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D i s .  S u p p l . 1 3 3 ,  8 3 - 9 5 ,  1 9 8 2 .

9 3 .  S i e g e l ,  M . ,  D.  O l s e n ,  c .  C r i t c h l o w ,  a n d  T . M.  B u c h a n a n ,
" G o n o c o c c a l  P i l i :  S a f e t y  a n d  I m m u n o g e n i c i t y  i n  
Huma n  a n d  A n t i b o d y  F u n c t i o n s  i n  V i t r o , "  J . 
I n f e c t . P i s ■ , 1 4 5 ,  3 0 0 - 3 0 9 ,  1 9 8 2 .

9 4 .  A n g e r m a n ,  C . R . ,  a n d  T . K .  E i s e n s t e i n ,  " C o r r e l a t i o n  o f
t h e  P u r a t i o n  a n d  M a g n i t u d e  o f  P r o t e c t i o n  
A g a i n s t  S a l m o n e l l a  I n f e c t i o n  A f f o r d e d  b y  
V a r i o u s  V a c c i n e s  w i t h  A n t i b o d y  T i t e r s , "  I n f e c t . 
I m m u n . 1 2 7 ,  4 3 5 - 4 4 3 , 1 9 8 0 .

9 5 .  C o l l i n s ,  F . M . ,  " I m m u n i t y  t o  E n t e r i c  I n f e c t i o n  i n  M i c e , "
I n f e c t . I m m u n . 1 1 ,  2 4 3 - 2 5 0 ,  1 9 7 0 .

9 6 .  G e r m a n i e r ,  R . ,  " I m m u n i t y  i n  E x p e r i m e n t a l  S a l m o n e l l o s i s
I I I .  C o m p a r a t i v e  I m m u n i z a t i o n  w i t h  V i a b l e  a n d
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H e a t  -  I n a c t i v a t e d  C e l l s  o f  S a l m o n e l l a  
t y p h i m u r i u m 1 ” I n f e c t . I mr n u n . ,  5 ,  7 9 2 - 7 9 7 ,  1 9 7 2 .

9 7 .  H o h m a n n ,  A . W . ,  G.  S c h m i d t ,  D.  R o w l e y ,  " I n t e s t i n a l
C o l o n i z a t i o n  a n d  V i r u l e n c e  o f  S a l m o n e l l a  i n  
M i c e , "  I n f e c t . I mr n u n . 1 2 2 ,  7 6 3 - 7 7 0 ,  1 9 7 8 .

9 8 .  W r a y ,  c . ,  W . J .  S o j k a ,  D . G .  P r i t c h a r d ,  a n d  J . A .  M o r r i s ,
" I m m u n i z a t i o n  o f  A n i m a l s  w i t h  G a l  E M u t a n t s  o f  
S a l m o n e l l a  t y p h i m u r i u m 1 " D e v e l o . B i o l . S t a n d a r d . 
5 3 ,  4 1 - 4 6 ,  1 9 8 3 .

9 9 .  C a r t e r ,  P . B . ,  F . M.  C o l l i n s ,  " T h e  R o u t e  o f  e n t e r i c
I n f e c t i o n  i n  N o m a l  M i c e , "  J . E x p . M e d . 1 
1 3 9 , 1 1 8 9 - 1 2 0 3 ,  1 9 7 4 .

1 0 0 .  H o h m a n n ,  A . W . ,  G.  S c h m i d t ,  D.  R o w l e y ,  " I n t e s t i n a l  a n d
S u r u m  A n t i b o d y  R e s p o n s e s  i n  M i c e  A f t e r  O r a l  
I m m u n i z a t i o n  w i t h  S a m o n e l l a ,  E s c h e r i c h e a  CO 1 i  , 
a n d  S a l m o n e l l a - E s c h e r i c h i a  H y b r i d  S t r a i n s , "  
I n f e c t . I mr n u n . ,  2 5 ,  2 7 - 3 3 ,  1 9 7 9 .

