s t 8 0 %

c o n fl u e n t , c o r r e s p o n d i n g t o - 1 0 ^
c e l l s / fl a s k

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

t w o

i n f e c t i o u s v i r u s e s p e r c e l l a r e i n f e c t e d i n t o t h e G 2 9 3 c e l l l i n e a n d h a r v e s t e d f o r 10 d a y s

p o s t i n fe c t i o n o r u n t i l a t l e a s t 5 0% C P E w a s o b s e r v e d T h e m o n o l a y e r w a s i n c u b a t e d

w i t h 2 % f e t a l b o v i n e s e r u m c o m p l e t e M EM a t 3 7
°

C . T h e v i r u s e s w e r e r e c o v e r e d b y

d i s r u p t in g t h e i n f e c t e d c e l l m o n o l a y e r w i t h t w o f r e e z e / t a w c y c l e s a n d t h e c e l l s w e r e
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r e m o v e d b y c e n t r i f u g a t i o n (3 5 00 x g ,
3 0 m i n u t e s

,
4

°

C ) . T h e s u p e rn a t a n t w a s r e t a i n e d a s

v i r u s s t o c k a n d s t o r e d a t - 8 0
°

C

P ri m a r y d m c e m r a f i o n u s i n g H t t l i a w F i b e r V l t r a j i k r a i k m (H F U F ) .

*

• S o u r c e w a t e r . F i v e 4 L c o n t a i n e r s (t o t a l i n g 2 0 L ) w e r e t r a n s f e r r e d t o a p o l y e t h y l e n e

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

H e m o fl o w F 8 0 A s t e r i l e , d i s p o s a b l e , m e d i c a l g r a d e H F U F c a r t r i d g e t h a t r e t a i n s a n y

v i r u s e s p r e s e n t i n t h e w a t e r . T h i s H e m o f l o w F 8 0A p o l y s u l f o n e d i a l y s i s f i l t e r h a s a

p a r a l l e l f l o w th r o u g h w i t h a M WC O (m o l e c u l a r w e i g h t c u t o f f ) o f 15 ,
0 0 0 t o 2 0 , 0 0 0 .

T h e s u r f a c e a r e a o f t h e f i l t e r i s 1 . 8 m -
a n d t h e f i b e r i r m e r d i a m e t e r i s 2 0 0 î m A

p e r i s t a lt i c p u m p w a s u s e d t o r e c i r c u l a t e t h e w a t e r s a m p l e i n i t i a l l y a t l o w p r e s s u r e s (5 -

10 p s i ) f o r a p p r o x i m a t e l y 5 m i n u t e s t o e n s u r e n o l e a k a g e f r o m t h e t u b i n g . T h e

p r e s s u r e w a s i n c r e a s e d b e t w e e n 1 5 - 2 5 p s i u n t i l t h e s a m p l e v o l u m e w a s r e du c e d
,
b y

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

T o r e c o v e r t h e m i c r o b e s o n t h e f i l t e r
,
t h e v ir u s e s w e r e e l u t e d b y a d d i n g 2 5 0m L

H F U F F l u t i n g So l u t i o n (l X PB S / 1 % L a u r e t h - 1 2 ) t h a t w a s p r e p a r e d b y a d d i n g l Og / L

o f L a u r e t h - 1 2 a n d 5 0 }j L a n t i f o a m - A i n 1 L o f PB S (p H 7
.
4 ) .

T h e e l u t i o n s o l u t i o n

r e c ir c u l a t e d s l o w l y t hr o u g h t h e f i l t e r a t 5 - 1 0 p s i u n t i l t h e s a m p l e v o l u m e w a s a g a i n

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

r e t e n t a t e w a s a p p r o x im a t e l y 2 0 0 - 3 OOm L . T h i s fi l t r a t i o n p r o c e s s t o o k a p p r o x im a t e l y

3 0 m i n u t e s p e r w a t e r s a m p l e . T o r e m o v e a n d r e c o v e r t h e s a m p l e s u s p e n d e d s o l i d s

b e f o r e PE G p r e c i p i t a t i o n ,
t h e r e t e n t a t e w a s d i v i d e d i n t o t w o 2 5 0m L C o m i n g

c e n t r i f u g e b o t t l e s a n d t h e s a m p l e s w e r e t h e n c e n t r i fu g e d a t 3
,
0 0 0 X g f o r 2 0 m i n u t e s

a t 4
°

C . T h e r e s u l t i n g s u p e r n a t a n t w a s r e c o v e r e d a n d f u r t h e r c o n c e n t r a t e d u s i n g P E G
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p r e c i p i t a t i o n a s d e s c r i b e d i n s e c o n d a r y c o n c e n t r a t i o n s t e p s b e l o w . A ft e r r e m o v i n g t i i e

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

w e r e s t o r e d a t - 2 0
°

C u n t i l f u r t h e r p r o c e s s i n g a n d a n a l y s i s w a s c o m p l e t e d . .
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F i g u r e 4 . H o l l o w F i b e r U l t r a fi l t r a t i o n (H F U F )

C u b i c C o n t a i n e r

(WT P s a m p l e ) P e r i s t a l t i c P u m p
P r e s s u r e g a u g e

| j )g j w || | l l l Ji MM Ji g |
^ ( J

: 7 i » l

H e m o f l o w F 8 0 A fi l t e r c a r t r i d g e

4
'

- 2

So u r c e w a t e r s a m p l e s (2 0 L ) R e t e n t a t e (~ 5 0 0mL )
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• S e w a g e S a i B p l e s . S e w a g e s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d f r o m t h r e e w a s t e w a t e r

t r e a t m e n t p la n t s i n C h a p e l H i l l ,
R a l e i g h ,

a n d D u r h a m ,
N o r t h C a r o l i n a . O n e

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

2 0 0m L o f 1 0 % b e e f e x t r a c t s o l u t i o n w h i l e a dj u s t i n g t h e p H o f t h e s a m p l e t o

3 . 5 a n d a g i t a t i n g i t f o r 2 0 m i n u t e s . T h e f l o c c u l a t e d v i r u s e s w e r e c e n t r i f u g e d a t

3 , 0 0 0 X g f o r 3 0 m i n u t e s r e s u l t i n g i n a p e l l e t T h e p e l l e t s w e r e r e s u s p e n d e d

i n t o 5 0m L o f 0 . 4 5 M N a 2H P 0 4 fo l l o w e d b y r e a dj u s t m e n t o f t h e p H t o 7 . 2 .

T h e s a m p l e w a s fu r t h e r c o n c e n t r a t e d b y P EG p r e c i p i t a t i o n (6% P E G
,
0 . 3 N

N a C l
, p H 7 . 0 ) w i t h o v e r n i g h t o r b i t a l s h a k i n g a t 4

°

C a n d 2 0 0r pm f o l l o w e d b y

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

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

o r i g i n a l l y f o r m e d a ft e r s e p a r a t i o n o f p e l l e t s b e f o r e B E w a s a d d e d ) o f P E G

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

a s s a y e d f o r v i r u s e s .

S e a m d a r y a m c e m m ti o n u s i n g P E G P t e c ip i i a t k m , ( l i i o mf b r m E x t r a c t m n
,
a n d

U M r a c e n t r if u g a ti m i .

*

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

r e d u c e s a m p l e t o x i c i t y i n t h e H FU F r e t e n t a t e . T h e H F U F b u f f e r c o n t a i n s 1% WA ^

L a u r e t h - 1 2 w h i c h c a u s e s c y t o t o x i c i t y a n d t h e s a m p l e i t s e l f m a y h a v e a c c i m i u l a t e d

o t h e r c } 4 o t o x i c c o n s t i t u e n t s i n t h e w a t e r s a m p l e s . T h e r e f o r e
,
t h e s e a d d i t i o n a l s a m p l e

p r o c e s s i n g s t e p s w e r e n e e d e d f o r f u r t h e r v i r u s c o n c e n t r a t i o n a n d p u r i fi c a t i o n .
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M e e i p e f o r I X p ii o s p b a t e - b a f f a r e d s a l i n e (P B S )/ L ( 10 Oa i M s p H 7
. 5 )

8 g N a C l

0 . 2 g K C l

0 . 9 1 g N a 2H P0 4 (a n h y d r o u s )
0 . 1 2 K H 2P O 4 ,

a n d br i n g v o l u m e u p t o 1 L w it h r e a g e n t ; a u t o c l a v e d

P o l y e t f i j l e n e G l y c o l P r e d p l t a t l o i i (P E G ). B a s e d o n t h e s a m p l e v o l u m e
,
P E G

a n d N a C l w e r e a d d e d t o fi n a l c o n c e n t r a t i o n s o f 9% P E G a n d 0 . 3 M N a C l . T h e

P E G / N a C l w a s a d d e d i n a s t e r i l e 2 5 0 m L c e n t r i f u g e b o t t l e t o t h e p r i m a r y

c o n c e n t r a t e , n o t t o e x c e e d 2 2 5m L . T h e b o t t l e s w e r e p l a c e d o n a n o r b i t a l s h a k e r

a n d a l l o w e d t o s h a k e o v e r n i g h t a t 4
°

C a n d 2 0 0 r p m T h e n e x t d a y , t h e b o t t l e s

w e r e c e n t r i f u g e d a t 4 2 0 0 r p m f o r 1 h o u r a t 4
°

C . T h e s u p e r n a t a n t w a s d e c a n t e d

a n d th e p e l l e t s w e r e r e s u s p e n d e d u s i n g 15m L o f PB S (p H 7 . 5 ) . T h e r e s u l t i n g

c o n c e n t r a t e s p e r t r e a tm e n t p l a n t s a m p l e w e r e c o m b i n e d a n d s t o r e d i n a 5 0m L

c e n t r i f u g e t u b e .

C l i l o r o f o F B i E x t r a c t i o E . T o k i l l a n y b a c t e r i a a n d t o r e m o v e c e r t a i n s o l u b l e

im p u r i t i e s .
5m L o f c h l o r o f o r m w e r e a d d e d t o t h e c o n c e n t r a t e d s a m p l e f r o m s t e p 2

(PE G p r e c i p i t a t i o n ) a n d m i x e d t o e m u l s i fy b y i n v e r t i n g t h e t u b e s i n v e r t i c a l

m o v e m e n t f o r o n e m i n u t e . T h e s a m p l e s w e r e c e n t r i f u g e d f o r 2 0 m i n s a t 3 0 0 0 x

g / 4
°

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

fi lm l a y e r a b o v e t h e c h l o r o f o r m a n d t h e v o l u m e s w e r e r e c o r d e d . T h e s u p e r n a t a n t

w a s s t o r e d a t - 4 0
°

C o r u lt r a c e n t r i f u g a t i o n di r e c t l y f o l l o w e d t h i s s t e p .

I Ji t r a c e i i t r i f u g H t l o i i . T h e v o l u m e o f t h e s u p e r n a t a n t t h a t w a s r e c o v e r e d a ft e r

c h l o r o f o r m e x t r a c t i o n (i n t h e p r e v i o u s s t e p ) w a s a dj u s t e d t o 5 0 m L b y a d d i n g P B S

(p H 7
. 5 ) . T h e s a m p l e w a s t r a n s f e r r e d t o a 7 5 m L u l t r a c e n t r i f u g e t u b e a n d
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c e n t r i f u g e a t 1 0 0
,
0 0 0 x g a t 4

°

C f o r 2 h o u r s . U l t r a c e n t r i f u g a t i o n w a s u s e d t o

s e p a r a t e t h e v i r u s e s fr o m t h e b u f f e r a n d fu r t h e r r e d u c e t h e s a m p l e v o l u m e t o 5m L .

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

w a s r e s u s p e n d e d i n 5m L o f P B S (p H 7 . 5 ) . T h e c o n c e n t r a t e d s a m p l e s w e r e

a l i q u o t e d i n 4 - 1 . 2m L t u b e s a n d s t o r e d a t - 8 0
°

C f o r v i r u s i n f e c t i v i t y a s s a y .

R e c o v e r y ,
d e t e c t i o n

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

A c o m b i n e d C C / m RN A R T - PC R m e t h o d w a s u s e d b e c a u s e s p e c i fi c d e t e c t i o n o f

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

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

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

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

p r e s e n c e o f i n f e c t i o u s v i r u s e s i n c e l l c u lt u r e . T h e m R N A w a s d e t e c t e d u s i n g a t w o s t e p

a p p r o a c h .
I n t h e fi r s t st e p , m R N A f r o m R N A e x t r a c t i o n o f i n o c u l a t e d c e l l s w a s s u bj e c t e d

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

w a s s u bj e c t e d t o r e a l - t im e P C R w i t h s p e c i fi c p r im e r s t a r g e t i n g t h e h e x o n g e n e f o r

a d e n o v i r u s e s A - F a n d a n o t h e r t h a t s p e c i f i c a l l y t a r g e t s t h e h e x o n g e n e f o r t h e g r o u p F a d s

4 0 a n d 4 1. T h i s a p p r o a c h i s a s p e c i fi c a n d s e n s i t i v e m e t h o d t h a t y i e l d s h i g h r e c o v e r y f o r

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

m R N A b y R T - P C R a l l o w e d f o r a r c h i v i n g th e a m p l i f i e d c D N A f o r f u r t h e r a n a l y s i s i f

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

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

A n e x p e r im e n t w a s c o n d u c t e d th a t v e r i fi e d th e p e r f o rm a n c e o f r e c o v e r y f o r v i r u s e s

t h a t a d s o r b t o s u s p e n d e d s o l i d s T h e fi r s t m e th o d p r o c e e d e d w i t h t h e i n i t i a l p r o c e s s t h a t
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w a s u s e d t o c o n c e n t r a t e t h e s p i k e d w a t e r s a m p l e s u s i n g H F U F a n d s e v e r a l o t h e r

c o n c e n t r a t i o n s t e p s ; i n c l u d i n g P E G
,
b e e f e x t r a c t f o l l o w e d b y o r g a n i c f l o c c u l a t i o n

, a n d

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

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

u s e o n t h e fi e l d s a m p l e s . T h i s y i e l d e d a l a r g e l o s s i n v i r u s r e c o v e r y (5 % ) a t e a c h o f t h e

s e c o n d a r y c o n c e n t r a t i o n s t e p s (H F U F ,
P E G

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

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

c e n t r i fu g a t i o n s t e p s ; c o n fi r m i n g t h a t a d s o r p t i o n i s r e s p o n s i b l e f o r l o w v i r a l r e c o v e r y . O n

t h e o t h e r h a n d , w h e n b e e f e x t r a c t w a s u s e d a s t h e t o o l f o r e l u t i o n
,
9 3% o f t h e v i r u s e s

a d s o r b e d w e r e r e c o v e r e d .

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

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

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

WT P s
.

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

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

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

E i i i f k m ( f f v i r m e s f n um s u s p e n d e d s o l i d s . V i r u s e s w e r e e l u t e d f r o m th e

p r e v i o u s l y c o l l e c t e d p e l l e t s f r o m c e n t r i f u g e d H FU F r e t e n t a t e b y a d d i n g 1OOm L o f

1 9% b e e f e x t r a c t s o l u t i o n i n 0 . 0 5 M s o d i u m - c i t r a t e b u f f e r (p H 7 2 ) . T h e p e l l e t

s u s p e n s i o n w a s a g it a t e d f o r 3 0 m i n u t e s a t r o o m t e m p e r a t u r e . T h e s o l i d s w e r e

r e m o v e d b y c e n t r i f u g a t i o n a t 3 ,
0 0 0 X g f o r 2 0 m i n u t e s a t 4

°

C T h e s u p e r n a t a n t

w a s c o l l e c t e d a n d f u r t h e r c o n c e n t r a t e d b y P E G p r e c i p i t a t i o n . T h e P E G
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p r e c i p i t a t i o n c o n d i t i o n s w e r e 6% P E G a n d 0 . 3 M N a C l
, w i t h i n c u b a t i o n o v e r n i g h t

a t 4
°

C a t 2 0 0r p m a n d c e n t r i f u g a t i o n a t 4 2 0 0 X g fo r 1 h o u r a t 4
°

C T h e p e l l e t o f

t h e s a m e s a m p l e w e r e c o m b i n e d a n d r e s u s p e n d e d i n t o l Om L o f P B S (p H 7 . 5 ) a n d

s t o r e d a t - 8 0
°

C u n t i l f u r t h e r a n a l y s i s .

