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DISCUSSION

T y p e - 1  f i m b r i a e  a r e  p r o t e i n a c e o u s  a p p e n d a g e s  
p r o j e c t i n g  f rom t h e  s u r f a c e  o f  many g r a m - n e g a t i v e  b a c t e r i a  
( 3 2 ) .  The p r e s e n c e  and a b u n d a n c e  o f  t y p e - 1  f i m b r i a t e  
b a c t e r i a  i n  a c u l t u r e  was e s t i m a t e d  by t h e  p r e s e n c e  and  
s t r e n g t h  o f  h a e m a g g l u t i n a t i n g  a c t i v i t y  ( 7 ) .  As shown i n  
t a b l e  3 . i t  was  c o n c l u d e d  t h a t  ร . t y p h i m u r i u m  F885 was  t h e  
most  h e a v i l y  f i m b r i a t e d  s t r a i n  and s u i t a b l e  f o r  f i m b r i a l  
p r e p a r a t i o n .

The p r e s e n c e  o f  t y p e - 1  f i m b r i a e  on ร . t y p h i m u r i u m  
F885 was c o n f i r m e d  by t h e  e f f e c t  o f  v a r i o u s  m o n o s a c c h a r i d e s  
on i t s  h a e m a g g l u t i n a t i n g  a c t i v i t y  a g a i n s t  g u i n e a  p i g  
e r y t h r o c y t e s .

I t  was i m p o r t a n t  t o  e s t i m a t e  t h e  i n h i b i t o r y  p o t e n c y  
o f  d i f f e r e n t  c a r b o h y d r a t e s  on a s i n g l e  c u l t u r e  o f  known HP 
b e c a u s e  t h e  MIC o f  a c a r b o h y d r a t e  i s  i n f l u e n c e d  by  t h e  HP 
o f  t h e  c u l t u r e  and by t h e  number o f  MHD u s e d  i n  t h e  t e s t .  
The r e s u l t s  i n  t a b l e  4 show t h a t  D -ma n n o s e  and m e t h y l  OC-D- 
m a n n o p y r a n o s i d e  s t r o n g l y  i n h i b i t e d  t h e  a g g l u t i n a t i o n  o f  GPE 
The a g g l u t i n a t i o n  was so mewh at  s e n s i t i v e  t o  some e x t e n t ,  t o  
D - g l u c o s e  b u t  n o t  t o  D - g a l a c t o s e ,  D - a l t r o s e , L - r h a m n o s e ,
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l a c t o s e  o r  s u c r o s e .  The i n h i b i t i o n  p a t t e r n  i s  s i m i l a r  t o  
t h a t  i n  h a e m a g g l u t i n a t  i o n  by t y p e - 1  f i m b r i a e  f r o m ร̂ . 
t y p h i m u r i u m  LT2 ( 5 5 ) .

Ol d  ( 5 6 )  s t u d i e d  t h e  c a r b o h y d r a t e  i n h i b i t i o n  o f  
h a e m a g g l u t i n a t i o n  by t y p e - 1  f i m b r i a t e d  ร . t y p h i m u r i u m  c e l l s  
and s h o w e d  t h a t  t h e  o c - c o n f i g u r a t i o n  a t  t h e  c - l  p o s i t i o n  i n  
t h e  m a n n o p y r a n o s i d e  m o l e c u l e  and u n m o d i f i e d  h y d r o x y l  g r o u p  
a t  C - 2 ,  c ~ 3 ,  c ~ 4  and C - 6  o f  t h e  D - m a n n o s e  m o l e c u l e  w e r e  
r e q u i r e d  f o r  maximum b i n d i n g  t o  t h e  f i m b r i a l  p r o t e i n .  The  
r e s u l t  o b t a i n e d  w i t h  ร . t y p h i m u r i u m  F885 f i m b r i a e  i n  t h i s  
s t u d y  a g r e e  w i t h  t h e s e  o b s e r v a t i o n s  and s o  c o n f i r m  t h a t  
t h e s e  h a e m a g g l u t i n i n s  a r e  t y p e - 1  f i m b r i a e .  In v i e w  o f  t h e  
s e n s i t i v i t y  and s p e c i f i c i t y  o f  t h e  h a e m a g g l u t i n  i n , t h e s e  
t y p e - 1  f i m b r i a e  may b e  a s c r i b e d  a m a n n o s e - r e c o g n i z i n g  
l e c t i n .

