
CHAPTER II

MAT E R I AL S  AND METHODS

1 .  E x p e r i m e n t a l  A n i m a l s

1 . 1  M i c e

M a l e  B A L B / c J  m i c e  8 t o  12  w e e k s  o f  a g e  w e r e  k i n d l y  

s u p p l i e d  b y  D e p a r t m e n t  o f  V e t e r i n a r y  M e d i c i n e ,  AF R I M,  

B a n g k o k  a n d  u s e d  t h r o u g o u t  t h e s e  s t u d i e s .  F i v e  m i c e  w e r e  

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

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

1 . 2  R a b b  i t s

Ne w Z e a l a n d  w h i t e  r a b b i t s  w e r e  k i n d l y  s u p p l i e d  b y  

S c i e n c e  D i v i s i o n ,  T h a i  R e d  C r o s s  S o c i e t y  ( Q u e e n  S a o v a b h a  

M e m o r i a l  I n s t i t u t e ) ,  B a n g k o k .

2 .  B a c t e r i a l  S t r a i n s

2 . 1  D e s c r i p t i o n  o f  S t r a i n s

T h e s e  a r e  s u m m a r i z e d  i n  T a b l e  2 . A l l  t h e s e  s t r a i n s  

w e r e  k i n d l y  s u p p l i e d  b y  D e p a r t m e n t  o f  M i c r o b i o l o g y  a n d
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T a b l e  2 D e s c r i p t i o n  o f  b a c t e r i a l  s t r a i n s

S t r a i n D e s c r i p t i o n

S e r o t y p e

0  Ag H Ag

ร . t y p h i m u r i u m F 8 8 5 h i s +  h y b r i d  f r o m  Ê . 

c o l i  H f r 5 9 x S . t y p h i m u  

r i u m  1 5 9 1  ( h i s - )

E . c o l i  8 i  : 1 , 2

E . c o l i  F 4 9 2 K - m u t a n t  o f  E . c o l i  E 

5 6 b  ( 0 8 - . K 2 7 )

8 n o n

m o t  i l e

ร . t y p h i m u r i u m C5 1 , 4 , 5 , 1 2 i  : 1 , 2

ร .  S t r a s b o u r g 9 , 4 6 d :  1 , 7

ร . e n t e r  i t i d i s 1 1RX 1 , 9 , 1 2 g :  m

ร . t y p h i m u r i u m M2 0 6 1 , 4 , 5 , 1 2 i :  1 , 2



I m m u n o l o g y  U n i v e r s i t y  o f  A d e l a i d e ,  A u s t r a l i a .

T h e  h y b r i d  s t r a i n s ,  F 8 8 5  w e r e  o r i g i n a l l y  r e c e i v e d  

f r o m  D r .  G . S c h m i d t  o f  t h e  Ma x  P l a n c k  I n s t i t u t e ,  F r e i b u r g ,  

F e d e r a l  R e p u b l i c  o f  G e r m a n y .

2 . 2  S t r a i n  M a i n t e n a n c e

A l l  t h e s e  s t r a i n s  w e r e  s t o r e d  a s  l y o p h y l i z e d  

c u l t u r e  a t  4 ° c .  F o r  r o u t i n e  u s e ,  a l l  l y o p h y l i z e d  c u l t u r e s  

w e r e  g r o w n  o n  t e t r a z o l i u m - l a c t o s e  ( T Z / L A C )  a g a r  p l a t e s  ( s e e  

A p p e n d i x  1 - 3 )  a n d  a  s i n g l e  c o l o n y  w a s  t r a n s f e r r e d  a n d  k e p t  

i n  s e m i - s o l i d  a g a r  ( s e e  A p p e n d i x  1 - 2 )  s t o c k  b o t t l e s  a t  4 c.