C e l l c u M i i r e i n f e c t im t s . F o r i n fe c t i v i t y a s s a y s , G 2 9 3 c e l l m o n o l a y e r s w e r e u s e d

a f t e r r e a c h i n g a t l e a s t 8 0% c o n f l u e n c y w h i c h u s u a l l y h a p p e n s b y 4 t o 5 d a y s a ft e r

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

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

m o n o l a y e r w a s w a s h e d w i t h P B S (p H 7 . 5) . T h e i n o c u l u m w a s p r o d u c e d b y

d i l u t i n g 3 5 0 ML o f c o n c e n t r a t e d s am p l e w i t h 10 5 0 \xL c o m p l e t e M EM m e d i u m

w i t h o u t s e r u m a n d c o n t a i n i n g 10 ja g o f k a n a m i c i n , 5 0 |j g o f g e n t a m i c i n
,
a n d 2 0 |j g

o f n y s t a t i n p e r m L o f m e d i u m f o r a 1
.
5 m L i n o c u l u m s v o l u m e a n d 2 m L o f t h e

i n o c u l u a w a s a p p l i e d i n a 2 5 c m ^ f l a s k t o t h e c e l l m o n o l a y e r a n d a l l o w e d t o

i n c u b a t e f o r 1 h o u r a t 3 5
°

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

r e d i s t r i b u t e d o v e r t h e c e l l s d u r i n g t h i s 1 h o u r i n c u b a t i o n p e r i o d b e c a u s e t h e c e l l s

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

n o a d d i t i o n a l

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

r e m o v e d
,
6 m L o f c o m p l e t e M EM m e d i a w i t h 2% f e t a l b o v i n e s e r u m w a s a d d e d

t o e a c h f l a s k
,
a n d t h e c e l l c u l t u r e s w e r e i n c u b a t e d a t 3 5

°

C a n d 4 % C O 2 i n a w a t e r -

j a c k e d i n c u b a t o r f o r 3 d a y s w h e n u s i n g t h e CM V G 2 9 3 c e l l l i n e a n d f o r 5 d a y s

w h e n u s i n g t h e ST D G 2 9 3 c e l l l i n e

E x tr a c t k m o f n u c k i c a c i d s . T h e QI A G EN ® R N e a s y ® M i n i K i t (5 0 ) w a s u s e d

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

c e l l m e d i u m w a s r e m o v e d a n d t h e c e l l m o n o l a y e r w a s d i s r u p t e d w i t h I m L o f P B S
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(p H 7 . 5 ) b y p i p e t t i n g u p a n d d o w n . T h e c e l l s w e r e c o l l e c t e d i n a 1 . 5 e p p e n d o r f

m i c r o c e n t r i f u g e d t u b e a n d c e n t r i f u g e d i n a m i c r o c e n t r i f u g e a t f u l l s p e e d f o r 2

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

t h e c e l l s w e r e r e s u s p e n d e d u s i n g t h e c e l l l y s i s b u f f e r [R L T b u f f e r p r o v i d e d i n t h e

Q IA G EN ® RN e a s y ® k it (c a t . N o . 7 4 10 4 ) , Qi a g e n ,
V a l e n c i a

,
C A p l u s

m e r c a p t o e t h a n o l (50 0 \j l L p e r 5 0 m L o f R L T b u f f e r )] T h e m e r c a p t o e t h a n o l w a s

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

w a s h o m o g e n i z e d u s i n g t h e p r o c e d u r e a n d t u b e s p r o v i d e d i n t h e Q IA s hr e d d e r T w

(5 0 ) k i t (c a t . N o . 7 9 6 54 , Qi a g e n ,
V a l e n c i a C A ) . T h e n

,
t h e n u c l e i c a c i d e x t r a c t i o n

w a s p e r f o r m e d a s d e s c r i b e d i n t h e R N e a s y ® K i t a n d t h e p u r i f i e d n u c l e i c a c i d s

w e r e o b t a i n e d i n 5 0 ^ L o f n u c l e a s e f r e e w a t e r .
F o r D N A s e t r e a t m e n t , a n a l i q u o t o f

15 |j L o f t h e p u r i f i e d n u c l e i c a c i d s w e r e t r e a t e d w i t h 2 |j L o f R Q - 1 R N A s e - f r e e

D N A s e (Pr o m e g a ,
M a d i s o n W I ) , 2 |a L o f l OX P C R r e a c t i o n b u f f e r c o n t a i n i n g

1 5m M o f M g C l 2 (Q i a g e n ,
V a l e n c i a C A ) a n d 2 0 u n i t s o f R N A s e i n h i b i t o r

(P r o m e g a , M a d i s o n W I ) . T h e r e a c t i o n w a s i n c u b a t e d f o r 3 0 m i n u t e s a t 3 7
°

C
,

a ft e r w h i c h th e D N A s e w a s i n a c t i v a t e d b y a d d i n g 2 |i L o f D N A s e S t o p t r e a t m e n t

a n d i n c u b a t i n g a t 6 5
°

C f o r 10 m i n u t e s a n d imm e d i a t e l y c h i l l e d o n i c e
,
f o l l o w e d

b y r e v e r s e t r a n s c r i p t i o n .

S e v e r s e t r a n s c ri p ti m t o f m R N A . F o r r e v e r s e t r a n s c r i b i n g mR N A t o c D N A
,
t h e

r e v e r s e t r a n s c r i p t i o n w a s p e r f o r m e d u s i n g p o l y T p r i m e r s (d T i s ) a n d t h e M - M L V

r e v e r s e t r an s c r i p t a s e (In v i t r o g e n ,
C a r l s b a d

,
C a l i f o r n i a ) . P e r r e a c t i o n t h e fo l l o w i n g

w a s a d d e d : 1
. 2 5 n L o f 5 0 ^ M o Hg o d T 15 s o l u t i o n

,
2 . 5 |J L o f 1 0 |i M e a c h dN T P s

s o l u t i o n a n d 13 5 |j L o f RN A e x t r a c t . T h e s a m p l e w a s h e a t e d a t 6 5
°

C f o r 3
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m i n u t e s a n d c h i l l e d o n i c e f o r 1 0 m i n u t e s T h e n 2 |a L o f 0 . 1 M D T T s o l u t i o n

(I n v i t r o g e n R T e n z y m e o n l y , p r o v i de d b y t h e m a n u f a c t u r e r ) ,
5 [i L o f 5X R T

b u f f e r , 0 . 2 5 ^ L o f R N A s e i n h i b i t o r (4 0 u n i t s / !a L ) , a n d O. S î L o f R T e n z y m e (2 0 0

u n i t s / |u L ) w e r e a d d e d t o t h e s a m p l e . T h e s am p l e w a s i n c u b a t e d f o r 5 0 m i n u t e s a t

3 7
°

C a n d 1 5 m i n u t e s a t 6 5
°

C f o l l o w e d b y P C R d e t e c t i o n
.

R e a l - T im e P CR f o r t h e q mm ti f t c a t k m of a d e n o v m i s h e x f m g e n e . T h e r e a l - t im e

P C R m i x t u r e f o r t h e q u a l i f i c a t i o n o f a d e n o v i r u s A - F h e x o n g e n e c o n s i s t e d o f I X

Qu a n t i T e c t ® p r o b e P C R m i x ( Qi a g e n ,
V a l e n c i a C A ),

l |a M o f e a c h p r im e r

(f o r w a r d a n d r e v e r s e ) ,
0 . 1 |l i M o f d u a l - l a b e l e d p r o b e

,
a n d 2 )i L o f n u c l e i c a c i d

t a r g e t f o r a r e a c t i o n v o l u m e o f 2 5 fa L T h e r e a l - t im e R T - P C R c o n d i t i o n s w e r e a s

f o l l o w s : 50
°

C fo r 3 0 m i n u t e s
,
9 4

°

C f o r 15 m i n u t e s
,
a n d th e n 4 5 c y c l e s o f 94

°

C f o r

15 s e c o n d s , 5 8
°

C f o r 3 0 s e c o n d s , a n d 7 2
°

C f o r 1 5 s e c o n d s (J o t h i k u m a r e t a l . ,

2 0 0 5 ) .

R e a l - t i m e P C R f o r q u i m t i fi c a t km i )j e x p r e s s i o n i f c e l l u l a r H K g e n e . T h e r e a l ¬

t im e P C R m i x t u r e c o n s i s t e d o f I X Qu a n t i T e c t ® p r o b e ,
0 . 5 )a M o f e a c h p r i m e r

(f o r w a r d a n d r e v e r s e ) , 0 .
2 |a M o f D u a l - l a b e l e d p r o b e ,

2 |j L o f t a r g e t f o r a r e a c t i o n

v o l u m e o f 2 5 |a L T h e c o n d i t i o n s w e r e 15 m i n u t e s a t 9 5
°

C
,
50 c y c l e s o f 3 0

s e c o n d s a t 9 5
°

C
,
a n d 3 0 s e c o n d s a t 6 0

°

C . T h e p r im e r s u s e d w e r e : G A P - L 5
'

G G A A G G A C T C A T G A C C A C C A C A G 3
'

,
G A P - R 5

'

C A G T A G A GG C A G GG A T G A T G 3
'

a n d t h e du a l - l a b e l e d p r o b e w a s G A P - P 5 '

C A T C C A C A G T C T T C T G G G T G 3
'

. T h e e x p e c t e d s i z e o f t h e a m p l i fi e d fm a l

p r o d u c t w a s 1 2 0 b p . F o r c r e a t i n g a D N A c o n t r o l f o r q u a n t i f i c a t i o n o f t h e c D N A ,

t h e P C R p r o d u c t w a s c l o n e d i n t o a T O PO v e c t o r (I n v i t r o g e n ,
C a r l s b a d

,
C A ) a s
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d e s c r ib e d b y t h e m a n u f a c t u r e r a n d t h e c l o n e s w e r e p u r i fi e d u s i n g t h e Q I A G E N ®

p l a s m i d m in i p r e p k i t (Q i a g e n ,
V a l e n c i a C A ) . T h e c o n c e n t r a t i o n o f t h e p l a s m i d

w a s d e t e r m i n e d b y s p e c t r o p h o t o m e t r y u s i n g a Sm a r t Sp e c P l u s (B i o - R a d )

i n s t r u m e n t .

C m n p a r is m i q f i n m s a c i i v m e d a n d s t a i t d a r d G 2 93 c e i l l i n e s J u r t h e d e t e c ti o n ( n

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

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

t r a n s c r i p t i o n r e a l - t im e P C R i n t h e s t a n d a r d G 2 9 3 c e l l l i n e a n d t h e t r a n s a c t i v a t e d

c e l l I i n e s 2 93 C MV a n d 2 9 3 R A S. T h e s e e x p e r i m e n t s w e r e p e r f o r m e d i n 6 - w e l l

t r a j
' s a n d th e c e l l s w e r e i n f e c t e d i n p a r a l l e l u s i n g a d e n o v i r u s c o n c e n t r a t i o n s o f 10

i n f e c t i o u s u n i t s (l U ) ,
2 l U

,
a n d 0 8 l U p e r w e l l . T h e s e w a g e c o n c e n t r a t i o n w a s

m e a s u r e d u s in g a c a l i b r a t i o n c u r v e c r e a t e d f o r a d 4 1 u s i n g t h e C C /m R N A r e a l

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

m RN A a n d v i r a l D N A a t 2 d a y s p o s t i n f e c t i o n (D P I ) ,
3 D PI

,
a n d 5D P L T h o s e

m e a s u r e m e n t s w e r e p e r f o r m e d a s d e s c r i b e d b e fo r e .

A s s a y (^
'

a m c e n t m t e d s o u r c e w a t e r s a mp l e s i n t h e t r a n s a c t i v a t e d 2 93 C M V c e l l

l i n e . C C /m RN A R T - P C R a s s a y s w e r e p e r f o r m e d u s i n g t h e s a m e p r o c e d u r e s a s

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

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

2 5 c m ^ f l a s k s w e r e u s e d . P e r e a c h f l a s k , 3 5 0 |j L o f i n o c u l u m s w e r e d i l u t e d w i t h

\ Q 50 ]xL c o m p l e t e M E M m e d i u m w i t h o u t s e r u m f o r a 1 . 5m L v o l u m e o f i n o c u l u m .

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

i n f e c t i o n
,
w h i c h w a s a p r o b l e m o b s e r v e d w h e n th e c o n c e n t r a t e d s a m p l e s w e r e
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d i l u t e d w i t h P B S T h r e e f l a s k s w e r e u s e d f o r e a c h s a m p l e f o r a t o t a l o f 1 . 2 m L o f

c o n c e n t r a t e p e r s a m p l e f o r 3 d a y s p o s t i n f e c t i o n . N o a d d i t i o n a l m e d i u m w a s

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

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

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

t r e a t m e n t p l a n t s t h a t w e r e p o s i t i v e f o r a d e n o v i r u s e s (i n f e c t i o u s o r n o n i n f e c t i o u s ) . A n

a n a l y s i s o f v a r i a n c e (A N O V A ) w a s p e r f o r m e d f o r a l l o f t h e i n d i c a t o r s c h e c k i n g f o r

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

n o ; e t c ) . A l o g i s t i c r e g r e s s i o n w a s d o n e t a k i n g a l l a d s
,
i n f e c t i o u s a d s

,
a n d n o n i n f e c t i o u s

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

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

a d s
,
i n f e c t i o u s a d s

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

Qu a l i ty a s s u r a n c e a n d c o n t r o l . T h e w a t e r s a m p l e s r e c e i v e d f r o m WT P s w e r e p r o c e s s e d

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

e x c l u s i v e l y fo r p r o c e s s i n g o f fi e l d s a m p l e s
,

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

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

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

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

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

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

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

d i f f e r e n t s t a g e s o f a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d s i m u l t a n e o u s l y T h e a n a l y s i s o f P C R p r o du c t s
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w a s t h e l a s t s t e p a n d i t w a s c o n d u c t e d i n a s e p a r a t e l a b r o o m d e s i g n a t e d f o r P C R

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

S a m p l e s o f s o u r c e w a t e r w e r e c o o l e d a t 4
°

C a n d s h i p p e d o v e r n i gh t i n c o o l e r s a n d a

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

,
s u p p o r t i n g

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

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

e q u i p m e n t a n d l a b w a r e .
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R E S U L T S

V a l i d a t i o n o f c e l l c u l t u r e a s s a y s a n d th e u s e o f H K g e n e
, GA P D H ,

a s a p o s i t i v e

c o n t r o l.

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

t h e t a r g e t n u c l e i c a c i d s i n c l u d i n g t h e u s e o f t h e h o u s e k e e p i n g (H K ) g e n e
,
G A P D H

,
a s a

r e f e r e n c e g e n e f o r mR N A a s s a y s a n d a d e n o v i r u s d e t e c t i o n . T o v a l i d a t e t h e p e r f o rm a n c e

o f c e l l c u l t u r e a s s a y s t o d e t e c t a n d q u a n t i fy t h e t a r g e t n u c l e i c a c i d s
,
t h e G 2 9 3 c e l l l i n e

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

e s t a b l i s h a b a s e l i n e f o r t h e d e t e c t i o n o f i n f e c t i o u s a d e n o v i r u s u s i n g t h e G 2 9 3 c e l l l i n e . I n

a d d i t i o n , t h e p e r f o r m a n c e o f t h e m R N A r e v e r s e t r a n s c r i p t i o n - P CR w a s v a l i d a t e d b y t h e

u s e o f t h e G A P D H h o u s e k e e p i n g g e n e a s a r e f e r e n c e g e n e f o r m R N A d e t e c t i o n . T h e

e f f i c i e n c y o f t h e r e a l - t im e P C R f o r t h e q u a n t i f i c a t i o n o f t h e a d e n o v i r u s h e x o n g e n e a n d

t h e h o s t H K g e n e w a s d e t e r m i n e d u s i n g D N A s t a n d a r d s (F i g u r e 5 a n d F i g u r e 6 ) . B a s e d

o n th e r e s u l t s
,
t h e c o n d i t i o n s o f t h e r e a l - t i m e P C R w e r e s u f f i c i e n t f o r t h e qu a n t i f i c a t i o n

o f t h e t a r g e t g e n e c o p i e s i n t h e a s s a y .

