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L i n d s e y D a w n W i tm e r : E f f i c a c y o f B a c S a n a s a P o i n t - o f - S u p p l y D r i n k i n g W a t e r

D i s i n f e c t a n t

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

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

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

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

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

D N A a n d /o r d i s r u p t i n g c e l l s w a l l s a n d o t h e r s t r u c t u r e s Th i s p r o j e c t e v a l u a t e d B a c S a n

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

U S E PA a n d WH O f o r t h e r e du c t i o n o f E s c h e r i c h i a c o l i , K l e b s i e l l a t e r r i g e n a , m a l e -

s p e c i fi c c o l i p h a g e M S- 2
,
a n d P o l i o v i r u s t y p e 1 . A p p r e c i a b l e r e du c t i o n s o f m i c r o b i a l

i n d i c a t o r s w e r e o b s e r v e d . F o r E c o l i B
,
a r e d u c t i o n o f > 6 . 8 l o g i o (> 9 9 . 9 9 9 9% ) w a s

a c h i e v e d (2 4 h o u r s
,
1 3 . 3 \x \ B a c S a n / L ) ,

f o r K . t e r r ig e n a , a r e d u c t i o n o f 8 . 5 l o g i o

(9 9 . 99 9 9 9 9 7 % ) w a s a c h i e v e d (2 4 h o u r s
,
2 0 ^ 1 B a c S a n / L ) ,

f o r M S - 2
,
a r e d u c t i o n o f > 5 . 5

l o g i o (> 99 . 9 9 9 7 % ) w a s a c h i e v e d (2 4 h o u r s , 2 0 |j l B a c S a n / L ) , a n d f o r Po l i o v i r u s - 1 , a

r e d u c t i o n o f 1 . 3 2 1 l o g i o (9 2 . 8 9% ) w a s a c h i e v e d (2 4 h o u r s
,
2 8 . 6 î l B a c Sa n / L ) . T h i s s t u dy

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

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

h i rn i a n h e a l t h , a c c o r d i n g t o t h e U S E P A a n d WH O B a c S a n a l s o c o n t r i b u t e d

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

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

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

s o m e p o p u l a t i o n s .
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F o r E v e

A n d f o r e v e r y c h i l d a r o u n d t h e w o r l d w h o i s k i l l e d p r e m a t u r e l y b e c a u s e h u m a n k i n d
'

s

l e a r n i n g c u r v e w it h r e g a r d t o l o v e a n d k i n d n e s s i s s o t r a g i c a l l y i n a d e q u a t e .
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A C K N O WL E D G E M E N T S

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

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

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

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

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

l u x u r y .

I w o u l d l i k e t o t h a n k D r . J e rm i f e r L . M u r p h y ,
i n t h e b i g g e s t w a y I k n o w h o w

,
f o r

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

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

p r o d u c e t h i s t h e s i s
,
w h i c h e n d e d u p b e i n g p e r h a p s 0 . 0 0 0 1% (o r < - 4 l o g i o) o f w h a t s h e

c o u l d p r o d u c e
,
b u t w i t h o u t h e r

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

q u e s t i o n

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

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

l i k e t o t h a n k K a t h y P i e r s o n f o r b e i n g A s h l e y a n d I
'

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

'

0 7 . 1 w o u l d l i k e t o t h a n k E r i n P r i n t y fo r b e i n g a m a z i n g
a n d f o r w r i t i n g a k i l l e r m a s t e r s t h e s i s f r o m w h i c h I c o u l d m o d e l m y o w n m o d e s t r e p o r t . I

w o u ld a l s o l i k e t o t h a n k D r C hr i s t i n e St a u b e r f o r l e t t i n g m e e n t e r d i a r r h e a d a t a f o r h e r

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

I w o u l d l i k e t o t h a n k D o u g W a i t a n d D o r o t h y T h o m p s o n f o r b e i n g p a t i e n t w i t h
m y i n e x p e r i e n c e a n d a l l t h e i n n u m e r a b l e m i s t a k e s t h a t c a m e a l o n g w i t h t h a t

,
a n d I w o u l d

l i k e t o t h a n k t h e e n t i r e t y o f t h e D r
.
M a r k D . S o b s e y E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y L a b .

T h e i r p a t i e n c e w i t h m y d e s i r e t o p l a y t h e D i a n e R e hm s h o w a t h i gh v o l u m e d u r i n g
e x p e r im e n t s e v e r y m o r n i n g ,

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

,
a n d fi n a l l y ,

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

I w o u l d a l s o l i k e t o t h a n k H a r r i s T e e t e r f o r s e l l i n g f r e s h b u n c h e s o f fl o w e r s f o r

o n l y $4 . T h e a b i l i t y t o a f f o r d a s m a l l b o u q u e t a t t h e c o m e r o f m y d e s k m a d e a l l t h e
d i f f e r e n c e w h i l e w r i t i n g t h i s r e p o r t .

F i n a l l y ,
I w a n t t o t h a n k t h e s u n

,
t h e w i n d

,
t h e r a i n

,
t h e E a r t h

,
a n d

G o d /Y a h w e h/ T h e U n i v e r s e f o r t h e ir c o m b i n e d s u p p o r t .

I V
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T A B L E O F C O N T E N T S

L i s t o f T a b l e s x i

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

L I n t r o d u c t i o n 1

2 .
O bj e c t i v e s 3

2 . L O v e r a l l r e s e a r c h a im s 3

2 . 2 . O v e r a l l a p p r o a c h 4

3 . B a c k g r o u n d 5

3 . 1 . W a t e r b o m e d i s e a s e i n d e v e l o p i n g c o u n t r i e s 5

3 . 1 . 1 . D e f i n i t i o n s 5

3 1 . 1 1 . W a t e r b o m e d i s e a s e 5

3 . 1 . 1 . 2 . D e v e l o p i n g c o u n t r i e s 6

3 . 1 . 2 . T r a n s m i s s i o n o f i n f e c t i o u s a g e n t s a n d o u t c o m e s o f i n f e c t i o n 8

3 1. 3 . P r e v a l e n t w a t e r b o m e p a th o g e n s 1 1

3 . 1 . 4 I n d i c a t o r m i c r o o r g a n i s m s 12

3 . 1 . 5 D i a r r h e a l d i s e a s e 13
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3 . 1 . 6 . D r i n k i n g w a t e r s t a n d a r d s 1 4

3 . 1 . 7 .
H o u s e h o l d w a t e r t r e a t m e n t o p t i o n s 1 6

3 . 1 8 . Sa f e s t o r a g e , s a n i t a t i o n a n d h y g i e n e 1 7

3 . 2 . M i c r o o r g a n i s m s s t u d i e d 18

3 .
2 . 1 . E s c h e r i c h i a c o l l 18

3 . 2 1 . 1 .
H i s t o r i c a l a n d p u b l i c h e a l t h s i g n i f i c a n c e 1 8

3 . 2 1 . 2 . P h y s i c a l c h a r a c t e r i s t i c s a n d t a x o n o m y 19

3 . 2 . 2 . K l e b s i e l l a t e r r ig e n a 19

3 . 2 . 2 . 1 . H i s t o r i c a l a n d p u b l i c h e a l t h s i g n i f i c a n c e 19

3 . 2 . 2 . 2 . P h y s i c a l c h a r a c t e r i s t i c s a n d t a x o n o m y 2 0

3 .
2 . 3 . M S - 2 2 0

3 . 2 . 3 . 1 . H i s t o r i c a l a n d p u b l i c h e a l t h s i g n i fi c a n c e 2 0

3 . 2 3 . 2 P h y s i c a l c h a r a c t e r i s t i c s a n d t a x o n o m y 2 0

3 . 2 . 4 . P o l i o v i r u s 2 1

3 . 2 . 4 . 1 . H i s t o r i c a l a n d p u b l i c h e a l t h s i g n i f i c a n c e 2 1

3 . 2 . 4 . 2 . P h y s i c a l c h a r a c t e r i s t i c s a n d t a x o n o m y 2 2

3 . 2 . 4 . 3 . D i s e a s e T r a n s m i s s i o n a n d Sy m p t o m s 2 2

v i
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3 . 2 . 5 R o t a v i r u s S A - 1 1 2 3

3 . 2 . 5 .
1 H i s t o r i c a l a n d p u b l i c h e a l t h s i g n i f i c a n c e 2 3

3 . 2 . 5 . 2 P h y s i c a l c h a r a c t e r i s t i c s a n d t a x o n o m y 2 3

3 . 2 . 5 3 . D i s e a s e T r a n s m i s s i o n a n d S y m p t o m s 2 4

3 . 3 . B a c Sa n 2 4

3 . 3 . 1 . H i s t o r y a n d t a r g e t u s e r s 2 5

3 . 3 2 . C o m p o s i t i o n 2 5

3 . 3 2 . 1 . S i l v e r 2 6

3 . 3 . 2 . 2 . C o p p e r 2 7

3 . 3 . 2 . 3 . G o l d 2 7

3 . 3 . 2 .
4

. A l u m i n u m 2 8

3 . 3 . 2 . 5 . C a l c i u m 2 8

3 3 . 2 . 6 . I r o n 2 8

3 . 3 2 . 7 . M a g n e s i u m
,
N i c k e l

,
Z i n c , C h l o r i d e a n d C hr o m i u m . . 2 9

3 3 . 2 . 8 S o d i u m 2 9

3 . 3 . 2 . 9 . N i t r a t e s 3 0

3 . 3 3 . P o t e n t i a l m e c h a n i s m s o f m i c r o b i a l i n a c t i v a t i o n b y B a c S a n 3 0

v i i
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3 4 . W a t e r s o u r c e s u s e d i n s t u d y 32

4 . M e t h o d s 3 3

4 . 1 . M i c r o b i a l s t o c k p r e p a r a t i o n 3 3

4 . 1 . 1 . E s c h e r i c h i a c o l i 3 3

4 . 1 . 2 . K l e b s i e l l a t e r r ig e n a 3 3

4 . 1 . 3 .
M S - 2 c o l i p h a g e 3 4

4 . 1 . 3 . 1 H o s t P r e p a r a t i o n 34

4 . 1 . 3 . 2 . M S - 2 P r o p o g a t i o n a n d P u ri J5c a t i o n 34

4 . 1 . 4 . P o l i v i r u s t y p e 1
,
s t r a i n L S c (P o l i o v i r u s - 1) 3 4

4 . 1 . 5 . R o t a v i r u s SA - 1 1 3 5

4 . 2 . E x p e r im e n t a l D e s i g n 3 5

4 . 2 . 1 . E s c h e r i c h ia c o l i ^ 3 7

4 . 2 2 . K l e b s i e l l a t e r r i g e n a 3 8

4 . 2 . 3 . M S- 2 C o l i p h a g e 3 8

4 2 . 4 P o l i v i r u s t y p e 1 , s t r a i n L S c (P o l i o v i r u s - l ) 3 9

4 . 2 . 5 . C o - s p i k i n g E x p e r im e n t s w i t h P o l i v i r u s t y p e 1
,
s t r a i n L S c

(P o h o v i r u s - l ) a n d R o t a v i r u s SA - 1 1 4 0

v i i i
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4 . 2 . 5 1 . R o t a v i r u s S A - 1 1 4 0

4 . 2 5 . 2 N e u t r a l i z a t i o n C o n t r o l 4 2

4 . 3 . V i r u s O p t im i z a t i o n A s s a y s 4 2

4 . 3
.
1 . C y t o t o x i c i t y A s s a y 4 3

4 3 . 2 I n t e r f e r e n c e A s s a y 4 4

4 . 4 . R i s k C o n s i d e r a t i o n s A s s o c i a t e d w i t h B a c S a n 4 6

4 . 4 . 1 . M e a s u r e m e n t o f B a c Sa n R e s i d u a l O v e r T i m e 4 6

4 . 3 . D a t a A n a l y s i s 4 7

5 . R e s u l t s 4 8

5 . 1 . E s c he r i c h i a c o l i 4 8

5 . 2 . K l e b s i e l l a t e r r ig e n a 5 1

5 . 3 . M S- 2 5 5

5 . 4 . P o l i o v i r u s - 1 5 8

5 4 . 1 I n t e r f e r e n c e a s s a y 5 8

5 . 4 . 2 . C y t o t o x i c i t y a s s a y 59

5 . 4 . 3 . P o l i o v i r u s B a c S a n a s s a y 6 0

5 . 4 . 4 A n t i s e r a d e a c t i v a t i o n a s s a y 6 2

i x
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5 . 5 .
R o t a v i r u s 6 3

5 . 6 . B a c Sa n r i s k a s s e s sm e n t 6 3

5 . 6 . 1 . R i s k a s s e s s m e n t 6 3

5 . 6 . 2 . A n a l y s i s o f B a c Sa n r e s i d u a l 6 4

6 . D i s c u s s i o n 6 5

6 . 1 . I n d i c a t o r m i c r o o r g a n i s m s 6 6

6 . 2 . P a t h o g e n i c v i r u s e s 6 7

6 . 2 . 1 . P o l i o v i r u s - 1 6 7

6 . 2 . 2 . R o t a v i r u s SA - 1 1 7 0

6 . 3 . R i s k a s s e s s m e n t 7 0

7 . C o n c l u s i o n s a n d r e c o m m e n d a t i o n s f o r f u t u r e r e s e a r c h 7 5

R e f e r e n c e s 7 8

A p p e n d i x A : E c o l i B r e s u l t s gr a p h e d p e r v o l u m e o f B a c Sa n a d d e d t o w a t e r 8 2

A p p e n d i x B : K t e r r i g e n a r e s u l t s g r a p h e d p e r v o l u m e o f B a c S a n a d d e d t o w a t e r 8 4

A p p e n d i x C : M S- 2 r e s u l t s g r a p h e d p e r v o l u m e o f B a c Sa n a d d e d t o w a t e r 8 6

A p p e n d i x D : P o l i o v i r u s - 1 r e s u l t s g r a p h e d p e r v o l u m e o f B a c S a n a d d e d t o w a t e r 8 8
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L I S T O F T A B L E S

T a b l e 1: W a t e r b o m e P a t h o g e n s a n d t h e i r s i g n i fi c a n c e i n w a t e r s u p p l i e s 1 2

T a b l e 2 : M i c r o b i a l e f f e c t i v e n e s s o f h o u s e h o l d w a t e r t r e a t m e n t (H H WT ) t e c h n o l o g i e s . 1 7

T a b l e 3 : I n g r e d i e n t s i n B a c Sa n 2 6

T a b l e 4 : S o u r c e W a t e r P a r a m e t e r s 3 2

T a b l e 5 : L o g i o E c o / / r e d u c t i o n o v e r t i m e w i t h 0 u L B a c S a n 4 8

T a b l e 6 : L o g i o E . c o l i r e d u c t i o n o v e r t im e a t a 1 : 1 0 0
,
0 0 0 c o n c e n t r a t i o n o f B a c S a n 4 9

T a b l e 7 : L o g i o E c o l i r e d u c t i o n o v e r t im e a t a 1 : 7 5
,
0 0 0 c o n c e n t r a t i o n o f B a c S a n 4 9

T a b l e 8 : L o g i o E c o l i r e d u c t i o n o v e r t im e a t a 1 : 5 0
,
0 0 0 c o n c e n t r a t i o n o f B a c S a n 5 0

T a b l e 9 : L o g i c E c o l i r e d u c t i o n o v e r t im e a t a 1: 3 5
,
0 0 0 c o n c e n t r a t i o n o f B a c Sa n 5 0

T a b l e 10 : L o g i o K t e r r i g e n a r e du c t i o n o v e r t im e w i t h 0 u L B a c S a n 52

T a b l e 11 : L o g i o K t e r r i g e n a r e d u c t i o n o v e r t im e w i t h 1 : 1 0 0
,
0 0 0 c o n c e n t r a t i o n o f

B a c Sa n 5 2

T a b l e 12 : L o g i o K t e r r i g e n a r e du c t i o n o v e r t im e w i t h 1 : 7 5
,
0 0 0 c o n c e n t r a t i o n o f

B a c Sa n 5 3

T a b l e 13 : L o g i o K t e r r i g e n a r e du c t i o n o v e r t im e w i t h 1 : 50
,
0 00 c o n c e n t r a t i o n o f

B a c S a n 5 3

T a b l e 14 : L o g i o K . t e r r i g e n a r e du c t i o n o v e r t im e w i t h 1 :3 5
,
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1 . I n t r o d u c t i o n

M o r e t h a n o n e b i l l i o n p e o p l e ,
o r c l o s e t o o n e i n e v e r y f i v e p e r s o n s o n E a r t h

,
l a c k

a c c e s s t o a n im p r o v e d w a t e r s o u r c e (WH O 2 0 04 ) . A n im p r o v e d w a t e r s o u r c e c a n i n c l u d e

a w e l l
,
b o r e h o l e o r c o l l e c t e d r a i n w a t e r

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

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

c l e a n w a t e r h a s m e a n t t h a t e v e r y y e a r 1 . 6 m i l l i o n p e o p l e d i e f r o m d i a r r h e a l d i s e a s e

r e l a t e d t o u n s a f e w a t e r , s a n i t a t i o n
, a n d h y g i e n e (U SA I D 2 0 0 7 ) T h e v a s t m a j o r i t y o f t h e s e

d e a t h s o c c u r i n c h i l dr e n u n d e r 5 y e a r s o f a g e ; t h e s e p r o b l e m s r e p r e s e n t t h e t h i r d h i g h e s t

c a u s e o f d e a t h i n c h i l d r e n w o r l d w i d e (WH O 2 0 0 8 ) .

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

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

c l e a n w a t e r t r a n s l a t e s i n t o t h e l o s s o f a n e s t im a t e d 5 . 5 b i l l i o n p r o d u c t i v e d a y s p e r y e a r

a n d c o s t s o f o v e r U S $1 1 b i l l i o n i n m e d i c a l t r e a t m e n t c o s t s (U N I CE F 2 0 0 6 ) . F u r t h e r
,

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

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

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

i n t e r f e r e w i t h a c h i l d
'

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

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

d i r e
,
a s t h e c h i l d '

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

a n d s u b s t a n t i a l l y t hw a r t e d ( So b s e y 2 0 0 8) . T h e d e l e t e r i o u s h e a l t h e f fe c t s o f c o n s u m i n g

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

s

c i t i z e n s a r e c u r r e n t l y e n t r e n c h e d

In c r e a s i n g a c c e s s t o c l e a n w a t e r f o r w a r d s f i v e o f t h e e i gh t 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 i n g g o a l s 1 , 4 , 5 ,

6 a n d 7 . T h e s e g o a l s a r e
,
r e s p e c t iv e l y ,

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

c o m b a t H IV /A I D S
,
m a l a r i a a n d o t h e r d i s e a s e s ; a n d h a l v e t h e n u m b e r o f p e o p l e w i t h o u t

a c c e s s t o s a f e d r i n k i n g w a t e r b y 2 0 15 .

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

, p i p e d

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

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

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

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

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

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

h o u s e h o l d w a t e r t r e a t m e n t a n d s a f e s t o r a g e (H WT S) i n t e r v e n t i o n s . Su c h i n t e r v e n t i o n s

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

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

,
i n

s o m e c a s e s , u n s a f e
"
im p r o v e d

"
s o u r c e s s u c h a s w e l l s o r r a i n w a t e r c a t c h m e n t s y s t e m s .

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

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

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

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

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

T h i s r e s e a r c h p r o j e c t e v a l u a t e d t h e e f f e c t iv e n e s s o f B a c S a n
,
a n a q u e o u s s o l u t i o n

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

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

a n e f f e c t i v e o p t i o n fo r p o i n t - o f - s u p p l y dr i n k i n g w a t e r d i s i n f e c t i o n i n d e v e l o p i n g

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

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

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

p r o d u c t s .

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

c o n d i t i o n s r e q u i r e d f o r B a c Sa n t o m e e t t h e p e r f o r m a n c e c r i t e r i a s e t b y t h e U S E P A a n d

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

I n o r d e r t o d e t e r m i n e t h i s ,
f o u r o n e - l i t e r v o l u m e s o f r a w w a t e r c o n t a i n i n g 10 |j L

( 1 :3 5 ,
0 0 0 ) ,

13 . 3 î L (1 : 5 0 ,
0 0 0 ) , 2 0 ^ i L ( 1 :7 5 , 0 0 0 ) , o r 2 8 . 6 ^ L ( 1 : 1 0 0 ,

0 0 0 ) o f B a c S a n w e r e

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

,
m a l e -

s p e c i fi c c o l i p h a g e M S - 2
,
a n d P o l i o v i r u s t y p e l i n i t i a l l y a n d a f t e r 1 0

,
3 0

,
9 0

,
2 4 0 a n d 14 4 0

m i n u t e s .

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

r e s u l t i n g f r o m t h e u s e o f B a c S a n . T o d e t e r m i n e t h e s e p o s s i b i l i t i e s
,
U S E P A a n d WH O

g u i d e l i n e s w e r e u t i l i z e d .

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

2 . O b j e c t i v e s

2 . 1 . O v e r a l l R e s e a r c h A i m s

• 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 B a c Sa n a s a p o i n t
- o f - s u p p l y w a t e r d i s i n f e c t a n t

b a s e d o n i t s a b i l i t y t o r e du c e c o n c e n t r a t i o n s o f t w o i n d i c a t o r b a c t e r i a {E c o l i

a n d K t e r r ig e n a ) ,
a f e c a l i n d i c a t o r v i r u s (m a l e - s p e c i fi c c o l i p h a g e M S- 2 ) a n d

t w o p a t h o g e n i c v i r u s e s (P o l i o v i r u s - 1 a n d R o t a v i r u s S A - 1 1 ) i n w a t e r

• T o d e t e r m i n e w h a t v o l u m e a n d c o n t a c t t im e o f B a c S a n i s r e q u i r e d t o a c h i e v e

t h e 6 - l o g l O p e r f o r m a n c e c r i t e r i o n f o r b a c t e r i a a s s e t b y t h e U S E PA
,
WH O

,

a n d N SF - I n t e m a t i o n a l
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• T o d e t e r m i n e w h a t v o l u m e a n d c o n t a c t t i m e o f B a c S a n i s r e q u i r e d t o a c h i e v e

t h e 4 - l o g l O p e r f o r m a n c e c r i t e r i o n f o r v i r u s e s a s s e t b y t h e U S E P A
,
WH O

,
a n d

N S F - I n t e m a t i o n a l

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

a b o v e s a f e l e v e l s o f e x p o s u r e a s d e t e r m i n e d b y t h e U S E P A a n d W H O

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

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

e f f e c t s a s d e t e r m i n e d b y t h e U S E P A a n d WH O

2 . 2 . O v e r a l l A p p r o a c h

• B a c Sa n w a s a d d e d t o r a w s u r f a c e w a t e r a t c o n c e n t r a t i o n s o f 1 : 10 0 , 0 0 0 ;

1 :7 5
,
0 0 0 ; 1 : 5 0 ,

0 0 0 ; a n d 1 :3 5
,
0 0 0 i n w a t e r c o n t a i n i n g h i gh c o n c e n t r a t i o n s o f

t a r g e t 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 o f t a r g e t m i c r o b e s w e r e d e t e r m i n e d i n i t i a l l y a n d a ft e r 10 , 3 0 ,

9 0
,
2 4 0

,
a n d 14 4 0 m i n u t e s

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

a s s a y s (U S E P A m e t h o d 16 0 3 )

o C o n c e n t r a t i o n s o f M S - 2 w e r e d e t e r m i n e d u s i n g s i n g l e a g a r l a y e r

i n f e c t i v i t y a s s a y s (U S E P A m e t h o d 16 0 2 )

o P o l i o v i r u s a n d R o t a v i r u s SA - 1 1 c o n c e n t r a t i o n s w e r e d e t e r m i n e d u s i n g

m o s t p r o b a b l e n u m b e r (M PN ) m am m a l i a n 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
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• A n e g a t i v e c o n t r o l
,
c o n s i s t i n g o f r a w s u r f a c e w a t e r c o n t a i n i n g t a r g e t m i c r o b e s

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

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

• E x i s t i n g c h e m i c a l d a t a w a s u s e d t o d e t e r m i n e t h e s a f e t y a n d a e st h e t i c e f f e c t s o f

d r i n k i n g w a t e r t r e a t e d w i t h B a c S a n

3 . B a c k g r o u n d

3 . 1 . W a t e r b o r n e D i s e a s e i n D e v e l o p i n g C o u n t r i e s

3 . 1 . 1 . D e fi n i t i o n s

3 1. 1 . 1 . W a t e r b o rn e D i s e a s e

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

t h e i n g e s t i o n o f c o n t a m i n a t e d w a t e r ; t h i s c a n o c c u r t hr o u gh dr i n k i n g , p h y s i c a l c o n t a c t
,
o r

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

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

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

m a n i f e s t a s d i a r r h e a . C a s e s o f d i a r r h e a a r e 50 0% m o r e p r e v a l e n t i n t h e d e v e l o p i n g w o r l d

t h a n i n t h e d e v e l o p e d w o r l d ( So b s e y 2 0 0 8) .

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

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

, p r o t o z o a n
, a n d h e lm i n t h e s . B a c t e r i a a r e

c e l l u l a r p r o k a r y o t e s t h a t r a n g e f r o m 0 . 5 - 2 . 0 |j m i n d i a m e t e r . V i r u s e s a r e c o m p o s e d o f

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

o f t h e c l a s s e s o f m i c r o b e s , r a n g i n g fr o m 0 . 0 2 - 0 3 |i m i n d i a m e t e r . P r o t o z o a n a r e
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e u k a r y o t e s t h a t r a n g e f r o m 2 |j i n
- 2 m m i n d i a m e t e r . H e l m i n t h e s

,
o r w o r m s

,
a r e

m u t i c e l l u i a r p a r a s i t e s t r a n s m i t t e d t hr o u gh t h e i r e g g s ; t h e s e e g g s r a n g e f r o m 2 5 - 1 5 0 ^ m .