1 0 1 .  D o d d ,  D . C . ,  a n d  B . I .  E i s e n s t e i n ,  " A n t i g e n i c
Q u a n t i t a t i o n  o f  T y p e l  F i m b r i a e  o n  t h e  S u r f a c e  
o f  E s c h e r i c h i a  c o l i  C e l l s  b y  a n  E n z y m e  -  L i n k e d  
I m m u n o s o r b e n t  I n h i b i t i o n  A s s a y , "  I n f e c t .  I mr n u n . 
3 8 ,  7 6 4 - 7 7 3 ,  1 9 8 2 .

1 0 2 .  K n u t t o n ,  ร . ,  D . R .  L l o y d ,  D . C . A .  C a n d y ,  a n d  A . s .
M c N e i s h ,  " U l t r a s t r u c t u r a l  s t u d y  o f  A d h e s i o n  o f  
E n t e r o t o x i g e n i c  E s c h e r i c h i a  CO 1 i  t o  E r y t h r o 
c y t e s  a n d  Human I n t e s t i n a l  E p i t h e l i a l  C e l l s , "  
I n f e c t . I mr n u n . 1 4 4 ,  5 1 9 - 5 2 7 ,  1 9 8 4 .

1 0 3 .  L o w r y ,  O . H . ,  N . J .  R o s e b r o u g h ,  A . L .  F a r r ,  a n d  R . J .
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R a n d a l l ,  " P r o t e i n  M e a s u r e m e n t  w i t h  t h e  F o l i n  
P h e n o l  R e a g e n t , "  J . B i o l . C h e m . 1 1 9 3 ,  2 6 5 - 2 7 5 ,  
1 9 5 1 .

1 0 4 .  L a e m m l i ,  U . K . ,  " C l e a v a g e  o f  s t r u c t u r a l  P r o t e i n  D u r i n g
t h e  A s s e m b l y  o f  t h e  H e a d  o f  B a c t e r i o p h a g e  T 4 , "  
N a t u r e , 1 1 7 ,  6 8 0 - 6 8 5 ,  1 9 7 0 .

1 0 5 .  M c M i c h a e l ,  J . C . ,  a n d  J . T .  O u , " S t r u c t u r e  o f  Common P i l i
f r o m  E s c h e r i c h i a  c o l i , "  J . B a c t e r i o l . ,  1 3 8 ,
9 6 9 - 9 7 5 ,  1 9 7 9 .

1 0 6 .  R e e d ,  L . J . ,  a n d  H.  M u e n c h ,  "A S i m p l e  M e t h o d  o f
E s t i m a t i n g  F i f t y  P e r  C e n t  E n d p o i n t s , "  Am. J . 
H y g . 1 2 7 ,  4 9 3 - 4 9 7 ,  1 9 3 8 .

1 0 7 .  K o r h o n e n ,  T . K . ,  E . L .  N u r m i a h o ,  H.  R a n t a ,  a n d  c . s .  E d e n
" Ne w M e t h o d  f o r  I s o l a t i o n  o f  I m m u n o l o g i c a l l y
P u r e  P i l i  f r o m  E s c h e r i c h i a  c  0 1 i 1 " I n f e c t ♦
I m m u n . 1 2 7 ,  5 6 9 - 5 7 5 ,  1 9 8 0 .

1 0 8 .  S r i s a r t ,  P . ,  B . L .  R e y n o l d s ,  a n d  D.  R o w l e y ,  " T h e
C o r r e l a t i o n  b e t w e e n  S e r u m  I gA A n t i b o d y  L e v e l s  
a n d  R e s i s t a n c e  t o  I n f e c t i o n  w i t h  S a ] m o n e l l a  
t y p h i m u r i u m  a f t e r  O r a l  I m m u n i z a t i o n  w i t h  V a r i o u s  
S a l m o n e l l a e , "  A u s t .  J .  E x p .  B i o l .  Me d .  S c i . ,  6 3 ,  
1 7 7 - 1 8 2 ,  1 9 8 5 .