I n o r d e r t o d e m o n s t r a t e t h a t t h e q u a n t i f i c a t i o n o f t h e m R N A f r o m t h e G A P D H g e n e i s

r e l a t e d t o t h e n u m b e r o f c e l l s a s s a y e d ,
w e p e r f o r m e d m R N A r e v e r s e t r a n s c r i p t i o n P C R

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

t h a t r e a l - t i m e PC R c a n q u a n t i fy m RN A a t d i f f e r e n t a m o u n t s o f c e l l s ; a s t h e n u m b e r o f

h o s t c e l l s i n c r e a s e d
,
t h e c o n c e n t r a t i o n s o f m R N A H K g e n e d e t e c t a b l e i n c r e a s e d (F i g u r e

7 ) T h e r e w a s a l i n e a r r e l a t i o n sh i p b e t w e e n t h e n u m b e r o f c e l l s a s s a y e d a n d th e c D N A

q u a n t i f i e d fo r G A P D H a n d i t c o r r e l a t e s t o h a v i n g a l o w e r C t v a l u e d u e t o t h e i n c r e a s e i n

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

r e q u i r e d t o p r e d i c t b e t t e r i n f e c t i v i t y . F i g u r e 8 i l l u s t r a t e s t h e a m o u n t o f m R N A d e t e c t a b l e

i n 1 0 - f o l d a d s t o c k d i l u t i o n s b y m R N A /R T - P C R a s d e s c r i b e d b y a q u a n t i t a t i v e d o s e -

r e s p o n s e r e l a t i o n s h i p . A t e a c h d i l u t i o n o f t h e s t o c k
,
b e g i r m i n g a t t h e m o s t d i l u t e ( - 7 ) a n d

e n d i n g a t t h e m o s t c o n c e n t r a t e d ( - 1 ) ,
t h e a m o u n t o f m R N A d e t e c t e d u s i n g m R N A / R T -

P CR w a s r e c o r d e d .
T h e m o r e c o n c e n t r a t e d t h e s a m p l e ,

t h e m o r e c o p i e s o f v i r a l D N A

d e t e c t e d F r o m th e s e r e s u l t s
,
w e c o n c l u d e d t h a t a t 5 d a y ,

v i r a l m R N A e x p r e s s i o n w a s

g e n e r a l l y h i g h e r , l e s s v a r i a b l e , a n d m o r e c o n s i s t e n t t h a n a t d a y 3 .

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

w o u l d a f f e c t t h e q u a n t i f i c a t i o n o f t h e r e f e r e n c e g e n e G A P D H (F i g u r e 9) . T h i s

e x p e r im e n t w a s c o n du c t e d u s i n g t h e s t a n d a r d G 2 9 3 c e l l l i n e . W i th i n c r e a s i n g

c o n c e n t r a t i o n s o f v i r u s i n o c u l a
,
t h e v i r a l h e x o n g e n e m R N A d e t e c t e d b y R T - P C R

i n c r e a s e d (C t v a l u e s d e c r e a s e d ) . T h e r e f o r e , t h e e f f i c a c y o f t h e m R N A / R T - P C R a s s a y f o r

v i r a l m RN A i s l o g - l i n e a r ,
w i t h l o w e r C t v a l u e s a t h i g h e r l U . I n c o n t r a s t

,
t h e

c o n c e n t r a t i o n o f G A P D H m R N A d e t e c t a b l e b y m R N A R T - P CR r e m a i n s e s s e n t i a l l y t h e

s a m e . T h i s i l l u s t r a t e d t h a t G A P D H i s a s u i t a b l e c o n t r o l b e c a u s e i t r e m a i n e d d e t e c t a b l e a t

t h e s a m e l e v e l s d e s p i t e c h a n g i n g mR N A R T - P C R d e t e c t i o n w it h c h a n g i n g a d e n o v i r u s 4 1

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

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

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

v a l i d a t i o n s t e p f o r t h i s r e s e a r c h (F i g u r e 10 ) T h e gr a p h d e m o n s t r a t e d t h e e f f e c t o f a

k n o w n e n v i r o n m e n t a l s a m p l e ,
s e w a g e ,

h a d o n t h e d e t e c t i o n o f v i r a l m R N A a n d t h e

e f fi c a c y o f u s i n g H K g e n e
,
G A P D H

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

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

r e m a i n e d n e a r l y c o n s t a n t (w h i c h i s g o o d e v i d e n c e t h a t G A P D H m RN A i s a s u i t a b l e

p o s i t i v e c o n t r o l ) ,
w h i l e t h e d e t e c t i o n o f H A d v h e x o n g e n e m R N A v a r i e d d e p e n di n g o n

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

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

T h e e x p e r im e n t i d e n t i f i e d i n T a b l e 1
,
sh o w e d t h e e f f e c t i v e n e s s a n d s e n s i t i v i t y o f t h e

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

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

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

w h i c h y i e l d e d a r a t i o o f 3 8 1 : 1 ge n o m e s p e r l U
,
i n d i c a t e d t h e n u m b e r o f g e n o m e s t h a t

w e r e d e t e c t e d : w h i c h c o u l d h a v e i n c l u d e d d e t e c t a b l e v i r a l D N A .

4 5 n

4 0

3 5

a , 3 0

I 2 5

^ 2 0
^ 1 5

1 0

5

0

R 2 = 0 . 9 9 4 8

I . E K fO 1 . E - +0 2 1 . E 4 < >4 1 . E K )6 1 . E H ) B 1 . E+ 1 0

# c o p i e s

F i g u r e 5 . C a l i b r a t i o n o f t h e r e a l - t i m e P C R f o r t h e q u a n t i f i c a t i o n o f a d e n o v i r u s

h e x o n g e n e u s i n g a D N A s t a n d a r d .
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# c o p i e s

F i g u r e 6 . C a l i b r a t i o n o f t h e r e a l - t i m e P C R f o r t h e q u a n t i fi c a t i o n o f t h e G A P D H

g e n e u s i n g a D N A s t a n d a r d .

9 n

8

< 7

g 6
u

tt 5
o 4

5 2

1

0

r 2 = 0 9 6 5 4

L o g (1 0 ) # h o s t c e l l

F i g u r e 7 . Q u a n t i f ic a t i o n o f t h e m R N A e x p r e s s i o n l e v e l s o f t h e G A P D H g e n e a t

d i f f e r e n t c o n c e n t r a t i o n s o f h o s t c e l l s .
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1

0

♦ 3 d a y s

■ 5 d a y s
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■

!

■ i
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2 3 4 5

L o g (1 0 ) i n f e c t i o u s u n i t s

F i g u r e 8 . Q u a n t i f i c a t i o n o f t h e h e x o n g e n e m R N A a t a r a n g e o f i n f e c t i o u s

a d e n o v i r u s 4 1 c o n c e n t r a t i o n s (n = 3 ) .

2 5

2 0

1 5

R 2 = 0 9 7 5 3

v i r a l h e x o n

G A P D H

L i n e a r (G A P D H )

L i n e a r (v i r a l h e x o n )

r 2 = 0 1 2 6 4

0 2 3 4

L o g (1 0 ) i n f e c t i o u s u n i t s

F i g u r e 9 . Q u a n t i fl c a t i o n o f v i r a l m R N A v e r s u s h o s t H K m R N A a t a r a n g e o f

a d e n o v i r u s 4 1 c o n c e n t r a t i o n s .

4 5
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R
^

= 0 8 5 3

♦ V i r a l h e x o n

■ G A P D H

■ — L i n e a r (G A P D H )

L i n e a r (V i r a l h e x o n )

R
' = 0 0 6 2 7

1 5 J
^ ^

0 1 2

L o g (1 0 ) i n fe c t i o u s u n it s

F i g u r e 10 . Q u a n t i fi c a t i o n o f a d e n o v i r u s m R N A a n d h o s t c e l l H K g e n e a t d i f f e r e n t

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

I n o c u l u m s

I n f e c t i o u s U n i t s

(l U ) V i r a l g e n o m e s

R a t i o

(g e n / I U )

A d

T y p e (s )* *

H K c o n t r o l

s i n g (p )
* * *

A d e n o v ir u s 4 1 p o s i t i v e

c o n t r o l s t o c k 4 7 X l O
^
I U / m L 1 0 X l O

'

g e n / m L 2 1/ 1 > 0 1

S e w a g e A 3 8 x l OM U / L 1 5 X 10
'

? e n /L 3 8 1/ 1 A . E
,
F > 0 1

B 1 0 X l OM U / L 2 2 X l O
^

g e n / L 2 2 / 1 > 0 1

1 7 x l O
"

I U / L 4 0 X l O
'

g e n / L 2 6 / 1 > 0 1

7 2 x l O
'
l U / L 7 6 X 10

-
< ?e n / L : i / i > 0 1

* w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p l a n t
* * A d e n o v i r u s w a s g e n o ty p e d fr o m D N A e x t r a c t e d fr o m p o s i t i v e c e l l c u l t u r e f l a s k u s i n g t h e p r im e r s

d e s c r i b e d b y X u e t a l 2 0 0 0
* * *

S ig n i f i c a n c e d i f f e r e n c e b e t w e e n th e e x p r e s s i o n o f t h e H K h o s t g e n e i n i n f e c t e d f l a s k v s n o n - i n f e c t e d

f l a s k , a s p v a l u e

T a b l e 1 . Q u a n t i fi c a t i o n o f a d e n o v i r u s b y d i r e c t r e a l - t i m e P C R a n d c e l l
c u l t u r e / mR N A R T - P C R f r o m c o n c e n t r a t e d a n d p u r i fi e d s e w a g e s a m p l e s .
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Co mp a r i s o n of t h e p e rf o r m a n c e of t h e n e w t r a n s a c t i v a t e d c e l l l i n e s CM V a n d RA S t o

S T D 2 9 3 f o r t h e p r o p a g a t i o n of a d e n o v i r u s 4 1

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

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

s h i p m e n t
,

a n d

r e s u s c it a t i o n i n t h e U N C l a b o r a t o r y . T w o d i f f e r e n t v i r a l i n o c u l a w e r e u s e d f o r t h e s e

d e m o n s t r a t i o n e x p e r im e n t s a n d t h e y w e r e c o n f i r m e d u s i n g r e a l - t im e R T - P C R t a r g e t i n g

t h e a d e n o v i r u s h e x o n g e n e . T h e t w o v i r a l c o n c e n t r a t i o n s u s e d w e r e 10 0 0 v i r a l p a r t i c l e s

(a s g e n o m e c o p i e s G C , F i g u r e 11 ) a n d 10 0 v i r a l p a r t i c l e s (F i g u r e 12 ) . T h e v i r a l m R N A

w a s m e a s u r e d a ft e r 2 d a y s p o s t i n f e c t i o n (D P I ) a n d 3 D PL T h e r e p o r t e d c o n c e n t r a t i o n s

a r e t h e a v e r a g e o f t h r e e e x p e r i m e n t s . I n F i g u r e 1 1
,
t h e e x p r e s s i o n o f t h e v i r a l h e x o n

g e n e a t t h e 1 0 0 0 v i r a l p a r t i c l e s i n o c u l u m a ft e r 2 D P I w a s 1 . 3 l o g i o h i g h e r i n 2 9 3 C MV

t h a n i n t h e G 2 9 3 c e l l l i n e a n d a t 3 D P I t h e v i r a l m R N A e x p r e s s i o n w a s 0 .
4 l o g i o h i g h e r i n

2 9 3 C M V t h a n i n t h e G 2 9 3 c e l l l i n e . T h e s a m e t r e n d s w e r e o b s e r v e d f o r t h e 10 0 v i r a l

p a r t i c l e s i n o c u l u m s
, w i t h t h e v i r a l m R N A g e n e e x p r e s s i o n h i g h e r i n 2 9 3 C M V t h a n G 2 9 3

f o r b o t h 2 D P I a n d 3 D P I (F i g u r e 1 2 ) . T h e s e r e s u l t s d e m o n s t r a t e t h a t t h e t r a n s a c t i v a t e d

c e l l l i n e 2 9 3 C M V h a s h i gh e r l e v e l s o f e x p r e s s i o n o f t h e a d e n o v i r u s h e x o n g e n e t h a n t h e

s t a n d a r d G 2 9 3 c e l l l i n e a s d e t e r m in e d b y r e v e r s e t r a n s c r i p t i o n r e a l - t im e P C R o f t a r g e t

h e x o n g e n e m R N A T h e s e r e s u l t s a l s o i n d i c a t e t h a t t h e n e w t r a n s a c t i v a t e d 2 9 3 C M V c e l l

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

m R N A a t 2 D P I t h a n a t 3 D P I . T h e 2 93 CM V d e t e c t i o n o f v i r a l h e x o n g e n e mR N A w i l l

p e a k a n d r e m a i n c o n s i s t e n t a ft e r d a y 3 , y i e l d i n g m o r e e f f i c i e n t e x p r e s s i o n e a r l i e r t h a n t h e

4 7

NEATPAGEINFO:id=97E8714F-EE0A-43D6-8B0C-B957942516EC



r e q u i r e d 5 D P I f o r ST D G 2 9 3 Th e ST D G 2 9 3 n e e d s a l o n ge r i n c u b a t i o n t im e t o y i e l d

h e x o n g e n e mRN A r e s u lt s s im i l a r t o 2 9 3 C M V r e s u l t s

I n o c u le : 1 0 00 v i r a l p a r t i c ic e s (GC) "

a
u

"

(5
"

>

ft

o

c e l l lin e

DPI

F i g u r e 1 1 . C o m p a r i s o n o f t h e t r a n s a c t i v a t e d 2 9 3 C M V a n d 2 9 3 R A S c e l l l i n e s w i t h

t h e s t a n d a r d G 2 93 c e l l l i n e (S T D ) f o r t h e p r o p a g a t i o n o f a d e n o v i r u s 4 1 d e t e r m i n e d

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

i n i t i a l c o n c e n t r a t i o n o f 1 0 0 0 g e n o m e c o p i e s . R e p o r t e d c o n c e n t r a t i o n s a r e t h e

a v e r a g e o f t h r e e e x p e r i m e n t s .
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I n o c u le : 10 0 v i r a l pa r t i c le s (GC )

c e l l l i n e

F i g u r e 12 . C o m p a r i s o n o f t h e t r a n s a c t i v a t e d 2 9 3 C M V a n d 2 9 3 R A S c e l l l i n e s w i t h

t h e s t a n d a r d G 2 9 3 c e l l l i n e (S T D ) f o r t h e p r o p a g a t i o n o f a d e n o v i r u s 4 1 d e t e r m i n e d

b y m e a s u r i n g t h e v i r a l h e x o n g e n e m R N A i n t h e c e l l m o n o l a y e r a t a n i n i t i a l

c o n c e n t r a t i o n o f 1 0 0 g e n o m e c o p i e s . R e p o r t e d c o n c e n t r a t i o n s a r e t h e a v e r a g e o f a l l

t h r e e e x p e r i m e n t s .

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

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

s i g n i f i c a n t (P < 0 . 0 5
,
T a b l e 2 ) .

4 9
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T a b l e 2 . A n a ly s i s o f v a ri a n c e r e s u l t s f o r t h e c o m p a r i s o n o f d i f f e r e n t c e l l l i n e s f o r t h e

p r o p a g a t i o n o f a d e n o v i r u s 4 1 d e t e r m i n e d b y m e a s u r i n g t h e v i r a l m R N A b y R T -

P C R .