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

r e l a t e d t o w a t e r . O t h e r r o u t e s i n c l u d e w a t e r - w a s h e d ,
w a t e r - b a s e d ,

a n d w a t e r - r e l a t e d

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

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

a s f r o m l i c e
, t i c k s

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

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

c o n c e n t r a t i o n d u e t o a n o v e r a l l l a c k o f w a t e r . W a t e r - b a s e d d i s e a s e s a r e c a u s e d b y

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

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

i n w a t e r ; m a l a r i a a n d Y e l l o w F e v e r a r e e x a m p l e s o f w a t e r - r e l a t e d d i s e a s e s .

3 . 1 . 1 . 2 . D e v e l o p i n g C o u n t r i e s

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

t h e H u m a n D e v e l o p m e n t I n d e x (H D I ) ,
a m e a s u r e o f h u m a n d e v e l o p m e n t c r e a t e d b y t h e

U n i t e d N a t i o n s . T h e H D I i s a c o m p o u n d i n d i c a t o r o f s t a t i s t i c a l i n d e x e s i n c l u d i n g b u t n o t

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

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

a s lo w i n c o m e , hi g h p o p u l a t i o n gr o w t h , a n d l i m i t e d i n d u s t r i a l i z a t i o n . T h e t e r m d o e s n o t

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

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

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

l e s s d e v e l o p e d c o u n t r i e s
,
l e a s t e c o n o m i c a l l y d e v e l o p e d c o i m t r i e s (L E D C s ) ,

6
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u n d e r d e v e l o p e d n a t i o n s , u n d e v e l o p e d n a t i o n s , o r t h i r d w o r l d n a t i o n s . T h e t e r m L E D C i s

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

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

,

"
a s o p p o s e d t o t h e

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

,
i s n o l o n g e r i n c o m m o n u s a g e b e c a u s e

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

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

" i n r e f e r e n c e t o t h e p o o r e s t n a t i o n s i s a m i s n o m e r ; t h e y

h o l d t h a t "
r e - d e v e l o p i n g

" i s o ft e n a m o r e a c c u r a t e t e r m
,
a s m a n y o f t h e n a t i o n s r e f e r r e d

t o a s
" d e v e l o p i n g

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

c o l o n i a l i s m .

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

,
a s w e l l a s im p r e c i s e

,
a s i s i t s

o p p o s it e t e r m
,

" d e v e l o p e d c o u n t r y ,

" w h i c h w i l l b e u s e d i n r e f e r e n c e t o h i gh l y

i n d u s t r i a l i z e d n a t i o n s w i t h h i g h s c o r e s o n t h e H D I (e g . T h e U n it e d St a t e s ) . H o w e v e r
,
i n

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

a n d a c c e s s i b i l i t y .

A c c o r d i n g t o t h e I n t e rn a t i o n a l M o n e t a r y F u n d (I M F ),
t h e r e a r e a t o t a l o f 12 8

d e v e l o p i n g n a t i o n s i n t h e w o r l d . O f t h e s e ,
t h e r e a r e 4 5 d e v e l o p i n g n a t i o n s i n A f r i c a

,
2 1 i n

N o r t h a n d C e n t r a l A m e r i c a
,
1 2 i n So u t h A m e r i c a , 3 0 i n A s i a

,
a n d 2 0 i n O c e a n i a (I M F

2 0 0 8 ) A s o f 19 9 8 , o f t h e 6 b i l l i o n p e o p l e o n E a r t h
,
4 . 8 b i l l i o n , o r 8 0% , l i v e d i n t h e

d e v e l o p i n g w o r l d (U S A ID
,
19 9 9 ) .
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3 . 1 . 2 . T r a n s m i s s i o n o f I n f e c t i o u s A g e n t s a n d O u t c o m e s o f I n f e c t i o n

P a t h o g e n s c a n e n t e r t h e b o d y t h r o u gh t h e r e s p i r a t o r y t r a c t , e n t e r i c

(g a s t r o i n t e s t i n a l ) t r a c t
, g e n i t o u r i n a r y t r a c t

,
s k i n

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

p e r s o n - t o -

p e r s o n o r p e r s o n - t o - a n im a l (i n t h e c a s e o f z o o i n o s e s ) c o n t a c t
,
o r i n d i r e c t

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

o r a i r b o r n e p a r t i c l e s .
E n t r y c a n a l s o o c c u r t h r o u g h

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

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

r o u t e s
,
o r g a n t r a n s p l a n t s , o r e x p o s u r e t o b l o o d a n d /o r b l o o d p r o d u c t s . F i g u r e 1 d i a g r a m s

t h e m o s t c o m m o n r o u t e s o f t r a n s m i s s i o n o f i n f e c t i o u s a g e n t s .

H y s p iM l
'

r v
'

j v s . t l i w t r v

: - | ' - " J

F u T j | -

o r a : s p r t
'

a d V « i u T c ; i I s p r t
'

j d

Z ( X i N
'

C> S K S

I I U R K i n i
'

i l w t i o n t iT i l r o l l i ' d h y o o
'
i t r o l l i i i s; . > n i m . i ! i j i f p c t i o n

.

o " tt "
'• o

G / ^ i

o

^
o CTD /^

p <S? ^1?
V f C t o r i b i t i n y; a r t h r u p o d ; V c : U - t j r a i e r e s e .

' v o i r

O /
^

,

o

r i *

s < '

r v o t r

F i g u r e 1 . T r a n s m i s s i o n r o u t e s o f i n f e c t i o u s a g e n t s (S o b s e y 2 0 08 )

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

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

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

m i c r o b e b r e e d i n g , a s w e l l a s t h e m i c r o b e
'

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

8
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e n v i r o n m e n t . A n o t h e r f a c t o r i s t h e a g e n t
'

s a b i U t y t o e n t e r a p o r t a l i n p o t e n t i a l h o s t s a n d

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

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

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

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

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

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

,
v e c t o r s

,
a n d v e h i c l e s (e . g .

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

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

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

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

f a c t o r s l ik e l o c a l p a r a s i t i s m o r v e c t o r a c t i v i t y . M a n y e n v i r o n m e n t a l f a c t o r s t h a t a r e

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

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

,
a n t im i c r o b i a l

c l e a n e r s
,
a n d d w e l l i n g a n d w o r k i n g s p a c e s s e a l e d fr o m t h e e n v i r o n m e n t a r e o ft e n v e r y

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

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

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

o d d s o f e x p o s u r e ,
i n f e c t i o n a n d d i s e a s e .

H o s t f a c t o r s t h a t a f f e c t d i s e a s e t r a n s m i s s i o n i n c l u d e t h e h o s t
'

s a g e ,
n u t r i t i o n a l

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

t o i n f e c t i o u s a g e n t s i s h i gh l y l i k e l y .
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F i g u r e 2 . I c e b e r g c o n c e p t o f i n f e c t i o n f o r v i r u s e s (S o b s e y 2 00 8 )

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

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

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

r e s u l t i n d i s e a s e . O t h e r w i s e ,
a n a g e n t c a n c a u s e i l l n e s s

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

e l im i n a t i n g t h e a g e n t o r t h e a g e n t c a u s i n g t h e d e a t h o f t h e h o s t . T h e "
I c e b e r g c o n c e p t o f
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i n f e c t i o n
"
i n F i g u r e 2 i l l u s t r a t e s t h i s c o n c e p t f o r v i r u s e s . F o r t h e r e a s o n s o u t l i n e d a b o v e

,

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

w o r l d t h a n i n t h e d e v e l o p e d w o r l d
.

3 . 1 . 3 . P r e v a l e n t W a t e r b o r n e P a t h o g e n s

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

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

p o h o s , e c h o s , a n d c o x s a c k i e v i r u s e s
,
a s w e l l a s H e p a t i t i s A a n d E v ir u s e s

,
r o t a v i r u s

,

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

,
a n d n o r o v i r u s . P r e v a l e n t e n t e ri c b a c t e r i a i n c l u d e Sa lm o n e l l a

ty p h i , C a mp y l o b a c t e r sp p ,
V i b r i o c h o l e r a e , S h i g e l l a s p p ,

a n d E s c h e r i c h i a c o l i .

I m p o r t a n t p r o t o z o a n p a r a s i t e s i n c l u d e C r y p t o s p o r i d i u m p a r v u m , C y c l o sp o r a

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

N e m a t o d e s (r o u n d w o r m s ) ,
h o o k w o rm s

,
a n d C e s t o d e s (t a p e w o r m s )

T a b l e 1 o u t l i n e s t h e m o s t s i g n i fi c a n t w a t e r b o r n e p a t h o g e n s
,
t h e i r p e r s i s t e n c e

,

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

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

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

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

,
t o p r o l i f e r a t e ,

r a t h e r

t h a n s im p l y p e r s i s t in w a t e r s u p p l i e s
, p r e s e n t s a u n i qu e p u b l i c h e a l t h c h a l l e n g e a s

w e l l .
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Pa t h o g e n

P« r i i » t « n c e

H n i t h i n w a t e r

s ig n i fi c a n c e l u p p l i e t
'

R iss i s t i i n c * Im p o r t a n t

t o Rc l « t i « t a n im a i

( h l o ri n e
"

( n f « !c t i v i l y
*

$ o u r c «

Ba c t e r i a

Bm kh a ld e r i a i s e u do m a Se i L» w M ay md it i D br t o w Lo w N o

Ca m f ^ h ba a e r j e j v n i/ C c o i H g h M o d e r a a Lo w M o de r a te Y e s

E u J m d d i i u L f ^ - P sk i i w ij K i i i .

' ' H y h M o d c i a
'
C L o w Lo w Y e i

£ . c o /i - E r t e r c h a e T i o r r h a ^ c H g h M o de r a t e l o w Hig h Y e s

Lug h n e t a i p f x H g h M u l t i p ly Le w M o de r a te N o

N w c i
- U i b e t - i t l o u s t n y t t ib c K - l c r t fl L « y v M u l t i p l y H i g h Lo w N o

Pi e u f h rn c f M s a e m g in c s d
^ M o d e r a t e M a y m t i t i p t/ M o d e r a t e Lo w N o

Sa in w n e lSa ty p h i H g h M o de r a t e Le w Lo w N o

C i } »e j i d l r t O ) i e (t« ; H y h M a ) m i i l Jp l y Lo w Lo w Y e i

Sh ig & Xa 5,p p . H g h Sh o r t l o w M o de r a te No

V ib r i o c h (̂ ^ m H g h Sh o r t Lo w Lc 3<w N o

Ye r s i m a e i ^t e r & c o Sl t ii c a H g h L o n g Lo w Le w Y e s

V i r u s e s

Ad e n o v i r u s e s H g h Lo n g M o d e r a t e Hig h N o

E n t e r o v i r u s e s H g h L o r t g M o d e r a t e H i g h N o

He p B l i t i s A v i r u s H g h Lo n g M o d e r a t e H ig h N o

He p a t i t i s i v i r u s H g h Lo r v g M o de r a t e Hig h P o t e n t i a i ty
N « t t « i t r u 5 s

-

s a ri J ^ n p u m u s e ^ H ig h Lo r i i j f f k n i e i d l r H i g h P u te i n i d Sly

(fo ta w r u s e s H ig h Lo n g M o d e r a t e Hig h N o

Pr o t o sEo a

M a n t t i a m o e b a s p p . H ig h

Cr yp to s p o f id i L m p a r v t i m H g h

C^ lo i p o M c a ye ta m m s H g h

Em a m o e tx ! t i bm l y i c a H g h

S a n Aa im e s tm a lk H g h

Ha e g k m fo w ie r i H g h

T0 x o {^ a sm a g o n d i i H g h

L o r v j
Lo r v 3
Lo n g
M o d e r a se

M o d e r a te

H i g h

H g h

« g h

H g h

Hig h

M a y f r u l t i p l/ Hig h

L o n g H g h

H ig h

Hig h

Hig h

H i g h

Hig h

Hig h

H i g h

N o

N o

Y e s

N o

N o

Y e s

N o

Y e s

H i ^ l m tn t h s

Ck a cu n a j ki s m e d
'

m e n s s H g h M o d e r a t e M o de r a t e Hig h N o

b i h is & s o f n a ^ } p . H g h S h o r t M o d e r a t e H i g h Ye s

T a b l e 1. W a t e r b o r n e p a t h o g e n s a n d t h e i r s i g n i fi c a n c e i n w a t e r s u p p l i e s (WH O

2 00 8 )

3 . 1
. 4 . I n d i c a t o r M i c r o o r g a n i s m s

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

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

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

e a s i e r t o d e t e c t a n d q u a n t i fy t h a n p a t h o g e n s .

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

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

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

n o t e x h i b it i n d e p e n d e n t g r o w t h i n t h e e n v i r o r m a e n t .

T h e m o s t c o m m o n b a c t e r i a l i n d i c a t o r i s E s c h e r i c h i a c o l i
,
a n d t h e m o s t c o m m o n

v i r a l i n d i c a t o r i s t h e m a l e - s p e c i f i c c o l i p h a g e ,
M S - 2 . T h e r e a r e c u r r e n t l y n o h i g h l y

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

B a c Sa n w i l l b e m e a s u r e d t h r o u g h i t s r e d u c t i o n o f t h e i n d i c a t o r v i r u s
,
M S - 2

,
a n d b a c t e r i a l

r e d u c t i o n s b y B a c S a n w i l l b e m e a s u r e d t hr o u gh i t s r e du c t i o n o f t h e i n d i c a t o r b a c t e r i a , E

c o l i a n d K t e r r i g e n a .
B a c S a n

'

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

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

,
w i l l a l s o b e m e a s u r e d .

3 . 1 . 5 . D i a r r h e a l D i s e a s e

T h e r e a r e f o u r b i l l i o n a c u t e c a s e s o f d i a r r h e a l d i s e a s e a n d 1 . 6 m i l l i o n d e a t h s

c a u s e d b y t h e d i s e a s e a n n u a l l y , 9 0% o f w h i c h o c c u r i n c h i l d r e n . D i a r r h e a l d i s e a s e i s a

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

s c h i l dr e n , s e c o n d o n l y t o r e s p i r a t o r y

i n f e c t i o n (I n s t i t u t e f o r O n e W o r l d H e a l t h 2 0 0 8) . O f t h e s e c a s e s o f d i a r r h e a l d i s e a s e
,
8 8%

a r e a t t r i b u t e d t o u n s a f e w a t e r s u p p l y a n d i n a d e q u a t e s a n i t a t i o n a n d h y g i e n e (WH O 2 0 0 4 ) .

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

i n a d e q u a t e w a t e r a n d s a n i t a t i o n r e s u l t s i n t h e l o s s o f 6 44 m i l l i o n w o r k d a y s p e r y e a r

(U N E SC O a n d WH O 2 0 06 ) T h e e c o n o m i c r a m i fi c a t i o n s o f d i a r r h e a l d i s e a s e l i k e l y

e x t e n d f a r b e y o n d t h i s s t a t i s t i c
,
h o w e v e r . C a s e s o f d i a r r h e a w i t h i n t h e fi r s t t w o y e a r s o f

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

d e v e l o p m e n t o f c h i l d r e n d u e t o r e du c t i o n i n a pp e t i t e a n d d e c r e a s e d n u t r i e n t a b s o r p t i o n . A

2 0 0 7 s t u d y f o im d t h a t d i a r r h e a a n d a s s o c i a t e d w e i g h t l o s s i n i n f a n c y c a u s e s p e r s i s t i n g I Q
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d e f i c i t s a t e i g h t y e a r s (E m o n d 2 0 0 7 ) . T h i s l o s s o f p o t e n t i a l h u m a n c a p i t a l g o e s

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

d i s e a s e s s u c h a s H I V /A I D S a n d m a l a r i a .

D e a t h f r o m d i a r r h e a l d i s e a s e i s u s u a l l y a r e s u l t o f d e h y d r a t i o n . Sy m p t o m s o f

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

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

b l o o d p r e s s u r e (I n s t i t u t e f o r O n e W o r l d H e a l t h 2 0 0 8 ) .

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

i n t h e d e v e l o p i n g w o r l d .

3 . 1 . 6 . D r i n k i n g W a t e r St a n d a r d s

In t e r n a t i o n a l dr i n k i n g w a t e r g u i d e l i n e s a r e s e t b y t h e 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 ) a s t h e b a s i s f o r r e g u l a t i o n a n d s t a n d a r d - s e t t i n g o n t h e n a t i o n a l l e v e l . T h e s e

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

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

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

e s t i m a t e t o l e r a b l e r i s k l e v e l s o r c o n c e n t r a t i o n s o f c o n t am i n a n t s I n s e t t i n g t o l e r a b l e r i s k

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

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

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

w a t e r p e r d a y a t v a r i o u s m i c r o b i a l c o n t a m i n a t i o n l e v e l s (WH O 2 0 0 6 ) . T h e t o l e r a b l e ri s k

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

l e v e l o f D i s a b i l i t y A dj u s t e d L i f e Y e a r s (D A L Y s ) . D A L Y s a r e a u n i t o f h e a l t h c a r e s t a t u s

b a s e d o n t h e l o s s o f h e a l t h a n d y e a r s o f l i f e d u e t o d i s a b i l i t y f r o m d i s e a s e (N I C H SR ,

2 0 0 7 ) . T h e WH O h o l d s t h a t a n a c c e p t a b l e l e v e l o f c o n t a m i n a t i o n i s t h a t w h i c h r e s u l t s i n

a m a x im u m o f 10
" ^
D A L Y s p e r p e r s o n p e r y e a r .
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S t a n d a r d s t h a t m e e t o r e x c e e d t h o s e s e t by t h e W o r l d H e a h h O r g a n i z a t i o n a r e

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

s t a n d a r d s a r e s e t b y t h e 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 (U S E P A ) a n d t h e N a t i o n a l

S a n i t a t i o n F o u n d a t i o n (N SF ) I n t e r n a t i o n a l . D u e t o t h e l a c k o f i n f r a s t r u c t u r e a n d t h e

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

a r e r a r e l y ,
i f e v e r

,
e n f o r c e d .

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

a r e s t a n d a r d s s e t b y th e WH O
,
E P A

,
a n d N SF - I n t e m a t i o n a l o n t h e m i n im u m p e r c e n t

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

c o n s i d e r e d e f f e c t i v e WH O s t a n d a r d s h o l d t h a t p r o t o z o a n p a r a s i t e s s h o u l d b e r e du c e d b y

9 9 . 9% (3- l o g l o ) ,
b a c t e r i a b y 9 9 . 9 9 9 9% (6 - l o g , o ) , a n d v i r u s e s b y 9 9 . 9 9% (4 - l o g i o ) (WH O

2 0 0 6 ) . T h e s e s t a n d a r d s a r e a l s o b a s e d o n t h e m a x im u m a c c e p t a b l e l e v e l o f 1 0
" ^
D A L Y s

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

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

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

u n de r t h e a g e o f f i v e .

I n a d d i t i o n a l t o m i c r o b i a l g u i d e l i n e s
,
t h e U S E P A m a i n t a i n s g u i d e l i n e s o n t h e

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

,
a n d

d i s in f e c t a n t b i p r o d u c t s T h e s e g u i d e l i n e s t a k e t h e f o r m o f N a t i o n a l P r im a r y D r i n k i n g

W a t e r R e g u l a t i o n s (N P D W R ) a n d N a t i o n a l S e c o n d a r y D r i n k i n g W a t e r R e g u l a t i o n s

(N SD W R ) . T h e N P D WR s e t s l e g a l l im i t s f o r t h e am o u n t s o f c e r t a i n c o n t a m i n a n t s

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

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

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

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

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

c h e m i c a l m a k e - u p .

3 .
1

.
7 . H o u s e h o l d W a t e r T r e a t m e n t O p t i o n s

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

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

M i l l e r m i u m D e v e l o p m e n t G o a l s a n d t h e W a t e r f o r L i f e D e c a d e o f 2 0 0 5 - 2 0 15 , h a s

m o t i v a t e d a n u p s u r g e i n r e s e a r c h o n a n d d e v e l o p m e n t o f p o i n t - o f - u s e (P O U ) a n d p o i n t -

o f - s u p p l y (P O S) h o u s e h o l d w a t e r t r e a t m e n t o p t i o n s . R e c e n t s y s t e m a t i c r e v i e w s

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

r e d u c i n g t h e b u r d e n o f d i a r r h e a l d i s e a s e , w i t h m e a n r e d u c t i o n s o f 3 9% - 4 4 % i n u s e r s

v e r s u s n o n - u s e r s (C l a s e n e t a l 2 0 0 6 ; F e w t r e l l e t a l 2 0 0 5 ) P o i n t - o f - u s e i n t e r v e n t i o n s
,

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

r e d u c i n g d i s e a s e i n c i d e n c e . A c c o r d i n g t o a r e c e n t m e t a - a n a l y s i s o n w a t e r t r e a tm e n t

i n t e r v e n t i o n s
,
t h e r e l a t i v e r i s k

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

u n e x p o s e d p o p u l a t i o n s
,
f o r P O S i n t e r v e n t i o n s i s 0 . 89 (9 5 % C I : 0 . 4 2 - 1 . 9 0 ) , w h i l e t h e

r e l a t i v e r i s k f o r P O U i n t e r v e n t i o n s i s 0 . 6 1 (9 5 % C I : 0 . 4 6- 0 . 8 1) (i b i d ) . T h i s im p l i e s t h a t

u s e r s o f P O S i n t e r v e n t i o n s a r e 1 1% l e s s l i k e l y t h a n n o n - u s e r s t o b e c o m e i l l
, w h i l e u s e r s

o f P O U i n t e r v e n t i o n s a r e 3 9% l e s s l i k e l y t h a n n o n - u s e r s t o b e c o m e i l l T h e p o t e n t i a l f o r

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

,
b e l o w

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

h o u s e h o l d w a t e r t r e a t m e n t (H W T ) t e c hn o l o g i e s .

H WT T e c h n o l o g y V i r u s B a c t e r i a P r o t o z o a R e s i d u a l

C h l o r i n a t i o n M e d i u m H i g h L o w Y e s

S o l a r D i s i n f e c t i o n H i gh H i g h H i gh S a f e St o r a g e

B i o S a n d F i l t e r U n k n o w n M e d - H i g h H i gh N o

C e r a m i c F i l t e r U n k n o w n M e d - H i g h H i g h N o

F i l t r a t i o n & C h l o r i n a t i o n M e d i u m H i gh U n k n o w n C h l o r i n e

F l o c c u l a t i o n & C h l o ri n a t i o n | H i gh H i gh H i gh C h l o ri n e

T a b l e 2 . M i c r o b i a l e f f e c t i v e n e s s o f h o u s e h o l d w a t e r t r e a t m e n t (H H WT ) t e c h n o l o g i e s

( L a n t a g n e , Q u i c k e t a l 2 0 07 )

3 . 1 . 8 . S a f e St o r a g e ,
S a n i t a t i o n a n d H y g i e n e

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

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

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

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

t h a t it i s p r o t e c t e d fr o m r e c o n t am i n a t i o n . S a f e s t o r a ge a l s o r e f e r s t o t h e w a y t h a t w a t e r i s

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

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

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

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

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

e s t im a t e d t h a t w h i l e 1 . 1 b i l l i o n p e o p l e l a c k a c c e s s t o a n im p r o v e d w a t e r s o u r c e
,
2 . 4

b i l l i o n do n o t h a v e a c c e s s t o im p r o v e d s a n i t a t i o n (WH O 2 0 0 4 ) . A s a c o n s e q u e n c e o f

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

17

NEATPAGEINFO:id=4FE7E9BF-B5D2-439A-B4E4-4C962E615B7D



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

,
t h u s

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

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

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

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

e x p e r i e n c e d a m e d i a n o f 2 . 0 e p i s o d e s o f d i a r r h e a a n d 2 . 6 d a y s o f a b s e n c e p e r 1 0 0

s t u d e n t - w e e k s
,
w h i l e c h i l dr e n i n t h e h a n d w a s h i n g p r o g r a m e x p e r i e n c e d a m e d i a n 1 . 2

e p i s o d e s a n d 1 . 2 d a y s o f a b s e n c e p e r 1 0 0 s t u d e n t - w e e k s (B o w e n e t a l 2 0 0 7 ) . T h i s i s o n l y

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

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

3 . 2 . M i c r o o r g a n i s m s S t u d i e d

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

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

w a t e r . T h i s r e p o r t s o u gh t t o e x a m i n e B a c S a n
'

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

E . c o l i a n d K . t e r r i g e n a
,
a s w e ll a s M S- 2

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

i n d i c a t o r
,
a n d P o l i o v i r u s - 1 a n d R o t a v i r u s SA - 1 1 , t w o c o m m o n p a t h o g e n i c v i r u s e s .

3 .
2 . 1 . E s c h e r i c h i a c o l i

3 . 2 . 1 . 1 . H i s t o r i c a l a n d P u b l i c H e a l t h Si g n i fi c a n c e

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

c o l i i s t h e m o s t f e c e s - s p e c i fi c o f t h e s e b a c t e r i a . M o s t s t r a i n s o f £ c o l i d o n o t r e a d i l y

r e p l i c a t e i n t h e n a t u r a l e n v i r o n m e n t
,
a d d i n g t o t h e i r r e l i a b i l i t y a s 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 (So b s e y 2 0 0 8 ) . T h e c o n c e n t r a t i o n o f £
■

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

t h e r e a r e s o m e s t r a i n s o f £
■

c o l i t h a t a r e p a t h o g e n i c ,
n o n p a t h o g e n i c s t r a i n s a r e m o s t o ft e n

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

s i m p l e n u t r i t i o n a l r e q u i r e m e n t s . F u r t h e r , e a c h s t r a i n o f £ c o l i h a s b e e n t h o r o u gh l y

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

a n d e a s i l y c u l t t t r e d a n d e n t i m e r a t e d
,
a s w e l l

3 . 2 . 1 . 2 .
P h y s i c a l C h a r a c t e r i s t i c s a n d T a x o n o m y

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

c o l i t h a t c a u s e e n t e r i c i n f e c t i o n s
,
i n c l u d i n g e n t e r o a dh e r e n t E c o l i (E A E C ),

e n t e r o a g gr e g a t i v e E c o l i (E A g g E C ),
e n t e r o h a e m o r r h a g i c E c o l i (E H E C ),

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

E c o l i (E I E C ),
e n t e r o p a t h o g e n i c E c o l i (E P E C ) , a n d e n t e r o t o x i g e n i c E c o l i (E T E C ) .