1 0 9 .  P e r r y ,  A . ,  I .  O e k ,  F . J .  S i l v e r b l a t t ,  " E n h a n c e m e n t  o f
M a n n o s e  -  M e d i a t e d  s t i m u l a t i o n  o f  Human 
G r a n u l o c y t e s  b y  T y p e  1 F i m b r i a e  A g g r e g a t e d  w i t h  
a n t i b o d i e s  o n  E s c h e r i c h i a  c o l i  s u r f a c e s , "
I n f e c t . I m m u n . 1 3 9 ,  1 3 3 4 - 1 3 4 5 ,  1 9 8 3 .

1 1 0 .  W e i n s t e i n ,  R . ,  F . J .  S i l v e r b l a t t ,  " A n t i b a c t e r i a l
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M e c h a n i s m s  o f  A n t i b o d y  t o  M a n n o s e  S p e c i f i c  E.  
c o l i  P i 1 i , " J . I n f e c t .  P i s . ,  1 4 7 ,  8 8 2 - 8 8 9 ,  1 9 8 3 .

1 1 1 .  E d e l m a n ,  R , ,  a n d  M. M.  L e v i n e ,  " S u m m a r y  o f  a n
I n t e r n a t i o n a l  W o r k s h o p  o n  T y p h o i d  F e v e r , "  R e v . 
I n f e c t .  P i s . ,  8 3 2 9 - 3 4 9 ,  1 9 8 6 .

1 1 2 .  H o r n i c k ,  R . B . ,  S . E .  G r e i s m a n ,  T . E .  W o o d w a r d ,  H . L .
D u p o n t ,  A . T .  D a w k i n s ,  a n d  M . J .  S n y d e r ,  " T y p h o i d  
F e v e r :  P a t h o g e n e s i s  a n d  I m m u n o l o g i c  C o n t r o l
( F i r s t  o f  Two P a r t s ) , "  New E n g l . J . M e d . 1 2 8 3 ,  
6 8 6 - 6 9 1 ,  1 9 7 0 .

1 1 3 .  A s h c r o f t ,  M . T . ,  ร .  B a l w a n t ,  c . c .  N i c h o l s o n ,  J . M .
R i t c h i e ,  E.  S o b r y a n ,  a n d  F .  W i l l i a m s ,  "A S e v e n -  
Y e a r  F i e l d  T r i a l  o f  t w o  t y p h o i d  V a c c i n e s  i n  
G u y a n n a , "  L a n n c e t 1 I I ,  1 0 5 6 - 1 0 5 9 ,  1 9 6 7 .

1 1 4 .  A s h c r o f t ,  M . T . ,  J .  M o r r i s o n  -  R i t c h i e ,  a n d  c . c .
N i c h o l s o n ,  " A n t i b o d y  R e s p o n s e s  t o  V a c c i n a t i o n  
o f  B r i t i s h  G u i a n a  S c h o o l  c h i l d r e n  T y p h o i d  
V a c c i n e , "  Am. J .  H y g . ,  8 0 ,  2 2 1 - 2 2 8 ,  1 9 6 4 .

1 1 5 .  B o d h i d a t t a ,  L . ,  D . N .  T a y l o r ,  บ.  T h i s y a k o r n ,  a n d  p .
E c h e v e r r i a ,  " C o n t r o l  o f  T y p h o i d  F e v e r  i n  
B a n g k o k ,  T h a i l a n d ,  b y  A n n u a l  I m m u n i z a t i o n  o f  
S c h o o l c h i l d r e n  w i t h  P a r e n t e r a l  T y p h o i d  V a c c i n e "  
R e v .  I n f e c t .  P i s . ,  9 ,  8 4 1 - 8 4 5 ,  1 9 8 7 .