2 . 3  S t r a i n  P r o p a g a t i o n

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

b o t t l e s  w e r e  g r o w n  o n  T Z / L A C  a g a r  p l a t e s  a n d  a  s i n g l e  

c o l o n y  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  b r a i n  h e a r t  i n f u s i o n  ( B H I )  b r o t h  

a t  37°c f o r  1 8  h .  T h e s e  c u l t u r e s  w e r e  d i l u t e d  1 : 1 0  w i t h  

f r e s h  BHI  b r o t h  a n d  i n c u b a t e d  a s  a  s h a k i n g  c u l t u r e  f o r  3 h .  

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

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

b y  o p t i c a l  d e n s i t y  a t  w a v e l e n g t h  o f  6 5 0  nm a n d  c o n f i r m e d  b y  

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

c u l t u r e s  w a s  a b o u t  2 x l 0 9 o r g a n i s m / m l



3 2

3 .  H e a m a g g l u t i n a t i o n  T e s t

A c i d  c i t r a t e  d e x t r o s e - t r e a t e d  GPE ( s e e  A p p e n d i x  I I -

1 . 2 )  w e r e  w a s h e d  t w i c e  i n  NSS a n d  m a d e  u p  t o  1 % i n  0 . 1  M 

P B S - B S A  ( s e e  A p p e n d i x  I I - 1 . 4 )  5 0  J i l  o f  a  1% GPE w a s  a d d e d  

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

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

o v e r n i g h t  a t  4 ° c  b e f o r e  r e a d i n g

3 . 1  T h e  m i n i m u m  h a e m a g g l u t i n a t i n g  d o s e  ( MHD)  o f  

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

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

g a v e  v i s i b l e  HA.

3 . 2  T h e  m i n i m u m  h a e m a g g l u t i n a t i n g  c o n c e n t r a t i o n  ( MHC)  

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

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

t h a t  g a v e  v i s i b l e  HA.

3 . 3  T h e  h a e m a g g l u t i n a t i n g  p o w e r  ( H P )  o f  a  c u l t u r e  w a s  

m e a s u r e d  a s  1 0 11 d i v i d e d  b y  MHD o f  b a c t e r i a / m l  ( 1 2 ) .

4 .  H a e m a g g l u t i n a t i o n - i n h i b i t i o n  T e s t

S e r i a l  d o u b l i n g  d i l u t i o n  o f  a  10% s o l u t i o n  o f  t h e  

c a r b o h y d r a t e  w e r e  m a d e  w i t h  a  1% s u s p e n s i o n  o f  GPE a s  

d i l u e n t  ( s e e  A p p e n d i x  I I - 1 . 3 ) .  5 0  l i l  o f  e a c h  d i l u t i o n  w a s

m i x e d  w i t h  e q u a l  v o l u m e  o f  t h e  f i m b r i a t e  b a c t e r i a l
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s u s p e n s i o n  ( 4 MHD)  a n d  l e f t  o v e r n i g h t  a t  4 ° c  b e f o r e  r e a d i n g .

4 . 1  T h e  m i n i m u m  i n h i b i t o r y  c o n c e n t r a t i o n  ( M I C )  o f  t h e  

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

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

p r e v e n t e d  HA.

5 .  F i m b r i a l  P r e p a r a t i o n

A f t e r  g r o w t h  f o r  4 8  h  i n  s t a t i c ,  a e r o b i c  BHI  b r o t h ,  

t h e  ร . t y p h i m u r i u m  F 8 8 5  f i m b r i a e  w e r e  p u r i f i e d  a c c o r d i n g  t o :

5 . 1  T h e  m e t h o d  o f  D o d d  a n d  E i s e n s t e i n  ( 1 0 1 )

T h e  b a c t e r i a  w e r e  c o l l e c t e d  b y  c e n t r i f u g i n g  f o r  10  

m i n  a t  1 0 , 0 0 0  x g  a t  4 ° c .  B a c t e r i a  w e r e  w a s h e d  w i t h  0 . 5 %  

N a C l  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  5 mM T r i s  b u f f e r ,  pH 7 . 8  ( s e e  

A p p e n d i x  I I - 2 . 1 . 1 ) .  F i m b r i a e  w e r e  r e m o v e d  b y  m e c h a n i c a l  