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

(U PE C ),
a n d n e o n a t a l m e n i g i t i s E c o l i (N M E C) . E c o l i b e l o n g s t o t h e p r o t e o b a c t e r i a

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

e n t e r o b a c t e r i a c e a e .

3
. 2 .

2
. K l e b s i e l l a t e r r i g e n a

3 . 2 . 2 . 1 . H i s t o r i c a l a n d P u b l i c H e a l t h S i g n i f i c a n c e

K l e bs i e l l a i s a c o l i f o r m b a c t e r i u m a n d a c o m m o n in d i c a t o r o f f e c a l c o n t a m i n a t i o n

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

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

m o s t m e d i c a l l y s i g n i f i c a n t s p e c i e s o f K l e b s i e l l a
,
K . p n e u m o n i a ; i t i s c o n s i d e r e d a n o n ¬

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

19

NEATPAGEINFO:id=169A5CD4-38AD-4416-8EC0-6CEFCB541CF2



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

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

3 2 . 2 2 P h y s i c a l C h a r a c t e r i s t i c s a n d T a x o n o m y

K l e bs i e l l a t e r r ig e n a i s o n e o f 7 b a c t e r i a l s p e c i e s o f t h e K l e bs i e l l a g e n u s . L i k e E

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

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

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

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

3 . 3 . 3 . M S - 2

3 . 2 . 3 . 1 . H i s t o r i c a l a n d P u b l i c H e a l t h S i g n i fi c a n c e

M S- 2 i s s i g n i fi c a n t n o t f o r i t s i n f e c t i v i t y o r d i r e c t im p a c t o n h u m a n h e a l t h , b u t

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

T h e s i z e , s h a p e , a n d n u c l e i c a c i d c o m p o s i t i o n o f M S- 2 i s s im i l a r t o h e p a t i t i s A a n d

p o l i o v i r u s
,
t w o s i g n i f i c a n t p u b l i c h e a l t h t h r e a t s M S- 2

,
h o w e v e r

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

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

E c o l i , w h i c h m a k e s i t e a s y t o e n u m e r a t e , p a r t i c u l a r l y t hr o u gh t h e Si n g l e A g a r L a y e r

( SA L ) m e t h o d . F u r t h e r
,
M S- 2 i s o n e o f t h e s m a l l e s t v i r u s e s a n d t h i s m a k e s i t p a r t i c u l a r l y

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

3 . 2 3 . 2 . P h y s i c a l Ch a r a c t e r i s t i c s a n d T a x o n o m y

T h e M S - 2 v i r u s i s a n o n -

p a t h o g e n i c r i b o n u c l e i c a c i d (R N A ) c o l i p h a g e c o m m o n l y

u s e d a s a v i r a l i n d i c a t o r . M S- 2 i s n e g a t i v e l y c h a r g e d , 0 . 02 5 [x m i n s i z e a n d i c o s a h e dr a l i n

s h a p e . I t c o n t a i n s a s i n g l e s t r a n d o f RN A w i t h 3
,
5 6 9 n u c l e o t i d e s . M S- 2 b e l o n g s t o t h e

g e n u s L e v i v i r u s a n d f a m i l y L e v i v i r i d a e

2 0
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3 . 2 . 4 . P o l i o v i r u s

3 . 2 . 4 . 1 .
H i s t o r i c a l a n d P u b l i c H e a l t h S i g n i f i c a n c e

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

d e s c r i b e d i n w r i t i n g b y M i c h a e l U n d e r w o o d i n 1 7 89 . H o w e v e r
,
s o m e

,
n o t a b l y J o h n P a u l

( 1 9 7 1 ) , p o i n t t o a n E g y p t i a n s t o n e c a r v i n g d a t i n g b e t w e e n 1 5 8 0 a n d 13 5 0 B C . t h a t

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

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

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

r e s e a r c h , a s o u t b r e a k s o f t h e d i s e a s e d a t i n g t o t h e e a r l y 18 0 0 s i n E u r o p e h a v e p r e s e n t e d a

p a r t i c u l a r l y s a l i e n t p u b l i c h e a l t h i s s u e . B e t w e e n 18 4 0 a n d t h e 19 50 s
,
t h e w o r l d

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

n a t u r e o f p o l i o m y e l i t i s
'

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

s e c o n d h a l f o f t h e 19
*

c e n t u r y t h a t t h e d i s e a s e w a s c a u s e d b y t h i n g s s u c h a s t e e t h i n g ,

u p s e t s t o m a c h a n d t r a u m a (i b i d . ) . F i n a l l y ,
i n 19 0 8

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

L a n d s t e i n e r a n d E P o p p e r i d e n t i fi e d t h e p o l i o v i r u s . J o n a s S u l k c r e a t e d t h e fi r s t e f f e c t i v e

p o l i o v a c c i n e i n 19 5 2 ; t h e c u r r e n t l y u s e d o r a l p o l i o v a c c i n e
,
c r e a t e d b y A l b e r t S a b i n ,

r e p l a c e d t h i s v a c c i n e i n 19 6 2 . T h e u s e o f p o l i o v a c c i n e s
,
c o m b i n e d w i t h s u r v e i l l a n c e

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

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

o c c u r r e d a s r e c e n t a s 2 0 0 5 i n Su d a n a n d N i g e r i a ,
i n d i c a t i n g t h a t t h e v i r u s r e m a i n s a t hr e a t

i n m u c h o f t h e d e v e l o p i n g w o r l d .
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3 2 . 4 2 P h y s i c a l C h a r a c t e r i s t i c s a n d T a x o n o m y

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

s i g n i f i c a n c e ,
c o n s i s t i n g o f o n l y a s i n g l e - s t r a n d e d R N A g e n o m e a n d a p r o t e i n c o a t

,
o r

c a p s i d . I t i s i c o s a h e d r a l i n s h a p e a n d i t s g e n o m e i s a b o u t 7
,
5 0 0 n u c l e o t i d e s l o n g .

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

p o l i o v i r u s e x i s t , P V l , P V 2
, a n d P V 3 E a c h s e r o t y p e h a s a s l i g h t l y d i f f e r e n t c a p s i d

p r o t e i n , t h o u g h a l l t h r e e f o r m s a r e e x t r e m e l y i n f e c t i o u s . P V l
,
o r p o l i o v i r u s - 1

,
i s t h e m o s t

c o m m o n f o r m o f p o l i o v i r u s ; a n o n -

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

r e s e a r c h .

3 . 2 .
4

. 3 . D i s e a s e T r a n s m i s s i o n a n d Sym p t o m s

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

r o u t e i n h u m a n s . I n 9 5 % o f c a s e s o f p o l i o v i r u s i n f e c t i o n
,
n o s y m p t o m s a r e e x p e r i e n c e d .

H o w e v e r
,
e v e n w i t h o u t s i g n s o r s y m p t o m s

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

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

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

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

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

,
f e v e r

,
v o m i t i n g ,

a n d c o n s t i p a t i o n o r

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

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

C l i n i c , 2 0 0 8) . P o l i o c a n a l s o c a u s e a s e p t i c m e n i n g i t i s .
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3 . 2 . 5 . R o t a v i r u s S A - 1 1

3 . 2 . 5 . 1 .
H i s t o r i c a l a n d P u b l i c H e a l t h S i g n i f i c a n c e

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

b e f o r e t h e a g e o f fi v e (C i n c i n n a t i C h i l dr e n '

s H o s p i t a l , 2 0 0 8 ) In t h e U n i t e d St a t e s
,

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

r e s u l t i n g i n a n e s t i m a t e d 5 0 0 ,
0 0 0 v i s i t s t o t h e d o c t o r a n d 5 0 , 0 00 h o s p i t a l i z a t i o n s a y e a r .

I n a d e v e l o p e d n a t i o n s u c h a s t h e U S, 2 0 t o 4 0 d e a t h s o c c u r e a c h y e a r f r o m r o t a v i r u s

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

,
a n e s t im a t e d 5 0 0

,
0 0 0 c h i l dr e n d i e o f r o t a v i r u s

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

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

l a c k o f m e d i c a l t r e a t m e n t ,

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

c o n d u c i v e t o s e v e r e i n f e c t i o n s . R i c h a r d W a r d
,
P h D

,
a n d D a v i d B e rn s t e i n

,
M D

, d e v e l o p e d

a r o t a v i r u s v a c c i n e t h a t w a s a p p r o v e d b y M e x i c o i n 2 0 0 4
,
t h o u gh i t i s n o t y e t

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

3 . 2 . 5 . 2 . P h y s i c a l C h a r a c t e r i s t i c s a n d T a x o n o m y

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

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

C
,

D
,
E

,
F a n d G . R o t a v i r u s A i s e n d e m i c w o r l d w i d e a n d t h e m o st c o m m o n r o t a v i r u s ; i t i s

r e s p o n s i b l e f o r 9 0% o f h u m a n i n f e c t i o n s . A n o n -

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

u t i l i z e d i n t h i s r e s e a r c h .
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3 . 2 . 5 . 3 . D i s e a s e T r a n s m i s s i o n a n d S ym p t o m s

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

t hr o u gh t h e f e c a l - o r a l r o u t e i n h u m a n s a n d a n im a l s . W h i l e o n l y 10 - 10 0 i n f e c t i o u s

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

c o n t a i n m o r e t h a n 1 0 t r i l l i o n i n f e c t i o u s p a r t i c l e s p e r g r a m (C l i v e r 19 9 7 )

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

3 . 3 . B a c S a n

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

W a t e r D e v e l o p m e n t P r o g r a m (WD P ), a f o r -

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

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

"
u s e i n p o l l u t e d r e s e r v o i r s

,
r i v e r s

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

"

(WD P 2 0 0 6) . Th e

m a n u fa c t u r e r h o l d s t h a t B a c S a n i s "
a l l n a t u r a l a n d c h e m i c a l f r e e

,

"
a n d d e c r e a s e s t u r b i d i t y

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

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

'

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

de l e t e ri o u s h e a l t h o r a e s t h e t i c e f f e c t s .

B a c S a n h a s t h e p o t e n t i a l t o b e a n a l t e r n a t i v e t o c h l o r i n e
,
a s t h i s h i gh l y e f f e c t i v e

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

t o x i c d i s i n f e c t i o n b y p r o d u c t s
, t r i h a l o m e t h a n e s (T H M s ) . I n d i v i du a l s a l s o p r e f e r n o t t o u s e

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

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

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

a l t e r n a t i v e .

3 . 3 . 1 . H i s t o r y a n d T a r g e t U s e r s

B a c Sa n w a s i n t r o d u c e d b y WD P a l o n g w i t h i t s P o i n t - o f - U s e c o i m t e r p a rt ,

O n e D r o p ,
i n 2 0 0 6 . B o t h p r o d u c t s a r e i n t e n d e d p r i m a r i l y f o r u s e i n t h e d e v e l o p i n g w o r l d

,

t h o u gh t h e m a n u f a c t u r e r a c k n o w l e d g e s o t h e r u s e s
,
a s w e l l . A c c o r d i n g t o WD P

,
t h e s e

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

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

B a c Sa n
'

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

3 . 3 . 2 . C o m p o s i t i o n

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

s h o w n i n T a b l e 3
,
b e l o w . I t i s u n k n o w n h o w m a n y o f t h e s e e l e m e n t s a r e p r e s e n t i n t h e i r

i o n i c f o r m s o r o t h e r f o r m s , o r t o w h a t e x t e n t . T h e s m a l l e s t t e s t e d v o l u m e o f B a c Sa n w a s

1 0 î L a n d t h e l a r g e s t w a s 2 8
. 6 \x L p e r l i t e r o f r a w w a t e r .
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T a b l e 3 . I n g r e d i e n t s i n B a c S a n

E l e m e n t

M o l e c u l a r

W e i g h t

I o n i c

C h a r g e

m g / L

B a c S a n

m g / 1 0 ^ L
B a c Sa n

m g /2 8 . 6 ^ L
B a c S a n

Si lv e r 10 7 . 87 1+ 5 E - 0 6 1 . 4 E - 0 5

C o p p e r 6 3 . 5 4 6 1+ 9 5 0 0 0 0 09 5 0 . 2 7 1 7

G o l d 19 6 . 97 1 + 0 0 2 2 E - 0 8 5 . 7 2 E - 0 8

A l u m i n u m 2 6 . 9 82 1+ 6 30 0 0 . 0 0 6 3 0 0 1 80 2

C a l c i u m 4 0 . 0 7 4 2 + 2 3 2 . 3E - 0 5 6 . 6E - 0 5

C h r o m i u m 5 1 . 9 9 6 1+ 3 8 3 . 8 E - 0 5 0 0 0 0 1 1

I r o n 5 5 84 5 2 + 17 0 0 . 0 0 0 17 0 0 0 0 4 9

M a g n e s i u m 2 4 3 0 5 2 + 16 1 . 6E - 0 5 4 . 6E - 0 5

M a n g a n e s e 5 4 9 3 8 2 + 10 0 . 0 0 0 0 1 2 . 9E - 0 5

So d i u m 2 2 . 9 9 1+ 7 . 6 7 . 6E - 0 6 2 . 17E - 0 5

N i c k e l 5 8 . 6 9 3 2 + 2 9 2 . 9E - 0 5 8 . 3E - 0 5

Z i n c 6 5 . 3 9 2 + 3 9 , 0 0 0 0 . 0 3 9 0 . 1 1 1 54

N i t r a t e s v a n e s v a r i e s 2 8 0 , 0 0 0 0 2 8 0 . 80 0 8

C h l o r i d e 3 5 . 4 5 3 1- 6 1 6 1E - 0 5 0 . 0 0 0 1 7

F i g u r e 3 . P o s i t i o n o f B a c S a n i n g r e d i e n t s o n t h e P e r i o d i c T a b l e o f t h e E l e m e n t s

H

3

L i

N a

19

K

37

R b

B e

M g

C a

S r

S c

IHs n i u n i v a n a du n i

2 2 2 3

T i

Z r

V

N b

c USSu n

24

C r

M o

M n

T c

26

F e

R u

C o

R h

-
n ST

N i

4 6

P d

C u

A g

7 9

A u

Z n

C d

B

A l
J im .

G a

In

6

c

S i
g e n r a n u n

3 2

G e

50

S n
1 13 7 1

_

N
p h o s p n o r u s

1 5

A s

51

S b

(* ci F« t e n

8

0

S e

T e

■m
17

C I
br c nH K i

3 5

B r

5 3

I

2

H e

10

N e

A r

K r

OE f X i l l

54

X e

55

C s B a

57 - 7 0

L u H f T a W R e O s Ir

pt a tt r u r t i

7 8

P t Hg T I
32

Pb B i Po A t R n

F r R a

85 - 1 0 2

L r R f D b S g Bh
10«

H s M t

u ru n ni lk i n i

1 10

U u n
m i

Uu u U u b Uu q

3 3 . 2 1 . S i l v e r

I n t h e l a t e 1 80 0 s
,
C a r l v o n N a g e l i o b s e r v e d t h a t a l g a e d i s a p p e a r e d w h e n e x p o s e d

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

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

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

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

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

w a r d s
,
t h o u g h t h i s i s n o t a w i d e s p r e a d p h e n o m e n a (R o dr i g u e z e t a l 2 0 0 7 ) T h e

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

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

^

, m a y b i n d D N A o r i n h i b i t t h e f u n c t i o n a n d / o r f o r m o f t h e

c e l l m e m b r a n e (i b i d . ) .
H o w e v e r

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

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

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

3 . 3 . 2 . 2 . C o p p e r

C o pp e r h a s a h i s t o r y s im i l a r t o s i l v e r
'

s i n i t s u s e a s a d i s in f e c t a n t . I t h a s b e e n

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

m i c r o b i a l l o a d (M e h t a e t a l 2 0 0 8) . C o p p e r , l i k e s i l v e r
,
e x i s t s n a t u r a l l y a s a c a t i o n

,
C u

" ^

,

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

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

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

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

3
. 3 .

2
. 3 .

G o l d

G o l d
,
o r A g

"

^

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

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

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

g o l d
'

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

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

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

(R o d r i g u e z e t a l 2 0 0 7 ) ,
a n d i t i s t h u s l o g i c a l t h a t g o l d c o u l d w o r k i n c o n c e r t w i t h c o p p e r ,

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

3 . 3 .
2 . 4 .

A l u m i n u m

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

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

,
a l u m i n u m w a s n o t

i s o l a t e d u n t i l 182 7 b y F r i e d r i c h W o h l e r . S i n c e t h i s t i m e
,
a l u m i n u m h a s b e e n u s e d f o r

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

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

d i s i n f e c t i o n o f w a t e r w a s i s s u e d i n 19 5 0 t o M o r r i s C a r r e l l (F P O 2 0 0 7) .

3 . 3 . 2 . 5 . C a l c i u m

C a l c i u m i n t h e f o r m o f c a l c i u m h y p o c h l o r i t e
,
o r C a (C 10 )2 ,

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

l o n g b e e n u s e d a s a d i s i n f e c t a n t
,
t h o u g h i t w a s n o t u n t i l t h e e a r l y 19 9 0 s th a t i t b e c a m e a

c o m m e r c i a l s u c c e s s a s a w a t e r d i s i n f e c t a n t
,
n a m e l y i n t h e fo r m o f a p r o du c t k n o w n a s

" Po o l Sh o c k "
.
I t i s i m k n o w n w h a t f o r m c a l c i u m t a k e s i n B a c Sa n

,
h o w e v e r .

3 3 2 . 6 . I r o n

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

w h a t fo r m i r o n t a k e s i n B a c S a n
,
b u t i r o n (V I ) a n d i r o n (V ) ,

a r e s t r o n g o x i d a n t s t h a t c a n
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r e a c t w i t h p o l l u t a n t s a n d i n t h e p r o c e s s r e d u c e t o i r o n ( I I I ) , a n o n - t o x i c b y p r o d u c t . T h e s e

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

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

p r o p e r t i e s (S h a r m a 2 0 04 ) . F e (V ) i s o f te n u s e d t o i n a c t i v a t e m i c r o o r g a n i s m s w i t h F e (V I )

r e s i s t a n c e ; F e (V ) r e a c t s w i t h m i c r o b e s t h r e e t o fi v e t im e s f a s t e r t h a n F e (V I ) (i b i d ) .

3 . 3 . 2 . 7 . M a g n e s i u m
,
N i c k e l

,
Z i n c

,
C h l o r i d e a n d C h r o m i u m

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

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

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

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

a n t im i c r o b i a l
,
a l c o h o l - b a s e d h a n d w a s h i n g p r o d u c t s . C h l o r i d e i s a w e l l - k n o w n a n d o ft -

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

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

p o l l u t a n t . T h e U S E P A (2 0 0 8) h o l d s t h a t t h e m a x im u m a l l o w a b l e l e v e l o f c h r o m i u m i n

d r i n k i n g w a t e r i s 0 . 1 m g /L ,
a n d t h e WH O h o l d s t h a t i t i s 0 0 5 m g / L .

3 . 3 . 2 8 . So d i u m

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

i o d o x y b e n z o i c a c i d s
,
s o d i u m c h l o r i d e

,
a n d s o d i u m b i c a r b o n a t e . S o d i u m b i c a r b o n a t e w a s

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

i n P o l a n d d u r i n g t h e in s u r r e c t i o n i n W a r s a w . A t t h i s t im e
,
d o c t o r s h a d n o a c c e s s t o t h e i r

u s u a l a n t i s e p t i c s a n d i n s t e a d u s e d 5% s o di u m b i c a r b o n a t e s o l u t i o n
,
t h e o n l y p o t e n t i a l
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a n t i s e p t i c t h e y c o u l d f i n d
,
a n d f o u n d i t t o b e h i g h l y e f f e c t i v e . S o d i u m c h l o r i d e i s

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

3 3 . 2 . 9 N i t r a t e s

T h e n i t r a t e i o n h a s t h e m o l e c u l a r f o r m u l a N O 3 -
,
t h o u gh t h e t e r m n i t r a t e c a n r e f e r

t o a n y o r g a n i c c o m p o u n d w i t h a n i t r a t e s u b s t i t u e n t
,
e . g . R O N O 2 ,

w h e r e R i s a n y

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

e y e s o f i n f a n t s a t b i r t h t o p r e v e n t b l i n d n e s s . N it r a t e s a r e a b y p r o d u c t o f t h e p r o du c t i o n o f

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

3 . 3 . 3 .
P o t e n t i a l M e c h a n i s m s o f M i c r o b i a l I n a c t i v a t i o n b y B a c S a n

B a c S a n m a y i n a c t i v a t e m i c r o b e s v i a t h e c o m b i n e d s y n e r g i s t i c e f f e c t s o f e a c h o f

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

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

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

p r e s e n t i n B a c S a n
, p a r t i c u l a r l y c o p p e r (R o d ri g u e z e t a l 2 0 0 7 ) . T h e r e a r e f i v e g e n e r a l ly

a c c e p t e d m e c h a n i s m s b y w h i c h s i l v e r i s b e l i e v e d t o w o r k (i b i d ); t h e s e m e c h a n i s m s m a y

b e g e n e r a l i z a b l e t o t h e o t h e r e l e m e n t s o f B a c S a n .

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

c e l l w a l l s (Th u r m a n a n d G e r b a 19 89 ) . A m o n g o t h e r d i s r u p t i o n s
,
t h i s w o u l d

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

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

s i z e o r c h a r g e ( Sl a w s o n e t a l 19 9 2 ; So l i o z a n d O d e r m a t t 19 9 5 ) .

3 0

NEATPAGEINFO:id=F1E33B5C-9714-42A8-B552-D85D226B9F12



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

o r l o s s o f f u n c t i o n (S l a w s o n e t a l 19 9 2 ) .

4 . Si l v e r m a y r e p l a c e t h e h y dr o g e n b o n d s b e t w e e n t h e t w o s t r a n d s o f D N A
,

s t a b i l i z i n g t h e h e l i x a n d p r e v e n t i n g D N A r e p l i c a t i o n a n d c e l l d i v i s i o n (M o d a k

a n d F o x 19 7 3 ; R i c h a r d s 19 8 1 ; T h u r m a n a n d G e r b a 19 89 ) .

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

c e l l m e t a b o l i s m a n d e n e r g y p r o d u c t i o n (G r i e r 19 83 ; M o d a k a n d F o x 1 9 7 3 ) .

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

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

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

i n t o t h e c e l l a n d t h u s t h e s u b s e q u e n t d e a c t i v a t i o n o f D N A (A r m o n e t a l 2 0 0 0 ; St r a u b e e t

a l 1 9 9 5 ; Y a h y a e t a l 19 9 2 ) . F u r t h e r ,
t h i s r o l e o f o x i d i z e r s m a y r e v e r s e s i l v e r r e s i s t a n c e i n

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

t h r o u g h t h e c e l l w a l l v i a b i n d i n g s i l v e r o n t h e c e l l w a l l (D e s hp a n d e a n d C o p a d e 19 9 4 ;

Sh a k i b a i e e t a l 19 9 9 ) . I t h a s a l s o b e e n s h o w n t h a t t h e e f f e c t s o f s i l v e r a n d c o p p e r t o g e t h e r

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

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

a l o n e (L a n d e e n e t a l 19 8 9 ; Y a h y a e t a l 19 9 0 ) ,
a n d e v e n g r e a t e r t h a n w o u l d b e a c h i e v e d

b y h i g h l e v e l s o f c hl o r i n e (B e e r e t a l 19 9 9 ) . B y c a p i t a l i z i n g o n s u c h fi n d i n g s ,
B a c Sa n

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

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

h a s a l s o b e e n s h o w n t o h a v e s y n e r g i s t i c e f f e c t s w i t h z i n c . L i n e t a l ( 1 9 9 8 ) d e m o n s t r a t e d
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t h a t b o t h s i l v e r a n d z i n c a l o n e w e r e e f f e c t i v e a g a i n s t L p n e u m o p h i l a ,
b u t t h a t t h e t w o

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

3 . 4 , W a t e r S o u r c e s U s e d i n S t u d y

R a w w a t e r f r o m t h e O r a n g e W a t e r a n d S e w a g e A u t h o r i t y (O WA SA ) W a t e r

T r e a t m e n t P l a n t i n C a r r b o r o
,
N C

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

L a k e w a s c o l l e c t e d M a y 2 1
,
2 0 0 7 ; J u l y 16

,
2 0 0 7 ; a n d M a r c h 17

,
2 0 0 8 . W a t e r t h a t

o r i g i n a t e d fr o m C a n e C r e e k w a s c o l l e c t e d o n A u g u s t 2 3
,
2 0 0 7 . W a t e r c o l l e c t e d i n 2 0 0 7

w a s u t i l i z e d i n E c o l i , K t e r r i g e n a
,
a n d M S- 2 a s s a y s . W a t e r c o l l e c t e d i n 2 0 0 8 w a s

u t i l i z e d i n p o l i o v i r u s - 1 a n d r o t a v i r u s a s s a y s . I n a l l c a s e s
,
w a t e r w a s s t o r e d i n a 4

°

C

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

T a b l e 4 . S o u r c e w a t e r p a r a m e t e r s
'

P a r a m e t e r

U L

5 / 2 1 / 0 7

U L

7 / 1 6 / 0 7

C C

8 / 2 3 / 0 7

U L

3 / 1 7 / 0 8

C o l o r (C U ) 34 17 17 3 3

O r t h o - P (m g / L ) < 0 . 1 0 < 0 10 < 0 10 < 0 . 1 0

I r o n (m g / L ) 0 . 2 5 0 13 0 3 3 0 4 8

F l u o r i d e (m g / L ) < 0 10 < 0 10 < 0 10 < 0 . 1 0

T o t a l C o l i f o r m (C o l o n ie s / 1OOm L ) 2 2 03 534 7 62 36 7 1

E c o l i A b s e n t P r e s e n t A b s e n t A b s e n t

H e t e r o t r o p h i c P l a t e C o u n t (A V G

C F U /m L ) 2 1 5 740 3 25 > 57 00

T u r b i d i t y (N T U ) 7 37 5 19 1 54 2 0 9 1

_2 H 6 82 7 0 1 6 5 7 6 6 5

A l k a l i n it y (m g / L ) 2 8 00 34 26 16

H a r d n e s s (m g / L ) 28 00 32 23 27
d a t a fr o m O r a n g e W a t e r a n d S e w a g e A u th o r i t y

^
A v e r a g e o f 1 2 t r i a l s o v e r 12 ho u r s

'
A v e r a g e o f 2 t r i a l s o v e r 1 2 h o u r s

U L : U n i v e r s i t y L a k e

C C : C a n e C r e e k

C F U : c o l o n y - fo rm in g u n i t

N T U : N e p h e l o m e t r i c t u r b i d i t y u n i t
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4 . M e t h o d s

4 . 1 . M i c r o b i a l St o c k P r e p a r a t i o n

4 . 1 . 1 .
E s c h e r i c h i a c o l i B

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

(T SB ) w i t h s t r e p t o m y c i n / a m p i c i l l i n (0 . 0 15% w / v e a c h ) a n d a s m a l l v o l u m e o f a k n o w n

E c o l i B s t o c k c u l t u r e ( o b t a i n e d f r o m t h e M a r k D . S o b s e y l a b o r a t o r y c o l l e c t i o n ) a n d

i n c u b a t i n g w i t h s h a k i n g a t 3 7 ° C o v e r n i g h t . T h e e n r i c hm e n t c u l t u r e w a s t h e n c e n t r i f u g e d

( So r v a l l I n s t r u m e n t s R C - 3 B r e f r i g e r a t e d c e n t r i f u g e ,
D u P o n t C o m p a n y ,

M e d i c a l

I n st r u m e n t s
,
W i lm i n gt o n ,

D E ) a t 2 5 0 0 x g (3 0 0 0 r p m ) f o r 10 m i n u t e s a t 4 ° C t o p e l l e t t h e

c e l l s . T h e s u p e r n a t a n t w a s r e m o v e d a n d T S B c o n t a i n i n g 2 0% g l y c e r o l (v / v ) w a s a d d e d .

