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SUMMARY

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

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

a l l y  by B r a n e f o r s  ( 1 9 6 4 )  was  r e - e x a m i n e d  a n d  f u r t h e r  d e v e l o p e d .

U nd e r  h e r  o r i g i n a l  c o n d i t i o n s ,  f ew s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n t  

t r a n s f o r m a n t s  w e r e  o b t a i n e d  i n  t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n  when  

DMA p r e p a r e d  f r o m  t h e  4 4 1 2 2 / 7 R  s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n t  s t r a i n  

was  i n c u b a t e d  w i t h  c o m p e t e n t  4 4 1 2 2 / 7  s t r e p t o m y c i n - s e n s i t i v e  c e l l s .

I n  a t t e m p t s  t o  i m p r o v e  t h e  t r a n s f o r m a t i o n  f r e q u e n c y ^  c o n d i t ­

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

e x p o s u r e  o f  r e c i p i e n t  c e l l s  t o  DNA w e r e  e x a m i n e d  i n  d e t a i l ,
8 — 1B e s t  r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d  when  b a c t e r i a  ( 1 0  ml ) o f  s t r a i n  

4 4 1 2 2 / 7  t a k e n  a t  t h e  e nd  o f  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  i n  m o d i f i e d  

S t a i n e r  a n d  S c h o l t e  medium ( 1 9 7 1 )  w e r e  c h i l l e d  on i c e  f o r  40  mi n  

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  DNA p r e p a r e d  by  t h e  p r o c e d u r e  o f  Marmur  ( 1 9 6 1 )  

a f t e r  l y s i s  o f  t h e  c e l l s  by  t h e  m e t h o d  o f  S c h w i n g h a m e r  ( 1 9 8 0 ) .

The c o n d i t i o n s  w h i c h  h a d  a s i g n i f i c a n t  f a v o u r a b l e  e f f e c t  on 

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

t o  DNA on s o l i d  r a t h e r  t h a n  i n  l i q u i d  m e d i a ,  a n d  c h i l l i n g  a n d  

e x p o s u r e  o f  r e c i p i e n t  c e l l s  t o  d i b u t y r y l  c y c l i c  AMP. U n d e r  

t h e s e  c o n d i t i o n s  t h e r e  was  o b t a i n e d  a 5 0 0 - f o l d  i n c r e a s e  i n  t r a n s ­

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

cAMP a n d  CaCl ^  s h o we d  o n l y  l i t t l e  o r  no c o n s i s t e n t  b e n e f i c i a l  

v a l u e .

A n o t h e r  a p p r o a c h  t o  g e n e  t r a n s f e r  i n v o l v e d  t h e  u s e  o f  

p l a s m i d  R 6 8 . 4 5  t o  m o b i l i z e  a c h r o m o s o m a l  m a r k e r  i n  B o r d e t e l l a  

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



i c i l l i n ,  k a n a m y c i n  a n d  t e t r a c y c l i n e ,  was r e p r o d u c i b l y  t r a n s ­

f e r r e d  f r o m  E s c h e r i c h i a  c o l i  t o  t h e  4 4 1 2 2 / 7 R  B.  p e r t u s s i s  s t r a i n  

T h i s  was  d e m o n s t r a t e d  by  t h e  7R s t r a i n  a c q u i r i n g  r e s i s t a n c e  t o  

t h e  3 p l a s m i d - b o r n e  a n t i b i o t i c s  t o  w h i c h  i t  p r e v i o u s l y  h a d  b e e n  

s e n s i t i v e .  H o w e v e r ,  t h e r e  was  no e v i d e n c e  t h a t  t h e  s t r e p t o -  

m y c i n - r e s i s t a n c e  m a r k e r  on t h e  B. p e r t u s s i s  c h r o m o s o m e  was  

m o b i l i z e d  by  t h e  p l a s m i d .  T h a t  t h e  p l a s m i d  d i d  h a v e  i n t r i n s i c  

m o b i l i z i n g  c a p a b i l i t y  was  s hown by  t h e  c h r o m o s o m a l  m a r k e r ,  

n a l i d i x i c  a c i d  r e s i s t a n c e ,  w h i c h  was  t r a n s f e r r e d  f r o m  one  E . c o l i  

s t r a i n  t o  a n o t h e r  b y  t h i s  v e c t o r .