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

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

s e d i m e n t e d  a t  2 7 , 0 0 0  x g  f o r  3 0  m i n ,  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  

t h e n  s u b j e c t e d  t o  u l t r a  c e n t r i f u g a t i o n  a t  2 7 0 , 0 0 0  x g  f o r  

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

s m a l l  v o l u m e  o f  5 M u r e a  5 mM t r i s ,  pH 7 ( s e e  A p p e n d i x  I I -

2 . 1 . 2 ) ,  a n d  i n c u b a t e d  f o r  1 8  h  a t  3 7 ° c .  T h e  u r e a  b u f f e r  

m i x t u r e  w a s  s u b s e q u e n t l y  d i l u t e d  t o  1 M b y  a d d i t i o n  o f  a n  

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

l a y e r e d  o n  t o p  o f  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  1 M s u c r o s e - 1  M u r e a -
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5 mM T r i s  ( s e e  A p p e n d i x  ท - 2 . 1 . 3 ) ,  a n d  p u r e  f i m b r i a e  w e r e  

o b t a i n e d  b y  c e n t r i f u g i n g  f o r  1 6  h  a t  2 0 0 , 0 0 0  x g  i n  a  5 5 P - 7 2  

U l t r a - c e n t r i f u g e  ( H I T A C H I  I n s t r u m e n t s ) .

5 . 2  T h e  m e t h o d  o f  K n u t t o n  e t  a l .  ( 1 0 2 )

B a c t e r i a  w e r e  h a v e s t e d  a n d  s u s p e n d e d  i n  0 . 1  M P B S ,  

pH 7 . 2  ( s e e  A p p e n d i x  I I - 2 . 2 . 1 )  a n d  s h e a r e d  b y  t h r e e  5 - m i n  

t r e a t m e n t s  i n  a  U l t r a - T u r r a x  h o m o g e n i z e r  ( J a n k e  a n d  H u n k e l ,  

W e s t  G e r m a n y )  w i t h  c o o l i n g  b e t w e e n  e a c h  s h e a r i n g .  T h e  

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

x g  f o r  15  m i n ,  a n d  o u t e r  m e m b r a n e  v e s i c l e s  w e r e  r e m o v e d  b y  

c e n t r i f u g a t i o n  f o r  2 h  a t  4 5 , 0 0 0  x g .  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  c e n t r i f u g e d  a t  1 9 0 , 0 0 0  x g  f o r  2 h ,  a n d  t h e  

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

o f  P B S .  T h e  f i m b r i a l  s u s p e n s i o n  w a s  a p p l i e d  t o  a s e l f 

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

d e n s i t y  o f  1 . 2 9  g / c m 3 ( s e e  A p p e n d i x  I I  -  2 . 2 . 2 )  a n d  

c e n t r i f u g e d  a t  1 6 0 , 0 0 0  X g  f o r  1 8  h .

5 . 3  T h e  m e t h o d  o f  S a l i t  a n d  G o t s c h l i c h  ( 6 2 )

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

1 0 , 0 0 0  x g  a t  4 c  f o r  2 0  m i n  i n  a  J 2 - 2 1  c e n t r i f u g e  ( B e c k m a n  

I n s t r u m e n t s )  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  0 . 0 5  M T r i s - H C l ,  p H 7 . 8  

( s e e  A p p e n d i x  แ - 2 . 3 . 1 ) .  T h i s  b a c t e r i a l  s u s p e n s i o n s  w a s  

t h e n  m i x e d  a t  t o p  s p e e d  f o r  2 m i n  i n  a  S o r v a l l  O m n i m i x e r  

( D u p o n t  I n s t r u m e n t s ) .  T h e  d e f i m b r i a t e d  b a c t e r i a  w e r e
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s e d i m e n t e d  a t  1 0 , 0 0 0  x g  a t  4 ° c  f o r  2 0  m i n .  T h e  s u p e r n a t a n t  

w a s  d e c a n t e d  a n d  s p u n  a t  1 0 , 0 0 0  x g  f o r  3 0  m i n  t o  r e m o v e  a n y  

