1 ! « /
p. pseudomallei  « « « I* »
«! 9 ' « .2528-2532 P. pseudcmallei  NCTC
4845 NCTC 4731 1 hemolytic activity  ««
cellophane plate technique (20) «« transformants 1 '
tryptone-glucose broth 5 . » [ 371° 24
« 60 jiL' spread tryptone-glucose agar  m« cellophane
(Flexel) incubate  » [ 37° 48 . I
»  cellophane « 085% NaCl 3 . « 4000xg 10
! hemolysin activity «« two-fold dilution
085% NaCl « « 05 .1 05 . 1% human
group 0 red blood cell 3 ‘" incubate  37° 2 .
600Gxg 15 « complete hemolysis
« hemolysin unit » hemolysin *
dilution  «  « » (100% hemolysis) 37 ° 2

« hemolytic activity  « ' hemolysin

2.1 chromosomal DMA ft pseudom allei
préparation__method using _ Cetyltrinethyl ammonium__bromide

term (47)
« p. pseudomallei Luria-Bertani broth (LB broth)
100 . » 37° 24 . shaking incubator (Menmort type 80,
Germany) «« « 700xg « 4000xg 10
« « 95 . TrissEDTA buffer (10 1 Tris.HCI(pH7.6)ImH EDTA pH8.0)
(TE) Lysis buffer (10% SDS,20 mg/ml protinase K 50 2IL) » [ 370

1 . SvMNaCl 1.8
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C1/85
C1/86
C2/30
C2188
C3/87
C3/88
C4/86
C4/88
C6/88
E1/88
K1/88
S2/81
S6/87

NCTC 4731
NCTC 4845

»  Pseudcanonas pseudomallei

»

human,blood
human,blood
}
human,blood
WwJ
human,blood
human,pus
synovialfluid
human,blood
human,pus
human, pus
i
human, sputum
human
monkey

«

«

«

R

»K

«

«

K

»

»

»

»

»

»

»

»

»

» 2530

2528
2529

2531

2531
2529
2531
2531
2531
2531
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£ CTABINaCI (10% Cetyltrimethyl ammonium bromide , 0.7 MNaCl)
65° | 2 . phenol 1 « chloroform
isoamyl alcohol (24:1) 2« chromosomal DNA isopropanol
ehromosoMial DNA ~ T0% alcohol 1 « chromosomal DNA «
I* ' f chromosomal DNA TE buffer 4
« « ') « optical density (0.D.) 260 nm 280 ran «
« B 0D. 260 =1 « DNA =50 pé/ml
« DNA « 0.D. 260 0D 280
1.&-18 (55)
2.2 chromosomal DNA ~~ P. pseudcmallei
restriction endonuclease EcoR1,BaeHI,Sali,Kpnl  chromosomal
DNA  P. pseudosmllei partial digestion restriction endonuclease
polylinker PUCI8 « 1®fn 400 mL
DNA 20 /3g ! 1Jjg DNA/unit incubate » 37 5
I® « 75° 15 phenol  chloroform
isoamyl alcohol (25:24:1) 1«  « absolute ethanol « 3
1% alcohol TE buffer 60 pL chromosomal
DNA fragments 0.33 pg/nl
2.3 PUC18 DNA
2.3.1 pUCIB complete digestion
PUC18 DNA cesium chloride-ethidium bromide gradients
I® « «  Pstl » DNA
Lpglunit ™M 37° | 24 DNA 20 ug «1® 400 L
« N « 75 | en 15 phenol : chloroform : isoamyl
alcohol (25:24:1) 1« plasmid DNA  absolute ethanol
3 DNA 0% alcohol plasmid DNA -+ TE
buffer 5 pL
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2.3.2 dephosphorvlate PUC18 DNA

W) PUCI8 ! 2.3.1 5 pL  IChCIP buffer (Calf
intestinal alkaline phosphatase bufferxio, 0.5 MTrisHCI pH9.0, 10 nMHClz |
InM 2nCI2 , IOmM spermidine) Alkaline phosphatase unweaned Calf

intestinal mucosa (CIP) 2 unit 50 juL  sterile
distilled water “Jincubate 37° 10u 30 A 10 pL
STE (100 mi Tris HCl pH 8.0, 1 MNaCl, 10 nMEDTA) " incubate *
68° 15 phenol:chloroform: isoamyl alcohol
(25:24:1) TE buffer DNA
£1 ethidium  bromide DNA m
(A [Hindlll) agarose gel electrophoresis
2.4 transfére recombinant plasmids E. coli
2.4.1 recombinant.DBA
| DNA ! chromosomal DNA ~ P. pseudoaallei Pstl
dephosphorylated PUCI8 'L Pstl 20 ng/ml 50 ng/ml
' T4DNA ligase 4 unit T4 Ligation buffer 16pL «
80juL ' incubate 12° 16 . 0.5 MEDTA 2 pi.
"R phenol : chloroform : isoamyl alcohol (25:24:1)
absolute ethanol DNA - T0% alcohol 1« '
TE buffer 20 juL
2.4.2 . Competant cells (A2J
E. coli Mire [ rec Al sup E 44 end Al hsd R17 gyr A% rel Al thi
1 lac-pro AB)]  LBbroth 50 . 3T 0D. 590  0.3-04
R 2% . 10 min
160Qxg 1 « & ' ice-cold CaCl= Solution
(60mM CaClz> 15% glycerol, 10 nMpiperazine-N,N'bis [2-ethanesulfonic acid ]
(PIPES) 10 . - ira « 100xg 5
' ice-cold CaClz 2 . ! transformation

eppendorf 100 pL -70 0



2.4.3 plasmid E. coli JM 1Q9 (Transformation)