I n  e x p e r i m e n t s  t o  c h a r a c t e r i z e  t h e  B r a n e f o r s  s t r a i n s ,  i t  

was  o b s e r v e d  t h a t  t h e  s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n t  s t r a i n ,  u n l i k e  t h e  

s e n s i t i v e  s t r a i n ,  was  h i g h l y  v i r u l e n t  f o r  m i c e  b y  t h e  i n t r a ­

c e r e b r a l  r o u t e .  The a v e r a g e  o f  t h e  S t r ^  s t r a i n  was  360
3 Sc . f . u .  c o m p a r e d  w i t h  >• 7 , 9x 10 f o r  t h e  S t r  s t r a i n .  I n

c o n t r a s t ,  t h e r e  was  no s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  i n t r a n a s a l

v i r u l e n c e  b e t w e e n  t h e s e  s t r a i n s .

I n  a d d i t i o n  t o  t h e  h i g h e r  i n t r a c e r e b r a l  v i r u l e n c e ,  t h e  

s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n t  s t r a i n  p o s s e s s e d  a g g l u t i n o g e n  2 , was  

more  s e n s i t i v e  t o  p e n i c i l l i n ,  e r y t h r o m y c i n ,  t e t r a c y c l i n e  a n d  

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

f a c t o r  a n d  l e s s  h e a t - l a b i l e  t o x i n  t h a n  t h e  p a r e n t  s t r a i n .  

SDS-PAGE s h o w ed  t h a t  t h e r e  i s  no d i f f e r e n c e  i n  t h e  X-mode b a n d s ,  

i n d i c a t i n g  t h a t  t h e y  a r e  n o t  i n v o l v e d  i n  t h e  i . e .  v i r u l e n c e .

I n v e s t i g a t i o n  o f  4 s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n t  t r a n s f o r m a n t s  

a n d  3 m u t a n t s  w h i c h  h a d  b e e n  f r e s h l y - i s o l a t e d  f r o m  t h e  p a r e n t  

s t r a i n  s h o w ed  a s t r o n g  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  s t r e p t o m y c i n -  

r e s i s t a n c e  a n d  i n t r a c e r e b r a l  v i r u l e n c e .  H o w e v e r ,  t h e r e  was



one  m u t a n t  ( u n f o r t u n a t e l y  l o s t )  w h e r e  t h i s  c o r r e l a t i o n  d i d
Rn o t  o b t a i n .  The a b o v e  S t r  s t r a i n s  r e s e m b l e d  t h e  o r i g i n a l  

RB r a n e f o r s  S t r  s t r a i n  i n  h a v i n g  i n c r e a s e d  s e n s i t i v i t y  t o  o t h e r  

a n t i b i o t i c s  a l t h o u g h  t h e y  d i d  n o t  p o s s e s s  a g g l u t i n o g e n  2 ,

When t h e  v i r u l e n c e  o f  s t r a i n  4 4 T 2 2 / 7 R  was  a t t e n u a t e d  by 

r e p e a t e d  s u b c u l t u r e  on t r y p t i c a s e  s o y a  a g a r ,  s t r e p t o m y c i n ­

r e s i s t a n c e  was  u n a f f e c t e d .  T h i s  s h owe d  t h a t  g e n e s  f o r  i n t r a ­

c e r e b r a l  v i r u l e n c e  a n d  S t r ^  a r e  n o t  i d e n t i c a l .

I n  c o n t r a s t  t o  t h e  f i n d i n g s  o f  P a r k e r  ( 1 9 7 6 )  a n d  K l o o s  

e t  a l . ,  ( 1 9 7 8 )  t h e  a d d i t i o n  o f  D o w e x - 1 - c h l o r i d e , c h a r c o a l  o r  

s t a r c h  t o  s o l i d i f i e d  S t a i n e r  a n d  S c h o l t e  l i q u i d  med ium d i d  n o t  

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

The m a i n  r e s u l t  o f  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  i s  t h e  e s t a b l i s h m e n t  

o f  a n  e f f i c i e n t  g e n e - t r a n s f e r  s y s t e m  i n  B. p e r t u s s i s  w h i c h  

s h o u l d  be  u s e f u l  i n  f u r t h e r  s t u d i e s  o f  t h e  p h y s i o l o g y  a n d  

p a t h o g e n i c  p r o p e r t i e s  o f  t h e  b a c t e r i u m .
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INTRODUCTION