To c o n f i r m  t h e  r o l e  o f  t h e  f i m b r i a e  i n  b a c t e r i a l  
a d h e s i o n  r e q u i r e d  f i m b r i a l  p r e p a r a t i o n s  t h a t  w e r e  f r e e  from  
o t h e r  b a c t e r i a l  s u r f a c e  a n t i g e n s .  T h i s  i s  r e l a t i v e l y  
d i f f i c u l t  t o  a c h i e v e  s i n c e  t h e  f i m b r i a e ,  b e a r i n g  e x t r e m e l y  
h y d r o p h o b i c  p r o t e i n ,  and a r e  e a s i l y  c o n t a m i n a t e d  by  o t h e r  
b a c t e r i a l  s u r f a c e  a n t i g e n s  s u c h  a s  o u t e r  membrane p r o t e i n s  
and l i p o p o l y s a c c h a r i d e .

A number o f  p u r i f i c a t i o n  p r o c e d u r e s  h a v e  b e e n  
p u b l i s h e d ,  s u g g e s t i n g  t h a t  f i m b r i a e  from d i f f e r e n t  s t r a i n s  
p o s s e s s  d i f f e r e n t  p h y s i o c h e m i c a l  p r o p e r t i e s .  The m e th o d  o f
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S a l i t  and G o t s c h l i c h  ( 6 2 ) ,  w i t h  r e p e a t e d  p r e c i p i t a t i o n s  
w i t h  e i t h e r  ammonium s u l f a t e ,  g i v e  q u a n t i t a t i v e  y i e l d s  o n l y  
w i t h  f i m b r i a e  t h a t  a g g r e g a t e  r e a d i l y .  Wi th  o ur  F885 s t r a i n ,  
t h i s  m e t h o d  and m e t h od  o f  K n u t t o n  e t  a l .  ( 1 0 2 )  r e s u l t e d  i n  
p o o r  y i e l d s  o f  f i m b r i a e  and s i g n i f i c a n t  c o n t a m i n a t i o n  w i t h  
o t h e r  s u r f a c e  p r o t e i n  ( t a b l e  5 ) .  The m et h o d  o f  Dodd and  
E i s e n s t e i n  ( 1 0 1 )  w h i c h  m o d i f i e d  and g r e a t l y  s i m p l i f i e d  t h e  
p r o c e d u r e  o f  Ko rho nen  e t  a l .  ( 1 0 7 ) ,  t a k e s  a d v a n t a g e  o f  t h e  
s t a b i l i t y  o f  f i m b r i a e  i n  c o n c e n t r a t i o n s  o f  u r e a  t h a t  d i s ­
a g g r e g a t e  f l a g e l l a ,  r e s u l t e d  i n  h i g h  y i e l d s  o f  f i m b r i a e  and  
n e g l i g i b l e  p r o t e i n  c o n t a m i n a t i o n .

When a n a l y z e d  i n  SDS-PAGE, t y p e - 1  f i m b r i a l  
p r e p a r a t i o n  was f o u n d  t o  be  p u r e  and t o  h a v e  a MW o f  19K 
( F i g . 6 e ) A m i n o r  c o n t a m i n a n t  o f  a MW 18K ( F i  g . 6 e ) ,  w h i c h  
b ec a me  e n r i c h e d  d u r i n g  p u r i f i c a t i o n ,  c o u l d  i n d i c a t e  t h a t  
a n o t h e r  f i m b r i a l  t y p e  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  s t r a i n  o r  t h a t  
i t  i s  o n e  o f  t h e  m u l t i p l e  c o n f o r m a t i o n s  i n  SDS s o l u t i o n  
r e c e n t l y  p o s t u l a t e d  f o r  t h e  t y p e - 1  f i m b r i a e  ( 1 0 5 ) .  H o we v e r ,  
a n a l y s i s  o f  p u r i f i e d  t y p e - 1  f i m b r i a e  by i m m u n o e l e c t r o  
p h o r e s i s  d e m o n s t r a t e s  t h a t  o n l y  o ne  o f  t h e  a n t i g e n s  p r e s e n t  
i n  t h e  c r u d e  e x t r a c t  was  p r e s e n t  i n  t h e  f i n a l  p r e p a r a t i o n  
( F i g . 8 , 9 ) .  The f i m b r i a e  a l s o  r e t a i n  t h e i r  n a t i v e  m o r p h o l o g y  
( F i g . 7 ) and b i o l o g i c a l  a c t i v i t i e s  ( t a b l e  6 ) .