Ligation mixture 2.4.1 10 ML« Competent cell

2.4.2 100p 10 Heat shock »aaw  42°

2 LB broth 0.5 . incubate! waterbath  37°
I suspension 0.1 ml, LB agar agpicillin

50 pgimt 5-Hromo-4-chloro-3-indolyl-*-D-galactoside (X-gal)

0.1 mg/ml transformants VOJ I |
3. £ coui transformants  hemolysin activity
transformants 2.4.3 (tolivn  hemolytic activity
« cellophane plate technique Liu » (20) 1
4, heaplvsin-expressing €. coli  P. pseudoaallei DM inserts
4.1 DHA insertst » recombinant- plasmids
4.1.1 recombinant plasmids hemolysin-expressing E.coli

« alkaline lvsis (47)

»  transformants « 5 . LB
broth am picillin 50 pgiwi. 37° shaking incubator
(Hemmert type 80,Germany ) 2T 9133 15¢ 700 ¢ I

« glucose-TE buffer (0.025 MTris-HCL, 0.01 MEDTA) 100 jnL
NaDH /SDS Solution (0.2 N NaiiH,1ZSDS) 200 L
5 5 mPotassium acetate, pH4.8 150 pi. ) 5
« » vortex recombinant plasmid
0.9 . ahsolute ethanol 2 1% alcohol recombinant
plasmid ) » recombinant TE buffer 20 o1

4.1.2 « DM inserts recombinant plasmids
recombinant plasmids » Pstl complete digestion
DM Lpg/ unit 37° 24 V inserted
DNA fragments « « » 08% agarose gel electrophoresis  pUCI8 )
linear form » »



4.2 Southern blot hybridization
4.2.1 DNA inserts recombinant plasmids 412 1
0.8% agarose gel electrophoresis
4.2.2 Southern blot transfer (47)
chromosomal DNA Pstl complete digestion DNA
I . 085% agarose gel ‘ depurinate solution (0.25 MHCI)
» 2 ' gel 20 denature solution
(L5 H NaCl,0.5 H NaOH) gel 2« « 15
neutralize solution (1.0 MTris pH 7.5, 1.5 H NaOH) » « gel
30
Photo Gene™ Nylon membrane (BRI, .S.A.,eat No 81935A) !
IQxssc (1.5 MNaCl,0.15 MNas citrate pH 7.0) 5 « 1
wick |0 xssc « gel wick Inh
nylon membrane gel Whatman 3 MM paper towel
»jaf « ' paper towel 10 . 1 » "B« nylon
membrane 5xssc (0.75 MaCl, 0.075 MNan citrate pH 7.0) | 5
'« « 11 80" 2
4.2.3 Elute DNA agarose gel !« Jingdong
rerc (48)
Durapore membrane disc filter « » )
200 ML elution buffer (0.1%SDS, 50 M Tris-HCI pH 7.5) "
eppendorf o« ! ' « agarose gel «
inserted DNA fragment « ! membrane
DNA ) 15000xg 10 )
KK phenol extraction 1« « 5 MNaCl ' « oo«
1 MNaCl « DNA absolute ethanol TE buffer
inserted DNA fragments I I « »B an
ethidium bromide agarose gel electrophoresis I e X

Hindill-cut DNA »J DNA  «

14



paper tonels
nitrocellulose fitter =
Whetnen 3VM paper\
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transfer buffer

1 n Southern blot transfer

018796
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4.2.4 DVA  » Random Primer DHA Labelling System
inserted DNA fragment ' 25 ng distilled water 5-20 pt

denature 100 0 5 fi) «

dATP,dGTPTTP 2 mL stock voir» 0.5 mH random

primer buffer 15 uL( .67 MHEPES0.17 MTris-HCL,17 nMMgClz33 nM
2-nercaptethanol, 1.33 mg/mL BSA, 18 OD 260 its/m L5oligodeoxyribonucleotide
primer hexamer fraction pH 6.8) [0i-32P]dCTP 5 p1 (10 mCimL)
distilled water ma « 49 oL Klenow fragment ML
(30 units/imL) incubate  « 250 1
2 NL total radioactivity incorporated radioactivity
trichloroacetic acid precipitation ( « ) incorporated
radioactivity stop buffer 5pL (0.2 MNa2H)TA pH7.5)
free [ c*-32p 3 dCTP Gene Clean Il kit (BIO 101, BRL, Inc, Cat NO
3106) 50% Formamide -70 °
4.2.5 DVA « (Hybridization and Washing)(55)
nylon membrane  DNA prehybridization solution
250 ml/[Cm2 incubate » 420 2
denatured DNA probe ! « 100 ° 5
prehybridization solution
hybridization solution 100 mLlm2 « DNA probe incubate
42 0 nylon membrane washing solution
2x55¢,0.1% SDS « 31° 15 4 Ixss¢,0.1% SDS
« h5° 30 2 « nylon membrane
' lhi X-ray  -70° Ite

develeper fixer
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