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IS Y SI VIR I3
1. » »
« hemolytic activity € p. pseudomallei
»J« 15 « I« « » «
» N g « it « «« cellophane plate technique (20)
« » « 1] hemolytic activity 2-256 HU E. coli
M 109 (piC18) im' JAJ hemolytic activity hemolytic
activity P. pseudomallei  « K1/88 henolytic activity 256 HO
« « 2 « p. pseudomallei & K1/88 ' 2
2. ! . (genomic DMA cloning) p. pseudom allei
2.1 chroposomai DVA Fi pseubom anei
Chronosonal DNA p. pseudotiallei K1/88  « « alkaline
lysis 3« CTAB polysaccharide « « DNA  «
ethanol » « optical density (0.D.) « « 200-300 «
N 1 ! O0D. chromosomal DNA 1:20 0498 «
chronosonal DNA 0.498 mg/mL 0.D.260: 0.D.280
0498 0.274 ABoNEGKY »oo» '
chromosomal [SNA p. pseudomallei K1/88 « « agarose gel electrophoresis
«  DNA ethidium bromide chromosomal DNA p. pseudomallei

K1/88  « "high molecular weight" 23kb 1] 2



«

IM109(piC18)

NCTC 7431
NCTC 4845

C1/85
C1/86
C2/30
C2/88
C3/87
C3/88
C4/86
C4/88
C6/88
E1/88
K1/88
S2/87
S6/87

V' hemolytic activity

p. pseudom allei «

« cellophane plate technique Liu

human,blood
human,blood

human,blood
human,blood
human,pus
synovial fluid
human,blood
human,pus
human,pus
human spturn
human

monkey

Dilution

«

hemolysis

1:32
1:1
1:4
1:2
14
1:2
14
1:8
1:32
1:4
1:128
1:16
1:1
1:2
1:8

«

Hemolytic
UlmL

oo B~ oo B oo o

16
64
8
256
32
2

4
16

(20)

«

hemolysis
blood agar

non

non

non

non

non
ot

ot
ot

ot

ot

of,
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1. 000
ABS B ai
,'i‘ k2 e
m}' # —_
0. 000 . T

m 200 240 280 320
Tim ABS
320.0 0.019
310.0 0 022
300.0 0.037
290.0 0. t31
280 0 U. 274
270.0 0.429
26010 0.493
230 .0 0.460
240 0 0.316
230.0 0.254
220.0 0. 451
210.0 0. 591
200.0 0.112

2 « chromosomal DNA p. pseudom allei «

K1/88 ' UV-visible recording spectrophotometer (HITACHI model -200)
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2.2 chromosomal DBA P opseudom llei
» Restriction endonuclease sites »
polylinker PUC18 EcoRI,Kpnl,Snalil Pstl » freo
chromosomal DNA p. pseudomallei K1/88 » partial
digestion Ny »JH3 Pt » Y chromosomal DNA
K1/88 Pstl chromosomal MA »» Loy »
Lunit 5 » » DNA 201ig » 400 mL
chromosomal MA smear (smear band) 3

2.3 .pUCia MA  ccMPlete digestion
*Ci - puCl8 »¢  0.662 mgmL » « complete
digestion Restriction endonuclease Pstl MA 1pag »
Lunit  Linear MA « 4

2.4 transform recombinant plasmid E. coli
chromosomal MA fragments P.pseudemallei KI/68  «
Pstl partial digestion » (ligation) MA
PUC18 Pstl ! alkaline phosphatase
transform €. co 11 JH109 lia  transformant « LB
am picillin- 50 fig/mL X-gal 0.1 mgmL
recombinant plasmid ~ » ampicillin - resistance
galactosidase negative 160
85% transform SxI03 cruig MA
HJ PUC18 Deininger (85) |
E. coli JH109 PUC18 VO ampicillin  resistance
N-galactosidase positive 5.1 5.2



I3 chromosomal DNA
Pstl partial digestion
agarose gel ATV 2

p. pseudomallei K1/88

agarose gel electrophoresis

Lane M1 >IDNA digested with Hindlll
Lane M 2 chromosomal DNA p. pseudom allei

Lane 3 chromosomal DNA p. pseudom allei

0.8%
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¥4 « pUC18 conplete digestion
agarose gel electrophoresis ' 08% agarose gel
Lane 1  ADNA digested with Hindlll
Lane 2 PUCI18

Lane 3 PUC18 « ' Pstl

Pstl
80 V

2
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5.1
aapicillin 50ig/m1
« |

E.

ca 1l IM109 (piC18)

X-gal 0.1 mgiL £

| «

[B «

«

X gal
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5.2

X-gai 0.1 mghL
JM109(pucC18)

H
3

E.

coli IM109 '

«K

N X-gal

recotrijinant plasnid !

LB «

am picillin 50 “gfitL

E. coli

zh



3. E. coli_transformant  hemolytic activity
transformant 160 « ?)
hemolytic activity cellophane plate technique vn hemolysin titer
p. pseudomallei KIB8 ?:e. cori IM109 (pUCLE) negative control
transformant 3 160 hemolytic activity
recombinant plasmid (host cell) alkaline
lysis recombinant plasmid pWC3 pWC7  ; pWDlI » v 4.4 kb 4.0 kb
;7.0 kb ?} puciB »; linear form «
?) ) hemolytic activity E. coli transformants 3 . 6.1
0 6.24
4, hemolysin-expressing €. coli P. pseodcm allei DMA Inserts
4.1 inserted DNA recombinant plasmids
hemolysin-expressing €. coli E. coli JH109 (pWC3)
E. coli JML09 (pWCT) E. coli JML09 (pWDI) 7} %
restriction endonuclease Pstl " ?) inserted DNA
DNA ; ? PWE - « Pstl inserted DNA
900 bp. ; PUCI8 linear form 2,686  Dp. pWDl  inserted
DNA 5,600 bp. : linear form PUCI8  »  pWCT inserted DNA
2 400 bp. 500 bp. ( 7) 4 ,
Inserted DNA recombinant plasmids ? ; hemolytic activity 9

hemolysin-expressing €. coli
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B 2 3 8§ 9
1,8
technique P. pseudoasallei K1/88 / A F. pseudoBallei
tryptone glucose agar (TGA) [ B « ' hemolysin  ««
two-fold dilution undiluted « 1 hemolysin titer