T h e s a m p l e w a s v o r t e x e d
,
a l i q u o t e d i n t o de s i r e d v o l u m e s

,
a n d f r o z e n a t - 80

°

C . P r i o r t o

e a c h e x p e r im e n t
,
a n i n d i v i d u a l s t o c k w a s t h a w e d a n d c e n t r i f u g e d (So r v a l l I n s t r u m e n t s

R C - 3B r e f r i g e r a t e d c e n t r i f u g e ,
D u P o n t C o m p a n y ,

M e d i c a l I n s t r u m e n t s
,
W i lm i n g t o n ,

D E )

a t 2 50 0 X g (3 0 0 0 r p m ) f o r 10 m i n u t e s a t 4 ° C . T h e c e l l p e l l e t w a s t h e n r e s u s p e n d e d i n a

10 m l v o l u m e o f t h e r a w s u r f a c e w a t e r t o b e u s e d i n t h e e x p e r im e n t (s e e 4 . 2 . b e l o w ) b y

v o r t e x i n g f o r t w o m i n u t e s .

4
.
1 . 2 . K l e bs i e l l a t e r r i g e n a

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

K t e r r ig e n a (o b t a i n e d f r o m t h e M a r k D S o b s e y l a b o r a t o r y c o l l e c t i o n ) ,
h o w e v e r

c e n t r i fu g a t i o n (So r v a l l I n s t r u m e n t s R C - 3 B r e f r i g e r a t e d c e n t r i f u g e ,
D u P o n t C o m p a n y ,

M e d i c a l I n s t r u m e n t s
,
W i l m i n g t o n

,
D E ) w a s p e r f o r m e d a t 8 0 0 0 x g (50 0 0 r p m ) t o

s u c c e s s f u l l y p e l l e t c e l l s .
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4 . 1 . 3 . M S - 2 C o l i p h a g e

4 . 1 . 3 .
1

. H o s t P r e p a r a t i o n

A n o v e r n i g h t c u l t u r e o f E c o l i F a m p w a s g r o w n b y c o m b i n i n g T SB c o n t a i n i n g

s t r e p t o m y c i n / a m p i c i l l i n (0 . 0 15 % w /v e a c h ) a n d a s m a l l v o l u m e o f a k n o w n E c o l i F a m p

s t o c k c u l t u r e (o b t a i n e d f r o m t h e M a r k D S o b s e y l a bo r a t o r y c o l l e c t i o n ) a n d i n c u b a t i n g

w i t h s h a k i n g a t 3 7
"

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

i n o c u l a t e d i n t o f r e s h T SB c o n t a i n i n g s t r e p t o m y c i n / a m p i c i l l i n (0 . 0 15% w /v e a c h ) .

4 . 1 . 3 . 2 . M S - 2 P r o p a g a t i o n a n d P u r i f i c a t i o n

A 10 0 |i L a l i q u o t o f a k n o vm M S - 2 c o l i p h a g e s t o c k (o bt a i n e d f r o m t h e M a r k D .

So b s e y l a b o r a t o r y c o l l e c t i o n ) w a s a d d e d t o t h e l o g p h a s e E c o l i F a m p c u l t u r e . T h i s

m i x t u r e w a s i n c u b a t e d w i t h s h a k i n g fo r a p p r o x i m a t e l y t hr e e h o u r s , o r u n t i l t h e O D 5 2 0 w a s

b e tw e e n 0 . 1 a n d 0 . 5 . T h e e n r i c hm e n t w a s t h e n d i v i d e d i n t o t w o e q u a l v o l u m e s a n d

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

v i g o r o u s l y f o r f i v e m i n u t e s a n d w e r e t h e n c e n t r i f u g e d (So r v a l l I n s t r u m e n t s R C - 3 B

r e f r i g e r a t e d c e n t r i f u g e ,
D u P o n t C o m p a n y ,

M e d i c a l I n s t r u m e n t s
,
W i lm i n g t o n ,

D E ) a t

2 5 0 0 X g (3 0 0 0 r pm ) 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 c o n t a i n i n g v ir u s s t o c k w a s

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

e v a p o r a t i o n o f r e m a i n i n g c h l o r o f o r m . A f t e r 3 0 m i n u t e s
,
a l i qu o t s o f d e s i r e d v o l u m e s o f

s t o c k w e r e fr o z e n a t - 8 0
°

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

4 . 1 . 4 . P o l i o v i r u s t y p e 1
,
s t r a i n L Sc (P o l i o v i r u s - 1 )

A T - 2 5 f l a sk c o n t a i n i n g a m o n o l a y e r o f B GM K c e l l s a t 9 0% c o n f l u e n c e w a s

s e l e c t e d b y v i s u a l i n s p e c t i o n u n d e r a d i s s e c t i n g m i c r o s c o p e M a i n t e n a n c e m e d i a w a s
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r e m o v e d A 10 0 m i c r o l i t e r v o l u m e o f P o l i o v i r u s t y p e 1 s t o c k c u l t u r e (A T C C # V R - 5 9 ;

o b t a i n e d f r o m t h e M a r k D . So b s e y l a b o r a t o r y c o l l e c t i o n ) w a s d i l u t e d 1 : 10 0 0 i n 4 9 0 0 |l i L

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

t h r o u g h o u t t h i s r e p o r t w a s c o m p o s e d o f a s o l u t i o n o f 7 5 % b i c a r b o n a t e
,
h e p e s

,
L -

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

,
s o d i i m i p y r u v a t e ,

4 M M g C I i , f e t a l c a l f s e r u m
,

g e n a t a m y c i n
,
k a n a m y c i n

,
a n d n y s t a t i n . T h e f l a s k w a s i n c u b a t e d a t 3 7

°

C f o r o n e h o u r a n d

g e n t l y r o c k e d b y h a n d e v e r y 1 5 m i n u t e s t o k e e p t h e i n o c u l u m d i s t r i b u t e d e v e n l y o v e r t h e

m o n o l a y e r . F i ft y m i l l i l i t e r s o f m a i n t e n a n c e m e d i a w a s t h e n a d de d a n d t h e fl a s k w a s

r e t u r n e d t o t h e i n c u b a t o r u n t i l t h e c e l l l a y e r e x h i b it e d c y t o p a t h o g e n i c e f f e c t s (> 9 0%

d e s t r u c t i o n u p o n v i s u a l i n s p e c t i o n ) . T h e fl a s k w a s n e x t f r o z e n a t - 2 0
°

C f o r o n e w e e k a n d

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

15 - m L c o n i c a l t u b e t o w h i c h tw o m i l l i l i t e r s o f P B S w a s a d d e d . A n y r e m a i n i n g c e l l s w e r e

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

( So r v a l l I n s t r u m e n t s R C - 3 B r e f r i g e r a t e d c e n t r i f u g e ,
D u P o n t C o m p a n y ,

M e d i c a l

I n s t r u m e n t s
,
W i l m i n g t o n

,
D E ) a t 6 0 0 0 x g (4 5 0 0 r pm ) f o r 3 0 m i n u t e s a t 4

°

C . T h e

s u p e rn a t a n t o f v i r u s w a s p u r i f i e d v i a c h l o r o f o r m e x t r a c t i o n a s w a s d o n e f o r M S- 2 a n d

o u t l i n e d i n s e c t i o n 4 . 1 3 . 2 . T h e v i r u s s t o c k w a s s t o r e d a t - 2 0
°

C .

4 . 1 . 5 . R o t a v i r u s SA - 1 1

A T - 2 5 fl a s k c o n t a i n i n g a m o n o l a y e r o f M A - 1 04 c e l l s a t 9 0 % c o n fl u e n c e w a s

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

r e m o v e d . A 10 0 |a L v o l u m e o f R o t a v i r u s SA - 1 1 s t o c k c u l t u r e (A T C C # V R - 8 9 9 ;

o b t a i n e d f r o m t h e M a r k D . S o b s e y l a b o r a t o r y c o l l e c t i o n ) w a s d i l u t e d 1 : 1 0 0 0 i n 4 9 00 \ i L

m a i n t e n a n c e m e d i a a n d a d d e d t o t h e fl a s k . T h e m a i n t e n a n c e m e d i a w a s c o m p r i s e d o f a
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s o l u t i o n o f 7 . 5 % b i c a r b o n a t e
,
h e p e s

,
L -

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

,
s o d i u m

p y r u v a t e ,
4M M g C l i ,

f e t a l c a l f s e r u m
, g e n a t a m y c i n ,

k a n a m y c i n ,
a n d n y s t a t i n . T h e f l a s k

w a s i n c u b a t e d a t 37
°

C f o r o n e h o u r a n d g e n t ly r o c k e d b y h a n d e v e r y 15 m i n u t e s t o k e e p

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

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

e x h i b i t e d c y t o p a t h o g e n i c e f f e c t s (> 9 0 % d e s t r u c t i o n u p o n v i s u a l i n s p e c t i o n ) . T h e f l a s k

w a s n e x t f r o z e n a t - 2 0
°

C f o r o n e w e e k a n d t h e n t h a w e d a t r o o m t e m p e r a t u r e w i t h

a g i t a t i o n T h e t h a w e d l i q u i d w a s t r a n s f e r r e d i n t o a 15 - m L c o n i c a l t u b e t o w h i c h t w o

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

t o t h e c e n t r i f u g e t u b e . T h e l i q u i d w a s c e n t r i f u g e d (So r v a l l I n s t r u m e n t s R C - 3 B

r e f r i g e r a t e d c e n t r i f u g e , D u P o n t C o m p a n y ,
M e d i c a l I n s t r u m e n t s

,
W i lm i n g t o n

,
D E ) a t

6 0 0 0 X g (4 5 0 0 r p m ) f o r 3 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 o f v i r u s w a s p u r i f i e d v i a

c h l o r o f o r m e x t r a c t i o n a s w a s d o n e f o r M S- 2 a n d o u t l i n e d i n s e c t i o n 4 . 1 . 3 . 2 . T h e v i r u s

s t o c k w a s s t o r e d a t - 2 0
°

C .

4 . 2 . E x p e r i m e n t a l D e s i g n

F i v e l it e r s o f r a w s u r f a c e w a t e r (O r a n g e W a t e r a n d Se w e r A u t h o r i t y (O WA SA ),

C a r r b o r o
,
N C ; s e e c h a r a c t e r i s t i c s i n T a b l e 4 ) w a s b r o u g h t t o r o o m t e m p e r a t u r e a n d

t u r b i d i t y w a s m e a s u r e d (H a c h m o d e l 2 10 0 N t u r b i dim e t e r ) . A n a p p r o p r i a t e v o l u m e o f

p r e v i o u s l y p r e p a r e d m i c r o b i a l s t o c k {E . c o l i B
,
K . t e r r ig e n a

,
M S - 2 c o l i p h a g e , p o l i o v i r u s -

1
,
o r r o t a v i r u s ; s e e a b o v e ) w a s a d d e d t o t h e fi v e l i t e r s a n d s t i r r e d v i a a m a g n e t i c s t i r ba r

f o r 30 m in u t e s . T h e w a t e r w a s t h e n d i s p e n s e d i n t o fi v e o n e - l i t e r v o l u m e s A n a l i q u o t o f

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

(s e e 4 . 2 . 1 - 4 . 2 . 3 b e l o w ) .
D i f f e r e n t v o l u m e s o f B a c Sa n (a s d e t e r m i n e d b y t h e
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m a n u f a c t u r e r ) w e r e t h e n a d d e d t o e a c h o f f o u r o n e - U t e r v o l u m e s : 1 0 |i l ( 1 : 1 0 0 ,
0 0 0 ) ,

1 3 3

î l ( 1 : 7 5 ,
0 0 0 ) ,

2 0 |a l ( 1 : 5 0 ,
0 0 0 ) ,

a n d 2 8 . 6 |i l ( 1 : 3 5 ,
0 0 0 ) . T h e f i ft h o n e - l it e r v o l u m e d i d

n o t r e c e iv e B a c Sa n t r e a t m e n t a n d s e r v e d a s a n e g a t i v e c o n t r o l t o d e t e r m in e t h e n a t u r a l

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

p i p e t f o r 30 s e c o n d s .
F o l l o w i n g s t i r r i n g ,

w a t e r v o l u m e s w e r e l e ft u n d i s t u r b e d t o a l l o w

f l o c c u l a n t f o r m a t i o n . A t 1 0
,
3 0

,
9 0

,
2 4 0 a n d 14 4 0 m i n u t e s (2 4 h o u r s ) ,

a n a l i q u o t o f w a t e r

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

a n d a s s a y e d t o e n u m e r a t e t h e t a r g e t m i c r o b e (s e e 4 . 2 . 1 - 4 . 2 . 3 b e l o w ) .

4 . 2 . 1 , E s c h e r i c h i a c o l i B

T o d e t e r m i n e t h e i n i t i a l E c o l i B c o n c e n t r a t i o n a n d E c o l i B c o n c e n t r a t i o n s a t

e a c h o f t h e t i m e p o i n t s ( 10 ,
3 0 , 9 0 , 2 4 0 , a n d 14 4 0 m i n u t e s ) ,

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

s a m p l e w a s p r e p a r e d i n p h o s p h a t e b u f f e r e d s a l i n e (P B S) a n d n i n e m i l l i l i t e r s o f

a p p r o p r i a t e d i l u t i o n s w e r e m e m b r a n e fi l t e r e d (4 5 î m
,
4 7 m m d i a m e t e r ) (M i l l i p o r e

H A W G 0 4 7 S 6 fi l t e r s , 4 7 m m d i a m e t e r , 0 . 4 5 |am p o r e s i z e ) i n du p l i c a t e . P B S a l o n e w a s

m e m b r a n e fi l t e r e d a n d s e r v e d a s a n e g a t i v e c o n t r o l . F i l t e r s w e r e p l a c e d o n M a c C o n k e y

a g a r p l a t e s a n d i n c u b a t e d a t 3 7
°

C f o r 18 - 2 4 h o u r s (E a t o n 2 0 0 5 ) .

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

c o l i B i n t h e u n d i l u t e d s a m p l e d w a s c a l c u l a t e d (c o l o n y f o r m i n g u n i t s (CF U )/ m l ) . L o g i o

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

th e l o g i o c o n c e n t r a t i o n o f t h e i n i t i a l c o n c e n t r a t i o n
. W h e n n o C F U w e r e d e t e c t e d i n t h e

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

,
a

l o g i o r e du c ti o n v a l u e w a s c a l c u l a t e d u s i n g 1 C F U i n t h e t o t a l s a m p l e v o l u m e a s s a y e d .
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T h i s i s i n d i c a t e d b y t h e u s e o f a l e s s - t h a n s y m b o l (< ) f o r t h e i o g i o c o n c e n t r a t i o n a n d a

g r e a t e r
- t h a n s y m b o l (> ) f o r t h e l o g i o r e du c t i o n .

4 . 2 . 2 . K l e b s i e l l a t e r r ig e n a

T h e s a m e m e t h o d a n d m a i n t e n a n c e m e d i a d e s c r i b e d f o r E c o l i B (4 . 2 1 ) w a s

f o l l o w e d f o r a n a l y s i s o f K t e r r i g e n a .

4 . 2 . 3 .
M S- 2 C o l i p h a g e

A l o g p h a s e c u l t u r e o f E c o l i F a m p w a s p r e p a r e d b y c o m b i n i n g T SB ,

s t r e p t o m y c i n / a m p i c i l l i n (0 . 0 1 5% w / v e a c h ) ,
a n d a s m a l l v o l u m e o f a n o v e r n i gh t E .

c o l i

F a m p c u l t u r e (p r e p a r a t i o n d e s c r i b e d i n 4 . 1 . 3 . ) a n d i n c u b a t i n g w dt h s h a k i n g a t 3 7 ° C f o r

a p p r o x i m a t e l y t h r e e h o u r s
,
o r u n t i l t h e O D 5 2 0 w a s b e t w e e n 0 .

1 a n d 0 . 5 . T o d e t e r m i n e t h e

i n i t i a l M S - 2 c o n c e n t r a t i o n a n d M S - 2 c o n c e n t r a t i o n s a t e a c h o f t h e t i m e p o i n t s (10 ,
3 0

,

9 0
,
2 4 0

,
a n d 14 4 0 m in u t e s ) ,

a t e n - f o l d d i l u t i o n s e r i e s o f s a m p l e w a s p r e p a r e d i n T SB a n d

a p p r o p r i a t e d i l u t i o n s w e r e a s s a y e d i n d u p l i c a t e u s i n g th e S i n g l e A g a r L a y e r M e t h o d (U S

E PA M e t h o d 16 0 2
,
m o d i f i e d ) . Qu i c k l y , 1 8 m i l l i l i t e r s o f a p p r o p r i a t e d i l u t i o n s w e r e

m i x e d w i th t w o m i l l i l i t e r s o f l o g p h a s e h o s t E . c o l i F am p a n d a p p r o x im a t e l y 1 8 m i l l i l i t e r s

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

(0 0 15 % w /v e a c h ) a n d 4M Mg C b (0 . 0 0 3 8 % w /v e a c h ) . T h e s o l u t i o n w a s m i x e d g e n t l y ,

p o u r e d e v e n l y i n t o t w o e m p ty P e t r i d i s h e s ,
a n d i n c u b a t e d i n v e r t e d a t 3 7 ° C fo r 1 8 - 2 4

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

c o n t r o l .

F o l l o w i n g i n c u b a t i o n
, p l a q u e s

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

w e r e e n u m e r a t e d

a n d c o n c e n t r a t i o n s o f M S- 2 i n t h e i m d i l u t e d s a m p l e s w e r e c a l c u l a t e d (p l a q u e f o r m i n g
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u n i t s
, (P F U )/ m l ) . L o g i o r e d u c t i o n s w e r e d e t e r m i n e d b y s u b t r a c t i n g t h e l o g i o

c o n c e n t r a t i o n a t e a c h t i m e p o i n t f r o m t h e l o g i o c o n c e n t r a t i o n o f t h e i n i t i a l c o n c e n t r a t io n .

W h e n n o P F U w e r e d e t e c t e d i n t h e t o t a l v o l u m e a s s a y e d ,
t h e l o w e r d e t e c t i o n l im i t o f t h e

a s s a y w a s r e a c h e d . I n t h i s c a s e , a l o g i o r e d u c t i o n v a l u e w a s c a l c u l a t e d u s i n g 1 P F U i n

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

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

4 . 2 . 4 .
P o l i o v i r u s t y p e 1,

s t r a i n L S c (P o l i o v i r u s - l )

B u f f a l o g r e e n m o n k e y k i d n e y (B GM K ) c e l l s (o b t a i n e d f r o m t h e M a r k D So b s e y

l a b o r a t o r y c o l l e c t i o n ) w e r e p r e p a r e d i n 2 4 - w e l l p l a t e s . C e l l m o n o l a y e r s w e r e c h e c k e d f o r

9 0% c o n fl u e n c e v i a v i s u a l i n s p e c t i o n u n de r a d i s s e c t i n g m i c r o s c o p e a n d m a i n t e n a n c e

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

c o n c e n t r a t i o n s a t e a c h o f t h e t i m e p o i n t s ( 1 0 , 3 0 , 9 0 , 2 4 0 ,
a n d 14 4 0 m i n u t e s ) ,

a t e n - f o l d

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

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

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

n e g a t i v e c o n t r o l . T h e B GM K c e l l c u l t u r e p l a t e s w e r e i n c u b a t e d i n a C O 2 i n c u b a t o r a t 3 7

°

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

m a i n t e n a n c e m e d i a w a s t h e n a d d e d t o e a c h w e l l a n d p l a t e s w e r e i n c u b a t e d i n a C O 2

i n c u b a t o r a t 3 7
°

C f o r 4 8 h o u r s .

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

c y t o p a t h o g e n i c e f f e c t s (CP E ) ,
c h ar a c t e r i z e d b y c e l l s c l u m p i n g i n t o s p h e r e s a n d

s e p a r a t i n g f r o m t h e m o n o l a y e r . G r e a t e r t h a n o r e q u a l t o 9 0 % CP E i n a w e l l w a s

c o n s i d e r e d a p o s i t i v e w e l l
,
w h i l e l e s s t h a n 9 0% CP E w a s c o n s i d e r e d a n e g a t iv e w e l l
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(E s t e s e t a l 1 9 7 9 ) . T h e r a t i o o f n e g a t i v e a n d p o s i t i v e w e l l s p e r d i l u t i o n w a s u s e d t o

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

(B l o d g e t t 2 0 0 6) . W h e n n o C P E w a s d e t e c t e d i n t h e t o t a l v o l u m e a s s a y e d ,
t h e l o w e r

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

c a l c u l a t e d u s i n g 1 C PE i n t h e t o t a l s a m p l e v o l u m e a s s a y e d . T h i s i s i n d i c a t e d b y t h e u s e

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

l o g i o r e du c t i o n .

4 . 2 . 5 . C o - s p i k i n g E x p e r i m e n t s w i t h P o l i o v i r u s t y p e 1
,
s t r a i n L Sc

(P o I i o v i r u s - 1 ) a n d R o t a v i r u s SA - 1 1

I n i t i a l l y ,
c o - s p i k i n g e x p e r im e n t s w i t h p o l i o v i r u s a n d r o t a v i r u s w e r e c o n d u c t e d

T o d e t e r m i n e t h e i n i t i a l c o n c e n t r a t i o n s a n d c o n c e n t r a t i o n s a t e a c h o f t h e t im e p o i n t s (1 0 ,

3 0 ,
9 0

,
2 4 0

,
a n d 14 4 0 m i n u t e s ) f o r e a c h v i r u s

,
t w o s e p a r a t e s a m p l e s w e r e t a k e n . T h e

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

e n u m e r a t i o n i s d e s c r i b e d i n 4 . 2 . 5 . 1

4
.
2 . 5 . 1 . R o t a v i r u s SA - 1 1

M A - 10 4 c e l l s w e r e p r e p a r e d i n 2 4 - w e l l p l a t e s . C e l l m o n o l a y e r s w e r e c h e c k e d f o r

9 0% c o n f lu e n c e v i a v i s u a l i n s p e c t i o n u n d e r a d i s s e c t i n g m i c r o s c o p e . M a i n t e n a n c e m e d i a

w a s r e m o v e d . T o w a s h s e r u m f r o m t h e c e l l m o n o l a y e r ,
15 0 m i c r o l i t e r s o f r o t a v i r u s

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

c o v e r a g e o f t h e m o n o l a y e r w i t h t h e d i l u e n t . T h e r o t a v i r u s d i l u e n t w a s c o m p o s e d o f 9 1

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

a n d 7 m L o f a 3 0 % s o l u t i o n o f b e e f e x t r a c t . A ft e r 3 0 s e c o n d s
,
t h e d i l u e n t w a s a s p i r a t e d
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f r o m t h e w e l l s T r y p s i n w o r k i n g s t o c k
,
a s o l u t i o n o f t r y p s i n p o w d e r ( T y p e I X - S fr o m

p o r c i n e p a n c r e a s
,
S i gm a - A l d r i c h c a t a l o g u e # T - 0 3 0 3 ) a n d s t e r i l e 0 . 9 % N a C l ( 0 00 0 5%

w / v ) ,
w a s a d d e d t o t h e s a m p l e t o r e s u l t i n a fi n a l t r y p s i n c o n c e n t r a t i o n o f 0 . 4 |i g /m L . T h e

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

d i g e s t t h e r o t a v i r u s c o a t
.
P o l i o v i r u s a n t i s e r a (A m e r i c a n T y p e C u l t u r e C o l l e c t i o n

,
# V R -

1 0 0 1 S A /H O ) w a s t h e n a d d e d 1 . 1 0 0
,
b a s e d o n t h e i n i t i a l c o n c e n t r a t i o n o f v i r u s , a n d t h e

s a m p l e w a s i n c u b a t e d a t 3 7
°

C f o r 30 m i n u t e s t o a l l o w f o r c o m p l e t e d e a c t i v a t i o n o f

p o l i o v i r u s i n t h e s a m p l e (A lm e i d a e t a l . 19 7 8 ) .