1 1 6 .  C v j e t a n o v i c , B . ,  a n d  K.  U e m u r a ,  " T h e  P r e s e n t  S t a t u s  o f
F i e l d  a n d  L a b o r a t o r y  S t u d i e s  o f  T y p h o i d  a n d  
P a r a t y p h o i d  V a c c i n e s , "  B u l l . W . H . O . , 3 2 ,  2 9 - 3 6 ,  
1 9 6 5  .

1 1 7 .  H e j f e c ,  L . B . ,  L . v .  S a l m i n ,  M . z .  L e j t m a n ,  M. L .
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K u z m i n o v a ,  A . v .  V a s i l e v a ,  L . A .  L e v i n a ,  T . G .
B e n c i a n o v a ,  E . A .  P a v l o v a ,  a n d  A . A .  A n t o n o v a ,  "A 
C o n t r o l l e d  F i e l d  T r i a l  a n d  L a b o r a t o l y  s t u d y  o f  
F i v e  T y p h o i d  V a c c i n e s  i n  t h e  U S S R , " B u l l .  w ■ H . 0 . 
3 4 ,  3 2 1 - 3 3 9 ,  1 9 6 6 .

1 1 8 .  H o r n i c k ,  R . B . ,  S . E .  G r e i s m a n ,  T . E .  W o o d w a r d ,  H . L .
D u p o n t ,  A . T .  D a w k i n s ,  a n d  M . J .  S n y d e r ,  " T y p h o i d  
F e v e r :  P a t h o g e n e s i s  a n d  I m m u n o l o g i c  C o n t r o l
( S e c o n d  o f  Two P a r t s ) , "  New E n g l . J . M e d . ,  2 8 3 ,  
7 3 9 - 7 4 6 ,  1 9 7 0 .

1 1 9 .  S a r a s o m b a t h ,  ร . ,  N.  B a n c h u i n ,  T.  S u k o s o l ,  ร .
V a n a d u r o n g w a n , B.  R u n g p i t a r a n g s i , a n d  B.
D u m a v i b h a t ,  " S y s t e m i c  a n d  I n t e s t i n a l  I m m u n i t i e s  
a f t e r  D i f f e r e n t  T y p h o i d  V a c c i n a t i o n s , "  A s i a n  
P a s i f i c  J .  A l l e r g .  I m m u n . 5 ,  5 3 - 6 1 ,  1 9 8 7 .

1 2 0 .  W o o d w a r d ,  T . E . ,  a n d  W. E .  W o o d w a r d ,  "A New O r a l  V a c c i n e
A g a i n s t  T y p h o i d  F e v e r , "  J .  I n f e c t .  P i s . ,  1 4 5 ,  
2 8 9 - 2 9 1 ,  1 9 8 2 .

1 2 1 .  W a h d a n ,  M . H . ,  c .  S é r i é ,  Y.  C e r i s i e r ,  ร .  S a l l a m ,  a n d  R.
G e r m a n i e r ,  "A C o n t r o l l e d  F i e k d  T r i a l  o f  L i v e  
S a l m o n e l l a  t h p h i  s t r a i n  Ty 2 1 a  O r a l  V a c c i n e  
A g a i n s t  T y p h o i d :  T h r e e - Y e a r  R e s u l t s , "  J .
I n f e c t . P i s . ,  1 4 5 ,  2 9 2 - 2 9 5 ,  1 9 8 2 .



APPENDIX I

CULTURE MEDIA

1 .  B r a i n  H e a r t  I n f u s i o n  B r o t h

I n g r e d i e n t s  p e r  l i t e r  
BHI  ( GI BCO)  
d i s t i l l e d  w a t e r  t o

T h e  m e d i u m  w a s  h e a t e d  u n t i l  d i s s o l v e d  c o m p l e t e l y  a n d  
s t e r i l i z e d  b y  a u t o c l a v i n g  a t  1 2 1 ° c  f o r  15 m i n .