1 .  Taxonomy o f  B o r d e t e l l a  p e r t u s s i s

B o r d e t e l l a  p e r t u s s i s  was  o r i g i n a l l y  l i s t e d  i n  t h e  g e n u s  

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

by  B e r g e y  ejb ^ 1  » ( 1 9 2 3 ) .  The o t h e r  member s  o f  t h e  p r e s e n t  

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

A n d e r s e n  ( 1 9 5 3 )  n o t e d  t h a t  H a e m o p h i l u s  p e r t u s s i s , H . p a r a p e r t u s s i i
h

a n d  H. b r o n c h i s e p t i c a  h ad  a common 0 - a n t i g e n  a n d  h a e m o r ^ d g i c  

t o x i n .  A l t h o u g h  W i ns l ow  ( 1 9 2 0 )  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  t h r e e  s p e c i e s  

be  c l a s s i f i e d  a s  one  g r o u p ,  i t  was  M o r e n o - L o p e z  ( 1 9 5 2 )  who f i r s t  

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

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

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

B r u c e l l a c e a e  o f  t h e  o r d e r  E u b a c t e r i a l e s , i s  d i v i d e d  i n t o  t h r e e  

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

s p e c i e s  a r e  s u m m a r i z e d  i n  T a b l e  1 .  B.  p e r t u s s i s  i s  n o n - m o t i l e  

a n d  d o e s  n o t  g row on p l a i n  n u t r i e n t  a g a r ;  B.  p a r a p e r t u s s i s  i s  

n o n - m o t i l e  b u t  g ro ws  on n u t r i e n t  a g a r ;  B.  b r o n c h i s e p t i c a  i s  

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

f o r  man ( B o r d e t  a n d  G e n g o u ,  1 9 0 6 )  a s  i s  B.  p a r a p e r t u s s i s  

( B r a d f o r d  a n d  S l a v i n ,  1 9 3 7 ) .  B.  p e r t u s s i s  c a u s e s  w h o o p i n g  

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

h o o d .  H o w e v e r ,  B.  p a r a p e r t u s s i s  c a u s e s  a b o u t  5^ a n d  s o m e t i m e s  

up t o  20  t o  30^  o f  t h e  r e p o r t e d  c a s e s  o f  w h o o p i n g  c o u g h  i n  t h e  

U n i t e d  S t a t e s  a n d  E u r o p e  ( L a u t r o p ,  1 9 7 1 ;  L i n n e m a n n  a n d  P e r r y ,

1 9 7 7 ) .  B.  b r o n c h i s e p t i c a  i s  p r i m a r i l y  a n  a n i m a l  p a t h o g e n .

I t  was  f i r s t  i s o l a t e d  f r o m  d og s  by  F e r r y  i n  1 9 1 1  a n d  was 

i s o l a t e d  f r o m  a c h i l d  w i t h  w h o o p i n g  c o u g h  by  Brown i n  1926 

( L a u t r o p  a n d  L a c e y ,  I 9 6 0 ) .  I t s  a n t i g e n i c  r e l a t e d n e s s  t o



B . p e r t u s s i s  was  shown  by  F e r r y  a n d  N o b l e  ( 1 9 1 8 )  by  means  o f  

a g g l u t i n a t i o n  t e s t s  a n d  by  F e r r y  a n d  F l i x  ( 1 9 1 8 )  u s i n g  a 

c o m p l e m e n t  f i x a t i o n  p r o c e d u r e ,

2 .  P e r t u s s i s  : t h e  d i s e a s e

I t  i s  s u r p r i s i n g  t h a t  p e r t u s s i s  r e m a i n s  one  o f  t h e  l e a s t  

u n d e r s t o o d  o f  t h e  common i n f e c t i o u s  d i s e a s e s  d e s p i t e  t h e  r e c e n t  

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

p e r t u s s i s .

 ̂ The  f i r s t  w r i t t e n  d e s c r i p t i o n  o f  t h e  d i s e a s e  ( a c c o r d i n g  t o

Gone ,  1 9 7 0 )  a p p e a r e d  i n  1 5 7 8 ,  when  a n  e p i d e m i c  o c c u r r e d  i n  t h e  

c i t y  o f  P a r i s  a n d  was  r e c o r d e d  by  B a i l l o u .  F u r t h e r  e p i d e m i c s  

i n  E n g l a n d  b e t w e e n  1 6 7 0  a n d  1 6 8 0  w e r e  d e s c r i b e d  by  S y d e n h a m  

( 1 6 7 6 ) .  The  c a u s e  o f  t h e  d i s e a s e  was  n o t  known u n t i l  B o r d e t  

a n d  Ge ngou  ( 1 9 0 6 )  f i r s t  i s o l a t e d  t h e  c a u s a t i v e  o r g a n i s m .  The 

a e t i o l o g y  was c o n f i r m e d  i n  1933  by  t h e  M a c D o n a l d s  who i n o c u l a t e d  

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

( M a c D o n a l d  a n d  M a c D o n a l d ,  1 9 3 3 ) .