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

0 . 1  M s o d i u m  a c e t a t e  b u f f e r ,  p H 3 . 9  ( s e e  A p p e n d i x  I I - 2 . 3 . 2 )  

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

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

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

S a t u r a t e d  a m m o n i u m  s u l f a t e  ( s e e  A p p e n d i x  I I - 2 . 3 . 3 )  w a s  

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

f i n a l  v o l u m e  o f  1 0 %.  F i m b  r i a l  a g g r e g a t e s  w e r e  t h e n  

c o l l e c t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  4 , 0 0 0  x g  f o r  15  m i n  a n d  

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

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

c h l o r i d e  s o  t h a t  t h e  d e n s i t y  o f  t h e  m i x t u r e  w a s  1 . 3 0  g / c m 3 

( s e e  A p p e n d i x  1 1 - 2 , 3 . 4 )  a n d  t h e  f i m b r i a l  c o n c e n t r a t i o n  

1 0 0  p g / m l .  C e n t r i f u g a t i o n  w a s  t h e n  c a r r i e d  o u t  u s i n g  

p o l y a l l o m e r  t u b e s  a t  4 ° c  w i t h  a  s w i n g i n g  b u c k e t  r o t o r  a t

1 6 0 . 0 0 0  x g  f o r  1 8  h i n  a  L 8 - 7 0  U l t r a - c e n t r i f u g e  ( B e c k m a n  

I n s t r u m e n t s ) .

6 .  P r o t e i n  E s t i m a t i o n

P r o t e i n  c o n t e n t  w a s  e s t i m a t e d  a c c o r d i n g  t o  L o w r y  

e t  a l .  ( 1 0 3 ) ,  w i t h  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  a s  t h e  s t a n d a r d .  To  

0 . 5  m l  o f  s a m p l e  w a s  a d d e d  3 m l  o f  s o l u t i o n  c ( s e e  A p p e n d i x  

I I - 3 . 3 ) .  T h i s  m i x t u r e  w a s  b l e n d e d  w i t h  a  V o r t e x  m i x e r  a n d  

a l l o w e d  t o  r e a c t  f o r  10 m i n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  0 . 3  m l  o f  

s o l u t i o n  D ( s e e  A p p e n d i x  I I - 3 . 4 )  w a s  a d d e d  a n d  t h e  s o l u t i o n
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w a s  i m m e d i a t e l y  m i x e d .  T h e  s a m p l e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  

3 0  m i n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  t h e n  r e a d  i n  a  s p e c t r o p h o t o 

m e t e r  a t  6 5 0  n m.

7.  E l e c t r o n  M i c r o s c o p y

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

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

w i t h  2% ( w / v )  o f  p h o s p h o t o n g s t i c  a c i d  i n  0 . 1  M P B S ,  p H 6 . 5  

( s e e  A p p e n d i x  I I - 4 . 1 )  a n d  e x a m i n e d  w i t h  a n  J E M - 2 0 0  c x  
e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  ( J E O L  I n s t r u m e n t s ) .

8 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  F i m b r i a l  P u r i t y  a n d  MW

8 . 1  I m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s

I E P  w a s  p e r f o r m e d  w i t h  1 . 5 %  n o b l e  a g a r  ( s e e  A p p e n d i x  

I I - 5 . 2 )  i n  s o d i u m  b a r b i t a l  b u f f e r ,  pH 8 . 2  ( s e e  A p p e n d i x  I I -  

5 . 1 )  a t  a  v o l t a g e  o f  1 5 0  V o t t , 1 1 / 2  h .  D e p e n d i n g  u p o n  t h e  

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

p r e p a r e d  a g a i n s t  e i t h e r  t h e  w h o l e  c e l l  o f  ร . t y p h i m u r i u m  F 8 8 5  

Ag o r  p u r i f i e d  t y p e - 1  f i m b r i a e  Ag .