2 .  S e m i - S o l i d  A g a r

I n g r e d i e n t s  p e r  l i t e r -
n u t r i e n t  a g a r  ( GI BCO)  7 g
d i s t i l l e d  w a t e r  t o  1 , 0 0 0  ml

T h e  m e d i u m  w a s  h e a t e d  u n t i l  d i s s l o v e d  c o m p l e t e l y  a n d  
s t e r i l i z e d  b y  a u t o c l a v i n g  a t  1 2 1 ° c  f o r  15 m i n .

3 . T e t r a z o l i u m - L a c t o s e  A g a r

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

2 3 . 0  g
1 0 . 0  g 

2 . 5  g
1 , 0 0 0  ml

1 , 0 0 0  ml
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T h e  m e d i u m  w a s  h e a t e d  u n t i l  d i s s o l v e d  c o m p l e t e l y  
a n d  s t e r i l i z e d  b y  a u t o c l a v i n g  a t  1 2 1 ° c  f o r  15 m i n .  B e f o r e  
p o u r i n g  p l a t e s ,  h e l d  m e l t e d  a g a r  o f  5 6 ° c  a n d  5 ml  o f  a 
s t e r i l i z e d  s o l u t i o n  ( b y  m e m b r a n e  f i l t r a t i o n )  a 1 %  w / v  
2 , 3 , 5 - t r i p h e n y l t e t r a z o l i u m c h l o r i d  (BDH)  w a s  a d d e d .

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



APPENDIX I I

REAGENTS

1.  1 A l s e v e r 1s  S o l u t i o n

I n g r e d i e n t s  p e r  l i t e r
d e x t r o s e 2 0 . 5 g
s o d i u m  c i t r a t e , 8 . 0 g
c i t r i c  a c i d 0 . 6 g
s o d i u m  c h l o r i d e 4 . 2 g
d i s t i l l e d  w a t e r  t o 1 , 0 0 0 ml

D i s s o l v e  t h e  i n g r e d i e n t s  a n d  m i x .  T h e  s o l u t i o n  wa s  
s t e r i l l i z e d  b y  m e m b r a n e  f i l t r a t i o n  a n d  s t o r e d  a t  4 c .

1 . 2  G u i n e a  P i g  E r y t h r o c y t e s  ( GPE)

G u i n e a  p i g  b l o o d ,  c o l l e c t e d  a s e p t i c a l l y ,  w a s  
t r e a t e d  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  A l s e v e r  ’ ร s o l u t i o n  a n d  
s t o r e d  a t  4 ° c .

1 . 3  C a r b o h y d r a t e s ,  10%

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

1 . 4  P B S - B S A ,  0 . 1  M, pH 7 . 2

I n g r e d i e n t s  p e r  l i t e r
0 . 2  M s o d i u m  p h o s p h a t e ,  a n h y d r o u s  

d i b a s i c  (Na2HPC>4)  3 6 0  ml
0 . 2  M s o d i u m  p h o s p h a t e  m o n o b a s i c  

( N a H 2 P 0 4 . H2 0 )  1 4 0  ml
B o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  0 . 0 1  g
s o d i u m  a z i d e  0 . 2 0  g
n o r m a l  s a l i n e  s o l u t i o n  t o  1 , 0 0 0  ml

2 .  R e a g e n t s  f o r  F i m b r i a l  P r e p a r a t i o n

A c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d  o f :

2 . 1  Do d d  a n d  E i s e n t e i n

2 . 1 . 1  T r i s - H C l ,  5 mM, pH 7 . 8

I n g r e d i e n t s  p e r  l i t e r
T r i s  a m i n o m e t h a n e  ( M e r c k )  0 . 0 6  g 

d i s t i l l e d  w a t e r  t o  1 , 0 0 0  ml

A d j u s t  t o  pH 7 . 8  w i t h  HC1.
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2 . 1 . 2  U r e a ,  5 M, T r i s ,  10 mM