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

e a c h o f t h e t im e p o i n t s (10 ,
3 0 , 9 0 , 2 4 0 , a n d 14 4 0 m i n u t e s ) ,

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

s a m p l e w a s m a d e i n r o t a v i r u s di l u e n t . O n e h u n dr e d fi ft y m i c r o l i t e r s o f e a c h a p p r o p r i a t e

d i l u t i o n w a s t r a n s f e r r e d i n t o e a c h o f fi v e w e l l s a n d 15 0 m i c r o l i t e r s o f r o t a v ir u s

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

M A - 10 4 c e l l c u l t u r e p l a t e s w e r e i n c u b a t e d a t 3 7
°

C f o r o n e h o u r t o a l l o w f o r v i r a l

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

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

C f o r f o u r d a y s .

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

c >1 o p a t h o g e n i c e f f e c t s (C P E ),
c h a r a c t e r i z e d b y c e l l s c l u m p i n g i n t o s p h e r e s a n d

s e p a r a t i n g f r o m t h e m o n o l a y e r . G r e a t e r t h a n o r e q u a l t o 9 0% C P E o n a w e l l w a s

c o n s i d e r e d a p o s i t i v e w e l l w h i l e l e s s t h a n 9 0% C P E w a s c o n s i d e r e d a n e g a t i v e w e l l

(E s t e s e t a l . 1 9 7 9) . T h e r a fi o o f n e g a t i v e a n d p o s i t i v e w e l l s p e r d i l u t i o n w a s u s e d t o

c a l c u l a t e t h e m o s t p r o b a b l e n u m b e r (M PN ) o f r o t a v i r u s i n t h e u n d i l u t e d s a m p l e (B l o dg e t t

2 0 0 6 ) . W h e n n o CP E w a s d e t e c t e d i n t h e t o t a l v o l u m e a s s a y e d ,
t h e l o w e r d e t e c t i o n l im i t
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o f t h e a s s a y w a s r e a c h e d I n t h i s c a s e , a l o g i o r e d u c t i o n v a l u e w a s c a l c u l a t e d u s i n g 1

(UP E i n t h e t o t a l s a m p l e v o l u m e a s s a y e d . T h i s i s i n d i c a t e d b y t h e u s e o f a l e s s - t h a n

s y m b o l (< ) fo r t h e l o g i o c o n c e n t r a t i o n a n d a g r e a t e r
- t h a n s y m b o l (> ) f o r t h e l o g i o

r e d u c t i o n

4 . 2 . 6 .
N e u t r a l iz a t i o n C o n t r o l

F o r e a c h c o - s p i k i n g e x p e r im e n t
,
a n e u t r a l i z a t i o n c o n t r o l w a s i n c l u d e d t o e n s u r e

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

w a s r e m o v e d fr o m B GM K c e l l s (9 0% c o n f l u e n c e ) a n d 15 0 m i c r o l i t e r s o f s a m p l e t r e a t e d

w i t h p o l i o v i r u s a n t i s e r a ( 1 : 1 0 0 ) w a s a d d e d t o o n e w e l l . T h e B GM K c e l l c u l t u r e p l a t e

w a s i n c u b a t e d a t 3 7
"

C i n a C O 2 i n c u b a t o r f o r o n e h o u r t o a l l o w fo r v i r a l a d s o r p t i o n t o

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

w a s i n c u b a t e d a t 3 7
°

C f o r 4 8 h o u r s .

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

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

s e p a r a t i n g f r o m t h e m o n o l a y e r . A n y CP E o b s e r v e d o n t h e B G M K c e l l s w o u l d i n d i c a t e

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

l i n e . CP E w o u l d a l s o i n d i c a t e t h e p r e s e n c e o f p o t e n t i a l l y f a l s e -

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

a s p o l i o v i r u s w i l l i n f e c t M A - 104 c e l l s m o r e r a p i d l y t h a n r o t a v i r u s .

4 . 3 V i r u s O p t i m i z a t i o n A s s a y s

P r i o r t o v i r u s s t u d i e s , a c y t o t o x i c i t y a n d a n i n t e r f e r e n c e a s s a y w e r e c o n d u c t e d t o

d e t e r m i n e i f B a c S a n a f f e c t e d t h e s u s c e p t i b i l i t y o f h o s t c e l l s t o i n f e c t i o n a n d/ o r i f B a c Sa n

a f f e c t e d t h e i n f e c t i v i t y o f t h e v i r u s e s
,
r e s p e c t i v e l y .
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4 . 3 . 1 . C y t o t o x i c i t y A s s a y

B u f f a l o g r e e n m o n k e y k i d n e y (B G M K ) c e l l m o n o l a y e r s i n s i x - w e l l c e l l c u l t u r e

p l a t e s w e r e c h e c k e d f o r 9 0% c o n f l u e n c e
,
a s d e t e r m i n e d b y v i s u a l i n s p e c t i o n u n d e r a

d i s s e c t i n g m i c r o s c o p e , a n d m a i n t e n a n c e m e d i a w a s a s p i r a t e d . A 1 : 3 5 ,
0 0 0 d i l u t i o n o f

B a c S a n (t h e h i gh e s t d i l u t i o n o f B a c Sa n u s e d i n t h e s e l a b o r a t o r y s t u d i e s ) w a s p r e p a r e d i n

a o n e - l it e r v o l u m e o f r o o m t e m p e r a t u r e r a w s u r f a c e w a t e r (O WA SA
,
C a r r b o r o

,
N C ) a n d

w a s s t i r r e d f o r 3 0 s e c o n d s . A ft e r 10 m i n u t e s
,
a t e n - f o l d d i l u t i o n s e r i e s o f r a w s u r f a c e

w a t e r c o n t a i n i n g B a c S a n w a s p r e p a r e d i n P B S T o d e t e r m i n e c y t o t o x i c it y d u e t o r a w

s u r f a c e w a t e r a l o n e
,
a t e n - f o l d d i l u t i o n s e r i e s o f r a w s u r f a c e w a t e r w i t h o u t B a c S a n w a s

a l s o p r e p a r e d i n P B S . A 2 0 0 m i c r o l i t e r s am p l e o f e a c h d i l u t i o n o f r a w s u r f a c e w a t e r

c o n t a i n i n g B a c Sa n w a s a dd e d t o e a c h o f f i v e B G MK c e l l w e l l s , w h i l e 2 0 0 m i c r o l i t e r s o f

t h e c o r r e s p o n d in g d i l u t i o n o f r a w s u r f a c e w a t e r w i t h o u t B a c Sa n w a s a d d e d t o a s i x t h

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

c o v e r e d t h e c e l l m o n o l a y e r . P l a t e s w e r e i n c u b a t e d a t 3 7
°

C i n t h e p r e s e n c e o f C O 2 f o r

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

w e r e i n c u b a t e d i n a C O 2 i n c u b a t o r a t 3 7
°

C f o r 4 8 h o u r s .

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

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

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

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

i n d i c a t e i f B a c Sa n a l o n e i s t o x i c t o t h e B GM K c e l l m o n o l a y e r a n d a t w h a t c o n c e n t r a t i o n

d a m a g e o c c u r s . T o x i c i t y o f B a c Sa n t o B GM K c e l l s i n t h e a b s e n c e o f p o l i o v i r u s e s w o u l d
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s u g g e s t t h a t B a c S a n m a y p o s s i b l y l e a d t o f a l s e - p o s i t i v e r e s u l t s w h e n v i r a l a s s a y s a r e

c o n d u c t e d .

4 . 3 . 2 . I n t e r f e r e n c e A s s a y

B u ff a l o g r e e n m o n k e y k i d n e y (B GM K ) c e l l m o n o l a y e r s i n 2 4 - w e l l c e l l c u l t u r e

p l a t e s w e r e c h e c k e d f o r 9 0 % c o n f l u e n c e
,
a s d e t e r m i n e d b y v i s u a l i n s p e c t i o n u n d e r a

d i s s e c t i n g m i c r o s c o p e ,
a n d m a i n t e n a n c e m e d i a w a s a s p i r a t e d A 1 : 3 5

,
0 0 0 c o n c e n t r a t i o n

o f B a c S a n (t h e h i g h e s t c o n c e n t r a t i o n o f B a c Sa n u s e d i n t h e s e l a b o r a t o r y s t u d i e s ) w a s

p r e p a r e d i n a 10 0 m i l l i l i t e r v o lu m e o f r o o m t e m p e r a t u r e r a w s u r f a c e w a t e r (O WA SA
,

C a r r b o r o
,
N C ) a n d w a s s t i r r e d f o r 3 0 s e c o n d s . A t e n - f o l d d i l u t i o n o f t h e r a w s u r f a c e

w a t e r c o n t a i n in g B a c S a n w a s p r e p a r e d i n m a i n t e n a n c e m e di a . T o d e t e r m i n e i n t e r f e r e n c e

du e t o r a w s u r f a c e w a t e r a l o n e
,
a t e n - f o l d d i l u t i o n s e r i e s o f r a w s u r f a c e w a t e r w it h o u t

B a c S a n w a s a l s o p r e p a r e d i n m a i n t e n a n c e m e d i a . I n d u p l i c a t e ,
o n e h u n d r e d fi f ty

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

t r a n s f e r r e d i n t o e a c h o f s i x w e l l s . O n e h u n d r e d fi ft y m i c r o l i t e r s o f m a i n t e n a n c e m e d i a

a l o n e w a s a d d e d t o e a c h o f s i x w e l l s t o s e r v e a s a n e g a t i v e c o n t r o l . Sim i l a r l y a n d i n

du p l i c a t e
,
1 50 m i c r o l i t e r s o f e a c h a p p r o p r i a t e d i l u t i o n o f r a w s u r f a c e w a t e r n o t

c o n t a i n i n g B a c Sa n w a s t r a n s f e r r e d i n t o e a c h o f s i x w e l l s . A g a i n ,
1 5 0 m i c r o l i t e r s o f

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

T h e B G M K c e l l c u l t u r e p l a t e s w e r e i n c u b a t e d i n a C O 2 i n c u b a t o r a t 3 7
°

C f o r o n e h o u r .

A s e r i a l t e n - f o l d d i l u t i o n s e ri e s o f p o l i o v i r u s - 1 w a s p r e p a r e d i n m a i n t e n a n c e

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

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

w e r e a s p i r a t e d f r o m e a c h w e l l . O n e h u n dr e d fi ft y m i c r o l i t e r s o f e a c h a p p r o p r i a t e d i l u t i o n

o f p o l i o v i r u s - 1 s t o c k w e r e t r a n s f e r r e d i n t o e a c h o f t h e p r e - t r e a t e d w e l l t y p e s . O n e
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h u n d r e d f i f ty m i c r o l i t e r s o f m a i n t e n a n c e m e d i a a l o n e w a s a d d e d t o a s e p a r a t e w e l l t o

s e r v e a s a n e g a t i v e c o n t r o l . T h e B G MK c e l l c u l t u r e p l a t e s w e r e i n c u b a t e d i n a C O 2

i n c u b a t o r a t 3 7
°

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

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

i n c u b a t e d i n a C O 2 i n c u b a t o r a t 3 7
°

C f o r 4 8 h o u r s .

A t 24 a n d 4 8 h o u r s , w e l l s w e r e e x a m i n e d u n d e r a d i s s e c t i n g m i c r o s c o p e f o r

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

s e p a r a t i n g f r o m t h e m o n o l a y e r . G r e a t e r t h a n o r e q u a l t o 9 0 % CP E i n a w e l l w a s

c o n s i d e r e d a p o s i t i v e w e l l
,
w h i l e l e s s t h a n 9 0 % C P E w a s c o n s i d e r e d a n e g a t i v e w e l l

(E s t e s e t a l . 19 7 9) . T h e r a t i o o f n e g a t i v e a n d p o s i t i v e w e l l s p e r d i l u t i o n w a s u s e d t o

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

(B l o d g e t t 2 0 0 6 ) . W h e n n o C PE w a s d e t e c t e d i n t h e t o t a l v o l u m e a s s a y e d ,
t h e l o w e r

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

c a l c u l a t e d u s i n g 1 CP E i n t h e t o t a l s a m p l e v o l u m e a s s a y e d . T h i s i s i n d i c a t e d b y t h e u s e

o f a l e s s - t h a n s y m bo l (< ) f o r t h e l o g i o c o n c e n t r a t i o n a n d a g r e a t e r - t h a n s y m b o l (> ) f o r t h e

l o g i o r e d u c t i o n .

T h e M PN s c a l c u l a t e d fo r e a c h o f t h e p r e
- t r e a t e d w e l l t y p e s (r a w s u r f a c e w a t e r

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

d e t e r m i n e a n y d i s c r e p a n c i e s b e t w e e n t h e i n f e c t i v i t y o f P o l i o v i r u s - 1 o n B G MK c e l l s

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

h i g h e r o r l o w e r M PN w a s c a l c u l a t e d w h e n c e l l s w e r e e x p o s e d t o r a w s u r f a c e w a t e r a n d

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

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

,
i n c r e a s e s o r d e c r e a s e s

,
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r e s p e c t i v e l y , t h e s u s c e p t i b i l i t y o f c e l l s t o v i r u s i n f e c t i v i t y I f a h i g h e r o r l o w e r M P N w a s

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

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

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

B a c S a n a n d r a w w a t e r s o l u t i o n l e d t o d i f f e r e n t M PN r e s u l t s t h a n t h e r a w w a t e r o n l y ,
t h i s

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

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

4 . 4 . R i s k C o n s i d e r a t i o n s A s s o c i a t e d w i t h B a c Sa n

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

c o n c e n t r a t i o n s o f 1: 10 0
,
0 0 0

,
1 :7 5 ,

0 0 0
,
1 : 5 0

,
0 0 0

,
a n d 1 : 3 5 , 0 0 0 w e r e c o m p a r e d t o t h e U S

E P A R e g u l a t i o n s a n d WH O G u i d e l i n e s f o r D r i n k i n g W a t e r Qu a l i t y .

4 . 4 . 1 . M e a s u r e m e n t o f B a c S a n R e s i d u a l O v e r T i m e

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

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

c o n c e n t r a t i o n (m g /L o r p a r t s p e r m i l l i o n (p p m ) u s i n g a c a l i b r a t e d H A CH C o p p e r P o c k e t

C o l o r im e t e r I I T e s t K i t
,
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 o d e t e r m i n e t h e r e s i d u a l o f B a c Sa n o v e r t im e
,
f o u r o n e - l i t e r v o l u m e s o f r o o m

t e m p e r a t u r e r a w s u r f a c e w a t e r w e r e d o s e d w i t h 1 : 1 0 0
,
0 0 0

,
1 : 7 5

,
0 0 0

,
1 : 5 0

,
0 0 0

,
a n d

1 : 3 5 , 0 0 0 d i l u t i o n s o f B a c Sa n a n d w e r e s t i r r e d f o r 3 0 s e c o n d s Im m e d i a t e l y f o l l o w i n g

s t i r r i n g (t im e 0 ) , s a m p l e s f r o m e a c h b e a k e r w e r e r e m o v e d
,
d i l u t e d i f n e c e s s a r y , a n d

s u bj e c t e d t o c o p p e r a n a l y s i s u s i n g a c a l i b r a t e d H A C H C o pp e r P o c k e t C o l o r i m e t e r I I T e s t

K i t
, 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 i s p r o c e d u r e w a s r e p e a t e d a t 10 ,

3 0
, 9 0 , 2 4 0 ,

4 6

NEATPAGEINFO:id=B2A58557-5AA8-416F-B945-0BB0295445C6



a n d 14 4 0 m i n u t e s T h e b e a k e r s w e r e n o t m o v e d o r s t i r r e d d u r i n g t h e t e s t i n g p e r i o d s o a s

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

( t im e 0) c o n c e n t r a t i o n .

4 . 3 .
D a t a A n a l y s i s

K t e r r i g e n a
,
E c o l i c o n c e n t r a t i o n s w e r e c a l c u l a t e d a s d e s c r i b e d i n U S E P A

M e t h o d 16 0 3 . M S - 2 c o n c e n t r a t i o n s w e r e c a l c u l a t e d a s d e s c r i b e d i n U S E P A M e t h o d

16 0 1 . L o g i o r e d u c t i o n v a l u e s a t e a c h t im e p o i n t w e r e c a l c u l a t e d b y s u b t r a c t i n g t h e l o g i o

o f t h e c o n c e n t r a t i o n s a t e a c h t im e p o in t f r o m t h e l o g i o o f t h e i n i t i a l c o n c e n t r a t i o n s . W h e n

n o c o l o n y f o r m i n g u n i t s (C PU ) o r p l a q u e fo r m i n g u n i t s (P F U ) w e r e d e t e c t e d i n t h e t o t a l

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

,
a l o g i o

r e d u c t i o n v a l u e w a s c a l c u l a t e d u s i n g 1 CP U o r 1 P P U i n t h e t o t a l s a m p l e v o l u m e

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

a n d a g r e a t e r - t h a n - o r - e q u a l - t o s y m b o l (> ) f o r t h e l o g i o r e d u c t i o n . O v e r a l l l o g i o r e d u c t i o n

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

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

P o l i o v i r u s - 1 a n d R o t a v i r u s SA - 1 1 c o n c e n t r a t i o n s w e r e c a l c u l a t e d b y e n u m e r a t i n g

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

B a c t e r i o l o g i c a l A n a ly t i c a l M a n u a l (B A M ) t h a t e m p l o y s T h o m a s
'

R u l e a n d H a l d a n e
'

s

m e t h o d (B l o d g e t t 2 00 6 ) . P r o m t h e M PN w a s c a l c u l a t e d t h e L o g i c c o n c e n t r a t i o n o f v i r u s .

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

c o n c e n t r a t i o n s a t e a c h t im e p o i n t f r o m t h e l o g i c o f t h e i n i t i a l c o n c e n t r a t i o n s .
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5 . R e s u l t s

5 . 1 . E s c h e r i c h i a c o l i

S i x t r i a l s w e r e c o n d u c t e d t o d e t e r m i n e t h e l o g i o r e du c t i o n s i n E c o l i r e a c h e d b y

v a r i o u s c o n c e n t r a t i o n s o f B a c Sa n o v e r t im e
,
u p t o 1 4 4 0 m i n u t e s (2 4 h o u r s ) . T h e c u r v e o f

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

a d d e d B a c S a n . T a b l e 5 p r e s e n t s t h e n a t u r a l l o g i o r e d u c t i o n s i n E c o l i c o n c e n t r a t i o n o v e r

t im e . O v e r a l l , t h e l o g i o r e d u c t i o n o f j E
'

c o l i o v e r 10
,
3 0

,
9 0 a n d 24 0 m i n u t e s r e m a i n e d

w i t h i n 0 3 3 - l o g i o o f z e r o . A ft e r 14 4 0 m i n u t e s , a 2 3 0 2 - l o g i o r e d u c t i o n w a s r e a c h e d , o n

a v e r a g e .

T a b l e 5 . L o g i p E . c o l i r e d u c t i o n o v e r t i m e w i t h 0 u L B a c S a n

N

M e a n

SD

0 î L B a c S a n p e r L i t e r

1 0
- 0 12 1

- 0 . 0 3 2

- 0 . 0 8 1

0 . 0 3 8

- 0 . 7 1

0 . 3 6 1

- 0 . 0 9 1

0 3 4 9

T im e (m i n

3 0

N D

- 0 . 0 0 3

0 . 10 5

0 . 0 1

- 0 . 9 9
- 0 . 3 72

- 0 . 2 5 0

0 .
4 5 2

9 0

0 . 1 4 6

N D

- 1

0 . 2 9 9

- 0 . 9 5
- 0 14 2
- 0 . 3 2 9

0 6 1 1

2 4 0

0 . 3 18
- 0 0 5

0 . 6 0 2

0 . 6 4

- 0 . 4 3 3

0 . 04

0 . 2 3 3

0 4 14

14 4 0

N D

0 . 7 7 8

N D

3 . 82 5

N D

N D

2 . 3 0 2

2 . 1 5 5
N D : n o d a t a

S D ; s t a n da r d de v i a t i o n

T a b l e s 6
,
7

,
8 a n d 9 p r e s e n t l o g i o r e d u c t i o n s i n E c o l i c o n c e n t r a t i o n o v e r t im e f o r

t h o s e b e a k e r s c o n t a i n i n g 10 ^ L ( 1: 10 0 ,
0 0 0 ) ,

13 . 3 î L (1 : 7 5 , 0 0 0) ,
2 0 ^ L ( 1 : 5 0 , 0 0 0) , a n d

2 8 6 |i L ( 1 : 3 5 , 0 0 0 ) o f B a c S a n
,
r e s p e c t i v e l y . T h e v a l u e s t h a t m e e t o r e x c e e d t h e 6 - l o g i o

p e r f o r m a n c e c r i t e r i a a r e i n b o l d . E c o l i r e d u c t i o n s r e a c h e d t h e 6 - l o g i o p e r f o r m a n c e

c r i t e r i o n f o r b a c t e r i a o n a v e r a g e a ft e r 14 4 0 m i n u t e s (24 h o u r s ) a t e a c h c o n c e n t r a t i o n . E .

c o l i r e d u c t i o n s r e a c h e d t h e 6 - l o g i o p e r f o r m a n c e c r i t e r i o n f o r b a c t e r i a w it h i n 9 5 %
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c o n fi d e n c e i n t e r v a l s a ft e r a m i n i m u m c o n t a c t t i m e o f 2 4 0 m i n u t e s ( 4 h o u r s ) a t

c o n c e n t r a t i o n s o f 1 :5 0
,
0 0 0 a n d 1 : 3 5 , 0 0 0 .

T a b l e 6 . L o g i o E . c o l i r e d u c t i o n o v e r t i m e a t a 1 : 1 0 0 , 0 0 0 c o n c e n t r a t i o n o f

B a c S a n

N

M e a n

SD

10 ^ L ( 1 : 1 0 0 , 0 0 0 ) B a c Sa n p e r L i t e r

10

N D

0 . 59 1

- 0 . 0 5 0

0 . 0 0 0

- 0 . 8 2 2

0 . 7 18

0 . 0 87

0 . 6 13

3 0

N D

2 . 7 2 3

0 2 0 9

0 . 5 7 6

- 0 . 32 6

1 . 7 5 8

0 . 9 8 8

1 . 2 3 6

T im e (m i n )
9 0

2 . 7 13

4
. 19 6

1
. 5 8 1

2
. 1 3 2

1 . 9 0 3

3 . 7 3 4

2 . 7 1 0

1 . 0 5 0

2 4 0

5 6 7 9

N D

4
. 0 6 8

4 7 57

3 . 97 8

4 . 4 9 5

4 . 5 9 5

0 6 8 4
N D : n o da t a

SD : s t a n da r d de v i a t i o n

14 4 0

N D

6 . 3 0 1

N D

> 6 . 7 1 2

N D

N D

> 6 . 5 0 7

0 . 2 9 1

T a b l e 7 . L o g i p E . c o l i r e d u c t i o n o v e r t i m e a t a 1 : 7 5
,
0 0 0 c o n c e n t r a t i o n o f B a c S a n

N

M e a n

SD

13 . 3 ^ L ( 1 : 7 5 ,
0 0 0 ) B a c S a n p e r L i t e r

1 0

2 . 2 7 8

N D

N D

- 0 . 0 2 2

0 0 3

0 4 13

0 . 6 7 5

1 0 86
N D : n o da t a

SD : s t a n d a r d d e v i a t i o n

T im e (m i n )
3 0

N D

N D

1 . 1 12

1 . 2 4 4

2 14

2 13 1

1 . 6 57

0 . 5 5 5

9 0

3 5 6 1

3 . 9 5

2 . 9 8 5

3 . 6 2 2

4 . 10 3

3 5 0 1

3 . 6 2 0

0 . 3 9 1

2 4 0

5 . 6 5 8

N D

5 . 7 9 8

5 .
2 9 7

4 . 2 5 8

4 . 0 0 5

5 . 0 0 3

0 82 1

14 4 0

N D

> 6 . 8 2 3

N D

> 6 . 7 12

N D

N D

> 6 . 7 6 8

0 . 0 7 8

4 9

NEATPAGEINFO:id=4276B813-5D85-4F1C-A05A-A2BBE3709E2B



T a b l e 8 . L o g i p E . c o l i r e d u c t i o n o v e r t i m e a t a 1 : 5 0
,
0 0 0 c o n c e n t r a t i o n o f B a c S a n

N

M e a n

S D

2 0 la L ( 1 :5 0 ,
0 0 0 ) B a c S a n p e r L i t e r

10

N D

N D

0 . 9 16

0 6 9 4

1 . 83 9

2 . 16 8

1 . 4 0 4

0 . 7 1 1

3 0

N D

3 2 6 7

2 . 1 15

2 9 52

3 . 8 3 9

3 6 3 3

3 . 16 1

0 . 6 7 7

T im e (m i n )
9 0

N D

4 4 6 7

4 . 2 1 9

N D

3 . 9 5 1

3 . 72 1

4 . 0 9 0

0 . 3 2 4

2 4 0

N D

N D

6 . 6 0 2

5 . 7 5 7

4 . 2 9 5

N D

5 . 5 5 1

1 . 16 7

14 4 0

N D

6 . 7 7 8

N D

> 6 . 7 1 2

N D

N D

> 6 . 7 4 5

0 . 0 4 7

N D : n o d a t a

SD : s t a n d a r d d e v i a t i o n

T a b le 9 . L o g i p E . c o l i r e d u c t i o n o v e r t i m e a t a 1 :3 5
,
0 0 0 c o n c e n t r a t i o n o f B a c S a n

N

M e a n

SD

2 8 . 6 |i L ( 1: 3 5 ,
0 0 0 ) B a c Sa n p e r L i t e r

10

N D

N D

2 0 87

1 . 9 7 1

2 . 5 3 8

3 . 6 7 1

2 . 5 6 7

0 . 7 7 6

T im e (m i n

3 0

N D

3 . 7 0 9

N D

3 86 7

4 . 36 2

3 . 6 0 0

3 . 8 8 5

0 . 3 3 7

9 0

5 7 4 9

5 . 0 13

4 . 9 9 4

5 . 2 9 7

3 . 8 7 1

3 . 8 3 1

4 . 7 9 3

0 . 7 7 9

2 4 0

6 . 1 3 5

N D

5 82 4

6 . 1 10

4 . 83 9

4 . 16 8

5 . 4 1 5

0 . 8 7 4

14 4 0

N D

6 . 7 7 8

N D

> 6 . 7 12

N D

N D

> 6 . 7 4 5

0 . 0 4 7
N D : n o da t a

S D : s t a n d a r d d e v i a t i o n

F i g u r e 4 s u m m a r i z e s t h e l o g i o r e d u c t i o n s o f £ c o l i r e a c h e d b y e a c h c o n c e n t r a t i o n

o f B a c Sa n o v e r t im e . T h e b a r s w it h b r i gh t b l u e o u t l i n e r e p r e s e n t l o g i o r e d u c t i o n s i n E

c o l i i n t he b e a k e r w i t h 0 |i L B a c S a n
,
t h e o r a n g e b a r s w i t h r e d o u t l i n e r e p r e s e n t 10 |j L

( 1 : 1 0 0 ,
0 0 0 ) , y e l l o w w i t h g r e e n o u t l i n e 1 3 3 |a L ( 1 : 7 5 ,

0 0 0 ) , g r e e n w i t h p u r p l e o u t l i n e 2 0

Î L ( 1 : 50 ,
0 0 0 ) a n d b r i gh t b l u e w dt h l i g ht b l u e o u t l i n e 2 8 6 ^ L (1 : 3 5 ,

0 0 0 ) . Se e A p p e n d i x

A f o r i n di v i d u a l gr a p h s o f t h e e f fi c a c y o f e a c h c o n c e n t r a t i o n o f B a c Sa n a g a i n s t E c o l i . A
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h o r i z o n t a l l i n e a t a l o g i o r e d u c t i o n o f 6 s i g n i f i e s t h e U S E PA ,
WH O , a n d N SF -

I n t e m a t i o n a l p e r f o r m a n c e c r i t e r i o n f o r b a c t e r i a .