S o u r c e D F
'

S e q SS
'

A d j S S
*

A d j M S
'

C e l l l i n e 1 5 7 1 15 7 1 7 85 5 5 7 4 < 0 0 0 1

D i l u t i o n 8 2 9 9 8 2 9 9 8 2 9 9 3 5 6 5 < 0 0 0 1

D P I 19 5 4 6 19 54 6 1 9 5 4 6 8 3 9 7 < 0 0 0 10

E r r o r 7 2 16 7 2 16 0 2 3 :

T o t a l 50 7 7 2

D e g r e e s o f fr e e d o m
"

S e q u e n t i a l s u m o f s q u a r e s
"

A dj u s t e d s u m o f s q u a r e s
" *
A dj u s t e d m e a n s q u a r e s

^

F s t a t i s t i c s
^
P v a l u e

C o mp a r i s o n o f t h e t r a n s a c t i v a t e d c e l l l i n e s (2 9 3 C M V a n d 2 93 R A S) a n d t h e s t a n d a r d

G 2 9 3 c e l l l i n e f o r t h e d e t e c t i o n o f h u m a n a d e n o v i r u s i n s e w a g e

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

2 9 3 c e l l l i n e s c o m p a r e d t o t h e s t a n d a r d G 2 9 3 c e l l l i n e i n p r o p a g a t i n g a d e n o v i r u s e s f r o m

e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s S e w a g e s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d f r o m 3 w a s t e w a t e r t r e a t m e n t

p l a n t s i n C h a p e l H i l l , D u r h a m a n d R a l e i g h , N o r t h C a r o l i n a T h e s e s a m p l e s w e r e

c o l l e c t e d
,

c o n c e n t r a t e d
,

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

a d e n o v i r u s n a t u r a l l y p r e s e n t i n s e w a g e w a s d e t e r m i n e d u s i n g d i r e c t P C R a n d b y

c o m b i n i n g c e l l c u l t u r e w i t h v i r a l m RN A d e t e c t i o n b y r e v e r s e t r a n s c r i p t i o n P C R i n t h e

G 2 9 3 s t a n d a r d c e l l l i n e f o r d i f f e r e n t d i l u t i o n s U s i n g t h i s a p p r o a c h
,
t h e c o n c e n t r a t i o n o f

i n f e c t i o u s a d e n o v i r u s a n d a d e n o v i r u s g e n o m e u s e d f o r i n f e c t i v i t y a s s a y s r a n g e d f r o m 1 1

t o 0 . 8 l U a n d f r o m 2 4 0 g e n o m e c o p i e s (g c ) t o 1 1 g c p e r w e l l
,

r e s p e c t i v e l y T h e

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

5 0
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h e x o n g e n e t a r g e t i n g t h e v i r a l m R N A b y r e v e r s e t r a n s c r i p t i o n P C R a n d t h e r e p h c a t i o n o f

v i r a l g e n o m e a s d e t e r m i n e d b y r e a l - t im e P C R . T h e p e a k o f e x p r e s s i o n o f t h e v i r a l h e x o n

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

11 l U t o 2 l U a t 3 D P I f o r t h e 2 9 3 C M V c e l l l i n e .
I n F i g u r e 1 3

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

t h r e e c e l l l in e s (C M V
,
R A S

,
a n d S T D ) u s i n g t h e s a m p l e s o b t a in e d f r o m O WA SA a t 2

D P I
,
3 D P I

,
a n d 5 D PI a r e s h o w n T h e p e a k f o r t h e e x p r e s s i o n o f v i r a l h e x o n g e n e

m RN A w a s 3 d a y s p o s t i n f e c t i o n (D P I ) i n t h e t r a n s a c t i v a t e d 2 9 3 C MV c e l l l i n e . T h e

l e v e l s o f e x p r e s s i o n w e r e h i gh e r t h a n t h o s e o b s e r v e d i n t h e s t a n d a r d G 2 9 3 c e l l l i n e o r t h e

R A S c e l l l i n e . C o m p a r e d t o t h e 3 D P I l e v e l s
,
t h e v i r a l h e x o n g e n e m RN A l e v e l s w e r e

l o w e r a t d a y 5 f o r a l l o f t h e c e l l l i n e s .

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

w a s m o n i t o r e d th r o u gh o u t t h e p e r i o d o f i n f e c t i o n by P CR o f a d e n o v i r u s h e x o n g e n e

D N A i n i n f e c t e d c e l l s (F i g u r e 1 4 ) . T h e s e r e s u l t s s h o w e d t h a t c o m p a r e d t o t h e s t a n d a r d

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

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

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

t h a t t h i s h i g h e r r e p l i c a t i o n o f a d e n o v i r u s w a s s i g n i f i c a n t (p < 0 . 0 1) (T a b l e 3 ) T h e

h i gh e s t d i f f e r e n c e o b s e r v e d b e t w e e n t h e G 2 9 3 C M V c e l l s a n d t h e ST D G 2 9 3 c e l l s w a s a t

2 D P I i n w h i c h t h e c o n c e n t r a t i o n o f a d e n o v i r u s g e n o m e w a s 0 . 9 l o g i o h i g h e r i n t h e 2 9 3

C M V c e l l m o n o l a y e r t h a n i n t h e G 2 9 3 c e l l m o n o l a y e r T h e l o w e s t d i f f e r e n c e w a s

o b s e r v e d a t 5 D P I i n w h i c h th e c o n c e n t r a t i o n o f a d e n o v i r u s g e n o m e w a s 0 . 2 l o g i o h i g h e r

i n t h e 2 9 3 C MV m o n o l a y e r t h a n i n t h e G 2 9 3 c e l l m o n o l a y e r .

5 1
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T h e r e s u l t s p r e s e n t e d i n T a b l e 4 f o r t h e c o l l e c t e d s e w a g e s a m p l e s d e m o n s t r a t e t h e

e f f i c i e n c y o f t h e n e w 2 9 3 C MV t r a n s a c t i v a t e d c e l l l i n e i n p r o p a g a t i n g a d e n o v i r u s f r o m

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

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

c o n c e n t r a t i o n s . O WA SA s a m p l e s d e m o n s t r a t e d b e t t e r l e v e l s b a s e d o n t h e n u m b e r o f

p o s i t i v e s a m p l e s d e t e c t e d w h e n t a r g e t i n g t h e v i r a l h e x o n mR N A a n d t h e v i r a l h e x o n

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

p e r f o r m e d f o r t h e s e s a m p l e s o n l y . U p o n o b s e r v a t i o n o f t h e d a t a
,
R a l e i g h s a m p l e s o n l y

h a d 2 lU d e t e c t e d f r o m th e c o n c e n t r a t e d s a m p l e s m e a s u r i n g t h e mR N A v e r s u s 11 l U

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

c e l l l i n e s y i e l d e d d e t e c t a b l e v a l u e s f o r b o t h v i r a l m R N A a n d v i r a l D N A f o r t h e n e w

t r a n s a c t i v a t e d C M V c e l l l i n e a t e a c h o f t h e d a y s p o s t i n f e c t i o n .
W h e n c o m p a r i n g t h e 2 9 3

CM V w i t h t h e ST D 0 2 9 3 fo r R a l e i gh ,
t h e v i r a l m R N A w a s d e t e c t e d a t a l l D P I f o r 2 9 3

C M V b u t o n l y o n e w a s p o s i t i v e f o r S T D G 2 93
,
w h i c h w a s a t 5 D P I . T h e d e t e c t a b l e c o p y

n u m b e r w a s t h e s a m e n u m b e r t h a t w a s d e t e c t e d f o r C M V a t t h e s a m e d a y p o s t i n f e c t i o n .

I t i s a l s o im p o r t a n t t o o b s e r v e t h a t t h e l e v e l o f v i r a l D N A d e t e c t e d f o r S T D G 2 9 3 5 D P I
,

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

f o r 2 9 3 C M V . I t a p p e a r s t h a t t h e S T D G 2 9 3 c e l l l i n e e v e n t u a l l y r e a c h e s s im i l a r

d e t e c t a b l e l e v e l s o f a d e n o v i r u s h e x o n g e n e mR N A a s f o r t h e 2 9 3 C MV c e l l l i n e i f t h e

i n c u b a t i o n t im e i s l o n g e r v e r s u s t h e f a s t e r d e t e c t a b l e t im e r e q u i r e d f o r t h e 2 9 3 C MV c e l l

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

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

s a m p l e c o l l e c t e d fr o m D u r h a m v e r s u s t h e o t h e r s a m p l e s i s t h e l e v e l o f i n f e c t i o u s t m i t s
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d e t e c t e d (0 8 l U ) w h i c h w a s v e r y l o w i n c o m p a r i s o n ; y i e l d e d l o w c o n c e n t r a t i o n s a n d l o w

d e t e c t a b l e l e v e l s

T a b l e 3 . A n a l y s i s o f v a r i a n c e o f t h e c e l l c o m p a r i s o n f o r a d e n o v i r u s d e t e c t i o n i n

O WA SA s ew a g e s a m p l e s b y m e a s u r i n g v i r a l D N A b y r e a l - t i m e P C R .

S o u r c e D F
'

S e q S S
-

A d j SS
'

A d j M S
'

C e l l l i n e 6 0 0 4 4 6 13 7 5 3 0 6 8 7 0 8 0 0 0 7

D P I 7 0 5 36 7 0 5 36 5 . 5 2 6 8 10 4 3 0 0 0 5

E r r o r 0 4 32 3 0 4 32 0 3 3 8 1

T o t a l 13 16 10 12

D e gr e e s o f fr e e d o m
"

S e q u e n t i a l s u m o f s q u a r e s
^

A dj u s t e d s u m o f s qu a r e s

*
A dj u s t e d m e a n s q u a r e s

'
F s t a t i s t i c s

*
P v a l u e
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V
■

5 .

o
u

u

To

>

Q

O w a s a

C e ll li n e

D P I

C MV RA S ST D

2 D PI

1 r

C M V RA S

3 D P I

1 i r

S T D C M V RA S S T D

5 DP I

F i g u r e 1 3 . C o m p a r i s o n o f t h e d i f f e r e n t G 2 9 3 c e l l l i n e s f o r t h e p r o p a g a t i o n o f

a d e n o v i r u s f r o m s e w a g e s a m p l e c o l l e c t e d f r o m t h e O WA SA WWT P a s d e t e r m i n e d

b y m e a s u r i n g t h e v i r a l h e x o n g e n e m R N A .
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w
a

'

a .

o
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■
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Q

1
. 5

Ce l l lin e

D P I

O w a s a 1

C MV RA S ST D

2D P I

C MV RA S ST D

3 DPI

C MV RA S ST D

5 DPI

F i g u r e 1 4 . C o m p a r i s o n o f t h e d i f f e r e n t G 2 9 3 c e l l l i n e s f o r t h e p r o p a g a t i o n o f

a d e n o v i r u s e s i n s e w a g e s a m p l e s f r o m O WA SA WWT P a s d e t e r m i n e d b y m e a s u r i n g
v i r a l g e n o m i c D N A f r o m t h e h e x o n r e g i o n t h a t w a s d e t e c t e d b y r e a l - t i m e P C R .
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T a b l e 4 . C o m p a r i s o n o f s t a n d a r d (S T D ) G 2 9 3 c e l l l i n e a n d t h e t r a n s a e t iv a t e d c e l l

l i n e s 2 9 3 C M V a n d 2 9 3 R A S f o r t h e d e t e c t i o n o f g r o u p F h u m a n a d e n o v i r u s i n

S e w a g e

s a m p l e

I n i t i a l a d e n o v i r u s

c o n c e n t r a t i o n

I n f e c t i o u s

U n i t s

( l U )
"

G e n o m e

c o p i e s

(G C )
''

C e l l

l i n e

D P I A d e n o v i r u s r e p l i c a t i o n o u t c o m e

v i r a l m R N A

( t o t a l 3 w e l l s )
P o s C o p i e s

(± S T D )

v i r a l D N A

(t o t a l 3 w e ll s )
P o s C o p i e s

( ± S T D )
O WA SA 11 24 0 C MV 3 1 ± 0 1 3 .

4 ± 0 1

3 5 ± 0 . 3 4 1 ± 0 . 3

2 . 6 ± 0 2 4 . 7 ± 0 4

R A S 1 . 0 1 . 9

1 . 7 2 . 0 ± 0 7

0 . 9 4 1 ± 0 3

S T D 3 0 ± 0 0 2 . 5 ± 0 8

2 4 ± 0 6 3 . 5 ± 0 8

1 9 ± 0 9 4 . 5 ± 0 . 0

R a l e i g h 4 4 C M \ ^ 1 7 1 9

2 . 5 ± 0 8 3 2 ± 0 7

1 6 3 6 ± 0 7

R A S 1 9

N o n e d e t e c t e d 1 5

N o n e d e t e c t e d 2 . 8 ± 0 . 1

S T D N o n e d e t e c t e d N o n e d e t e c t e d

N o n e d e t e c t e d N o n e d e t e c t e d

1 6 3 . 5 ± 0 . 6

D u r h a m 0 8 1 1 C M V N o n e d e t e c t e d N o n e d e t e c t e d

0 7 2 2

R A S N o n e d e t e c t e d 3 6

0 . 5 1 2

ST D N o n e d e t e c t e d 1 3

0 N o n e d e t e c t e d 1 6

I n f e c t i o u s U n i t s w e r e d e t e r m in e d u s i n g I C C /m R N A R e v e r s e T r a n s c r ip t i o n PC R in G 2 9 3 c e l l l i n e s a s

d e s c r i b e d p r e v i o u s ly
^
G e n o m e c o p i e s w e r e d e t e r m i n e d u s i n g r e a l - t im e P C R a s d e s c r ib e d p r e v i o u s ly
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#
C o mp a r i s o n of t h e t r a n s a c t i v a t e d c e l l l i n e 2 93 CM V w i t h t h e s t a n d a r d G 2 93 c e l l l i n e f o r t h e

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

T h r e e 2 0 - l i t e r v o l u m e s o f s o u r c e w a t e r s a m p l e s f r o m 6 w a t e r u t i l i t i e s w e r e c o n c e n t r a t e d f o r

v i r u s e s t o a fi n a l 5 m l v o l u m e u s i n g h o l l o w fi b e r u l t r a fi l t r a t i o n ,
P E G p r e c i p i t a t i o n

,
c h l o r o f o r m

e x t r a c t i o n
,

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

p e r f o r m a n c e o f t h e t r a n s a c t i v a t e d a n d s t a n d a r d G 2 9 3 c e l l l i n e s i n d e t e c t i n g a d e n o v i r u s f r o m

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

r e a l - t im e PC R a n d v i r a l m R N A by R T - P C R o f i n o c u l a t e d c e l l c u l t u r e s a s d e s c r i b e d i n t h e

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

t h e s t a n d a r d G 2 9 3 c e l l l i n e w a s c o n d u c t e d o n t h e W T P s a m p l e s i n o r d e r t o d e t e r m i n e p o s s i b l e

i n t e r f e r e n c e s f r o m s a m p l e c y t o t o x i c i t y . C o n c e n t r a t e d s a m p l e # 2 f r o m St . L o u i s s h o w e d h i g h

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

i n f e c t i v i t y a s s a y s . A l l o t h e r c o n c e n t r a t e d s a m p l e s d i d n o t s h o w t o x i c i t y w h e n i n f e c t e d w i t h 3 5 0

|i L s a m p l e v o l u m e s p e r c e l l c u l t u r e . T a b l e 5
,

s u m m a r i z e s a l l o f t h e r e s u l t s f r o m th i s i n i t i a l

a n a l y s i s , a n d t w o s a m p l e s w e r e p o s i t i v e f o r i n f e c t i o u s a de n o v i r u s u s i n g t h e s t a n d a r d G 2 9 3 c e l l

l i n e ; o n e f r o m A n n A r b o r a n d o n e f r o m St . L o u i s .

B a s e d o n c o m p a r i n g t h e n e w t r a n s a c t i v a t e d c e l l l i n e s (C M V a n d RA S) t o s t a n d a r d G 2 9 3

c e l l s f o r i n f e c t i v i t >
^ d e t e c t i o n o f a d e n o v i r u s t y p e 4 1 a n d w i l d - t j

'

p e a d e n o v i r u s e s i n s e w a g e

s a m p l e s ,
i t w a s d e t e r m i n e d th a t 2 9 3 C MV y i e l d e d b e t t e r r e s u l t s v s . 2 9 3 RA S .