I n g r e d i e n t s  p e r  2 5 m l
u r e a  ( SI GMA) 7 . 5 g
T r i s  a m i n o m e t h a n e 0 . 3 g
d i s t i l l e d  w a t e r  t o 25 ml

S u c r o s e ,  1 M, U r e a ,  1 M, T r i s  1 5mM

I n g r e d i e n t s  p e r  1 0 0 m l
s u c r o s e 34 . 2 3 g
u r e a 6 . 0 0 g
T r i s  a m i n o m e t h a n e 0 . 06 g
d i s t i l l e d  w a t e r  t o 1 0 0 ml

2 . 2  K n u t t o n  e t  a l .

2 . 2 . 1  PBS ,  0 . 1  M, pH 7 . 2

I n g r e r d i e n t  p e r  l i t e r
0 . 2  M N a 2 HP04 3 6 0  ml
0 . 2  M NaH2 P04 . H2 0  1 4 0  ml
n o r m a l  s a l i n e  s o l u t i o n  t o  1 . 0 0 0  ml

2 . 2 . 2  C s C 1,  1 . 2 9  g / c m 3

I n g r e d i e n t s  p e r  5 ml
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c e s i u m  c h l o r i d e  ( SI GMA)  1 . 5 5  g 
d i s t i l l e d  w a t e r  t o  5 ml

( d e n s i t y  o f  C s C l  1 . 2 9  g / c m 3 = 31  w e i g h t s » )

2 . 3  S a l i t  a n d  G o t s c h l i c h

2 . 3 . 1  T r i s - H C l ,  0 . 0 5  M, pH 7 . 8

I n g r e d i e n t s  p e r  l i t e r
T r i s  a m i n o m e t h a n e  6 . 0 6  g
d i s t i l l e d  w a t e r  t o  1 , 0 0 0  ml

A d j u s t  t o  pH 7 . 8  w i t h  HC1.

2 . 3 . 2  S o d i u m  A c e t a t e ,  0 . 1  M, pH 3 . 9

I n g r e d i e n t s  p e r  l i t e r
s o d i u m  a c e t a t e 0 . 2 7 g
g l a c i a l  a c e t i c  a c i d 5 . 6 3 m 1
d i s t i l l e d  w a t e r  t o 1 , 0 0 0 ml

2 . 3 . 3  S a t u r a t e d  Ammoni um S u l f a t e

I n g r e d i e n t s  p e r  l i t e r
a mmo n i u m s u l f a t e 7 0 0 g
d i s t i l l e d  w a t e r  t o 1 , 0 0 0 ml

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



9 4

2 . 3 . 4  C s C 1 1 1 . 3 0  g / c m 3

I n g r e d i e n t s  p e r  5 ml
c e s i u m  c h l o r i d e  1 . 6  g
d i s t i l l e d  w a t e r  t o  5 ml

( d e n s i t y  o f  C s C l  1 . 3  g / c m 3 = 3 2  w e i g h t s . )

3 .  R e a g e n t  f o r  P r o t e i n  E s t i m a t i o n

3 . 1  Wa 2 C 0 3 ,  2 X  i n  NaOH,  0 . 1  M ( s o l u t i o n  A)

I n g r e d i e n t s  p e r  2 0 0  ml
s o d i u m  c a r b o n a t e  4 g
0 . 1  M s o d i u m  h y d r o x i d e  2 0 0  ml

3 . 2  C u S o 4 . 5 H 2 0 ,  0 . 5 %  i n  Ü4 แ 4 K N a 0 6 ♦ 4 H2 0 ,  1% ( s o l u t i o n  B)

I n g r e d i e n t s  p e r  2 0 0  ml
1 X  c o p p e r  s u l f a t e  1 0 0  ml
2 %  p o t a s s i u m  s o d i u m  t a r t r a t e  1 0 0  ml

3 . 3  S o l u t i o n  c

c o o l e d ,  r e m o v e d  e x c e s s  a m m o n i u m  s u l f a t e  a n d  s t o r e  a t  4 ° c .