F i g u r e 4 . L o g i o E . c o l i r e d u c t i o n s o v e r t i m e w i t h 0 u L ,
1 0 u L , 13 . 3 u L ,

2 0 u L a n d

2 8 . 6 u L B a c S a n

R e d u c t io n i n E . c o l i b y B a c S a n

^J W

Tim e (m i n )

5 . 2 . K l e b s i e l l a t e r r ig e n a

F o u r t r i a l s w e r e c o n d u c t e d t o d e t e r m i n e t h e l o g i o r e du c t i o n s i n K t e r r i g e n a

r e a c h e d b y v a r i o u s c o n c e n t r a t i o n s o f B a c S a n o v e r t im e , u p t o 14 4 0 m i n u t e s (2 4 h o u r s ) .

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

b e a k e r s w i t h a d d e d B a c S a n T a b l e 10 p r e s e n t s t h e n a t u r a l l o g i o r e d u c t i o n s i n K t e r r ig e n a

c o n c e n t r a t i o n o v e r t im e . O v e r a l l , t h e n a t u r a l l o g i c r e d u c t i o n o f ^ . t e r r i g e n a o v e r 10
, 3 0 ,

9 0 a n d 2 4 0 m i n u t e s r e m a i n e d w i t h i n 0 3 60 l o g i o o f z e r o . A ft e r 144 0 m i n u t e s
,
a 1 . 3 0 7 -

l o g i o r e du c t i o n w a s r e a c h e d
,
o n a v e r a g e .
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T a b l e 1 0 . L o g i o K . t e r r i g e n a r e d u c t i o n o v e r t i m e w i t h 0 u L B a c S a n

N

M e a n

SD

0 i^ L B a c S a n p e r L i t e r

10

- 0 . 9 4 2

0 . 2 4 6

0 . 0 6 1

- 0 . 0 8 1

- 0 . 1 7 9

0 . 5 2 6

3 0

N D

0 0 8 9

0 02 5

- 0 . 1 0 5

0 . 0 0 3

0 0 9 9

im e (m i n )
9 0

- 1 2 0 5

0 . 04 7

- 0 . 0 9 5

- 0 18 8

- 0 . 3 6 0

0 5 7 1

2 4 0

- 1 . 1 3 8

0 . 8 5 7

- 0 . 0 3 8

0 . 0 8 8

- 0 . 0 5 8

0 82 2

14 4 0

0 . 4 6 2

N D

2 3 10

N D

1 . 3 8 6

1 . 3 0 7

N D : n o da t a

SD : s t a n da r d de v i a t i o n

T a b l e s 1 1
,
1 2

,
13 a n d 14 p r e s e n t - l o g i o r e d u c t i o n s i n K t e r r i g e n a c o n c e n t r a t i o n

o v e r t im e f o r t h o s e b e a k e r s c o n t a i n i n g 10 \i L ( 1 : 10 0 ,
0 0 0 ) ,

13 . 3 |a L ( 1 : 7 5 ,
0 0 0) ,

2 0 ^ L

( 1 : 5 0 ,
0 0 0 ) ,

a n d 2 8 . 6 |i L ( 1 : 3 5 ,
0 0 0 ) o f B a c S a n

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

t h a t m e e t o r e x c e e d th e 6 - l o g i o p e r f o r m a n c e c r i t e r i a . O n a v e r a g e ,
o v e r t h e f o u r t r i a l s

,
K

t e r r i g e n a r e du c t i o n s c a m e w i t h i n 0 . 0 3 2 - l o g i o o f r e a c h i n g a 6 - l o g i o r e d u c t i o n a t 2 4 0

m i n u t e s a t a c o n c e n t r a t i o n o f 1 : 5 0
,
0 0 0 . A t a c o n c e n t r a t i o n o f 1 :3 5 , 0 0 0 ,

a 6 - l o g i o

r e d u c t i o n w a s e x c e e d e d a t 2 4 0 m i n u t e s o n a v e r a g e .

T a b l e 1 1 . L o g i o K . t e r r ig e n a r e d u c t i o n o v e r t i m e w i t h 1 : 1 0 0
, 0 0 0 c o n c e n t r a t i o n o f

B a c S a n

N

M e a n

SD

10 la L ( 1 : 1 0 0 ,
0 0 0 ) B a c S a n p e r L i t e r

1 0

- 0 . 5 59

N D

4 14 3

4 . 9 10

2 . 8 3 1

2 . 9 6 1

T im e (m i n )
3 0

- 0 . 7 19

N D

N D

4 . 2 13

1 . 7 4 7

3 . 4 8 7

9 0

0 . 1 3 4

0 . 1 1 4

1 9 0 5

5 57 1

1 9 3 1

2 . 5 6 8

2 4 0

- 0 . 2 14

2 . 6 7 7

4 18 5

5 8 5 7

3 . 12 6

2 . 5 7 8

14 4 0

- 0 . 3 4 0

1 . 3 9 6

3 4 1 1

5 13 8

2 . 4 0 1

2 . 3 83
N D : n o d a t a

S D : s t a n da r d de v i a t i o n
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T a b l e 1 2 . L o g i p K . t e r r i g e n a r e d u c t i o n o v e r t i m e w i t h 1 : 7 5 , 0 0 0 c o n c e n t r a t i o n o f B a c S a n

N

M e a n

SD

13 .
3 î L ( 1 : 7 5 , 0 0 0 ) B a c S a n p e r L i t e r

I m e (m i n )

10

- 1 . 0 7 5

0 . 2 0 1

0 . 0 7 8

- 0 . 2 3 8

- 0 . 2 5 9

0 . 5 7 5

30

N D

N D

0 . 1 4 6

1 . 4 3 6

0 . 7 9 1

0 . 9 12

90

3 89 4

N D

3 5 0 2

3 . 8 4 5

3 . 7 4 7

0 . 2 14

2 4 0

4 . 6 5 8

3 5 54

5 . 2 17

6 . 9 3 6

5 0 9 1

1 . 4 1 1

14 4 0

3 . 8 3 1

N D

N D

N D

3 . 8 3 1

N A

N D : n o d a t a

SD ; s t a n d a r d d e v i a t i o n

T a b l e 1 3 . L o g i p K .
t e r r i g e n a r e d u c t i o n o v e r t i m e w i t h 1 : 5 0 ,

0 0 0 c o n c e n t r a t io n B a c S a n

N

M e a n

SD

2 0 |i L ( 1: 5 0 ,
0 0 0 ) B a c Sa n p e r L i t e r

1 0

1 . 2 04

- 0 . 5 3 5

0 . 14 6

1 . 1 1 8

0 . 4 8 3

0 8 3 1

3 0

N D

N D

0 . 87 7

3 . 7 6 0

2 3 19

2 . 0 3 9

im e (m i n )
9 0

4 . 3 9 4

N D

4 . 3 2 2

4 82 0

4 . 5 12

0 . 2 6 9

2 4 0

5 . 3 8 0

4
. 6 6 0

7 2 17

6 . 6 5 6

5 . 9 7 8

1 . 16 8

14 4 0

N D

N D

8 . 4 98

N D

8 . 4 9 8

N A
N D : n o d a ta

SD : s t a n d a rd d e v i a t i o n

T a b l e 1 4
.
L o g i p K . t e r r ig e n a r e d u c t i o n o v e r t i m e w i t h 1 : 3 5 , 0 0 0 c o n c e n t r a t i o n o f B a c S a n

N

M e a n

SD

2 8 . 6 |u L ( 1 : 3 5 , 00 0 ) B a c S a n p e r L i t e r

1 0

3 3 3 7

N D

0 . 2 0 5

2 6 3 5

2 0 5 9

1 6 4 4

T im e (m i n )
3 0

N D

N D

0 . 2 2 1

4 2 3 7

2 . 2 2 9

2 . 8 4 0

9 0

4 . 7 7 2

N D

4 . 1 7 6

5 3 2 5

4 7 5 8

0 5 7 5

24 0

5 . 6 0 9

4 . 8 0 5

7 . 0 1 2

7 . 3 7 6

6 . 2 0 1

1. 2 02

14 4 0

N D

N D

> 8 . 5 43

N D

8 . 5 4 3

N A

N D : n o da t a

SD : s t a n da r d de v i a t i o n
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F i g u r e 5 s u m m a r i z e s t h e l o g i o r e d u c t i o n s o f A T t e r r i g e n a r e a c h e d b y e a c h

c o n c e n t r a t i o n o f B a c S a n o v e r t im e . T h e o r a n g e b a r s w i t h o r a n g e o u t l i n e r e p r e s e n t l o g i o

r e du c t i o n s i n K t e r r i g e n a i n t h e b e a k e r w i t h 0 \i L B a c S a n
,
t h e y e l l o w b a r s w i t h g r e e n

o u t l i n e r e p r e s e n t 1 0 fx L ( 1 : 1 0 0 ,
0 0 0 ) , b r i gh t b l u e w i t h l i g h t b l u e o u t l i n e 13 3 |i L

( 1 : 7 5 ,
0 0 0 ) , p i n k w i t h p u r p l e o u t l i n e 2 0 ^ L ( 1 : 5 0 ,

0 0 0 ) a n d y e l l o w o u t l i n e 2 8 . 6 |i L

( 1 : 3 5 ,
0 0 0 ) . Se e A p p e n d i x B f o r i n d i v i d u a l g r a p h s o f t h e e f fi c a c y o f e a c h c o n c e n t r a t i o n o f

B a c S a n a g a i n s t K t e r r ig e n a A h o r i z o n t a l l i n e a t a l o g i o r e du c t i o n o f 6 s i g n i fi e s t h e U S

E PA
,
WH O

,
a n d N SF - I n t e m a t i o n a l p e r f o r m a n c e c r i t e r i o n f o r b a c t e r i a .

F i g u r e 5 . L o g i o K . t e r r ig e n a r e d u c t i o n s o v e r t i m e w i t h 0 u L
,
1 0 u L

,
13 . 3 u L

,
2 0 u L a n d

2 8 . 6 u L B a c S a n

R e d u c t io n i n K . t e r r i g e n a b y B a c S a n

8 -
1

X

■D
0 )

o

o
1 1

I I H I I i I Hi I I i I I I I

T im e (m in )
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5 . 3 . M S - 2

F i v e t r i a l s w e r e c o n d u c t e d t o d e t e r m i n e t h e l o g i o r e du c t i o n s i n M S - 2 r e a c h e d b y

v a r i o u s c o n c e n t r a t i o n s o f B a c Sa n o v e r t im e
,
u p t o 1 4 4 0 m i n u t e s (2 4 h o u r s ) T h e c u r v e o f

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

a d d e d B a c S a n T a b l e 1 5 p r e s e n t s t h e n a t u r a l l o g i o r e d u c t i o n s i n M S - 2 c o n c e n t r a t i o n o v e r

t im e . O v e r a l l
,
t h e n a t u r a l l o g i o r e d u c t i o n o f M S - 2 o v e r 1 0

,
3 0

,
9 0

,
2 4 0 a n d 14 4 0 m i n u t e s

r e m a i n e d w i t h i n 0 . 2 5 3 - l o g i o o f z e r o , o n a v e r a g e .

T a b l e 1 5 . M S - 2 r e d u c t i o n o v e r t i m e w i t h 0 u L B a c S a n

N

M e a n

SD

0 p L B a c S a n p e r L i t e r

10

- 0 . 0 2 0

- 0 . 0 5 8

0 .
0 2 7

- 0 . 0 15

- 0 0 6 4

- 0 . 0 2 6

0 . 0 3 7

T im e (m i n )
3 0

0 . 0 0 0

0 0 2 6

0 .
0 9 3

- 0 . 00 6

- 0 2 0 6
- 0 . 0 19

0 . 1 1 2

9 0

- 0 0 0 9

0 . 0 8 2

- 0 . 0 4 5

0 . 0 7 7

- 0 2 6 3

- 0 . 0 3 2

0 . 1 4 0

2 4 0

- 0 . 2 0 6

- 0 . 11 1

- 0 33 0

- 0 . 0 83

- 0 4 12

- 0 . 2 2 8

0 . 1 4 1

14 4 0

- 0 . 4 0 6

0 . 14 3

N D

1. 02 1

N D

0 . 2 5 3

0 . 7 2 0
N D : n o d a t a

SD : s t a n da r d de v i a t i o n

T a b l e s 16
,
1 7

,
1 8 a n d 19 p r e s e n t l o g i o r e d u c t i o n s i n M S- 2 c o n c e n t r a t i o n o v e r t im e

f o r t h o s e b e a k e r s c o n t a i n i n g 10 î L ( 1 : 10 0 ,
0 0 0 ) ,

13 . 3 î L ( 1 : 7 5 ,
0 0 0 ) ,

2 0 ^ L ( 1 : 5 0 , 0 0 0) ,

a n d 2 8 . 6 f^ L ( 1 : 3 5 , 0 0 0 ) o f B a c Sa n , r e s p e c t i v e l y . O n a v e r a g e o v e r t h e f i v e t r i a l s
,
M S - 2

r e du c t i o n s c a m e w i t h i n l e s s t h a n 0 . 15 3 - l o g i o o f t h e 4 - l o g i o r e du c t i o n l e v e l a t 1 4 4 0

m i n u t e s (2 4 h o u r s ) w i t h 13 3 |j L (1 : 7 5 , 0 0 0 ) B a c S a n . A t t h e B a c Sa n v o l u m e o f 2 0 ^ L

( 1 : 5 0 ,
0 0 0 ) a n d 2 8 . 6 [i L ( 1 : 3 5 ,

0 0 0 ) ,
t h e 4 - l o g i o r e d u c t i o n w a s m e t o r e x c e e d e d a t 1 4 4 0

m i n u t e s (2 4 h o u r s ) .
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T a b l e 1 6 . M S - 2 r e d u c t i o n o v e r t i m e w i t h 1 : 10 0
,
0 0 0 c o n c e n t r a t i o n o f B a c S a n

N

M e a n

SD

10 î L ( 1 : 10 0 ,
0 0 0 ) B a c S a n p e r L i t e r

1 0

0 . 0 5 5

0 . 0 0 8

0 . 13 9

0 0 0 4

0 13 9

0 0 6 9

0 . 0 6 7

T im e (m i n )
30

0 . 0 8 5

0 . 18 4

0
.
2 18

- 0 0 3 1

- 0 . 1 19

0 . 0 6 7

0 . 1 4 2

9 0

0 3 89

0 . 3 0 3

0 4 4 0

0 . 1 2 9

- 0 . 0 7 6

0 . 2 3 7

0 . 2 1 1

2 4 0

0 5 32

0 . 2 1 1

0 . 2 6 4

0 . 0 9 9

0 . 04 2

0 2 30

0 . 19 1

14 4 0

1 6 9 0

2 . 4 6 1

N D

2 . 8 4 1

N D

2 . 3 3 1

0 . 5 8 6
N D : n o d a t a

SD : s t a n da r d de v i a t i o n

T a b l e 1 7 . M S - 2 r e d u c t i o n o v e r t i m e w i t h 1 : 7 5
,
0 0 0 c o n c e n t r a t i o n o f B a c S a n

N

1 3 3 n L ( 1 : 7 5 ,
0 0 0 ) B a c S a n p e r L it e r

10

0 . 0 4 9

- 0 . 0 82

M e a n

SD

0 . 2 1 8

0 . 0 0 0

N D

0 . 0 4 6

0 . 1 2 7

3 0

- 0 0 0 5

0 16 6

1 . 6 5 4

0 . 12 2

0 0 5 7

0 . 3 9 9

0 7 0 5

im e (m i n )
9 0

0 . 4 02

0 . 3 2 1

0 . 7 2 6

0 . 154

- 0 . 100

0 . 3 0 1

0 . 3 0 6

24 0

0 . 83 5

0 87 7

0 . 3 5 3

0 . 6 17

0 2 5 7

0 . 5 8 8

0 . 2 7 8

14 4 0

> 2 . 9 2 5

> 3 . 4 6 1

N D

5 . 1 5 5

N D

> 3 . 8 4 7

1 . 164
N D : n o d a ta

SD : s t a n da r d de v i a t i o n

T a b l e 1 8 . M S- 2 r e d u c t i o n o v e r t i m e w i t h 1 : 5 0
,
0 0 0 c o n c e n t r a t i o n o f B a c S a n^ V ^ ^ W V ^ V . . . . . I . . . » , , , . m ^ . ^ V 7

,
V ^ \ ^ W % V y i

2 0 |i L ( 1 : 5 0 ,
0 0 0) B a c Sa n p e r L i t e r

N im e (m i n )
10 3 0 9 0 24 0 144 0

0 . 1 1 8 0 . 0 9 8 0 . 3 6 1 1 .
4 2 6 > 3 . 9 2 5

0 0 0 6 0 122 0 . 6 6 6 1 .
2 5 8 > 4 . 4 6 1

0 .
4 7 8 > 1 6 9 9 0 52 6 0 . 6 8 6 N D

- 0 . 0 2 0 0 . 17 7 0 . 4 3 4 1 12 0 8 . 0 2 1

0 0 59 0 04 1 0 2 5 5 0 8 5 6 N D

M e a n 0 . 12 8 > 0 . 4 2 7 0 . 4 4 8 1 . 0 6 9 > 5 . 4 6 9

S D 0 2 0 3 0 . 7 13 0 . 15 7 0 . 2 9 9 2 . 2 2 6
N D : n o d a t a

SD : s t a n d a r d d e v i a t i o n
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T a b l e 1 9 . M S - 2 r e d u c t i o n o v e r t i m e w i t l i 1 : 3 5
,
0 0 0 c o n c e n t r a t i o n o f B a c S a n

N

M e a n

SD

2 8 6 |Lt L ( 1 : 3 5 ,
0 0 0) B a c S a n p e r L i t e r

1 0

0 . 2 4 0

0 0 5 8

0 . 3 7 3

0 . 1 7 1

0 . 3 0 2

0 . 2 2 9

0 1 2 1

T im e (m i n )
3 0

0 . 0 6 1

0 . 3 3 1

0 . 4 1 6

0 . 3 3 0

0 . 1 9 0

0 . 2 6 6

0 . 14 0

9 0

0 .
4 5 7

0 . 80 2

0 .
6 5 4

0 . 7 7 5

0 . 6 6 4

0 . 6 7 0

0 . 13 6

2 4 0

1 . 7 7 9

1 9 4 2

0 . 9 9 6

1 . 89 9

1 . 6 6 6

1 6 5 6

0 . 3 8 5

14 4 0

> 3 . 9 2 5

> 4 . 4 6 1

N D

> 8 . 3 6 8

N D

> 5 . 5 8 5

2 4 2 5
N D : n o d a t a

SD : s t a n da r d de v i a t i o n

F i g u r e 6 s u m m a r i z e s t h e l o g i o r e du c t i o n s o f M S - 2 r e a c h e d b y e a c h c o n c e n t r a t i o n

o f B a c S a n o v e r t im e .
T h e b a r s w i t h b r i g h t b l u e o u t l i n e r e p r e s e n t l o g i o r e du c t i o n s i n M S - 2

i n t h e b e a k e r w i t h 0 î L B a c S a n
,
t h e o r a n g e b a r s w i t h r e d o u t l i n e r e p r e s e n t 1 0 |j L

( 1 : 10 0 , 0 0 0 ) , y e l l o w w i t h g r e e n o u t l i n e 13 3 p L ( 1 :7 5 , 0 0 0 ), g r e e n w i t h p u r p l e o u t l i n e 2 0

la L ( 1: 5 0 ,
0 0 0) a n d br i g h t b l u e w i t h l i gh t b l u e o u t l i n e 2 8 . 6 |a L (1 : 3 5 ,

0 0 0 ) . Se e A p p e n d i x C

f o r i n d i v i d u a l g r a p h s o f t h e e f fi c a c y o f e a c h c o n c e n t r a t i o n o f B a c S a n a g a i n s t M S - 2 . A

h o r i z o n t a l l i n e a t a l o g i o r e d u c t i o n o f 4 s i g n i fi e s t h e U S E P A
,
WH O

,
a n d N SF -

I n t e m a t i o n a l p e r f o r m a n c e c r i t e r i o n f o r v i r u s e s .
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F i g u r e 6 . L o g i o M S - 2 r e d u c t i o n s o v e r t i m e w i t h 0 u L , 1 0 u L , 13 . 3 u L , 2 0 u L a n d 2 8 . 6 u L

B a c S a n

R e d u c t io n i n M S - 2 b y B a c S a n

f

i

T im e (m in )

5 .
4

. P o l i o v i r u s - 1

5 . 4 . 1 . I n t e r f e r e n c e A s s a y

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

d i s i n f e c t a n t a n d / o r r a w w a t e r e f f e c t s (o r n o t ) t h e i n f e c t i v i t y a s s a y f o r p o h o v i r u s - 1 o n

b u f f a l o g r e e n m o n k e y k i d n e y (B GM K ) c e l l s . T h e M PN o f c e l l c u l t u r e s i n f e c t e d w i t h t h e

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

o r a 1 :3 5 , 0 0 0 c o n c e n t r a t i o n

o f B a c Sa n i n r a w w a t e r ,
a r e o u t l i n e d i n T a b l e 19 .

5 8
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T a b l e 2 0 . L o g i o c o n c e n t r a t i o n o f p o l i o v i r u s o n c e l l s e x p o s e d t o m e d i a ,
r a w

w a t e r
,
o r B a c S a n / r a w w a t e r

L o g i o

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

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

I n t e r v a l

M e d i a 4 0 1 3 . 7 6 4 2 6

R a w W a t e r 4 . 2 2 3 9 5 4 . 4 9

B a c S a n / R a w W a t e r 4 4 7 4
.
2 5 4 . 7 0

F i g u r e 7 . L o g i o a n d 9 5 % c o n fi d e n c e i n t e r v a l s f o r c e l l c u l t u r e p l a t e s e x p o s e d t o e i t h e r

m e d i a , r a w w a t e r
, o r B a c S a n / r a w w a t e r a n d e q u a l a m o u n t s o f P o l i o v i r u s - 1

P o l io v i r u s L o g i o C o n c e n t r a t i o n

5 . 0 -

( 0

o

i 4 . 0 -

o

3 . 5 -

M e d ia C o n t r o l R a w W a t e r B a c S a n / R a w W a t e i

5 . 4 . 2
.
C y t o t o x i c i t y A s s a y

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

B a c Sa n a t a 1 : 3 5 ,
0 0 0 c o n c e n t r a t i o n i n r a w w a t e r d am a g e s t h e c e l l c u l t u r e r e l a t i v e t o

t h o s e c e l l s e x p o s e d t o r a w w a t e r w i t h o u t B a c S a n
.
A ft e r 4 8 h o u r s o f i n c u b a t i o n

,
n o

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

,
o n c e l l s e x p o s e d t o

e i t h e r c o n d i t i o n .