T h e r e f o r e
,

a l l

WT P s s o u r c e w a t e r s w e r e a n a l y z e d u s i n g th e 2 9 3 C M V c e l l l i n e (T a b l e 6 ) . T h e i n o c u l a t e d c e l l s

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

w a s o b s e r v e d a t t h i s i n c u b a t i o n t im e f o r CM V G 2 9 3 c e l l s . T h e e q u i v a l e n t w a t e r v o l u m e
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a n a l y z e d f o r e a c h s a m p l e w a s 5 L . T h e o n l y e x c e p t i o n w a s w h e n i n o c u l a t i n g t h e 2
"

s a m p l e

c o l l e c t e d f r o m St . L o u i s
,
f o r w h i c h t h e s a m p l e v o l u m e w a s r e d u c e d t o 1 . 6 L i n o r d e r t o r e du c e

c e l l t o x i c i t y . T w o s a m p l e s f r o m S t . L o u i s w e r e p o s i t i v e f o r v i r a l m R N A a n d t h r e e f o r v i r a l D N A

u s i n g t h i s n e w t r a n s a c t i v a t e d 2 9 3 C M V c e l l l i n e .

A s i d e - b y - s i d e c o m p a r i s o n o f t h e s t a n d a r d G 2 9 3 c e l l l i n e a n d t h e t r a n s a c t i v a t e d C M V G 2 9 3

c e l l l i n e w a s c o n d u c t e d u s i n g a l l s o u r c e w a t e r s am p l e s (T a b l e 7 ) . A l l i n c u b a t i o n t im e s w e r e

e q u i v a l e n t
,
a t 5 D PI d u e t o t h e s t a n d a r d c e l l l i n e r e q u i r e m e n t s t o a c h i e v e m a x im u m a d e n o v i r u s

d e t e c t i o n . S t . L o u i s s o u r c e w a t e r s h o w e d t w o s a m p l e s p o s i t i v e f o r v i r a l m R N A u s i n g C M V a n d

o n e p o s i t i v e u s i n g t h e ST D a n d A n n A r b o r s h o w e d n e g a t i v e f o r v i r a l m R N A u s i n g C M V G 2 9 3

b u t o n e p o s i t i v e f o r ST D G 2 9 3 . W h e n c o m p a r i n g t h e v i r a l D N A d e t e c t e d b e t w e e n c e l l l i n e s
,
St .

L o u i s y i e l de d t hr e e p o s i t i v e s a m p l e s u s i n g t h e 2 9 3 C MV c e l l l i n e a n d t w o p o s i t i v e s a m p l e s w h e n

u s i n g t h e S T D G 2 9 3 c e l l l i n e T h e o t h e r p o s i t i v e r e s u l t s w e r e o b s e r v e d u s i n g t h e ST D G 2 9 3 c e l l

l i n e o n l y ,
w h e r e o n e s a m p l e f r o m N e v a d a w a s p o s it i v e a n d o n e s am p l e f r o m A n n A r b o r w a s

p o s i t i v e . A s in d i c a t e d b y T a b l e 7 , s i x s am p l e s w e r e p o s i t i v e f o r e i t h e r v i r a l m RN A o r v i r a l

D N A w h e n u s i n g t h e ST D G 2 9 3 c e l l l i n e a n d fi v e s a m p l e s w e r e p o s i t i v e f o r e i t h e r v i r a l m R N A

o r v i r a l D N A w h e n u s i n g t h e 2 9 3 C M V c e l l l i n e . B a s e d o n t h e r e s u l t s
,
t h e r e i s n o t a c l e a r

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

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

i n f e c t i o n a s s a y s a n d r e v e r s e t r a n s c r i p t i o n s t e p s b y u s i n g t h e h o u s e k e e p i n g g e n e
,
G A PD H

,
w h i c h

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

p r e v i o u s s e c t i o n - V a l i d a t i o n of c e l l c u l t u r e a s s a y s a n d t h e u s e o f H K g e n e , GA P D H , a s a

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

a d e n o v i r u s u s i n g I C C / m R N A r e a l t i m e R T - P C R i n t h e s t a n d a r d G 2 9 3 c e l l l i n e .

W T P S a m p l e

C o n e ,

s a m p l e v o l .

A s s a y e d p e r

H a s k

T o t a l

c o n e .

V o l
.

A s s a y e d

E q .

S a m p l e

V o l .

A s s a y e d

D e t e c t i o n o f

A d s m R N A
"

P o s fl a s k /

t o t a l fl a s k

e t

v a l u e

m R N A
" H K "

C T v a l u e

(± S D )
N e g a t i v e

C o n t r o l
"

0 / 6 N d
' ^

2 4 ± 5

C a r y 1 30 0 u L / fl a s k 1 . 2 m L 5 L 0 / 4 N d 2 2 ± 2

30 0 u L / f l a s k 1 2 m L 5 L 0 / 4 N d 22 ± 2

3 50 u L / f l a s k l OSm L 4 . 2 L 0 / 3 N d

R a l e ig h 30 0 u L / f l a s k 1 2 m L 5 L 0 / 4 N d 2 1 ± 2

30 0 u L / f l a s k l 2 m L 5 L 0 / 4 N d 24 ± 2

3 50 u L / f l a s k l
. OSm L 4 2 L 0 / 3 N d

N e v a d a 3 0 0 u L / f l a s k l 2 m L 5 L 0 / 4 N d 19 ± 2

3 00 u L / f l a s k 1 2 m L 5 L 0 / 4 N d 2 5 ± 3

3 50 u L / f l a s k I OSm L 4 . 2 L 0 / 4 N d

A n n

A r b o r

1 2 m L 5 L

3 00 u L / f l a s k 0 / 3 N d 2 0 ± 2

3 0 0 u L / f l a s k 1 . 2 m L 5 L 1/ 4 4 0 . 4 3 2 3 ± 3

3 50 u L / f l a s k I OSm L 4 . 2 L 0 / 3 N d

N e w

O r l e a n s

1
. 2 m L 5 L

30 0 u L / f l a s k 0 / 4 N d 19 ± 1

30 0 u L / fl a s k 1 . 2 m L 5 L 0 / 4 N d 2 5 ± 1

3 50 u L / f l a s k I . OSm L 4 2 L 0 / 3 N d

St L o u i s 3 0 0 u L / fl a s k 1 2 m L 5 L 0 / 4 N d 2 0 ± 2

12 0 u L / f l a s k 0 4 80m L 1 9 L 0 / 4 N d 3 0 ± 2

3 50 u L / f l a s k I OSm L 4 2 L 1/ 3 4 1 9 5

" d e t e c t i o n o f v i r a l m R N A i n t i s s u e c u l t u r e c e l l c u l t u r e f l a s k w i t h n o s a m p l e ,
P B S w a s u s e d

i n s t e a d
" ^

N o t D e t e c t e d
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T a b l e 6 . D e t e c t i o n o f i n f e c t i o u s a d e n o v i r u s f r o m s o u r c e w a t e r s a m p l e s u s i n g c o m b i n e d c e l l

c u l t u r e a n d v i r a l m R N A d e t e c t i o n b y r e v e r s e t r a n s c r i p t i o n r e a l - t i m e P C R w i t h t h e 2 9 3

C M V c e l l l i n e .

WT P Sa m p l e E q .
V o l

.

A s s a y e d

m R N A a s s a y s

A d e n o v i r u s m R N A

P e s f l a s k / t o t a l

fl a s k c t v a l u e

C e l l
" H K "

m R N A

D e t e c t i o n o f
v i r a l D N A

P o s

fl a s k

/ t o t a l

fl a s k c t v a l u e

P B S 0 / 6 17 . 4 ± 1 . 1 0 / 6

_
C a r y _

5 L 0/ 3 17 . 0 ± 0 . 5 0 / 3

5 L

0/ 3

17 . 1 ±

0 . 3 0 / 3

5 L 0 / 3 16 . 7 ± 0 . 4 0 / 3

R a l e i g h 5 L 0/ 3 17 . 8 ± 0 . 8 0 / 3

5 L 0/ 3 17 . 1 ± 0 . 2 0 / 3

5 L 0/ 3 17 . 6 ± 0 . 8 0 / 3

N e v a d a 5 L 0/ 3 1 8 . 5 ± 0 . 4 0/ 3

5 L 0/ 3 1 8 4 ± 1. 3 0 / 3

5 L 0 / 3 17 . 4 ± 0 . 6 0 / 3

A n n A r b o r 5 L 0 / 3 1 8 . 8 ± 1. 5 0/ 3

5 L 0/ 3 18 . 4 ± 1 0 0 / 3

5 L 0/ 3 16 . 9 ± 0 . 3 0 / 3

N e w

O r l e a n s

5 L

0/ 3 19 0 ± 0 . 9 0/ 3

5 L 0 / 3 18 . 0 ± 0 . 4 0 / 3

5 L 0 /3 16 . 9 ± 0 . 4 0/ 3

S t L o u i s 5 L 0 / 3 17 9 ± 0 . 2 0 / 3

1
.
6 L

5 L

1/ 3

1 /3

4 2 . 7

3 7 . 4

2 3 . 4 ± 0 9

17 . 1 ± 0 . 4

1/ 3

2/ 3

3 9 . 4

4 1 . 2 / 39 7
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T a b l e 7 . C o m p a r i s o n o f S t a n d a r d G 2 9 3 a n d t r a n s a c t i v a t e d 2 9 3 C M V c e l l l i n e s f o r t h e

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

t w o d i f f e r e n t g e n o m i c t a r g e t s ,
v i r a l m R N A a n d v i r a l D N A

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

W T P

S a m p l e

#

v i r a l m R N A

C M V

p o s / t o t a l

C t

v a l u e

S T D G 2 93

p o s / t o t a l

C t

v a l u e

v i r a l D N A

C M V

p o s / t o t a l

C T

V a l u e

S T D G 2 93

p o s / t o t a l

C T

v a l u e

C a r y 1 0 / 3 0 / 4 0 / 3 0 / 4

0 / 3 0 / 4 0 / 3 0 / 4

0 / 3 0 / 3 0 / 3 0 / 3

R a l e i g h 0 / 3 0 / 4 0 / 3 0 / 4

0 / 3 0 / 4 0 / 3 0 / 4

0 / 3 0 / 3 0 / 3 0 / 3

N e v a d a 0 / 3 0 / 4 0 / 3 0 / 4

0 / 3 0 / 4 0 / 3 0 / 4

0 / 3 0 / 3 0 / 3 1 / 3 4 1 . 4 8

A n n

A r b o r

S t . L o u i s

N e w

O r l e a n s

0 / 3

0 / 3

0 / 3

0 / 3

1 / 3

1/ 3

0 / 3

0 / 3

0 / 3

4 2 . 7

3 7 4

0 / 4

1/ 4

0 / 3

0 / 4

0 / 4

1/ 3

0 / 4

0 / 4

0 / 3

40 .
4

4 2 0

0 / 3

0 / 3

0 / 3

0 / 3

1 / 3

2 / 3

0 / 3

0 / 3

0 / 3

39 . 4

4 1 2
,

3 9 7

0 / 4

0 / 4

1 / 3

0 / 4

0 / 3

2 / 3

0 / 4

0 / 4

0 / 3

4 0 6 9

3 7 7
,

3 6 6
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T h e ef f e c t o f s u s p e n d e d s o l i d s o n t h e r e c o v e r y of a d e n o v i r u s f r o m s o u r c e w a t e r s a m p l e s .

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

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

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

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

i n c l u d e d s a m p l e s f r o m A rm A r b o r
,
N e w O r l e a n s a n d St . L o u i s . T h e r e w e r e n o s a m p l e s o f

s u s p e n d e d s o l i d s f r o m o t h e r W T P s th a t w e r e s e p a r a t e d a n d a n a l y z e d b e c a u s e t h e y s h o w e d o n l y

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

9 ) a n d T a b l e 10 i n c l u d e s b o t h c e l l l i n e s i n a d d i t i o n t o d i r e c t d e t e c t i o n b y r e a l - t im e P CR . U s i n g

d i r e c t r e a l - t im e P C R
,
a d e n o v i r u s D N A w a s d e t e c t e d i n t h e e l u t e d s u s p e n d e d s o l i d p e l l e t s f r o m 4

s a m p l e s o u t o f a t o t a l o f 1 8
,
s p e c i f i c a l l y i n 2 s a m p l e s f r o m N e w O r l e a n s a n d 2 s a m p l e s f r o m St

L o u i s (T a b l e 10 ) F o r t h e c e l l c u lt u r e a s s a y s , n o n e o f t h e s u s p e n d e d s o l i d s s a m p l e s w e r e p o s i t i v e

f o r a d e n o v i r u s e s b y i n f e c t i v i t y a s s a y s u s i n g t h e 2 9 3 C M V c e l l l i n e e i t h e r f o r d e t e c t i o n t h e v i r a l

m R N A o r v i r a l D N A (T a b l e 9 ) . H o w e v e r
,

o n e s u s p e n d e d s o l i d s s am p l e w a s p o s it i v e f o r

i n f e c t i o u s a d e n o v i r u s w h e n a n a l y z e d u s i n g th e ST D G 2 9 3 c e l l l i n e (T a b l e 8 a n d 9) , a n d th i s

s a m p l e w a s a l s o p o s it i v e f o r a d e n o v i r u s e s b y di r e c t r e a l - t im e P C R .

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

t o t h e s u s p e n d e d s o l i d s a n d t h e i r D N A c a n b e d e t e c t e d b y d i r e c t P CR .
I t i s im p o r t a n t t o n o t e t h a t

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

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

i n f e c t i v i t y u s i n g t h e s t a n d a r d G 2 9 3 c e l l l i n e d e s p i t e t w o s a m p l e s s h o w i n g p o s i t i v e f o r d i r e c t P C R

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

a n d d i r e c t P C R a r e u n c e r t a i n . I t c o u l d b e t h a t t h e c o n c e n t r a t i o n s o f t h e v i r u s e s a n d th e i r n u c l e i c
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a c i d s i n t h e s a m p l e s w e r e l o w , s u c h t h a t s o m e a l i q u o t s c o n t a i n e d a d e n o v i r u s e s o r a d e n o v i r u s

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

P CR w a s f r o m f r e e d a d e n o v i r u s D N A o r i n a c t i v a t e d a d e n o v i r u s e s .
W e a r e u n a b l e t o d e t e r m i n e

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

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

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

t o n o t e t h a t t h e h o u s e k e e p i n g g e n e
,
G A PD H

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

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

a c t i v i t y f o r t h i s h o u s e k e e p i n g g e n e ; t h e t y p i c a l e x p r e s s i o n o f m RN A f o r a l l s a m p l e s t e s t e d . T h i s

i n d i c a t e s t h a t t h e m e th o d u s e d t o a s s a y t h e s e s a m p l e s w a s e f f e c t i v e l y p e r f o r m e d .
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T a b l e 8 . D e t e c t i o n o f i n f e c t i o u s a d e n o v i r u s f r o m s o u r c e w a t e r s u s p e n d e d s o l i d s e l u t e s u s i n g
c o m b i n e d c e l l c u l t u r e a n d v i r a l m R N A d e t e c t i o n b y r e v e r s e t r a n s c r i p t i o n R e a l - T i m e P C R

w i t h t h e s t a n d a r d G 2 9 3 c e l l l i n e .

W T P Sa m p l e

m R N A a s s a y s

A d e n o v i r u s m R N A

P o s f l a s k / t o t a l f l a s k C t v a l u e

C e l l " H K "

m R N A

C t v a l u e

D e t e c t i o n o f v i r a l

D N A

P o s fl a s k

/ t o t a l

fl a s k

C t

v a l u e

P B S 0 /3 0 / 3

A n n A r b o r 0 /2 18 8 0 / 2

0 /2 19 . 3 0 / 2

0 /2 18 . 8 0 / 2

N e w O r l e a n s 0 /2 0 / 2

0 /2 18 . 0 0 / 2

1 /2 4 0 . 2 4 19 . 8 0/ 2

St L o u i s 0 /2

0 /2

0 /2

17 . 9

2 4
. 9

1 7 . 5

0 / 2

0 / 2

0/ 2
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T a b l e 9 . D e t e c t i o n o f i n f e c t i o u s a d e n o v i r u s f r o m s o u r c e w a t e r s u s p e n d e d s o l i d s e l u t e s u s i n g
c o m b i n e d c e l l c u l t u r e a n d v i r a l m R N A d e t e c t i o n b y r e v e r s e t r a n s c r i p t i o n R e a l - T i m e P C R

w i t h t h e n e w t r a n s a c t i v a t e d 2 93 C M V c e l l l i n e .