I n g r e d i e n t s  p e r  51  ml
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s o l u t i o n  A 5 0  ml
s o l u t i o n  B 1 ml

Ma k e  u p  f r e s h  e a c h  t i m e .

3 . 4  S o l u t i o n  D

I n g r e d i e n t s  p e r  1 0 0  ml
F o l i n  C i o c a l t e u s  p h e n o l  5 0  ml  
d i s t i l l e d  w a t e r  t o  1 0 0  ml

S t o r e d  a t  4 ° c  i n  d a r k  b o t t l e s .

4 .  R e a g e n t  f o r  E l e c t r o n  m i c r o s c o p y

4 . 1  P h o s p h o t u n g s t i c  a c i d ,  2 %

I n g r e d i e n t s  p e r  10 ml
p h o s p h o t u n g s t i c  a c i d  0 . 2  g 
0 . 1  M PBS 10 ml

A d j u s t  t o  pH 6 . 5 .

5 .  R e a g e n t  f o r  I E P

5 . 1  S o d i u m  Ba r b i t a l ~ H C 1 1 0 . 0 5  M, pH 8 . 2

I n g r e d i e n t s  p e r  4 2 0  ml
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b a r b i t a l  s o d i u m  
1 M HCl
10% s o d i u m  a z i d e  
d i s t i l l e d  w a t e r  t o

D i s s l o v e  t h e  i n g r e d i e n t s

4 . 8  g
6 . 9  ml  
0 . 4  ml

4 2 0 . 0 0  ml

a n d  m i x .  A d j u s t  t o  pH 8 . 2

5 . 2  N o b l e  A g a r ,  1 . 5 %

I n g r e d i e n t s  p e r  1 0 0  ml
n o b l e  a g a r  1 , 5  g
0 . 0 5  M s o d i u m  b a r b i t a l - H C l  pH 8 . 2  1 0 0  ml

T h e  a g a r  w a s  h e a t e d  u n t i l  d i s s o l v e d  c o m p l e t e l y ,  
s t o r e d  a t  4 ° c .

6 .  R e a g e n t  f o r  SDS- PAGE

6 . 1  S t o c k  A c r y l a m i d e ,  30%

I n g r e d i e n t s  p e r  1 0 0  ml
a c r y l a m i d e  ( LKB)  3 0 . 0  g
N , N ’ - m e t h y l e n e  b i s a c r y l a m i d e  ( SI GMA)  0 . 8  g 
d i s t i l l e d  w a t e r  t o  1 , 0 0 0  ml

R e m o v e  i n s o l u b l e  m a t e r i a l  b y  f i l t r a t i o n ,  s t o r e d  a t
4 c  i n  d a r k  b o t t l e s .



97

6 . 2  S e p a r a t i n g  G e l ,  1 2 . 5 %

I n g r e d i e n t s  p e r  10 ml
s t o c k ,  a c r y l a m i d e  4 . 1 6 6 0  ml
1 . 5  M T r i s  pH 8 . 8  2 . 5 0 0 0  ml
20% SDS ( SI GMA)  0 , 1 0 0 0  ml
0 . 2  M EDTA ( E t h y l e n e d i a m i n e t e t r a -

a c e t i c  a c i d )  0 . 1 0 0 0  ml
d i s t i l l e d  w a t e r  2 . 9 2 5 0  ml
TEMED ( N . N . N ’ - t e t r a m e t h y l e t h y l e n e

d i a m i n e )  0 . 0 0 5 0  ml
1 0 %  a mmo n i u m p e r  s u l f a t e  0 . 2 0 0 0  ml

10% ( N H 4 ) 2 S 2 0 a  w a s  p r e p a r e d  j u s t  b e f o r e  u s e .