8 . 2  Sod i um D o d e c y l  รน1f a t e ~ P o l y a c r y 1 a m i de  Gel  

E l e c t r o p h o r e s i s

S D S - P A G E  w a s  p e r f o r m e d  i n  0 . 6 - mm t h i c k ,  1 2 . 5 %  s l a b  

g e l s  b y  t h e  s y s t e m  o f  L a e m m l i  ( 1 0 4 ) .
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8 . 2 . 1  P r e p a r a t i o n  o f  E l e c t r o p h o r e s i s  G e l s

The s e p a r a t i n g  g e l  m i x t u r e  ( s e e  A p p e n d i x  I I  

- 6 . 2 )  was  p o u r e d  i n  t h e  g l a s s  p l a t e .  T a k i n g  c a r e  t h a t  no 

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

h a r d e n s ,  a f ew d r o p s  o f  w a t e r  we r e  c a r e f u l l y  l a y e r e d  on t o p  

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

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

s o l u t i o n  ( s e e  A p p e n d i x  I I - 6 . 3 )  was  a d d e d .  The g e l  was k e p t  

a t  room t e m p e r a t u r e  f o r  a b o u t  an h o u r  t o  a l l o w  c o m p l e t e  

p o l y m e r i z a t o n .

ธ . 2 . 2  E l e c t r o p h o r e s i s

S a m p l e s  o f  f i m b r i a e  we r e  d i s s o c i a t e d  b e f o r e  

e l e c t r o p h o r e s i s  by  b e i n g  h e a t e d  i n  a c i d  ( 1 8 , 1 0 5 )  t o  100 c 

f o r  5 mi n ,  c o o l e d ,  n e u t r a l i z e d ,  mi x e d  4 : 1  w i t h  s a m p l e  

b u f f e r  ( s e e  A p p e n d i x  I I - 6 . 4 )  h e a t e d  t o  100 c f o r  2 mi n ,  and  

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

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

I I - 6 . 5 ) .  A c o n s t a n t  c u r r e n t  o f  15 mA was t h e n  a p p l i e d  u n t i l  

t h e  m a r k e r  d ye  h a d  moved t o  1 cm f r o m t h e  a n o d a l  e nd  o f  t h e  

g e l  .

8 . 2 . 3  S t a i n i n g  a n d  D e s t a i n i n g

The g e l  was  i m m e r s e d  i n  s t a i n i n g  s o l u t o n  

( s e e  A p p e n d i x  I I - 6 . 8 )  f o r  a t  l e a s t  1 h,  t h e n  d e s t a i n e d
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by d i f f u s i o n  a g a i n s t  s e v e r a l  c h a n g e s  o f  f i x i n g  s o l u t i o n  

( s e e  A p p e n d i x  I I - 6 . 7 ) .  The g e l  was  s t o r e d  i n  t h e  d e s t a i n i n g  

s o l u t i o n  ( s e e  A p p e n d i x  I I - 6 . 9 ) .

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

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

d i s t a n c e  o f  t h e  b r o m p h e n 01 b l u e  t r a c k i n g  dy e  f r o m t o p  o f  

t h e  g e l .  The Rf  v a l u e s  we r e  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  known 

m o l e c u l a r  w e i g h t s  on s e m i - l o g a r i t h m i c  p a p e r  ( F i g . 3 ) .

9.  Immune Ser um

9 . 1  Ab A g a i n s t  ร . t y p h i m u r i u m  F885 a n d  E . c o l i  F492

R a b b i t s  we r e  i mmu n i z e d  by  s u b c u t a n e o u s  i n j e c t i o n s  

a t  4 s i t e s  o f  5 x 1 0 s h e a t - k i l l e d  b a c t e r i a l  c e l l s  s u s p e n d e d  i n  

NSS,  e m u l s i f i e d  w i t h  an e q u a l  v o l u me  o f  F r e u n d ’ s c o m p l e t e  

a d j u v a n t ,  e v e r y  week  f o r  4 we e ks  a n d  t h e  r a b b i t s  w e r e  b l e d  

7 d a y s  t h e r e a f t e r .