In m i c e  i n f e c t e d  o r a l l y  w i t h  ร . t y p h i m u r i u m , t h e  
P e y e r ’ s p a t c h  t i s s u e  o f  t h e  s m a l l  i n t e s t i n e  r e p r e s e n t s  a 
p r i m a r y  f o c u s  o f  i n f e c t i o n  a s  C a r t e r  and C o l l i n s  h a v e
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d e m o n s t r a t e d  ( 9 9 ) .  Hohmann e t  a l .  ( 1 0 0 )  and S r i s a r t  e t  a l .  
( 1 0 8 )  h a v e  shown t h a t  S a l m o n e l l a  s t r a i n s  a b l e  t o  p r o t e c t  
a g a i n s t  mouse  t y p h o i d ,  s o o n  a p p e a r e d  i n  t h e  P e y e r ’ s  p a t c h e s  
w h e r e  t h e y  m u l t i p l e d  o v e r  t h e  c o u r s e  o f  s e v e r a l  d a y s ,  
S a l m o n e l l a  u n a b l e  t o  p r o l i f e r a t e  i n  t h e  P e y e r ’ s p a t c h e s  d i d  
n o t  p r o v i d e  s u c h  p r o t e c t i o n .

In o u r  s t u d i e s  o f  mouse  p r o t e c t i o n ,  t h e  f i m b r i a t e  
s t r a i n  F885 was c a p a b l e  o f  i n d u c i n g  p r o t e c t i v e  i m m u n i t y ,  
w h e r e a s  n on e  o f  t h e  a n i m a l s  i mmun i z e d  w i t h  t h e  n o n -  
f i m b r i a t e  s t r a i n  F4 92 ,  w e r e  p r o t e c t e d  ( t a b l e  8 ) .  s t r a i n  
F885 and F492 b o t h  e x p r e s s  t h e  E . c o l i  0 Ag 8 a s  t h e i r  s o l e  
0 Ag.  D e s p i t e  o t h e r  d i f f e r e n c e s  i n  t h e s e  two s t r a i n s ,  s u c h  
as  m o t i l i t y ,  g e n e t i c  and p h e n o t y p i c  b a c k  g r o u n d ,  t h e i r  mo s t  
marked d i f f e r e n c e  i n  v i v o  i s  t h e  a b i l i t y  o f  s t r a i n  F885 t o  
m u l t i p l y  and p e r s i s t  w i t h  t h e  s m a l l  i n t e s t i n a l  P e y e r ’ s  
p a t c h e s  w h i l e  s t r a i n  F492 i s  q u i c k l y  e l i m i n a t e d  ( F i g . 1 0 ) .

I t  s e e m mo s t  l i k e l y  t h a t  t h e  m a r k e d l y  d i f f e r e n t  
i m m u n o g e n i c i t y  o f  s t r a i n  F885 and s t r a i n  F492 i s  d e t e r m i n e d  
by t h e i r  r e s p e c t i v e  a b i l i t i e s  t o  c o l o n i z e  t h e  s m a l l  
i n t e s t i n a l  P e y e r ’ s p a t c h e s .  Hohmann e t  a l .  ( 1 0 0 )  h a v e  shown  
t h a t  t h e s e  two s t r a i n  a r e  m a r k e d l y  d i f f e r e n t  w i t h  t h e  
s t r a i n  F885 p r i m i n g  f o r  much i n c r e a s e d  s erum and i n t e s t i n a l  
IgA Ab r e s p o n s e s .  In a d d i t i o n ,  Ag r e p l i c a t i o n  by  s t r a i n  
F885 w i t h  i n  t h e  P e y e r ’ s  p a t c h e s  p r o b a b l y  r e s u l t s  i n  more  
e f f i c i e n t l y  i m m u n i z a t i o n  o f  t h e  w h o l e  a n i m a l .
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The d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  v a c c i n a t e d  and c o n t r o l  
g r o u p s  i n  t h e  i n c i d e n c e  o f  d e a t h  and d i s t r i b u t i o n  o f  
c h a l l e n g e  o r g a n i s m s  i n  P e y e r ’ ร p a t c h e s  and s p l e e n ,  i n d i c a t e  
t h a t  v a c c i n a t i o n  o f  m i c e  w i t h  p u r i f i e d  f i m b r i a e  from s t r a i n  
F885 p r o v i d e s  a c t i v e  p r o t e c t i o n  a g a i n s t  t h e  c h a l l e n g e  w i t h  
t h e  C5 s t r a i n .