W T P S a m p l e

P B S

A d e n o v i r u s m R N A

P o s f l a s k / t o t a l f l a s k

0/ 3 C t v a l u e

C e l l
" H K "

m R N A

C t v a l u e

P o s

fl a s k /

t o t a l

fl a s k C t v a l u e

A n n A r b o r 0 / 2 0 / 3

0 / 2 0 / 2 19 . 4

0 / 2 0 / 2 18 . 7

N e w O r l e a n s

St L o u i s

0 / 2

0 / 2

0/ 2

0 / 2

0/ 2

0 / 2

0 / 2

0 / 2

0 / 2

0 / 2

0 / 2

0 / 2

17 . 9

18 . 7

16 . 6

1 8 . 1

18 . 9
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T a b l e 1 0 . C o m p a r a t i v e d e t e c t i o n o f a d e n o v i r u s e s i n s o u r c e w a t e r s u s p e n d e d s o l i d s e l u t e s b y
d i r e c t r e a l - t i m e P C R a n d b y i n f e c t i v i t y a s s a y s i n s t a n d a r d a n d C M V G 2 9 3 c e l l s .

W T P S a m p l e

R e a l - t i m e P C R r e s u l t s I n f e c t i v i t y r e s u l t s

S T D G 29 3 C M V G 2 93

C a r y 1 n d
" N A

°

N A

n d N A N A

n d N A N A

R a l e i g h n d N A N A

n d N A N A

n d N A N A

N e v a d a n d N A N A

N A N A N A

N A N A N A

A n n A r b o r n d n d n d

n d n d n d

n d n d n d

N e w O r l e a n s 4 1 2 n d n d

n d n d n d

4 0 0 p o s i t i v e n d

S t . L o u i s 3 9 5 n d n d

n d n d n d

4 0 9 n d n d
"

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

m R N A w a s d e t e c t e d o n s u c c e s s f u l i n f e c t iv i t y a s s a y s .

''
N o t a n a ly z e d b e c a u s e o f t h e l o w t u r b i d it y o f t h e s a m p le

• t i m e PC R a n d n o v i r a l g e n o m e o r v i r a l
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F e c a l i n d i c a t o r s i n s o u r c e w a t e r s a n d t h e i r r e l a t i o n s h ip s t o t h e p r e s e n c e o f a d e n o v i r u s .

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

i n d i c a t o r s : e n t e r o c o c c u s , c o l i f o r m s ,
E c o l i , F + c o l i p h a g e s ,

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

a n d C l o s t r i d i u m p e rf r i n g e n s s p o r e s . A l l r e s u l t s a r e l i s t e d i n T a b l e 1 3 a l o n g w i t h p h y s i c a l a n d

c h e m i c a l w a t e r q u a l i t y d a t a i n T a b l e 14 ; b o th a r e i n t h e A p p e n d i x s e c t i o n o f t h i s r e p o r t . A k e y

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

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

s o u r c e w a t e r s a m p l e s . St a t i s t i c a l a n a l y s i s w a s d o n e t o c o m p a r e i n d i c a t o r o c c u r r e n c e a n d

c o n c e n t r a t i o n s w i t h i n f e c t i o u s a n d t o t a l a d e n o v i r u s e s d e t e c t e d u s i n g P CR m e t h o d s . A n A N O V A

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

w a t e r s a m p l e s c o l l e c t e d fr o m t w o w a t e r t r e a t m e n t p l a n t s l o c a t e d i n St . L o u i s a n d N e w O r l e a n s

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

p l a n t s . I n a d d it i o n
,
b a s e d o n t h e w a t e r q u a l i t y d a t a , t h e s e p l a n t s h a d c o n s i s t e n t l y h i g h e r t u r b i d i t y

l e v e l s .

I n T a b l e 1 1 a r e t h e m e a n v a l u e s f o r t h e f e c a l i n d i c a t o r s t e s t e d a t e a c h s it e A s i n d i c a t e d , t h e

f e c a l i n d i c a t o r s a t N e w O r l e a n s a n d St . L o u i s w e r e s i g n i f i c a n t l y h i g h e r t h a n t h o s e a t t h e o t h e r

s i t e s ; w i t h St . L o u i s h a v i n g t h e h i g h e s t l e v e l s d e t e c t e d . T a b l e 1 2 d i s p l a y s t h e c a l c u l a t e d p v a l u e s

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

t h e d e t e c t i o n o f a d e n o v i r u s e s (i n f e c t i o u s o r n o n - i n f e c t i o u s ) . T h e s e v a r i a b l e s w e r e u s e d t o d o a n

A N O V A o u t p u t f o r a l l f e c a l i n d i c a t o r s t e s t e d . T h e t e r m "
s i t e

"
r e f e r s t o t h e s i x d i f f e r e n t W T P s a s

w a t e r s o u r c e s .
T h e "

s a m p l e
"

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

"
a l l a d s

"
c o r r e s p o n d s t o a p o s i t i v e d e t e c t i o n o f a d e n o v i r u s e s ; e i t h e r i n f e c t i o u s o r n o n - i n f e c t i o u s .

I f t h e p v a l u e i s l o w e r t h a n 0 . 0 5 t h e n t h e r e i s a s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e f o r t h a t p a r t i c u l a r v a r i a b l e .
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T h e r e s u l t s o f t h i s t e s t i n d i c a t e a s i g n i f i c a n t di f f e r e n c e w h e n t e s t i n g f o r c o H fo r m s (p = . 0 2 9 8 ) ,

s o m a t i c c o l i p h a g e s (p = . 0 18 4 ) ,
a n d E c o l i (p = . 0 4 0 1 ) w h e n s a m p l i n g a c r o s s t h e d i f f e r e n t W T P s .

I n a d d i t i o n ,
w h e n l o o k i n g a t t h e a l l a d s v a r i a b l e t h a t i s c a t e g o r i z e d a s 1 v s . 0

,
w h e r e 1 i s p o s i t i v e

f o r a d e n o v i r u s e s (i n f e c t i o u s o r n o n - i n f e c t i o u s ) a n d 0 i s n e g a t i v e f o r a d e n o v i r u s e s
,
i t i s o b s e r v e d

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

l e v e l s o f c o l i f o r m s t e s t e d (p =
. 0 5 0 0 ) T h e r e i s n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e i n s a m p l e s p e r s i t e

,
b u t

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

I t i s im p o r t a n t t o n o t e t h a t w i t h a s s i s t a n c e o f a b i o s t a t i s t i c i a n
,

a m u l t i p l e r e g r e s s i o n

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

s a m p l e s i t e s ) T h e m u l t i p l e r e g r e s s i o n r e s u l t s c o n f l i c t e d w i t h t h e A N O V A o u t p u t s i n t h a t n o t h i n g

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

a n a n a l y s i s ; t h e r e f o r e
,
t h e o n l y r e s u l t s r e p o r t e d h e r e a r e t h o s e u s i n g A N O V A .

W T P

En t e r o c o c c u s

M P N / l O Om L

M e a n (S D )

C o li f o r m s

M P N / l OOm L

M e a n (SD )

E . c o l i

M P N / l OOm L

M e a n (S D )

F+

c o li p h a g e s

M P N / l O Om L

M e a n (S D )

S o m a t ic

c o l i p h a g e s

M P N / l OOm L

M e a n (S D )
G a r y 2 0 (1 8 ) 2 9 2 ( 3 3 9 ) 3 8 (3 3 ) 1 . 3 (0 5 8 ) 4 0 0 (3 4 1 )

Ra l e i g h 2 7 (1 6 ) 1 1 . 9 ( 1 6 . 2 ) 2 . 0 ( 1 . 8 ) 3 3 (4 . 0 ) 2 7 . 3 (3 7 3 )
N e v a d a 1 0 (0 ) 1 0 (0 ) 1 0 (0 ) 3 3 (3 . 2 ) 5 0 (6 . 1 )

St . Lo u i s 4 3 8 . 6 (5 0 9 . 7 ) 4 6 1 . 0 (3 9 4 . 0 ) 3 5 7 . 6 (3 2 6 .
4 ) 1 0 . 0 ( 7 . 0 ) 4 4 8 . 0 ( 3 4 6 . 5 )

A n n A r b o r 1 . 7 ( 1 . 2 ) 1 7 6 (2 2 5 ) 5 0 (5 3 ) 1 . 3 (0 58 ) 1 0 . 0 (6 1 )
N e w O r le a n s 3 4 . 8 ( 1 2 . 7 ) 1 8 6 . 2 (4 4 . 8 ) 7 0 . 5 (4 4 . 8 ) 3 . 7 (3 . 8 ) 6 5 . 7 ( 4 9 . 6 )

T a b l e 1 1 . M e a n s f o r f e c a l i n d i c a t o r s a n a ly z e d a t e a c h WT P
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G r o u p V a r i a b l e s [P - v a l u e ]
A L L A D S* I N F A D S * * N O N I N F A D S * * * S I T E * * * * SA M P L E * * * * *

E n t e r o c o c c u s 0 . 1 3 5 8 0 . 1 6 12 0 . 8 7 62 0 . 12 8 7 0 . 5 14 9

C o l i f o r n i s 0 . 0 5 0 0 0 . 8 0 18 0 J 0 2 0 0 . 0 2 9 8 0 . 5 2 0 1

£
"

. c o U 0 . 0 6 16 0 . 9 7 6 3 0 . 0 1 5 9 0 . 0 4 0 1 0 . 5 8 2 1

F +

c o l i p h a g e s

0 0 5 4 9 0 . 0 8 3 9 0 .
4 2 4 5 0 . 1 3 54 0 . 4 4 5 6

S o m a t i c

c o l i p h a g e s

0 . 1 3 0 0 0 . 1 3 4 5 0 . 6 184 0 . 0 1 8 4 0 . 5 7 0 8

B a c t e r o i d e s

mi

0 . 5 9 2 1 0 . 6 3 8 4 0 .
7 8 6 1 0 . 4 6 4 6 0 . 3 2 3 5

C l o s t r i d i u m

p e r f r i n g e n s

0 . 6 2 3 1 0 . 3 5 9 4 0 . 2 10 1 0 . 14 6 5 0 . 9 9 7 0

V a r i a b l e s u s e d t o c o n d u c t A N O V A a n a ly s i s i n c l u d e ;

*
A L L A D S - i n d i c a t e s a p o s i t i v e s a m p l e ( b o t h in f e c t i o u s a n d n o n i n f e c t i o u s )

* * I N F A D S - i n f e c t i o u s a d e n o v ir u s e s

* * *
N O N I N F A D S - n o n i n f e c t i o i u s a d e n o v i r u s e s

* * * * S I T E - t h e W T P s

* * * * * S A M PL E - t h e s o u r c e w a t e r s a m p l e d a n d a n a l y z e d (n = 3 )

T a b l e 12 . A N O V A f o r a l l f e c a l i n d i c a t o r o r g a n i s m s a n a l y z e d u s i n g s o u r c e w a t e r s a m p l e s

f r o m t h e s i x W T P s i n c l u d i n g a l l p v a l u e s (p v a l u e < 0 . 0 5 i s s i g n i fi c a n t ) .
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D I S C U S SI O N

P r o j e c t O v e r v i e w

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

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

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

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

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

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

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

o f h u m a n a d s i n a n e w c e l l l i n e (2 9 3 R A S a n d 2 9 3 C MV ) w h i l e c o m p a r i n g i t t o t h e s t a n d a r d

G 2 9 3 c e l l l i n e
,

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

C C /m RN A R T - P CR m e t h o d s . I n a d d i t i o n
,
i t r a i s e d qu e s t i o n s r e l a t i n g t o v i r u s e s a n d s o l i d s -

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

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

T o b e g i n w it h
,

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

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

t h e s e m e t h o d s in c l u d e d c o n t i n u o u s f l o w c e n t r i f i i g a t i o n (B o r c h a r d t & Sp e n c e r
,
2 0 0 2 ; S w a l e s &

W r i g h t ,
2 0 0 0 ) ,

im m u n e - a f fi n i t y c o n c e n t r a t i o n ,
c h a r g e d fi lt r a t i o n

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

f o r e n t e r i c v i r u s e s (M . D . So b s e y & G l a s s
,
1 9 8 0 ; M . D . S o b s e y & G l a s s

,
1 9 84 ) . R e s e a r c h h a s

b e e n c o n d u c t e d a t U N C
'

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

c a p a b l e o f e f f e c t i v e l y r e c o v e r i n g a n d c o n c e n t r a t i n g c e r t a i n m i c r o b e s , i n c l u d i n g a d e n o v i r u s 4 1
,

f o u n d i n l a r g e v o l u m e s o f w a t e r
. T h e m e t h o d i d e n t i fi e d u s e d t h e h o l l o w fi b e r u l t r a fi lt r a t i o n

(H F U F ) a s t h e p r im a r y c o n c e n t r a t i o n s t e p w i t h p o l y e t h y l e n e g l y c o l (P E G ), c h l o r o f o r m
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e x t r a c t i o n
,
a n d u l t r a c e n t r i f u g a t i o n a s s e c o n d a r y c o n c e n t r a t i o n s t e p s n e e d e d t o r e d u c e t h e s a m p l e

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

c o m b i n e d u s e o f c e l l c u l t u r e a n d m RN A R T - P CR w a s p e r f o r m e d b a s e d o n r e s e a r c h t h a t

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

c u l t u r e (K o e t a l . , 2 0 0 3 ) .

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

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

(J o t h i k u m a r e t a l .

,
2 0 0 5 ) . A l o t h a s t o d o w i t h t h e l i n e o f c e l l s u s e d . O f a l l t h e c e l l l i n e s

a t t e m p t e d ,
t h e s t a n d a r d G 2 9 3 c e l l l i n e h a s b e e n a c c e p t e d b y r e s e a r c h e r s a s t h e o n e t h a t y i e l d s t h e

b e s t p e r f o rm a n c e f o r p r o p a g a t i n g a d s R e c e n t l y ,
D r . G w a n g P y o K o a n d h i s r e s e a r c h t e a m a t

S e o u l N a t i o n a l U n i v e r s i t y i n So u t h K o r e a h a v e d e v e l o p e d a n e w t r a n s a c t i v a t e d c e l l l i n e t h a t

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

g e n e s (i n c l u d i n g t h e v i r a l g e n e s ) a n d o th e r t r a n s c r i p t i o n fa c t o r s w h i c h e n h a n c e t h e p r o p a g a t i o n

a n d d e t e c t i o n o f i n f e c t i o u s a d s i n c e l l c u l t u r e s (K i m e t a l .

,
2 0 10 ) . T h i s i s s u sp e c t e d t o b e t r u e

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

p r o c e s s ; t h e r e f o r e , im p r o v i n g t h e d e t e c t i o n m e t h o d s o f t h e i n f e c t i o u s a d s i n w a t e r . A s t a b l e 2 9 3

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

c o m p a r e d w i t h t h e G 2 9 3 (K im e t a l . , 2 0 10 ; K o , J o t h i k u m a r e t a l .

,
2 0 0 5 ) T h e U N C l a b t e a m

r e c e i v e d f r o z e n s a m p l e s o f t h e n e w c e l l l in e s (C M V a n d R A S) a n d b e g i n t h e p a s s a g i n g p r o c e s s

r e q u i r e d t o r e a c h c o n fl u e n c e . W e e n c o u n t e r e d pr o b l e m s i n t h e b e g i n n i n g o f t h i s p r o c e s s d u e t o

t h e G 2 9 3 CM V c e l l s n o t r e a c h i n g c o m p l e t e c o n fl u e n c e A ft e r c o n s u l t i n g D r . K o
,

o u r c e l l

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

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

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

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

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

a n d

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

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

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

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

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

i t i s im p o r t a n t t o h a v e a

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

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

w h e n a n a l y z i n g e n v i r o rm i e n t a l s a m p l e s . T h e s e p a r a t e e x p e r im e n t s c o n d u c t e d c o n n e c t t o t h e

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

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

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

Va l i d a t i o n o f c e l l c u l t u r e a s s a y s a n d th e u s e of H K g e n e , GA P D H , a s a p o s i t i v e c o n t r o l .