9 . 2  Ab A g a i n s t  T y p e - 1  F i m b r i a e

500 Jig p u r i f i e d  t y p e - 1  f i m b r i a e  w e r e  s u s p e n d e d  i n  

1 ml e m u l s i f i e d  w i t h  an e q u a l  v o l u me  o f  F r e u n d ’ s c o m p l e t e  

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

F i g .  3 C a l i b r a t i o n  c u r v e  f o r  MW d e t e r m i n a t i o n  by  SDS-  
PAGE. S t a n d a r d  p r o t e i n  w e r e  BSA ( 6 6 K ) ,  o v a l b u m i n  
( 4 5 K ) , p e p s i n  ( 3 4 . 7 K ) ,  t r y p s i n o g e n  ( 2 4 K ) ,  B - l a c t o  
g l o b u l i n  ( 1 8 . 4 K ) ,  and l y s o z y m e  ( 1 4 . 3 K) .
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week f o r  3 w e e k s ;  t h e y  w e r e  b l e d  7 d a y s  a f t e r  the-', l a s t  o f  
i n j e c t i o n .

B l o o d  was o b t a i n e d  by p u n c t u r e  o f  t h e  e a r  v e i n  and 
was c l o t t e d  a t  room t e m p e r a t u r e ,  t h e  s e r u m  was c o l l e c t e d  
and t h e  p r e s e n c e  o f  Ab a g a i n s t  w h o l e  b a c t e r i a  and p u r i f i e d  
f i m b r i a e  w e r e  c h e c k e d  by a b a c t e r i a l  a g g l u t i n a t i o n  t e s t .

S a l m o n e l l a  0 g ro u p  B a n t i s e r u m  (BBL) was u s e d  f o r  
Ab a g a i n s t  ร . t y p h i m u r i u m  C5

10 .  B a c t e r i a l  A g g l u t i n a t i o n

S l i d e  a g g l u t i n a t i o n  w e r e  p e r f o r m e d  by  p l a c i n g  20 n l  
o f  a n t i s e r u m  and a l o o p  o f  b a c t e r i a l  c o l o n y  on a m i c r o s c o p e  
s l i d e .  A g g l u t i n a t i o n  was a s s e s s e d  v i s u a l l y  o v e r  a l ~mi n  
p e r i o d  c omp a r e d  t o  a c o n t r o l  s u s p e n s i o n  o f  t h e  b a c t e r i a  i n  
NSS .

11 .  LD50 D e t e r m i n a t i o n

Groups  o f  e i g h t  m i c e  w e r e  f e d  o r a l l y  w i t h  t e n - f o l d  
d i l u t i o n s  o f  ร . t y p h i m u r i u m  C 5 . M o r t a l i t y  was  r e c o r d e d  o v e r  
30 d a y s ,  and t h e  LD50 d e t e r m i n e d  by  t h e  m e t h o d  o f  Reed and
Muench ( 1 0 6 ) .
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P r o p o r t i o n a l  d i s t a n c e
5 0 % -  ( m o r t a l i t y  a t  d i l u t i o n  n e x t  b e l o w )

( m o r t a l i t y  n e x t  a b o v e ) - ( m o r t a l i t y  n e x t  b e l o w )

LD50 = [ l o g  o f  d i l u t i o n  t i t e r  l o w e r  t h a n  50% m o r t a l i t y  + 
( p r o p o r t i o n a l  d i s t a n c e  X l o g  o f  d i l u t i o n  f a c t o r ) ]

12 .  O r a l  I m m u n i z a t i o n  and O r a l  I n f e c t i o n

Mi c e  w e r e  f e d  0 . 2  ml o f  50% s a t u r a t e d  NaHC03 
s o l u t i o n  ( s e e  A p p e n d i x  I I - 7 . 1 )  f o l l o w e d  i n  a f e w  m i n u t e s  by  
0 . 2  ml o f  a s u s p e n s i o n  o f  t h e  i m m u n i z i n g  o r  c h a l l e n g e  
o r g a n i s m .  T h e s e  w e r e  d e l i v e r e d  i n t r a g a s t r i c a l l y  by a 
s y r i n g e  f i t t e d  w i t h  a b l u n t - e n d e d  19 g a u g e  n e e d l e .