Two l i n e s  o f  e v i d e n c e  s u g g e s t  t h a t  a n t i f i m b r i a l  Ab 
was r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  p r o t e c t i v e  e f f e c t s  o b s e r v e d .  F i r s t ,  
t h e  f i m b r i a e  u s e d  f o r  i m m u n i z a t i o n  w e r e  p u r e  by  g e n e r a l l y  
a c c e p t e d  c r i t e r i a  ( 1 0 1 ) .  S e c o n d ,  a n i m a l s  i m m u n i z e d  a g a i n s t  
t h e  t y p e - 1  f i m b r i a e  o f  s t r a i n  F885 w e r e  a f f o r d e d  
s i g n i f i c a n t  p r o t e c t i o n  a g a i n s t  c h a l l e n g e  w i t h  s t r a i n  C5,  a 
s t r a i n  t h a t  d i f f e r e d  f rom F885 w i t h  r e g a r d  t o  t h e  0 
a n t i g e n s  b u t  t h a t  s h a r e d  o t h e r  s u r f a c e  a n t i g e n s .

T h e s e  r e s u l t s  a g r e e  w i t h  t h o s e  r e p o r t e d  by  S r i s a r t  
e t  a l .  ( 1 0 8 ) ,  who h a v e  shown t h a t  t h e r e  was no c o r r e l a t i o n  
b e t w e e n  p r o t e c t i o n  and t h e  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  0 s o m a t i c  
a n t i g e n s  o f  t h e  i m m u n i z i n g  and c h a l l e n g e  s t r a i n s ,  t h e  IgA 
a n t i b o d i e s  m e a s u r e d  w e r e  n o t  r e s p o n s i b l e  f o r  p r o t e c t i o n ,  
t h o u g h  p r o b a b l y  an i n d i c a t i o n  o f  i t .

A l i k e l y  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  p r o t e c t i o n  o b s e r v e d ,  
i s  t h a t  i t  i s  due  t o  a n t i f i m b r i a l  a n t i b o d i e s  w h i c h  p r o b a b l y  
p r e v e n t  a d h e s i o n  o f  s t r a i n  C5 t o  t h e  e p i t h e l i a l  c e l l  
s u r f a c e s .  P r e s u m a b l y ,  Ab t o  f i m b r i a e  p r e v e n t e d  a d h e r e n c e  
by b l o c k i n g  t h e  m a n n o s e - s p e c i f i c  b i n d i n g  d o m a i n s  o f  t h e
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f  i m b r i a e .

L e v i n e  e t  a l .  ( 9 2 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  p r o t e c t i o n  was  
m e d i a t e d  by a m e ch a n i s m  t h a t  was n o t  b a c t e r i c i d a l  and  
p r o b a b l y  i n v o l v e d  Ab a t  t h e  m u c o s a l  s u r f a c e  t h a t  i n t e r f e r e d  
w i t h  a d h e s i o n  o f  b a c t e r i a  t o  c r i t i c a l  m u c o s a l  s i t e s .

P e r r y  e t  a l .  ( 1 0 9 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  when f i m b r i a t e  
b a c t e r i a  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  a n t i f i m b r i a e  Ab , t h e y  b eca me  
c l u m p e d  l e a d i n g  t o  b e t t e r  p h a g o c y t o s i s  by  l e u k o c y t e s .  
Ho we ve r ,  t h e  f a c t  t h a t  a d h e r e n c e  was a l s o  p r e v e n t e d  by  
m o n o v a l e n t  F a b ’ f r a g m e n t s ,  w h i c h  b i n d  t o  t h e  f i m b r i a e  b u t  
w er e  i n c a p a b l e  o f  c a u s i n g  a g g l u t i n a t i o n ,  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  
Ab had a d i r e c t  e f f e c t  on t h e  a d h e s i v e  p r o p e r t i e s  o f  t h e  
b a c t e r i a  ( 1 1 0 ) .