R e s e a r c h w a s c o n du c t e d t h a t c o m b i n e d c e l l c u l t u r e w i t h r e a l - t im e R T - P C R f o r t h e d e t e c t i o n

o f a d e n o v i r u s m R N A (K o
,
J o t h i k u m a r e t a l .

,
2 0 0 5 ) ,

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

a n d v i r a l mRN A R T - P CR d e t e c t i o n l a c k e d a p o s i t i v e c o n t r o l t h a t c o u l d b e u s e d f o r m o n i t o r i n g

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

c e l l s du r i n g i n f e c t i o n a n d th e RN A u p o n e x t r a c t i o n a n d r e v e r s e t r a n s c r ip t i o n . T h i s p r o j e c t

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

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

,
G A P D H
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w a s u s e d d u e t o H K g e n e s b e i n g c o n s t a n t l y e x p r e s s e d a t t h e s a m e l e v e l i n t h e c e l l ; t h e r e f o r e
,

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

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

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

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

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

t o t h e r e b e i n g u n e x p e c t e d p r o b l e m s du r i n g R N A p r o d u c t i o n , p r o c e s s i n g ,
a n d r e c o v e r y .

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

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

e x p r e s s i o n o f t h e G A P D H g e n e r e m a i n e d r e l a t i v e l y c o n s t a n t d u r i n g t h e a d e n o v i r u s i n f e c t i v i t y

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

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

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

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

C o m p a r i s o n of t h e p e rf o r m a n c e o f t h e n e w t r a n s a c t i v a t e d c e l l l i n e s 2 93 CM V a n d 2 9 3 RA S t o

S TD G 2 93 f o r t h e p r o p a g a t i o n o f a d e n o v i r u s 4 1

T h e S T D G 2 9 3 c e l l l i n e w a s d e v e l o p e d f r o m H E K 2 9 3 c e l l l i n e . A n e w s t a b l e t r a n s a c t i v a t e d

G 2 93 c e l l l i n e t h a t e x p r e s s e d v i r a l t r a n s a c t i v a t i n g p r o t e i n s o f c y t o m e g a l o v i r u s w a s c r e a t e d a n d

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

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

i n v e s t i g a t i o n o f t h e t w o n e w c e l l l i n e s ,
i t w a s d e t e r m i n e d th a t t h e 2 9 3 C M V d e m o n s t r a t e d b e t t e r

p e r f o r m a n c e w h e n c o m p a r e d t o t h e S T D G 2 9 3 c e l l l i n e f o r d e t e c t i n g i n f e c t i o u s a d e n o v ir u s i n

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

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

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

G 2 9 3 c e l l l i n e
,
t h e v i r u s r e a c h e d o p t im u m p e r f o r m a n c e a t 5 D P I v e r s u s t h e 2 9 3 C M V c e l l l i n e

t h a t w a s a b l e t o d e t e c t m a x im u m a d h e x o n g e n e mR N A a t 3 D P I . W h e n th e c e l l s w e r e c o l l e c t e d

f o r b o t h c e l l l i n e s a t 5 D P I ,
d e t e c t i o n o f a d h e x o n g e n e m RN A w a s v e r y s im i l a r

, y i e l d i n g

m a x im u m d e t e c t i o n . W i t h t h e 2 9 3 C MV
,
t h e i n c u b a t i o n p e r i o d r e q u i r e d f o r d e t e c t i o n w a s e a r l i e r

t h a n t h e S T D G 2 9 3 , b u t b o t h c e l l l i n e s a p p e a r e d t o p l a t e a u a t t h e s a m e p o i n t , w h e n t h e r e a r e n o

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

a r e s u l t o f t h e t r a n s a c t i v a t i n g p r o t e i n s t h a t w e r e a d d e d t o t h e n e w 2 9 3 CM V c e l l l i n e t o e n h a n c e

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

d e t e c t i o n
. D e s p i t e t h e s i m i l a r i t y i n t h e a b i l i t y t o d e t e c t t h e g e n e a t 5 D P I i t w a s im p o rt a n t t o

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

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

i n f o r m a t i o n f o r t h e w a t e r t r e a t m e n t p l a n t s , e n a b l i n g t h e m t o o b t a i n p e rt i n e n t i n f o r m a t i o n t h a t

c o u l d b e u s e d a s a t o o l f o r e a r l y d e t e c t i o n ; p r o t e c t i n g p u b l i c h e a l t h .
I n a d di t i o n

, g o v e r n m e n t

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

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

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

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

B e f o r e WT P w a t e r s a m p l e s w e r e p r o c e s s e d u s i n g t h e d i f f e r e n t c e l l l i n e s
,
a n e x p e r im e n t w a s

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

R a l e i gh , a n d D u r h a m
,
N o r t h C a r o l i n a ) . T h i s e x p e r im e n t d e m o n s t r a t e d t h e p e r f o r m a n c e o f a l l

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

b e t t e r d e t e c t i o n w h e n u s i n g t h e CM V l i n e v s . t h e R A S l i n e ; t h e r e f o r e
,
w e d e c i d e d t o u s e t h e

C M V c e l l l i n e w h e n d o i n g th e c o m p a r i s o n o f t h e WT P s a m p l e s a g a i n s t t h e S T D 2 9 3 l i n e . T h i s

e x p e r im e n t y i e l d e d p o s i t i v e r e c o v e r y u s i n g t h e C C /m R N A R T - P C R a s s a y . H o w e v e r
,
w h e n

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

a b i l i t y t o d e t e c t w i l d - t y p e a d e n o v i r u s e s a t l o w c o n c e n t r a t i o n s (0 . 8 l U b y i n f e c t i v i t y a s s a y s a n d

1 1 g e n o m e c o p i e s b y d i r e c t P C R ) A de n o v i r u s e s i s o l a t e d f r o m t h e s e w a g e w e r e t y p e d ,

i n d i c a t i n g t h e p r e s e n c e o f a d d i t i o n a l g r o u p s A a n d E . T h e s e fi n d i n g s c o n fi r m e d t h e im p o r t a n c e

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

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

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

a d e n o v i r u s e s
' f a t e a s a m e a s u r e o f p r o t e c t i n g w a t e r s y s t e m s t h a t c o u l d p o t e n t i a l l y p l a c e t h e

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

a d e n o v i r u s h e x o n g e n e mR N A d e t e c t i o n r e s u l t s f o r 2 9 3 CM V c e l l s ,
w h i c h 3 D P I f o r m a x im u m

d e t e c t i o n T h i s t im e o f m a x im u m i n fe c t i o u s a d e n o v i r u s h e x o n g e n e m R N A d e t e c t i o n i s d i f f e r e n t

f r o m t h e 5 d a y s f o r m a x i m u m t h a t w e r e r e q u i r e d f o r s t a n d a r d G 2 9 3 c e l l l i n e . T h i s d i f f e r e n c e

c o u l d b e a t t r i b u t e d t o t h e t r a n s a c t i v a t i n g p r o t e i n s p r o du c e d b y th e 2 9 3 C M V c e l l l i n e t h a t

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

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

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

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

s e c u r i t y o f p u b l i c h e a l t h .

S o u r c e w a t e r s a m p l e s c o m p a r i s o n a c r o s s c e l l l i n e s

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

d e t e c t e d a n d q u a n t i f i e d u s i n g b o t h c e l l l i n e s (C MV a n d S T D ) . T h e p r o p a g a t i o n o f a d e n o v i r u s

w a s d e t e r m i n e d b y m e a s u r i n g v i r a l m R N A a n d v i r a l D N A . I t i s im p o r t a n t t o n o t e
,
b a s e d o n t h e

s e w a g e e x p e r im e n t d e s c r ib e d a b o v e t h a t t h e C MV c e l l l i n e w a s b e t t e r a b l e t o p r o p a g a t e

i n f e c t i o u s a d e n o v i r u s e s b a s e d o n h i gh e r e x p r e s s i o n s o f mR N A a t a s h o r t e r i n c u b a t i o n t i m e T h e

s u f f i c i e n t d e t e c t a b l e l e v e l o b s e r v e d f o r C M V w a s a t 3 D P I b u t d u e t o t h e ST D c e l l l i n e r e q u i r i n g

5 D P I t o a c h i e v e s u f f i c i e n t d e t e c t i o n l e v e l s w e d e c i d e d t o i n c u b a t e b o t h l i n e s a t 5 D P I w h e n

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

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

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

C o n c e n t r a t e d w a t e r s a mp l e s

T h e c o m p a r i s o n w a s m a d e a n d i t w a s d e t e r m i n e d t h a t t h e C M V c e l l l i n e w a s a b l e t o d e t e c t t h e

v i r u s f a s t e r (3 D P I) v s . S T D (5 D P I ) , b u t w e c o u l d n o t d e f i n i t i v e l y c o m m e n t o n t h e p e r f o r m a n c e

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

w h e n l o o k i n g a t t h e r e s u l t s t h a t s h o w t w o s a m p l e s p o s i t i v e f o r v i r a l m R N A u s i n g C M V a n d t w o

p o s i t i v e u s i n g ST D .
T h e d i f f e r e n c e i s i n t h e s a m p l e s . T h e s a m p l e s f r o m St . L o u i s y i e l d e d tw o
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p o s i t i v e r e s u l t s u s i n g C MV a n d o n e s a m p l e f r o m St .
L o u i s a n d o n e s am p l e f r o m A n n A r b o r w a s

p o s i t i v e u s i n g ST D . I n a d d i t i o n
,
i n f e c t i o u s a d e n o v i r u s e s v i r a l m R N A w a s d e t e c t e d i n t w o

s a m p l e s c o l l e c t e d f r o m St . L o u i s a n d v i r a l D N A w a s d e t e c t e d i n t h r e e s a m p l e s c o l l e c t e d f r o m S t .

L o u i s u s i n g t h e 2 9 3 CM V c e l l l i n e .

C o n c e n t r a t e d p e l l e t s a m p l e s

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

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

by t h e d e t e c t i o n o f v i r a l m R N A T h e r e w a s o n l y o n e p o s i t i v e r e s u l t f o r i n f e c t i v i t y o u t o f t h i r t y -

s i x s a m p l e s t e s t e d a c r o s s b o t h c e l l l i n e s ; 2 9 3 C M V a n d s t a n d a r d G 2 9 3 .

T h e u s e o f
" H K "

g e n e
,
GA P D H a s a n i n t e r n a l c o n t r o l f o r C C/ m RN A R T - P C R a s s a y s

T h e s u i t a b l e u s e o f t h e h o u s e k e e p i n g g e n e , G l y c e r a l d e h y d e - 3 -

p h o s p h a t e d e h y d r o g e n a s e

(G A PD H ) a s a c o n t r o l f o r a d e n o v i r u s i n f e c t i v i t y a s s a y s t o v e r i fy t h e m e t h o d s u s e d f o r e x p r e s s i n g

m RN A (e x t r a c t i o n a n d r e v e r s e t r a n s c r i p t i o n s t e p s ) w a s d o c u m e n t e d i n t h i s s t u d y . T h i s e n z y m e i s

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

e x p r e s s i o n a s s a y s . T h e m R N A e x t r a c t e d f r o m t h e c e l l m o n o l a y e r w a s t r a n s c r i b e d t o c D N A u s i n g

a p o l y T p r im e r a n d t h e c e l l u l a r g e n e G A P D H a n d t h e h e x o n g e n e w e r e q u a n t i fi e d u s i n g s p e c i fi c

P C R a s s a y s . F r o m th e s e e x p e r im e n t s ,
w e w e r e a b l e t o d e m o n s t r a t e t h a t w i t h i n c r e a s i n g n u m b e r

o f c e l l s , t h e c o n c e n t r a t i o n o f mR N A i n c r e a s e s , b u t t h e C T v a l u e d e c r e a s e s i n d i c a t i n g t h a t t h e

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

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

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

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

7 7

NEATPAGEINFO:id=53F11D49-B7CE-4ED4-A26E-CA0E24F6DA66



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

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

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

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

e x p r e s s i o n o f t h e G A P D H g e n e a t d i f f e r e n t c o n c e n t r a t i o n s o f s e w a g e a n d a d e n o v i r u s e s ;

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

C C / m R N A R T - P C R o n e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s .

H F UF a n d t h e c o m b i n e d u s e of C C / m RN A R T - P CR f o r t h e d e t e c t i o n o f i n f e c t i o u s a d s i n

s o u r c e w a t e r .

T h e f i r s t p h a s e o f t h i s p r o j e c t ,
c o n d u c t e d a t U N C v i r o l o g y l a b

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

i n c o r p o r a t i n g h o l l o w fi b e r u l t r a f i l t r a t i o n (H F U F ) a n d p o l y e t h y l e n e g l y c o l p r e c i p i t a t i o n (P E G ) f o r

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

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

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

s a m p l e p h a s e o f t h e p r o j e c t . T h i s p h a s e o f t h e p r o j e c t a p p l i e d t h e u s e o f H F U F
, P E G

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

t r a n s c r i p t a s e P C R
,

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

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

o f w a t e r ( l OL - l OOL ) d o w n t o v o l u m e s s u i t a b l e f o r m o l e c u l a r a n d c e l l c u l t u r e a n a l y s i s (l Om L -

2 0m L ) ,
w i t h o u t e f f e c t i n g v i r u s r e c o v e r y .
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C o n c e n t r a t i o n a n d r e c o v e r y u s i n g H F U F , P E G p r e c ip i t a t i o n , a n d U C

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

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

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

e x p e r im e n t s w it h l a b s p i k e d w a t e r s a m p l e s
,
t h e H F U F e l u t i o n b u f f e r i n t h e PE G p r e c i p i t a t e d

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

c u l t u r e i n o c u l a t i o n . T o e l im i n a t e t he n e g a t i v e e f f e c t s c y t o t o x i c i t y w o u l d h a v e o n t h e fi e l d

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

e x t r a c t i o n a n d u l t r a c e n t r i f u g a t i o n w e r e a d d e d t o t h e c o n c e n t r a t i o n p r o c e du r e . U l t r a c e n t r i f u g a t i o n

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

1Om L . A ft e r t h e s a m p l e s w e r e c o n c e n t r a t e d t o ~ 5 m L
,
f o u r e q u a l a l i q u o t s w e r e f r o z e n f o r v i r u s

i n f e c t i v i t y ; o n e w a s a s s a y e d u s i n g t h e s t a n d a r d G 2 9 3 c e l l l i n e a t U N C , o n e w a s a s s a y e d u s i n g

t h e n e w t r a n s a c t i v a t e d 2 9 3 C MV c e l l l i n e s e n t f r o m D r . K o
'

s l a b , o n e w a s s e n t t o D r
. K o

'

s l a b

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

a n a l y s i s t h a t m i g h t b e n e e d e d .

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

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

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

t h e r e a g e n t s i n w h i c h th e v i r u s e s a r e s u s p e n d e d . I t i s a l s o e s s e n t i a l t o v e r i f y t h e a n a l y s t
'

s

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

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

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

C e l l c u l t u r e a n d m RNA R T - P CR m e t h o d

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

t h a t s a m p l e s (S t . L o u i s ) t h a t l e a d t o c e l l d e a t h . T o a d dr e s s t h i s
,
w e d i l u t e d t h e s a m p l e a n d t h e n

p r e c e d e d w i t h c e l l c u l t u r e a s s a y s .