13 .  R e c o v e r y  and E n u m e r a t i o n  o f  B a c t e r i a  from Mi ce

At s p e c i f i e d  t i m e s  a f t e r  o r a l  d o s i n g ,  g r o u p s  o f  
f i v e  m i c e  w e r e  k i l l e d  by c e r v i c a l  d i s l o c a t i o n ,  and t h e i r  
s p l e e n s  and P e y e r ’ s p a t c h e s  w e r e  r e mo v ed  a s e p t i c a l l y .  
Or g a n s  w e r e  h o m o g e n i z e d  s e p a r a t e l y  i n  i c e - c o l d  s a l i n e  w i t h  
an U l t r a  -  T u r r a x  h o m o g e n i z e r .  T h e s e  h o m o g e n a t e s  w e r e  
a p p r o p r i a t e l y  d i l u t e d  and s p r e a d  on t h e  s u r f a c e  o f  TZ/LAC 
a g a r ,  w h i c h  w e r e  t h e n  i n c u b a t e d  f o r  18 h a t  37 c .  The  
r e c o v e r e d  c o l o n i e s  w e r e  c o u n t e d ,  and t h e  number o f  
o r g a n i s m s  r e c o v e r e d  f rom t h e  h o m o g e n i z e d  P e y e r 5 p a t c h e s  and  
s p l e e n  from e a c h  mouse  was r e c o r d e d  and t h e  g r o u p  a v e r a g e
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o b t a i n e d .  The i d e n t i t y  o f  t h e  b a c t e r i a l  c o l o n i e s  was  
c o n f i m e d  by  a g g l u t i n a t i o n  i n  s p e c i f i c  a n t i s e r u m .

1 4 .  Mouse P r o t e c t i o n  T e s t

1 4 . 1  I m m u n i z a t i o n

Group o f  m i c e  ( 3 0 - 4 0  p e r  g r o u p )  w e r e  i m m u n i z e d  
w i t h  e i t h e r  t h e  l x i o 10 v i a b l e  o r g a n i s m s  o f  ร . t y p h i m u r i u m  
F885 o r  E . c o ] i  F492 by o r a l  r o u t e .  The t h i r d  g r o u p  was  
i mmun i z e d  w i t h  50 pg o f  f i m b r i a e  i n t r a p e r i t o n e a l y  on d ay  0 
and s u b c u t a n e o u s l y  on day  12 .  The c o n t r o l  f o r  e a c h  g r o u p  
r e c e i v e d  s a l i n e .

1 4 , 2  D e t e r m i n a t i o n  o f  P r o t e c t i o n

C o n t r o l  and i mmun i z e d  g r o u p s  w e r e  c h a l l e n g e d  
w i t h  a l e t h a l  d o s e s  o f  1 , 0 0 0  LD50 o f  ร . t y ph i mur i u r n  C5 
(mo us e  t y p h o i d )  o r a l l y  21 d a y s  a f t e r  b a c t e r i a l  i m m u n i z a t i o n  
and 15 d a y s  a f t e r  f i m b r i a l  i m m u n i z a t i o n .

1 4 . 2 . 1  The d a i l y  d e a t h  c o u n t  was r e c o r d e d ,  and  
a f t e r  30 d a y s  t h e  p e r c e n t a g e  o f  s u r v i v a l  i n  e a c h  g r o u p  was  
c a l c u l a t e d .

1 4 . 2 . 2  E n u m e r a t i o n  o f  v i a b l e  ร . t y p h i m u r i u m  C5 
i n  t h e  P e y e r ’ ร p a t c h e s  and s p l e e n  o f  b o t h  c o n t r o l  and
i mmun i z e d  g r o u p s .
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