1/128 U negative control .« 9
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hemolytic activity cellophane plate technique
A transformant pWDI W

hemolysin

transformant recombinant plasmid pWDI /
tryptone glucose agar (TGA)
two-fold dilution undiluted

hemolysin titer negative control
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« 3 o« o« « hemolytic activity
« p. pseudomallei K1/88 *
cellophane plate technique
« R> hemolytic *

activity (titer)

E. coli JM109 (PUC18)

E. coli transformants

- coti JMI09 (piCl18) ««

Hemolytic *
unit/mL (HU)

P. pseudottallei K1SQ 1:128 256
. ocoli JM109 (pWC3) 1:1 2
E. coli M09 (pWCT) 1:2 4
E. coli M09 (pMDI) 1:1 2
* hemolytic activity (titer) dilution «« «  «l
« » (100% hemolysis) » /[ 370 | 2
w1121 » hemolysin dilution «

ma» (100% hemolysis)

» B 37° 11 2
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u 7
Pstl
buffer

12 3 4 56

recombinant plasmids hemolysin-expressing €. coll

1 1 agarose gel electrophoresis  08% agarose gel TAE
« 76V I 2

Lane 1fia ADNA digested with Hindlll

Lane 2 ()X174 digested with Haelll

Lane 3 PUCI8 digested with Pstl

Lanes 45 6 p*JCo pWC/ pWDI Pstl
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plasmids

4

E.

E.

E.

? JB&JwurawrvjBUT

hemolytic activity

Hemolytic units

co 1l IML09 (PWC3)
co 1l IML09 (PWCT)
co 11 IML09 (pWDI)

inserted DHAS '« recombinant

hemolysin-expressing €. co i

inserted DNA (bp.)

2 900
4 900 (400,500)
) 5,600
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4.2 » inserts & o. pseudom Ilei DBA »  Southern
blot hybridization
inserted DNA P#C3 pWCT pWDOI » [o<-P32 ]
dCTP  »  Random primer Labelling radioactive activity 5.2X107 cpm/ug
7.9X107 cpm/ug 2.4X108 cmplug probe
Southern blot hybridized chromosomal DNA fragments P. pseudostallei
«« » Pstl complete digestion 1)
inserted DNA PWC3 900 bp. probe chromosomal
DNA fragments 900 bp inserted DNA PWC3
lane 2 3 8.1 band 1,000 bp. «  Inserted
DNA pPWEe3 " ® inserted DNA PCT pWDI 2) inserted
DNA pWC7 400 bp. 500 bp. probe ®
chromosomal DNA 500 bp. 400 bp. band smear
500 bp. intensity probe 500 bp.
probe 400 bp. lane 2 4 2 Inserted DNA pWCT
® inserted DNA pWC3 pWDI 3> inserted DNA
pWDI 5,600 bp. probe ® chromosomal DNA
5,600 bp. « inserted DNA pWDI  lane 2 5 8.3

Inserted DNA pWDOI ® inserted DNA PWC3 pNC7



Un 8.1 Southern Dblot analysis Pstl digested chromosomal DNA
fragments P. pseudemallei KI/88 Pstl inserted DNA
recombinant plasmids inserted DNA PWC3 lllu probe

Al agarose gel electrophoresis chromosomal DNA fragments
. pseudomallei KI/88 10% agarose gel « [[URY% 3
Lane v 1 x DNA digested with Hindlll
Lane 2 chromosomal DNA fragments P. pseudomallei KI/88
Pstl complete digestion
Lanes 3.4 5 inserted DNA P«C3  pWC7 pWDI
B | Autoradiograph A
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» 8.2 Southern Dblot analysis Pstl digested chromosomal DNA
fragments p. psettdcmallei KI/88 H Pstl inserted DNA
recoffijinant plasmids | inserted DNA PWCT 1 probe

A agarose gel electrophoresis chromosomal DNA P. pseudonallei
K188 * 10% agarose gel 0V 3
Lane 1 ADNA digested with Hindlll
Lane 2 chromosomal DNA fragments P. pseudemallei KI/88
Pstl complete digestion
Lanes 3.4 5 inserted )NA P«C3  pWC/ pWDI
B Autoradiograph A
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A B
kb
23.1 - MW 1
.4 -
6.
4.4 '
2.3 -
20 -
0.6 -
L2 3 4% 123 4%
Il 83  « Southern blot analysis Pstl digested chromosomal DNA
fragments F. pseudomaliei KI/88 Pstl inserted DNA
recombinant plasmids | ' inserted DNA pWDI 1Su probe
A agarose gel electrophoresis chromosomal DNA fragments
p. pseudomallei KIB8 ' 10% agarose gel 'ruj 0V 3

A agarose gel electrophoresis chromosomal DNA F. pseudom allei

KI1/88 ' 10% agarose gel 0V 3« .
Lane 1 A DNA digested with Hindlll
Lane 2 chromosomal DNA fragments F. pseudomallei K 1/88

Pstl complete digestion
Lanes 3,4 5 inserted DNA  P«C3 P«C7 pWDI mi

B Autoradiograph A
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