5 9
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5
.
4 . 3 . P o l i o v i r u s B a c S a n A s s a y

T w o t r i a l s w e r e c o n du c t e d t o d e t e r m i n e t h e l o g i o r e d u c t i o n s i n P o l i o v i r u s - 1

r e a c h e d b y v a r i o u s c o n c e n t r a t i o n s o f B a c S a n o v e r t i m e
,
u p t o 1 4 4 0 m i n u t e s . T h e c u r v e o f

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

a d d e d B a c Sa n . T a b l e 2 1 p r e s e n t s t h e n a t u r a l l o g i o r e d u c t i o n s i n P o l i o v i r u s - 1

c o n c e n t r a t i o n o v e r t i m e . R e du c t i o n s r e m a i n e d
,
o n a v e r a g e ,

w i t h i n 0 . 54 4 - l o g i o o v e r t im e s

10 , 3 0 , 9 0 , a n d 2 4 0 m i n u t e s . R e d u c t i o n s r e a c h e d 1. 09 7 - l o g i o a ft e r 2 4 h o u r s
,
a c c o r d i n g t o

o n e t r i a l .

T a b l e 2 1 . P o l i v i r u s - 1 r e d u c t i o n o v e r t i m e w it h 0 u L B a c S a n

N

M e a n

S D

0 |i L B a c Sa n p e r L i t e r

1 0

0 . 3 8 8

0 . 4 3 4

0 . 4 1 1

0 . 0 3 3

T im e (m i n
3 0

0 3 8 8

0 . 6 10

0 .
4 9 9

0 . 15 7

9 0

0 . 0 0 0

0 6 4 8

0 . 32 4

0 . 4 5 8

2 4 0

0 . 3 8 8

0 . 7 0 0

0 . 5 4 4

0 . 2 2 1

14 4 0

1 . 0 9 7

N D

1 09 7

N D : n o da ta

SD : s t a n d a r d d e v i a t i o n

T a b l e s 2 2 ,
2 3

,
2 4 a n d 2 5 p r e s e n t l o g i o r e du c t i o n s i n p o l i o v i r u s - 1 c o n c e n t r a t i o n

o v e r t im e fo r t h o s e b e a k e r s c o n t a i n i n g 10 |i L (1 : 10 0 ,
0 00 ) ,

13 . 3 î L (1 : 7 5 ,
0 0 0 ) ,

2 0 |l i L

( 1 : 5 0 ,
0 0 0 ) ,

a n d 2 8 . 6 f^ L ( 1 : 3 5 ,
0 0 0) o f B a c S a n

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

t r i a l s
, p o l i o r v i r u s - 1 r e d u c t i o n s d i d n o t r e a c h th e 4 - l o g i o p e r f o r m a n c e c r i t e r i o n f o r v i r u s e s

a ft e r 14 4 0 m i n u t e s w i t h a n y l e v e l o f B a c Sa n .
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T a b l e 2 2 . F o l i v i r u s - 1 r e d u c t i o n o v e r t i m e w i t h 1 : 1 0 0 ,
0 0 0 c o n c e n t r a t i o n o f B a c S a n

N

M e a n

SD

1 0 [i L ( 1 : 1 0 0 , 0 0 0 ) B a c Sa n p e r L i t e r

1 0

0 . 1 8 8

0 . 2 1 0

0 . 1 9 9

0 0 16

T im e (m m

3 0

0 3 8 8

0 . 6 5 1

0 . 5 2 0

0 . 1 86

9 0

0 . 0 4 5

0 . 7 4 3

0 . 3 9 4

0 4 9 4

2 4 0

0 . 3 4 6

0 . 6 5 1

14 4 0

0 . 4 0 5

N D

0 . 4 9 8

0 2 16

0
. 4 0 5

N D : n o d a t a

SD : s t a n da r d de v i a t i o n

T a b l e 2 3 . P o l iv i r u s - 1 r e d u c t i o n o v e r t i m e w i t h 1 : 7 5
,
0 0 0 c o n c e n t r a t i o n o f B a c S a n

N

M e a n

SD

13 . 3 ^ L (1 : 7 5 , 0 0 0) B a c Sa n p e r L i t e r

1 0

0 2 9 6

0 . 4 3 4

0 . 3 6 5

0 . 0 9 8

T im e (m i n

3 0

0 2 9 6

0 54 5

0 . 4 2 0

0 . 1 7 6

9 0

0 . 0 0 0

0 6 5 1

0 . 32 6

0 . 4 6 1

2 4 0

0 3 8 8

0 . 7 4 3

0 . 5 6 6

0 . 2 5 1

14 4 0

0
. 6 5 1

N D

0 . 6 5 1

N D : n o da t a

SD : s t a n d a r d d e v i a t i o n

T a b l e 2 4 . P o l iv i r u s - 1 r e d u c t i o n o v e r t i m e w i t h 1 : 5 0 , 0 0 0 c o n c e n t r a t i o n o f B a c S a n

N

M e a n

SD

2 0 ^ L ( 1 : 5 0 , 0 0 0 ) B a c Sa n p e r L i t e r

10

0 3 8 8

0
.
4 3 4

0 . 4 1 1

0 . 0 3 3

T im e (m i n

3 0

0 . 2 9 6

N D

0 2 9 6

9 0

0 . 1 8 8

0 . 92 5

0 . 5 5 7

0 . 5 2 1

2 4 0

0 . 4 7 3

0 . 8 2 7

0 . 6 5 0

0 . 2 5 0

14 4 0

0 . 7 4 3

N D

0 . 7 4 3

N D : n o d a ta

SD : s t a n d a r d de v i a t i o n

T a b l e 2 5 . P o l i v i r u s - 1 r e d u c t i o n o v e r t i m e w i t h 1 : 3 5 ,
0 0 0 c o n c e n t r a t i o n o f B a c S a n

N

M e a n

SD

2 8 . 6 l̂ L ( 1 : 3 5 ,
0 0 0 ) B a c S a n p e r L i t e r

10

0 1 8 8

0 . 2 10

0 . 19 9

0 . 0 16

N D : n o d a t a

SD : s t a n da r d de v i a t i o n

T im e (m i n

3 0

0 . 2 9 6

0 . 6 5 1

0 . 4 7 4

0 . 2 5 1

9 0

0 . 4 7 3

0 . 7 4 3

0
.
6 0 8

0 19 1

2 4 0

0 8 5 1

0 . 6 5 1

0 7 5 1

0 14 1

14 4 0

1 . 3 2 1

N D

1. 3 2 1

6 1

NEATPAGEINFO:id=4F2C6D7C-A9C1-4A79-A88C-C7FD310EDE31



F i g u r e 8 s u m m a r i z e s t h e l o g i o r e d u c t i o n s o f P o l i o v i r u s - 1 r e a c h e d b y e a c h

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

r e d u c t i o n s i n p o l i o v i r u s i n t h e b e a k e r w i t h 0 f^ L B a c Sa n
,
t h e b r i g h t b l u e l i n e s r e p r e s e n t

1 0 î L ( 1 : 1 0 0 ,
0 0 0 ) , r e d 13 . 3 \i L ( 1: 7 5 , 0 0 0 ) , g r e e n 2 0 |i L ( 1: 5 0 , 0 0 0 ) a n d p u r p l e 2 8 6 î L

( 1 : 3 5 , 0 0 0) . Se e A p p e n d i x C f o r i n d i v i du a l g r a p h s o f t h e e f f i c a c y o f e a c h c o n c e n t r a t i o n o f

B a c Sa n a g a i n s t P o l i o v i r u s - 1 .
A h o r i z o n t a l l i n e a t a l o g i o r e d u c t i o n o f 4 s i g n i fi e s t h e U S

E PA ,
WH O

,
a n d N SF - I n t e m a t i o n a l p e r f o r m a n c e c r i t e r i o n f o r v i r u s e s .

F i g u r e 8 . L o g i c p o l i o v i r u s - 1 r e d u c t i o n s o v e r t i m e w i t h 0 u L
,
1 0 u L , 1 3 . 3 u L

,
2 0 u L

a n d 28 . 6 u L B a c S a n

R e d u c t io n i n P o l io v i r u s - 1 b y B a c S a n

4 t

c 3H
o

^ 2

O

■ 1 ^

.

— a ^
I I i i i I I I i I I t I I

i H i * * -
- '

I I I I I I I I I I I

K^ • b
^ Cb

^
. t? i ?

T im e (m i n )

5 . 4 . 4 . A n t i s e r a D e a c t i v a t i o n A s s a y

A 1: 10 0 c o n c e n t r a t i o n o f u n d i l u t e d a n t i s e r a s u c c e s s f u l l y d e a c t i v a t e d p o l i o v i r u s - 1 .
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5 . 5 . R o t a v i r u s

N o r e s u l t s w e r e o b t a i n e d f o r r o t a v i r u s
,
a s n o C P E w a s o b s e r v e d o n e x p e r im e n t a l M A -

10 4 c e l l c u l t u r e s o v e r t im e . Se e s e c t i o n 6 . 2 . 2 .

5 . 6 . B a c S a n r i s k a s s e s s m e n t

5 . 6 . 1 . R i s k a s s e s s m e n t

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

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

t h e U S E P A R e g u l a t i o n s a n d WH O G u i d e l i n e s f o r D r i n k in g W a t e r Qu a l i t y .

C o n c e n t r a t i o n s i n e x c e s s o f U S E PA R e g u l a t i o n s a n d/ o r WH O G u i d e l i n e s a r e

h i g h l i gh t e d i n y e l l o w .

T a b l e 2 6 . C h e m i c a l s i n B a c S a n a n d U S E P A
, WH O g u i d e l i n e s c o n c e r n i n g t h e m

C o n c e n t r a t i o n i n 1 L T r e a t e d W a t e r (m g /L )
l O j i L 1 3 . 3 ^ L 2 0 î L 2 8 . 6 î L

(1 : 1 0 0 ,
0 0 0 ) (1 : 7 5 ,

0 0 0) (1 : 5 0 ,
0 0 0 ) (1 : 3 5 ,

0 0 0 )
Si lv e r

C o p p e r

G o l d

A l u m i n u m

C a l c i u m

C h r o m i u m

I r o n

M a g n e s i u m

M a n g a n e s e

S o d i u m

N i c k e l

Z i n c

N i t r a t e s

C h l o r i d e

0 0 0 0 3 3 5

6 . 3 6 5 0 0 0

0 0 0 0 0 0 1

0 4 2 2 10 0

0 0 0 0 6 7 0

12 7 3 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 3

0 0 0 15 4 1

0 .
0 0 2 5 4 6

0 .
0 1 13 9 0

0 . 0 0 10 7 2

0 0 0 0 6 7 0

0 . 0 0 0 5 0 9

0 . 0 0 19 4 3

2 6 13 0 0 0

18 . 7 6 0 0 0 0

4 . 0 8 7 0 0 0

0 . 8 4 4 2 0 0

0 0 0 3 0 8 2

0 . 0 0 5 0 9 2

0 0 2 2 7 8 0

0 0 0 2 14 4

0 . 0 0 13 4 0

0 0 0 10 18

0 0 0 3 8 8 6

5 . 2 2 6 0 0 0

3 7 . 52 0 0 0 0

8 . 17 4 0 0 0

0 0 0 10 0 5

19 . 0 9 5 0 0 0

0 0 0 0 0 0 4

0 . 0 0 134 0

2 5 . 4 6 0 0 0 0

0 00 0 0 0 5

1. 2 6 6 3 0 0

0 0 0 4 6 2 3

0 . 0 0 7 6 3 8

0 . 0 34 17 0

0 0 0 3 2 16

0 . 0 0 2 0 10

0 . 0 0 15 2 8

0 0 0 5 8 2 9

7 . 8 3 90 0 0

5 6 . 2 8 0 0 0 0

12 . 2 6 10 0 0

. 6 8 84 0 0

0 0 0 6 164

0 0 10 1 84

0 0 4 5 56 0

0 . 0 0 4 2 8 8

0 . 0 0 2 6 80

0 00 2 0 3 7

0 0 0 7 7 7 2

10 . 4 52 0 0 0

7 5 0 4 0 0 0 0

16 . 34 80 0 0

U S E P A

R e g u l a t i o n s

(m g /L )
0 . 1

1 . 3

N D

0 . 0 5 - 2

N D

0 1

0 . 3

N D

0 0 5

N D

N D

10

2 5 0

WH O
G u i d e l i n e s

(m g /L )
0 . 1

N D

0 2

N D

0
. 0 5

N D

0 . 4

2 0 0

0 . 0 7

5 0

2 5 0
N D : n o d a ta ( n o t r e g u l a t e d)
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T h e l e v e l s o f c o p p e r
,
a l u m i n u m

,
z i n c a n d n it r a t e s c o n t r i b u t e d b y B a c S a n t o w a t e r

a r e i n e x c e s s o f e x p o s u r e l e v e l s r e c o m m e n d e d b y t h e U S E PA a n d WH O a t e v e n a

1 : 10 0 , 0 00 c o n c e n t r a t i o n o f B a c S a n , e x c e p t i n t h e c a s e o f z i n c
,
w h e r e l e v e l s a r e e x c e s s iv e

a t c o n c e n t r a t i o n s o f 1: 7 5 ,
0 0 0 a n d u p w a r d

5 . 6 . 2 . A n a l y s i s o f B a c S a n R e s i d u a l

T h e c o n c e n t r a t i o n o f c o p p e r i n B a c Sa n w a s f o u n d t o b e 7 3
,
8 3 3 m g / L b y

a n a l y z i n g i t s c o n c e n t r a t i o n w i t h u s e o f a H A C H C o pp e r P o c k e t C o l o r i m e t r i c I I T e s t K i t
,

a s s h o w n i n T a b l e 2 6 T h e e x p e c t e d c o n c e n t r a t i o n , a c c o r d i n g t o t h e m a n u f a c t u r e r '
s

s p e c i f i c a t i o n s
,
w a s 9 5,

0 0 0 m g /L .

T a b l e 2 7 . E x p e c t e d a n d m e a s u r e d c o p p e r c o n c e n t r a t i o n s i n u n d i l u t e B a c S a n
'

E x p e c t e d

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

(m g /L )

10 ^
- 5 D i l u t i o n

1 0
^

- 6 D i l u t i o n

U n d i l u t e B a c S a n

C o n c e n t r a t i o n (m g/ L )
W e i g h t e d A v e r a g e

0 . 9 5

0 . 0 9 5

9 5 , 0 0 0

9 5 , 0 0 0

H A C H
^

R e a d i n g (m g / L )
T r i a l s

0 . 6 3

0 . 0 7

6 3 , 7 0 0

0 . 7 9

0 . 19

80
,
9 0 0

0 . 7 5

0 19

76 , 9 0 0

7 3 , 83 3

'
C a l c u l a t e d u s i n g 9 50 00 m g/ L c o pp e r c o n c e n t r a t i o n i n u n d i l u t ed B a c S a n

^ H A CH C o p pe r P o c k e t C o l o r i m e t r i c I I T e s t K i t (d e t e c t i o n r a n ge 0 0 4 - 5 mg/ L )
A M D L : a b o v e m e th o d d e t e c t i o n l i m i t (5 m g /L )
B M D L ; be l o w m e th o d d e t e c t i o n l im i t (0 04 m g / L )
N D : n o d a t a (c a n n o t b e c a l c u l a t e d)

B a c Sa n
'

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

w a t e r c h a n g e d o v e r t im e a ft e r t h e a d d i t i o n o f B a c Sa n C o p p e r c o n c e n t r a t i o n s f o r e a c h

B a c S a n c o n c e n t r a t i o n a t e a c h t im e p o i n t a r e i l l u s t r a t e d i n T a b l e 2 7 a n d F i g u r e 1 2 . T h e

c o p p e r c o n c e n t r a t i o n s i n w a t e r w i t h a d d e d B a c Sa n v a r i e d w i t h i n < 0 . 7 2 s t a n d a r d

de v i a t i o n s o v e r 14 4 0 m i n u t e s
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T a b le 2 8 . M e a s u r e d c o p p e r c o n c e n t r a t i o n s
'
i n w a t e r w i t h a d d e d B a c S a n o v e r t i m e

T im e (m i n u t e s ) % R e d u c t i o n

B a c Sa n St a n d a r d o v e r 1 4 4 0

C o n c e n t r a t i o n 0 10 6 0 9 0 2 4 0 14 4 0 D e v i a t i o n m i n .

0

1 : 1 0 0
,
0 0 0

1 : 7 5 , 0 0 0

1 : 3 5 ,
0 0 0

0 . 4 3

2 . 3

3 2

3 . 7

0 2 9

1 7

2 3

3 4

0 . 3 3

2 7

3 . 0

2 7

0 . 3 0

2 . 4

2 . 7

2 5

0 . 3 0

1 4

1
. 3

2 5

0 . 2 2

0 8

1. 9

2 . 4

0 . 0 7

0 . 7 1

0 . 7 2

0 . 5 5

H A C H C o p p e r P o c k e t C o l o r im e t r i c I I T e s t K i t (d e t e c t i o n r a n g e 0 0 4 - 5 m g/ L )

4 8 . 8 4 %

6 5 2 2 %

4 0 . 6 3%

3 5 14 %

F ig u r e 9 . C o p p e r c o n c e n t r a t i o n i n w a t e r w i t h a d d e d B a c S a n o v e r t i m e

B a c S a n C o p p e r R e s id u a l

0

1 : 10 0
,
0 0 0

1 : 7 5 , 0 0 0

1 : 3 5
,
0 0 0

4 0 0 8 0 0

T im e ( m i n )

12 0 0

6 . D i s c u s s i o n

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

l e n g t h o f c o n t a c t t im e B a c S a n m e e t s U S E PA
,
WH O

,
a n d N S F - In t e m a t i o n a l p e r f o r m a n c e

c r i t e r i a i n r e d u c i n g t h e c o n c e n t r a t i o n s o f t w o i n d i c a t o r b a c t e r i a
,
E c o l i a n d K t e r r ig e n a

,

t h e i n d i c a t o r b a c t e r i o p h a g e M S- 2
,
a n d t h e p a t h o g e n i c v i r u s e s P o l i o v i r u s - 1 a n d R o t a v i r u s

SA - 1 1 T h e c o n c e n t r a t i o n s t e s t e d w e r e 1 : 10 0
,
0 0 0 ; 1 : 7 5,

0 0 0 ; 1: 5 0 ,
0 0 0 ; a n d 1 : 3 5 ,

0 0 0 , a n d

t h e t im e p o i n t s a t w h i c h m i c r o b i a l c o n c e n t r a t i o n s w e r e a s s a y e d w e r e a t 10
,
3 0 , 9 0 , 2 4 0

6 5
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a n d 14 4 0 m i n u t e s a ft e r i n o c u l a t i o n w i t h B a c S a n . A r i s k a s s e s s m e n t w a s a l s o c o n d u c t e d t o

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

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

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

e x t e n t B a c Sa n w a s pr e s e n t a t v a r i o u s c o n t a c t t im e s ; t h i s s e r v e d a s m e a n s o f a s s e s s i n g

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

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

6 . 1 . I n d i c a t o r M i c r o o r g a n i s m s

T h i s r e s e a r c h d e m o n s t r a t e s t h a t a r e d u c t i o n o f > 6 . 8 - l o g i o (> 9 9 . 9 9 99% ) w a s

a c h i e v e d (2 4 h o u r s
,
1 3 3 \j l \ B a c S a n / L ) f o r E . c o l i a n d f o r K t e r r ig e n a

,
a r e d u c t i o n o f 8 . 5 -

l o g i o (9 9 . 9 9 9 9 99 7 % ) w a s a c h i e v e d (2 4 h o u r s ,
2 0 (i l B a c Sa n /L ) . F o r M S - 2 c o l i p h a g e ,

a

r e du c t i o n o f > 5 . 5 - l o g i o (> 9 9 . 9 9 9 7% ) w a s a c h i e v e d (24 h o u r s
,
2 0 \i \ B a c Sa n / L ) . B a c Sa n

t h u s m e e t s t h e p e r f o r m a n c e c r i t e r i o n
, s e t by t h e U S E P A

,
WH O

,
a n d N SF - I n t e m a t i o n a l

,

f o r t w o i n di c a t o r b a c t e r i a ,
E c o l i a n d K t e r r ig e n a

, a n d t h e i n d i c a t o r b a c t e r i o p h a g e , M S-

2 ,
w h e n e x p o s e d t o l e a s t a 1 : 3 5

,
0 0 0 c o n c e n t r a t i o n o f B a c S a n o v e r 2 4 h o u r s 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 t h e s e a r e b e l i e v e d t o b e a c c u r a t e s u r r o g a t e s f o r t h e i r p a t h o g e n i c

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

a n d v i r u s e s a ft e r 14 4 0 m i n u t e s o f c o n t a c t t im e a t a c o n c e n t r a t i o n o f 1: 50
,
0 0 0 .

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

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

pr o d u c t . O z o n e
,
f o r e x a m p l e ,

h a s s h o w n t h e s a m e e f f e c t i v e n e s s a g a i n s t M S- 2 a s a g a i n s t

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

, M S- 2 i s a n a c c u r a t e s u r r o g a t e

f o r p o l i o v im s ( S h i n e t . a l 2 0 0 2 ) . C o p p e r , s i l v e r , a n d c h l o r i d e
,
h o w e v e r

,
w e r e f o u n d t o b e

6 6
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a p p r o x i m a t e l y 1 0 t im e s m o r e e f f e c t i v e a g a i n s t M S - 2 t h a n p o l i o v i r u s
,
i n d i c a t i n g t h a t in

t h e c a s e o f t h e s e d i s i n f e c t a n t s
,
M S - 2 i s n o t a n a c c u r a t e s u r r o g a t e f o r p o l i o v i r u s (Y a h y a

19 9 2 ) . A s s u c h ,
i t w a s im p o r t a n t t o e x p l o r e t h e g e n e r a l i z a b i l i t y o f t h e M S - 2 r e s u l t s f o r

B a c S a n b y s t u d y i n g t h e d i s i n f e c t a n t '

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

6 . 2 . P a t h o g e n i c V i r u s e s

6 . 2 .
1 . P o l i o v i r u s - 1

T h i s r e s e a r c h s h o w s t h a t B a c Sa n '

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

P o l i o v i r u s - 1 ,
i s n o t s u f f i c i e n t t o m e e t p e r f o r m a n c e c r i t e r i a a t c o n c e n t r a t i o n s u p t o

1 :3 5
,
0 0 0 a n d c o n t a c t t im e u p t o 1 4 4 0 m i n u t e s (2 4 h o u r s ) . B a c S a n r e d u c e d p o l i o v i r u s b y

1 . 3 2 1 - I o g i o (9 2 . 8 9% ),
o r 1 . 6 2 1 - l o g i o (9 5 . 5 9%) w h e n c o r r e c t e d f o r i n t e r f e r e n c e (a s

d e s c r i b e d b e l o w ) ,
a t t h e h i g h e s t c o n c e n t r a t i o n o f B a c S a n a t 14 4 0 m i n u t e s . B a c Sa n w o u l d

n e e d t o b e m o r e t h a n 10 0 t i m e s m o r e e f f e c t i v e a g a i n s t p o l i o v i r u s i n o r d e r t o t h e m e e t U S

E P A
,
WH O

,
a n d N SF - I n t e m a t i o n a l p e r f o r m a n c e c r i t e r i a o f 4 - l o g i o r e d u c t i o n .

T h e b e a k e r w i t h t h e l a r g e s t c o n c e n t r a t i o n o f B a c S a n p e r f o r m e d o n l y 0 . 2 2 4 - l o g i o

b e t t e r t h a n t h a t w i t h o u t B a c Sa n a t 1 4 4 0 m i n u t e s . T h e t hr e e l e s s e r c o n c e n t r a t i o n s o f

B a c S a n ,
1 : 10 0 ,

0 0 0 ; 1 : 7 5 ,
0 0 0 ; a n d 1 : 5 0 ,

0 0 0 , p e r f o r m e d w o r s e t h a n t h e b e a k e r w i t h o u t

B a c S a n a t 2 4 h o u r s . T h e b e a k e r w i t h o u t B a c S a n o n a v e r a g e r e s u l t e d i n 0 . 6 9 2 , 0 4 4 6 , a n d

0 . 3 54 g r e a t e r l o g i o r e d u c t i o n s
,
r e s p e c t i v e l y ,

a t t h i s c o n t a c t t im e . S u c h r e s u l t s w o u l d

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

c o n c e n t r a t i o n s o v e r t im e .