T h e ef f e c t of s u sp e n d e d s o l i d s o n t h e r e c o v e r y of a d e n o v i r u s e s

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

d e t e c t i o n m e t h o d s f o r v i r u s e s (M o o r e ,
S a gi k , & JF Jr ,

19 7 5 ; M . D . So b s e y ,
D e a n ,

BCn u c k l e s , &

W a g n e r
,
19 8 0 ) . B a s e d o n t h e l e v e l s o f s o m e o f t h e i n i t i a l w a t e r q u a l it y p a r a m e t e r s (T a b l e 1 5 )

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

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

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

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

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

s o u r c e w a t e r t u r b i d it y ; N ew O r l e a n s (> 5 0 N T U ) a n d St . L o u i s (> 3 0 N T U ) t h a n d i d t h e s o u r c e

w a t e r s o f t h e o t h e r W T P s U n d e r s t a n d i n g th e i n t e r f e r i n g r o l e o f t u r b i d i t y a n d s u s p e n d e d s o l i d s

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

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

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

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

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

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

f u r t h e r p r o c e s s i n g a n d a n a l y s i s o f t h e WT P p e l l e t s c o l l e c t e d d u r i n g t h e H F U F
,

P E G

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

F r o m t h e r e s u l t s i n T a b l e 8
,
a d e n o v i r u s e s a r e a t t a c h i n g t o t h e s u s p e n d e d s o l i d s a n d e l u t i o n

f r o m t h e s o l i d s e n a b l e t h e d e t e c t i o n o f D N A b y d i r e c t P CR F o u r o f t h e s a m p l e s w e r e d e t e c t e d

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

N e w O r l e a n s ; b o t h h a v i n g h i g h t u r b i d i t y l e v e l s ) . H o w e v e r
,
i t i s u n k n o w n i f t h e e l u t e d v i r u s e s

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

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

C C / m R N A R T - P C R a s t h e m e t h o d f o r d e t e c t i n g i n f e c t i o u s a d e n o v i r u s e s i n s u s p e n d e d s o l i d s i s

a n e f f e c t i v e a p p r o a c h .

F e c a l I n d i c a t o r s a n d t h e i r r e l a t i o n s h ip t o t h e p r e s e n c e of a d e n o v i r u s

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

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

U n i t e d S t a t e s . T h e s i t e s t h a t w e r e c h o s e n w e r e : R a l e i gh a n d G a r y , N o r t h G a r o l i n a ; St . L o u i s ,

M i s s o u r i ; A n n A r b o r
,
M i c h i g a n ; N e w O r l e a n s

,
L o u i s i a n a ; a n d L a s V e g a s

,
N e v a d a . I t w a s

a g r e e d u p o n b y U N G a n d W a t e R F t o s a m p l e e a c h p l a n t t h r e e s e p a r a t e t im e s o v e r a o n e y e a r

p e r i o d (Se p t e m b e r 2 0 0 9
,
N o v e m b e r 2 0 0 9 , a n d F e b r u a r y 2 0 10 ) ,

t o a c c o u n t f o r a n y s e a s o n a l

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

I n a d d it i o n
,
i t i s im p o r t a n t t o n o t e t h a t s o m e o f t h e WT Ps s e l e c t e d w e r e u n d e r t h e i n f l u e n c e o f

w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p l a n t d i s c h a r g e s . I f W T P s r e c e i v e d e f f lu e n t f r o m WWT P s a n d /o r i f t h e r e

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

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

w a t e r t r e a t m e n t p r o c e s s e s .

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

a n d c o n c e n t r a t i o n s o f f e c a l i n d i c a t o r o r g a n i s m s (F I O s ) a n d t h e d e t e c t i o n o f i n f e c t i o u s

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

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

s a m p l e s f r o m St . L o u i s a n d N e w O r l e a n s h a d h i gh e r F I O v a l u e s t h a n t h e o t h e r s a m p l e s , b u t

b e t w e e n t h e s e t w o s i t e s
,

s a m p l e s fr o m St . L o u i s r e s u l t e d i n p o s i t i v e a d s de t e c t i o n . I n c o n t r a s t ,

A n n A r b o r a n d N e v a d a h a d r e l a t i v e l y g o o d F I O s b u t a s a mp l e f r o m t h e s e WT P s w a s p o s i t i v e f o r

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

v e r y d i f f i c u l t t o e s t a b l i s h a c l e a r r e l a t i o n s h i p b e t w e e n t h e F I O s a n d t h e p r e s e n c e o f i n f e c t i o n

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

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

m a y b e m o r e p e r s i s t e n t i n t h o s e w a t e r s s a m p l e d w i th r e l a t i v e l y l o w F I O s (b u t p o s i t i v e a d s

d e t e c t i o n ) t h a n t h e a c t u a l b a c t e r i a a n a l y z e d .

I n a d d i t i o n t o F I O s
,
i t w a s a l s o o b s e r v e d t h a t w a t e r w i t h h i g h t u r b i d i t y i s a p o t e n t i a l l y g r e a t e r

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

d e t e c t i o n a n d r e c o v e r y . N e v e r t h e l e s s ,
h i gh t u r b i d i t y s o u r c e w a t e r s a l s o w e r e m o r e l i k e l y t o

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

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

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

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

r e s o u r c e s
,

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

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

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

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

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

u s e d t o t e s t f o r F I O s b e i n g r e l a t i v e l y i n e x p e n s i v e
,

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

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

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

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

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

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

L im i t a t i o n s a n d R e c o m m e n d a t i o n s

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

h a v e o n t h e v i r u s e s
' i n f e c t i v i t y .

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

G w a n g P y o K o
'

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

b e s o m e c o m p a r i s o n o f t h e d a t a s e t b e t w e e n t h e tw o l a b s ; U N C a n d Se o u l U n i v e r s i t y . I w o u l d

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

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

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

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

p e r f o r m a n c e o f t h e s e c e l l l i n e s i n c o m p a r i s o n t o t h e s t a n d a r d c e l l l i n e .
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C O N C L U S I O N S

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

s o u r c e w a t e r c o n c e n t r a t e s f r o m St . L o u i s a n d A n n A r b o r ; u s i n g b o t h t h e n e w

t r a n s a c t i v a t e d G 2 93 C M V c e l l l i n e a n d t h e s t a n d a r d G 2 9 3 c e l l l i n e . T w o o u t o f t h e

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

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

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

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

o n l y o n e w a s p o s i t i v e u s i n g th e

s t a n d a r d G 2 9 3 c e l l l i n e . W e s u s p e c t t h a t t h e v i r u s e s c o u l d h a v e b e c o m e i n a c t i v a t e d

d u r i n g t h e p r o c e s s o f e l u t i n g t h e v i r u s e s fr o m t h e s u s p e n de d s o l i d s . F u r t h e r t e s t s n e e d

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

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

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

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

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

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

o f t h e h e x o n g e n e f o r v i r a l D N A u s i n g r e a l t i m e P C R y i e l d e d fo u r p o s i t i v e o u t o f

s i x t e e n s am p l e s a n a l y z e d . T h e s e s a m p l e s w e r e f r o m N e w O r l e a n s a n d St . L o u i s .

• T h e u s e o f H F U F a s a p r im a r y c o n c e n t r a t i o n m e t h o d a n d P E G p r e c i p i t a t i o n ,

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

w a s e f fe c t i v e i n r e c o v e r i n g a n d c o n c e n t r a t i n g t h e v i r u s e s i n t h e s a m p l e s t e s t e d .
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• T h e m e t h o d o f C C /m R N A R T - P C R u s e d t o c o n d u c t i n f e c t i v i t y a s s a y s d e m o n s t r a t e d

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

t e s t e d (e n v i r o n m e n t a l s e w a g e a n d w a t e r a n d s p i k e d l a b b a s e d s a m p l e s ) . T h i s m e t h o d

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

• T h e e v a l u a t i o n o f t h e h o u s e k e e p i n g g e n e
,
G A P D H a s a c o n t r o l f o r t h e p e r f o r m a n c e o f

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

• T h e n e w t r a n s a c t i v a t e d c e l l l i n e
,
G 2 9 3 C MV i s a p r o m i s i n g n e w c e l l l i n e f o r t h e

c o m b i n a t i o n o f c e l l c u l t u r e a n d m R N A R T - P C R b a s e d o n t h e d e c r e a s e s t i m e r e q u i r e d

f o r i n c u b a t i o n (3 D P I ) . T h i s r e d u c t i o n i n d e t e c t i o n t im e i s im p o r t a n t w h e n

d e t e rm i n i n g t h e im p a c t a v i r u s h a s o n h u m a n h e a l t h . R e d u c i n g t h e t im e r e q u i r e d t o

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

t h i s c e l l l i n e w a s e f f e c t i v e i n a c h i e v i n g t h i s .

• W e c a rm o t c o n c l u d e t h a t t h e r e i s a s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e
,
o t h e r t h a n D P I

,
b e t w e e n t h e

c e l l l i n e s i n t e r m s o f t h e d e t e c t i o n o f v i r a l m R N A . B o th t h e S T D G 2 9 3 a n d t h e C M V

G 2 9 3 e f f e c t i v e l y d e t e c t e d v i r a l m RN A

• W e c a n c o n c l u d e t h a t w e w e r e a b l e t o d e v e l o p ,
v e r i f y ,

a n d a p p l y a m e t h o d t h a t w a s

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

, p u r i f i c a t i o n
,
d e t e c t i o n

, a n d

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

s e w a g e ) .
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A P P E N D I X

T a b l e 13 . F e c a l i n d i c a t o r m i c r o o r g a n i s m s
'
c o n c e n t r a t i o n s i n s o u r c e w a t e r s c o l l e c t e d f r o m s i x w a t e r t r e a t m e n t p l a n t s (WT P ).

E n t e r o c o c c u s C o n f o r m s E . c o l i F + c o l i p h a g e s

S o m .

C o l i p h a g e s B a c t e r o id e s s p .

C l o s t r i d i u m

s p o r e s

W T P S a m p l i n g M P N / l OOn i L M P N / I OOm L M P N / l OOm L M P N / l OOn i L M P N / l OOm L (G C / l OOm L ) (M P N / n i L )
C a r y 1s t 1 15 8 < 1 0 < 1 2 2 x 10

^

C O 18

2 n d 4 1 6 7 7 7 4 6 4 4 9 x 10
'

< 0 18

3 r d 4 1 < 1 5 5 1 5 x 10
^

< 0 18

R a l e ig h 1s t < 1 0 4 1 < 1 0 < 1 < 1 5 3 x 10
'

< 0 18

2 n d 3 1 3 0 5 4 1 1 1 7 1 x 10
'

< 0 1 8

3 r d 4 1 < 1 0 7 0 4 1 x l O 0 4 5

N e v a d a 1s t < 1 0 < 1 0 < 1 0 12 7 4 x 10
' < 0 18

2 n d < 1 0 < 1 0 < 1 0 < 1 < 2 5 x l 0
'

< 0 18

3 r d < 1 0 < 1 0 < 1 0 < 1 7 4 x 10
'

< 0 18

S t . L o u i s 1s t 2 7 0 9 13 9 7 2 1 5 2 84 2 5 x 1 0 0 4 5

2 n d 10 1 1 2 2 7 2 3 2 6 0 3 8 4 6 3 1 x l O
^

2 3

3 r d 34 5 19 6 8 9 0 9 2 14 5 7 X 10
' < 0 18

A n n A r b o r 1s t < 1 0 4 3 2 1 1 13 9 4 x 10 2 < 0 18

2 n d 3 1 8 6 3 1 1 1 x l 0 2 < 0 18

< 0 183 r d 1 < 1 < 1 14 4 1 X 10 1

N e w O r l e a n s 1s t

2 n d

3 r d

4 2

2 0 . 1

4 2 2

2 4 8 9

1 16 . 2

19 3 5

8 1 7

2 1 . 1

10 8 6

14

1 1 3

7 0

2 2 X l O
' '

1 . 3 x 1 0
'

5 7 x 10

1 8

0 4 5

0 2

87
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T a b l e 1 4 . P h y s i c a l a n d C h e m i c a l W a t e r Q u a l i t y D a t a f o r W T P s

A l k a l i n i t y H a r d n e s s T u r b i d i t y £ H T e m p e r a t u r e T O C

WT P S a m p l i n g (m g / L ) (m g /L ) (N T U ) f C ) (m g / L )

C a r y 1s t 4 2
. 7 4 3

. 3 5 5 5 7 2 7 6 . 8

2 n d 3 9 . 2 5 32 . 6 1 18 . 3 16 . 1 5 . 8

3 r d 2 7 9 . 2 6 . 8 7 .
2

R a l e i g h 1s t 3 1. 4 7 3 1 . 8 1 . 4 6 6 . 5 6 2 5 . 1 6 . 1 9

2 n d 2 6
. 7 3 6 86 5 . 1 2 6 . 3 9 15 . 5 1 04

3 r d 17 14 . 6 6 . 6 2 5 . 4 8 . 5 8

N e v a d a 1s t 1 4 0 0 . 2 9 19 2 5

2 n d 13 3 160 0 . 4 7 . 9 17 2 2 . 9

3 r d 0 . 4 8 . 15 13 . 2 2 . 2

S t . L o u i s 1 s t 1 6 6 2 2 0 3 3 8 . 2 6 2 3 . 9 4 . 2 3

2 n d 10 0 12 5 3 3 0 7 . 8 3 14 6 . 3 7

3 r d 17 5 2 24 3 9 8 .
0 8 3 . 6 8

A n n A r b o r 1s t 2 0 9 2 8 6 1. 8 8 8 . 3 1 8 . 2 5 . 9

2 n d 2 2 4 2 84 0 . 8 8 8 . 3 8 . 4 5 . 4 3

3 r d 2 5 6 3 0 8 1. 2 3 8 . 3 5 . 8 5 . 3 6

N e w O r l e a n s 1 s t

2 n d

3 r d

1 16

10 8

12 0

15 9

13 2

16 7

5 3

10 0

1 17

7 . 7 4

7 . 7 2

7 . 9 1

2 6 . 5

15 . 8

4 . 9

3 . 3

4 . 4

3 . 2
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R E F E R E N C E S

A l l a r d
,
A .

,
G i r o n e s

,
R .

,
Ju t o

,
P .

,
& W a d e l l

,
G . ( 19 9 0) . P o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n fo r d e t e c t i o n o f

a d e n o v i r u s e s i n s t o o l s a m p l e s . J o u r n a l of C l i n i c a l M i c r o b i o l o g y ,
2 5 ( 12 ) ,

2 6 5 9 .

B e r g ,
G .

,
& M e t c a l f

,
T . G . ( 1 9 7 8 ) . I n d i c a t o r s o f v i r u s e s i n w a t e r s . I n d i c a t o r s o f V i r u s e s i n Wa t e r

a n d F o o d
, , 2 6 7 - 2 9 6 .

B o r c h a r d t , M . , & Sp e n c e r , S . (2 0 0 2 ) . C o n c e n t r a t i o n o f C r y p t o s p o r i d i u m
,
m i c r o s p o r i d i a a n d o t h e r

w a t e r - b o r n e p a t h o g e n s b y c o n t i n u o u s s e p a r a t i o n c h a n n e l c e n t r i f u g a t i o n J o u r n a l o f A p p l i e d
Mi c r o b i o l o g y , 9 2 (4 ) ,

6 4 9 - 6 5 6 .

B o s c h ,
A

. (2 0 10 ) . H u m a n e n t e r i c v i r u s e s i n t h e w a t e r e n v i r o n m e n t : A m i n i r e v i e w . I n t e r n a t i o n a l

M i c r o b i o l o g y ,
1 (3 ) ,

19 1 .

C h o
,
H . B .

,
L e e

,
S . H .

,
C h o

,
J . C

,
& K im

,
S . J . (2 0 0 0 ) . D e t e c t i o n o f a d e n o v i r u s e s a n d

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

J o u r n a l o f M i c r o b i o l o g y , 4 6 (5 ) ,
A \ 1 - A2 A .

C r o m e a n s , T . L . , L u , X . , E r d m a n ,
D

. D . ,
H u m p hr e y , C . D .

,
& H i l l

,
V . R . (2 0 0 8) . D e v e l o p m e n t o f

p l a q u e a s s a y s f o r a d e n o v i r u s e s 4 0 a n d 4 1 . J o u r n a l of Vi r o l o g i c a l Me t h o d s ,
1 5 1 ( \ ), 14 0 - 14 5 .

C r u z , J . R . , C a c e r e s , P . , C a n o , F . , F l o r e s , J . , B a r t l e t t ,
A

. , & T o r u n
,
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