6 . 3  S t a c k i n g  G e l , 5%

I n g r e d i e n t s  p e r  5 ml
s t o c k ,  a c r y l a m i d e 0 . 8 3 0 0 ml
0 . 5  M T r i s  pH 6 . 8 0 . 0 5 0 0 m l
20% SDS 0 . 0 5 0 0 ml
0 . 2  M EDTA 0 . 0 5 0 0 m l
d i s t i l l e d  w a t e r 2 . 7 1 0 0 ml
TEMED 0 . 0 0 2 5 m l
10% a mmo n i u m p e r  s u l f a t e 0 . 1 0 0 0 ml

10% ( NH4 ) 2  ร 2 08 w a s  p r e p a r e d  j u s t  b e f o r e  u s e .



98

6 . 4  S a m p l e  B u f f e r ,  62  mM T r i s

I n g r e d i e n t s  p e r  20  ml  
SDS
b r o m p h e n o l  b l u e
0 . 5  M T r i s - H C l , p H  6 . 8
2 - m e r c a p t o e t h a n o l
g l y c e r o l
d i s t i l l e d  w a t e r  t o

0 . 0 3  Jjg 
3 . 7 5  ml  
1 . 5 0  ml  
3 . 0 0  ml  

2 0 . 0 0  ml

S t o r e  i n  a  t i g h t l y  s e a l e d  b o t t l e .

6 . 5  E l e c t r o d e  B u f f e r ,  25  mM T r i s ,  pH 8 . 3

I n g r e d i e n t s  p e r  l i t e r
T r i s  a m i n o m e t h a n e 3 . 0 g
g l y c i n e 1 4 . 4 g
SDS 1 . 0 g
d i s t i l l e d  w a t e r  t o 1 1 0 0 0 ml

A d j u s t  t o  pH 8 . 3 .

6 . 6  S t a n d a r d  MW M a r k e r s

I n d i v i d u a l  p r o t e i n s  i n c l u d e d  i n  t h e  MW- S DS - 7 0  k i t  
( S I GMA)
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l y s o z y m e 1 4 , 3 0 0 K
B - l a c t o g l o b u l i n 1 8 , 4 0 0 K
t  r y p s  i n o g e n 2 4 , 0 0 0 K
p e p s i n 3 4 , 7 0 0 K
o v a l b u m i n 4 5 , 0 0 0 K
BS A 6 6 , 0 0 0 K

R e c o n s t i t u t e  c o n t e n t s  o f  MW- S DS - 7 0  k i t  v i a l  w i t h  
v o l u m e  o f  s a m p l e  b u f f e r .  A l i q u o t s  ma y  b e  f r o z e n  a t  - 2 0 ° c  
f o r  f u t u r e  u s e .

6 . 7  F i x i n g  S o l u t i o n

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

6 . 8  S t a i n i n g  S o l u t i o n

I n g r e d i e n t s  p e r  l i t e r
C o o m a s s i e  B r i l l i a n t  B l u e  R ( S I GMA)  2 . 5  
f i x i n g  s o l t i o n  1 , 0 0 0

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

g
ml

4 0 0  ml  
70  ml  

1 , 0 0 0  ml



6 . 9  D e s t a i n i n g  S o l u t i o n

I n g r e d i e n t s  p e r  l i t e r
m e t h a n o l 5 0 0 ml
g l a c i a l  a c e t i c  a c i d 7 5 0 ml
d i s t i l l e d  w a t e r 1 , 0 0 0 ml

R e a g e n t  f o r  O r a l  I m m u n i z a t i o n

7 . 1  S a t u r a t e d  S o d i u m  B i c a r b o n a t e ,  50%

I n g r e d i e n t s  p e r  1 0 0  ml
s a t u r a t e d  NaHC03 5 0  ml
d i s t i l l e d  w a t e r  t o 1 0 0  m l
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