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

a s s a y T h i s a s s a y i n d i c a t e s t h a t t h e e x p o s u r e o f B GMK c e l l s t o B a c S a n m a y i n c r e a s e

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

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

c e l l m e m b r a n e s ( Si l v e s t r y
- R o d r i g u e z 2 0 07 ) . I t i s p o s s i b l e t h a t B a c S a n d a m a g e d t h e

c u l t u r e d B GM K c e l l s i n a s im i l a r f a s h i o n a n d th u s i n c r e a s e d th e i r s u s c e p t i b i l i t y t o

i n f e c t i o n b y P o l i o v ir u s - 1

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

t h e m a x i m u m c o n c e n t r a t i o n o f B a c Sa n i n r a w w a t e r w a s f o u n d t o b e 0 . 3 0 - l o g i o h i gh e r

t h a n t h o s e e x p o s e d t o r a w w a t e r w i t h o u t B a c S a n ; t h e s e d i f f e r e n c e s w e r e w i t n e s s e d i n

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

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

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

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

o n e c o n c e n t r a t i o n ( 1 : 3 5 , 0 0 0) o f B a c S a n . I t i s u n l i k e l y ,
h o w e v e r

,
t h a t m o r e i n t e r f e r e n c e

a s s a y s w o u l d fi n d th a t i n t e r f e r e n c e f u l l y c o m p e n s a t e s f o r t h e > 2 - l o g i o d i f f e r e n c e b e t w e e n

t h e r e d u c t i o n s c u r r e n t l y s h o w n ( 1 . 32 1 - l o g i o ) a t 1 : 3 5
,
0 0 0 a n d 14 4 0 m i n u t e s a n d t h o s e

r e q u i r e d b y t h e U S E PA
,
WH O a n d N SF - I n t e m a t i o n a l (4 - l o g i o ) . F o r t h e s a k e o f

i l l u s t r a t i o n
,
i n F i g u r e 10 , t h e r e du c t i o n s o f p o l i o v i r u s a t e a c h c o n c e n t r a t i o n o f B a c S a n a t

14 4 0 m i n u t e s w e r e c o r r e c t e d f o r t h e i n t e r f e r e n c e f o u n d a t a 1 :3 5 , 0 0 0 c o n c e n t r a t i o n o f

B a c Sa n i n o n e t r i a l . I n t h i s c a s e
,
a s m e n t i o n e d a b o v e

,
t h e l o g i o r e d u c t i o n a t 14 4 0 m i n u t e s

a t a c o n c e n t r a t i o n o f 1 : 3 5
,
0 0 0 w o u l d b e 1 6 2 1 - l o g i o
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F i g u r e 10 . P o l i o v i r u s r e d u c t i o n a t 1 4 4 0 m i n u t e s a n d c o r r e c t e d f o r i n t e r f e r e n c e

R e d u c t i o n i n P o l l o v l r u s - 1 a t 1 4 4 0 m in u t e s

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

2 . 0 t
O ri g i n a l D a t a

C o r r e c t e d f o r I n t e r f e r e n c e

0 ) 1 . 0

P 0 . 5

B a c S a n V o lu m e (u L )

T a b l e 2 9 . L o g i o p o l i o v i r u s r e d u c t i o n s c o r r e c t e d f o r i n t e r f e r e n c e

f o u n d a t 1 : 3 5
,
0 0 0 c o n c e n t r a t i o n o f B a c S a n a t 1 4 40 m i n u t e s

1 : 10 0
,
0 0 0

1 : 7 5 , 0 0 0

1 : 5 0
,
0 0 0

1 : 2 5 , 0 0 0

O r i g i n a l D a t a

0 . 4 0 5

0 6 5 1

0 . 7 4 3

1 . 3 2 1

C o r r e c t e d f o r

I n t e r f e r e n c e

0 . 8 7 0

1 . 1 10

1 2 0 0

1 . 7 8 0

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

m e c h a n i s m b y w h i c h B a c Sa n w o r k s i n d e a c t iv a t i n g m i c r o b e s . B a c Sa n c a u s e d d a m a g e t o

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

c y t o t o x i c it y a s s a y ) ,
b u t w h i c h i n c r e a s e d t h e s u s c e p t i b i l i t y o f t h e c e l l s t o i n f e c t i o n T h i s

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

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

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

c r e a t i o n o f n e w a n d b e t t e r h e a v y m e t a l - b a s e d d i s i n f e c t a n t s .
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6 . 2 . 2 . R o t a v i r u s SA - 1 1

T w o a s s a y s w e r e c o m p l e t e d t o d e t e r m i n e B a c S a n
'

s e f f i c a c y i n r e d u c i n g t h e

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

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

o n B GM K c e l l s w e r e s u c c e s s f u l , t h e M A - 10 4 c e l l s o n w h i c h w a t e r s a m p l e s w e r e p l a t e d

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

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

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

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

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

w e r e t h e n i n c u b a t e d w i t h a n t i s e r a t o d e a c t i v a t e t h e p o l i o v i r u s i n t h e s a m p l e . T h e M A - 104

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

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

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

p a r t i c u l a r a p p l i c a t i o n
,
a n d s u c h o p t im i z a t i o n w a s n o t a c h i e v e d at t h e t im e o f t h i s s t u dy

'

s

c o m p l e t i o n .

6 . 3 . R i s k A s s e s s m e n t

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

,
z i n c a n d n i t r a t e s c o n t r i b u t e d b y B a c Sa n t o w a t e r

a t a 1 :3 5 , 0 0 0 c o n c e n t r a t i o n a r e i n e x c e s s o f e x p o s u r e l e v e l s r e c o m m e n d e d b y t h e U S

E P A a n d WH O . A s a c o n c e n t r a t i o n o f 1 : 3 5
,
0 0 0 o f B a c S a n i n w a t e r i s r e q u i r e d f o r t h e

d i s i n f e c t a n t t o m e e t r e d u c t i o n s t a n d a r d s f o r M S- 2
,
t h e a m o u n t o f p o t e n t i a l l y h a r m f u l

i n g r e d i e n t s c o n t r i b u t e d a t t h i s B a c Sa n c o n c e n t r a t i o n i s o f g r e a t e s t i n t e r e s t .
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A s l i t t l e a s 1 0 |li L B a c S a n p e r l i t e r o f w a t e r c o n t r i b u t e s l e v e l s o f a l u m i n u m i n

e x c e s s o f t h o s e r e c o m m e n d e d b y t h e U S E P A a n d WH O . T h e a m o u n t o f a l u m i n u m

a d d e d t o w a t e r t r e a t e d w i t h t h e m a x im u m v o l u m e o f B a c S a n (2 8 . 6 fi L ,
o r 1 : 3 5

,
0 0 0

c o n c e n t r a t i o n ) r e s u l t s i n a c o n c e n t r a t i o n o f a l u m i n i ra i t h a t i s ~ 1 7 t im e s h i g h e r t h a n t h e

U S E P A r e c o m m e n d s , a n d 8 . 4 t im e s h i g h e r t h a n t h e W H O r e c o m m e n d s . A l u m i n u m i s

r e g u l a t e d o n l y a s a s e c o n d a r y c o n t a m i n a n t b y t h e U S E P A b e c a u s e a d v e r s e h e a l t h e f fe c t s

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

e x p o s u r e t o a l i m i i n u m i n d r i n k i n g w a t e r l e a d i n g t o A l z h e im e r
'

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

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

, p o s s i b l e a dv e r s e a e s t h e t i c e f f e c t s

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

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

a b o v e t h e r e g u l a t e d l e v e l

T h e a m o u n t o f z i n c a d d e d t o w a t e r t r e a t e d w i t h a 1 : 3 5 ,
0 0 0 c o n c e n t r a t i o n o f

B a c Sa n (2 8 . 6 |j . L ) r e s u l t s i n a c o n c e n t r a t i o n o f z i n c ~ 2 t im e s h i gh e r t h a n t h e U S E P A

r e c o m m e n d s
,
a n d 3 . 5 t im e s h i gh e r t h a n t h e WH O r e c o m m e n d s

,
t h o u gh a s l i t t l e a s 1 3 3

|i L ( 1 : 7 5 ,
0 0 0 ) o f B a c S a n l e a d s t o z i n c l e v e l s i n e x c e s s o f t h e s e r e c o m m e n d a t i o n s . Z i n c

,

l i k e a l u m i n u m
,
i s o n l y r e g u l a t e d a s s e c o n d a r y c o n t a m i n a n t b y t h e U S E P A d u e t o t h e f a c t

t h a t i t c a n c a u s e a d v e r s e a e s t h e t i c e f f e c t s a t h i gh c o n c e n t r a t i o n s Z i n c c a n c a u s e a d v e r s e

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

w a t e r (E P A 2 0 0 8)

T h e a m o u n t o f c o p p e r a d d e d t o w a t e r t r e a t e d w i t h a 1 : 3 5
,
0 0 0 c o n c e n t r a t i o n o f

B a c Sa n (2 8 . 6 fi L ) r e s u l t s i n a c o n c e n t r a t i o n o f c o p p e r
- 2 0 t im e s h i gh e r t h a n t h e U S E P A

r e c o m m e n d s
,
a n d - 13 t im e s h i gh e r t h a n t h e WH O r e c o m m e n d s ; a s l i t t l e a s 10 |a L o f

a d d e d B a c S a n ( 1 : 10 0 ,
0 0 0 ) a d d s a lm o s t 6 t im e s t h e U S E P A '

s r e c o m m e n d e d l e v e l o f
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c o p p e r a n d 2 t i m e s t h e W H O
'

S r e c o m m e n d a t i o n s . A c u t e e x p o s u r e t o c o p p e r a b o v e s a f e

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

- t e r m e x p o s u r e t o

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

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

a b o v e s a f e l e v e l s c a n l e a d t o i n f a n t i l e k i d n e y d i s e a s e .

T h e a m o u n t o f n i t r a t e s a d d e d t o w a t e r t r e a t e d w i t h a 1 : 3 5
,
0 0 0 c o n c e n t r a t i o n o f

B a c S a n r e s u l t s i n a c o n c e n t r a t i o n o f n i t r a t e s 7 . 5 t i m e s h i g h e r t h a n t h e U S E PA

r e c o m m e n d s
,
a n d 1 . 5 t im e s h i g h e r t h a n t h e WH O r e c o m m e n d s . Ju s t 1 0 |a L o f B a c S a n

( 1 : 10 0 ,
0 0 0 ) a d d s 2 t im e s t h e U S E P A

'

s r e c o m m e n d a t i o n s
,
t h o u gh B a c S a n d o e s n o t

c o n t r i b u t e l e v e l s o f n i t r a t e s i n e x c e s s o f WH O r e c o m m e n d a t i o n s u n t i l 2 0 |j L o f B a c Sa n i s

a d d e d ( 1 : 5 0 ,
0 0 0 ) . E x c e s s i v e l e v e l s o f n i t r a t e s c a n c a u s e s e r i o u s i l l n e s s a n d s o m e t im e s

d e a t h . I n i n f a n t s ,
h i gh l e v e l s o f n i t r a t e s c o n v e r t t o n i t r i t e i n t h e b o dy a n d d e c r e a s e t h e

c a p a c i t y o f t h e c h i l d '

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

t h a t c a n l e a d t o d e a t h i n a p e r i o d o f d a y s (E P A 2 0 0 8) . A l i f e t im e e x p o s u r e t o l e v e l s o f

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

h e m o r r h a g i n g o f t h e s p l e e n (i b i d . ) .

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

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

t h e i r w a t e r w i t h B a c Sa n . H o w e v e r
,
t h i s i s l e s s w o r r i s o m e t h a n t h e l e v e l s o f c o p p e r a n d

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

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

e x p e c t e d p e r t h e m a n u f a c t u r e r
'

s s p e c i f i c a t i o n s (7 3 , 83 3 m g /L v e r s u s 9 5
,
0 0 0 m g /L ) . S i n c e

t h e s a m e b a t c h o f B a c Sa n w a s u s e d o v e r t h e 1 1- m o n t h c o u r s e o f t h i s s t u d y ,
a n d th e
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c o p p e r c o n c e n t r a t i o n w a s m e a s u r e d a t t h e e n d o f t h e s t u d y p e r i o d
,
t h i s c o u l d i n d i c a t e t h a t

o v e r t i m e
,
t h e c o n c e n t r a t i o n o f c o p p e r

- a n d t h u s o t h e r a c t i v e B a c S a n in g r e d i e n t s -

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

q u e s t i o n t h e p o l i o v i r u s d a t a ,
w h i c h c o u l d b e u n d e r e s t im a t e d b y t h e f a c t t h a t i t u t i l i z e d 9

a n d 10 m o n t h - o l d B a c S a n ; t h e o t h e r t r i a l s u s e d 1 t o 5 m o n t h - o l d B a c Sa n .

O t h e r w i s e
,
i f t h e c o p p e r c o n c e n t r a t i o n - a n d t h u s o t h e r a c t i v e B a c S a n i n g r e d i e n t s

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

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

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

i n g r e d i e n t s i s a c t u a l i z e d .

B a c Sa n
'

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

a d d e d b y B a c Sa n t o w a t e r c h a n ge s o v e r t im e . C o p p e r w a s m e a s u r e d a s a n i n d i c a t o r o f t h e

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

r e m a i n e d w i t h i n < 0 . 7 2 s t a n d a r d d e v i a t i o n s o v e r 1 4 4 0 m i n u t e s (2 4 h o u r s ) . T h e c o p p e r

c o n c e n t r a t i o n i n t h e w a t e r s am p l e s w i t h 1 : 1 0 0
,
0 0 0 ; 1 :7 5 ,

0 0 0 ; a n d 1 : 3 5 ,
0 0 0

c o n c e n t r a t i o n s o f B a c Sa n d e c r e a s e d b y 3 4 . 7 8 % , 5 9 . 3 8%
,
a n d 6 4 . 8 6%

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

o v e r

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

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

a l s o by g e n e r a l i z i n g t h e c o p p e r r e s u l t s - t h e c o n c e n t r a t i o n s o f i n g r e d i e n t s a t 2 4 h o u r s a t

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

T a b l e s 3 0 a n d 3 1
,
r e s p e c t i v e l y C o n c e n t r a t i o n s i n e x c e s s o f l e v e l s c o n s i d e r e d b e n i gn b y

th e U S E P A a n d t h e WH O a r e h i g h l i g h t e d y e l l o w .
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T a b l e 3 0 . C o n c e n t r a t i o n o f B a c Sa n i n g r e d i e n t s o f i n t e r e s t a t 2 4 h o u r s ,
1 : 5 0

,
0 0 0 ( m g / L )

E x p e c t e d A c t u a l 1 4 4 0 m i n u t e s
1 : 5 0

,
0 0 0 1 : 5 0

,
0 0 0 1 : 5 0

,
0 0 0 U S E PA WH O

(m g/ L ) (m g /L ) (n ^g / L ) r e g u l a t i o n s g u i d e l i n e s

C o p p e r

A l u m i n u m

Z i n c

N i t r a t e s

19 . 0 9 5

1 2 6 6 3

7 . 83 9

5 6 . 2 8

14 . 9

0 . 9 84

6 . 0 9

4 3 . 7

5 . 2 4

0 . 3 4 6

2 14

15 4

0 . 0 5 - 2 . 0 0

10

0 2

5 0

'
B a s e d o n 7 7 7% o f e x pe c t e d ,

a s fo u n d i n th e c a s e o f c o pp e r

^
B a s e d o n r e d u c t i o n b y 35 14 %

,
m in im u m r e du c t i o n f o u n d o v e r 2 4 ho u r s

T a b l e 3 1 . C o n c e n t r a t i o n o f B a c S a n i n g r e d i e n t s o f i n t e r e s t a t 2 4 h o u r s ,
1 : 3 5 ,

0 0 0 (m g / L )

E x p e c t e d A c t u a l 14 4 0 m i n u t e s
1 : 3 5 , 0 0 0 1 : 3 5

,
0 0 0 1 : 3 5 ,

00 0 U S E PA WH O
(m g / L ) (m g /L ) (m g / L ) r e g u l a t i o n s g u i d e l i n e s

C o p p e r

A l u m i n u m

Z i n c

N i t r a t e s

2 5 . 4 6

1 . 6 8 84

10 4 52

7 5 . 0 4

19 . 8

1
. 3 1

8 . 1 2

5 8 .
3

12 8

0 8 5 1

5 2 7

3 7 2

0 . 0 5 - 2 . 0 0

10

0 . :

50

'

B a s e d o n 77 7 % o f e x p e c t e d
,
a s fo u n d i n th e c a s e o f c o pp e r

^
B a s e d o n r e d u c t i o n by 35 14 %

,
m in im u m r e d u c t i o n f o u n d o v e r 2 4 h o u r s

T h i s i n d i c a t e s t h a t B a c Sa n m a y r e t a i n a r e l a t i v e l y s t r o n g r e s i d u a l (- 6 5%

e f f e c t i v e n e s s ) o v e r 1 4 4 0 m i n u t e s (2 4 h o u r s ) a n d t h u s m a y p r o t e c t a g a i n s t

r e c o n t a m i n a t i o n . I t a l s o
,
h o w e v e r ,

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

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

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

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

t r e a t e d w i t h B a c Sa n
,
t h i s d i s i n f e c t a n t m a y n o t b e a g o o d c h o i c e f o r u s e i n t r e a t i n g w a t e r

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

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

s u s c e p t i b l e t o t h e r i s k s p o s e d b y t h e s e c o n s t i t u e n t s
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T h e t u r b i d i t y o f t h e w a t e r c o l l e c t e d f r o m U n i v e r s i t y L a k e o n M a r c h 17
,
2 0 0 8 w a s

u p t o 14 t im e s h i g h e r t h a n t h a t c o l l e c t e d a t t h e o t h e r t h r e e s o u r c e s a n d d a t e s (7 . 3 3 N T U
,

5 . 19 N T U , a n d 1 . 5 4 N T U v e r s u s 2 0 . 9 1 N T U ) . T h i s m a y h a v e c a u s e d v a r i a t i o n i n r e s u l t s ;

i t i s xm k n o w n h o w t u r b i d i t y e f f e c t s t h e e f f i c a c y o f B a c S a n , h o w e v e r .

7 . C o n c l u s i o n s a n d R e c o m m e n d a t i o n s f o r F u r t h e r R e s e a r c h

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

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

e x a m i n e d h e r e . F u r t h e r
,
B a c S a n m a y p o s e p o t e n t i a l r i s k s t o u s e r s d u e i t s c o m p o s i t i o n .

T h e f o l l o w i n g c o n c l u s i o n s c a n b e m a d e :

1 B a c Sa n m e e t s a n d/ o r e x c e e d s t h e 6 - l o g i o p e r f o r m a n c e c r i t e r i a
,
a s s e t b y

t h e U S E P A
,
WH O

,
a n d N SF - I n t e m a t i o n a l

,
f o r t h e i n d i c a t o r b a c t e r i a E

c o l i a n d K t e r r i g e n a

a . F o r E . c o l i
,
t h e m i n im u m c o n c e n t r a t i o n o f B a c S a n t o m e e t t h i s

s t a n d a r d w a s 1 :7 5
,
0 0 0 a t 14 4 0 m i n u t e s (2 4 h o u r s ) .

b . F o r K . t e r r i g e n a , t h e m i n im u m c o n c e n t r a t i o n o f B a c S a n t o m e e t

t h i s s t a n d a r d w a s 1: 5 0 ,
0 0 0 a t 14 4 0 m i n u t e s (2 4 h o u r s ) , o r 1 : 3 5

,
0 0 0

a t 2 4 0 m i n u t e s (4 h o u r s ) .

2 .
B a c Sa n e x c e e d s t h e 4 - l o g i o p e r f o r m a n c e c r i t e r i a

,
a s s e t by th e U S E PA

,

WH O
,
a n d N SF - I n t e m a t i o n a l

,
f o r t h e i n d i c a t o r b a c t e r i o p h a g e M S- 2 a t a

c o n c e n t r a t i o n o f 1 : 5 0 , 0 0 0 i n r a w w a t e r a t a c o n t a c t t im e o f 2 4 h o u r s .

3 . B a c Sa n a c h i e v e s a 1
. 3 2 1- l o g i o r e du c t i o n i n t h e p a th o g e n i c v i r u s

Po l i o v i r u s - l a t a c o n c e n t r a t i o n o f 1 : 3 5 , 0 0 0 a n d a ft e r a c o n t a c t t im e o f 24
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h o u r s . T h i s f a l l s s h o r t o f m e e t i n g t h e 4 - l o g i o r e d u c t i o n s t a n d a r d s e t b y t h e

U S E P A , WH O a n d N SF - i n t e m a t i o n a l .

4 . B a c Sa n c o n t r i b u t e s c o n c e n t r a t i o n s o f c o p p e r a n d n i t r a t e s a b o v e t h o s e

c o n s i d e r e d s a f e f o r h u m a n c o n s u m p t i o n b y t h e U S E P A a n d t h e WH O

a . C o p p e r i s i n e x c e s s o f U S E P A a n d WH O r e c o m m e n d a t i o n s a t a

c o n c e n t r a t i o n > 1 : 1 0 0 , 0 0 0 o f B a c S a n

b . N i t r a t e s a r e i n e x c e s s o f U S E P A a n d WH O r e c o m m e n d a t i o n s a t a

c o n c e n t r a t i o n > 1 : 1 0 0
,
0 0 0 a n d > 1 : 5 0 , 0 0 0 o f B a c S a n ,

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

5 . B a c Sa n c o n t r i b u t e s c o n c e n t r a t i o n s o f a l u m i n u m a n d z i n c a t l e v e l s t h a t

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

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

o f B a c Sa n > 1 : 1 0 0 , 0 0 0 a n d 1: 7 5 , 0 0 0 , r e s p e c t i v e l y .

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

B a c Sa n :

1 . M o r e t r i a l s w i t h P o l i o v i r u s - 1 s h o u l d b e c o m p l e t e d t o p r o v i d e f u r t h e r s u p p o r t

f o r t h e e v i d e n c e p r e s e n t e d i n t h i s s t u dy .

2 . M o r e t r i a l s t o d e t e r m i n e t h e e x t e n t o f i n t e r f e r e n c e w i t h r e g a r d t o P o l i o v i r u s - 1

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

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

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

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

p o l i o v i r u s r e s u l t s p r e s e n t e d i n t h i s s t u d y .

4 . A s t u d y t o d e t e r m i n e h o w t u r b i d i t y e f f e c t s t h e e f fi c a c y o f B a c S a n s h o u l d b e

c o m p l e t e d .
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5 T h e r o t a v i r u s a s s a y s h o u l d b e o p t i m i z e d s u c h t h a t t h e e f f i c a c y o f B a c S a n

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

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

6 .
T h e e f fi c a c y o f B a c S a n a g a i n s t p r o t o z o a n s a n d h e lm i n t h e s s h o u l d b e

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

d e v e l o p i n g w o r l d .

7 . F u r t h e r w o r k w i t h t h e c o m p o s i t i o n o f B a c Sa n t o o p t im i z e i t s e f fi c a c y a n d

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

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

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

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

c h l o r i n e (L a n d e e n e t a l 19 89 ; Y a h y a e t a l 19 9 0) ,
s h o u l d b e fi i r t h e r e x p l o r e d ,

p a r t i c u l a r l y s u c h t h a t t h e n i t r a t e a n d c o p p e r c o n c e n t r a t i o n s i n B a c Sa n c a n b e

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

p r o d u c t .

8 . T h e c o n c e n t r a t i o n o f c o p p e r i n n im i e r o u s
"
b a t c h e s

"
o f B a c S a n s h o u l d b e

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

th e qu a l i t y c o n t r o l o f t h e p r o du c t s
' m a n u f a c t u r e

,
a s w e l l a s t h e m a n n e r i n

w h i c h t h e p r o d u c t a g e s .
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R E F E R E N C E S

" A l u m i n u m H e x a c a r b a m i d e P e r i o d i d e a s a W a t e r D i s i n f e c t a n t .

"

2 0 0 7 . F r e e P a t e n t s

O n l i n e (F P O ) . 1 1 M a r . 2 0 0 8 < h t t p :/ /w w w f r e e p a t e n t s o n l i n e . c o m / 24 9 8 174 . h t m l > .

A lm e i d a
,
J u n e D .

,
T . H a l l , J .

E
. B a n a t v a l a

,
B . M T o t t e r d e l l , a n d I . L C h r y s t i e .

"

T h e

E f f e c t o f T r y p s i n o n t h e G r o w th o f R o t a v i r u s .

"

J o u r n a l o f G e n e r a l V i r o l o g y 4 0

( 19 7 8 ) : 2 13 - 18 .

B o w e n
,
A .

,
H . M a , J . O u , W . B i l l h im e r ,

T . L o n g ,
E . M i n t z ,

R M . H o e k s t r a
,
a n d L u b y ,

S .

" A C l u s t e r - R a n d o m i z e d C o n t r o l l e d T r i a l E v a l u a t i n g t h e E f f e c t o f a H a n dw a s h i n g -

P r o m o t i o n P r o g r a m i n C h i n e s e P r im a r y Sc h o o l s .

" A m J T r o p M e d H y g 7 6

(2 0 0 7 ) : 1 16 6- 1 17 3 . 9 M a r 2 0 0 8 < h t t p :/ /w w w
. n c b i . n lm . n i h . g o v / e n t r e z /

q u e r y . f c g i ? c m d = R e t r i e v e & d b = P u bM e d & d o p t = C i t a t i o n & l i s t _ u i d s = 17 5 5 6 6 3 1> .

B l o d g e t t ,
R o b e r t .

"

A p p e n d i x 2 : M o s t P r o b a b l e N u m b e r f r o m S e r i a l D i l u t i o n s .

" F e b .

2 0 0 6 .
< h t t p :/ /w w w . c f s a n .

f d a . g o v /~ e b a m / b a m - a 2 . h tm l > .

C l a s e n
,
T .

,
I . R o b e r t s ,

e t a l (2 0 0 6 ) .

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

"

B m j 33 4 (7 5 9 7 ) : 7 8 2 .

C l i v e r
,
D . O ( 19 9 7) .

V i r u s t r a n s m i s s i o n v i a f o o d . F o o d T e c h n o l o g y , 5 1 , 7 1- 7 7 .

"

D a t a a n d St a t i s t i c s
"

2 0 0 8 . I n t e r n a t i o n a l M o n e t a r y F u n d 0 1 M a r . 2 0 0 8
< h t t p :/ / w w w . im f . o r g / e x t e m a l /d a t a . h tm >

.

" D i a r r h e a l D i s e a s e .

" I n s t i t u t e f o r O n e W o r l d H e a l t h . 2 0 0 8 . 10 M a r . 2 0 0 8
< h t t p :/ / w w w . o n e w o r l d h e a l t h . o r g / d i s e a s e s / d i a r r h e a . p h p > .

"

D i a r r h e a l D i s e a s e F a c t Sh e e t .

" I n s t i t u t e f o r O n e W o r l d H e a l t h 2 0 0 7 . 9 M a r . 2 0 0 8

< h t t p :/ /w w w o n e w o r l d h e a l t h o r g /p d f /D i a r r h e a l %2 0D i s e a s e % 2 0F a c t % 2 0

Sh e e t . p d f > .

"

D r i n k i n g W a t e r C o n t a m i n a n t s .

"

1 5 F e b . 2 0 0 8 . 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 . 1 1

M a r . 2 0 0 8 < h t t p :/ / w w w . e p a . g O v / s a f e w a t e r / c o n t a m i n a n t s / i n d e x . h tm l # s e c > .

E a t o n
,
A n d r e w G .

,
L e o n o r e S . C l e s c e r i

,
E u g e n e W R i c e

,
a n d A r n o l d E . G r e e n b e r g .

St a n d a r d M e t h o d s f o r t h e 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
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