S i n c e  ร . t y p h i  i s  e x c l u s i v e l y  a human p a t h o g e n ,  and  
r e m a i n s  a s e r i o u s  p u b l i c  h e a l t h  i n  T h a i l a n d  and o t h e r  
d e v e l o p i n g  c o u n t r i e s  ( 1 1 1 , 1 1 2 ) .  A s u i t a b l e  v a c c i n e  t o  
c o n t r o l  S a l m o n e l l o s i s  i s  n o t  c u r r e n t l y  a v a i l a b l e .  At 
p r e s e n t ,  v a r i o u s  t y p h o i d  v a c c i n e s  a r e  i n  u s e  a r o u n d  t h e  
w o r l d ,  b u t  a l l  c o n s i s t  o f  w h o l e  c e l l s  k i l l e d  i n  d i f f e r e n t  
w a y s ,  s u c h  a s  h e a t  k i l l e d - p h e n o l  p r e s e r v e d ,  a c e t o n e  k i l l e d .  
A l t h o u g h  many o f  t h e s e  p a r e n t e r a l  v a c c i n e s  h a v e  b e e n  shown  
i n  s e v e r a l  c o n t r o l l e d  f i e l d  t r i a l s  t o  c o n f e r  s i g n i f i c a n t  
p r o t e c t i o n  t o  p e r s o n s  l i v i n g  i n  a r e a s  w h e r e  t y p h o i d  f e v e r  
i s  e n d e m i c  ( 1 1 3 , 1 1 4 , 1 1 5 , 1 1 6 , 1 1 7 , 1 1 8 ) ,  t h e y  do f r e q u e n t l y  
c a u s e  a d v e r s e  r e a c t i o n s  s u c h  a s ,  f e v e r ,  i n t e n s e  l o c a l
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2 . 2  a s  ma n n o s e  -  r e c o g n i z i n g  l e c t i n ,  t h e  o c -  
c o n f i g u r a t i o n  a t  t h e  c - l  p o s i t i o n  and u n m o d i f i e d  h y d r o x y l  
g r o u p  a t  C - 2 ,  c ~ 3 ,  c ~ 4 ,  and C - 6  o f  D - ma n no se  m o l e c u l e  a r e  
r e q u i r e d  f o r  maximum b i n d i n g  t o  t h e  f i m b r i a l  p r o t e i n .

2 . 3  t h e  d i a m e t e r s  a r e  6 nm and r e t a i n  t h e i r  
n a t i v e  m o r p h o l o g y  i n  t h e  p u r i f i c a t i o n  p r o c e s s .

2 . 4  h a v e  a a p p r o x i m a t e  MW o f  19K.
2 . 5  a s  i mmunogen,  c a p a b l e  o f  i n d u c i n g  

p r o t e c t i o n  i n  m i c e .

3 .  F i m b r i a t e  b a c t e r i a l  s t r a i n s  a r e  a b l e  t o  c o n f e r  
p r o t e c t i o n  a g a i n s t  a v i r u l e n t  mouse  t y p h o i d  s t r a i n  w h e r e  as  
n o n - f i m b r i a t e  s t r a i n s  c a n n o t .

4 .  The LPS o f  p r o t e c t i v e  s t r a i n  seem t o  p l a y s  no 
p a r t  i n  p r o t e c t i o n .

5 .  T y p e - 1  f i m b r i a e  a f f o r d  s i g n i f i c a n t  p r o t e c t i o n  
a g a i n s t  c h a l l e n g e  w i t h  mouse  t y p h o i d .  6

6 .  The d a t a  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  h y p o t h e s i s  
t h a t  t y p e - 1  f i m b r i a e  o f  s t r a i n  C5 a c t  a s  v i r u l e n c e  f a c t o r s  
by f a c i l i t a t i n g  a d h e s i o n  t o  i n t e s t i n a l  e p i t h e l i a .
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