The d i s e a s e  was  c e r t a i n l y  b o t h  s e v e r e  a n d  d r e a d e d  i n  t h e  

y e a r s  b e f o r e  t h e  2 n d  W o r l d  War .  I t  c a u s e d  e p i d e m i c s  w i t h  l a r g e  

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

nu mb e r  o f  d e a t h s  e a c h  y e a r .  I n  1958  t h e r e  was  a s t r i k i n g  f a l l  

i n  t h e  n u m b e r s  o f  b o t h  n o t i f i c a t i o n s  a n d  d e a t h s ,  b u t  s i n c e  t h e n  

t h e  t r e n d  h a s  b e e n  s o m e w h a t  i r r e g u l a r  (MRC, 1 9 7 7 ) .

Whoopi ng  c o u g h  i s  a n  a c u t e ,  c o m m u n i c a b l e  d i s e a s e  c h a r a c t e r ­

i z e d  by s p a s m o d i c  a t t a c k s  o f  c o u g h i n g  t h a t  a r e  a c c o m p a n i e d  by 

a n  i n s p i r a t o r y  w h o o p .  The d i s e a s e  i s  t r a n s m i t t e d  d i r e c t l y  by



T a b l e  1 .  D i f f e r e n t i a l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  t h r e e
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d r o p l e t s  f r o m  c o u g h i n g  o r  s n e e z i n g .  The m o s t  i n f e c t i o u s  p e r i o d  

i s  e a r l y  i n  t h e  d i s e a s e .  B.  p e r t u s s i s  i s  n o n - i n v a s i v e  a n d  i n  

a t y p i c a l  c a s e ,  t h e r e  i s  a n  i n c u b a t i o n  p e r i o d  o f  s e v e n  t o  

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

p a r o x y s m a l  a n d  t h e  c o n v a l e s c e n t  ( B r a d f o r d ,  1 9 5 9 ) .  D u r i n g  t h e  

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

a n d  t e a r i n g .  I n  t h e  a c u t e  o r  p a r o x y s m a l  s t a g e ,  t h e  p a r o x y s m s  

may v a r y  i n  number  f r o m  a f ew  t o  t w e n t y  o r  more  p e r  d a y .

S e v e r e  p a r o x y s m s  may l a s t  f o r  5 - 1 0  m i n  a n d  t h e  c h i l d  may n e a r l y  

s t r a n g l e  i n  e x p e c t o r a t i n g  t h e  t h i c k ,  v i s c i d  m u c u s .  O c c a s i o n a l  

c y a n o s i s  i s  s e e n  a n d  v o m i t i n g  i s  f r e q u e n t .  I n  c o m p l i c a t e d  

c a s e s  s e c o n d a r y  i n f e c t i o n  may l e a d  t o  d e a t h ,  m o s t  f r e q u e n t l y  

due  t o  p n e u m o n i a ,  h a e m o r r h a g i c  e v e n t s  a n d  o c c a s i o n a l l y  t o x i c  

e n c e p h a l i t i s ;  t h e  m o s t  f r e q u e n t  c a u s e  o f  d e a t h  i s  s e c o n d a r y  

i n f e c t i o n .  At  a b o u t  t h e  f o u r t h  w e e k ,  t h e  n um b er  a n d  s e v e r i t y  

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

F u l l  r e c o v e r y  f r o m  t h e  i n f e c t i o n  c a n  t a k e  up t o  s e v e r a l  m o n t h s  

a n d  t h e r e  i s  no p a s s i v e  t r a n s f e r  o f  i m m u n i t y  f r o m  m o t h e r  t o  

f o e t u s  ( L o r b e r ,  1 9 7 5 ) .

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

t h e  b l o o d .  F o r  e x a m p l e ,  R e g a n  a n d  T o l s t o o u h o v  ( 1 9 3 6 )  f o u n d  

t h e  a v e r a g e  v a l u e s  o f  pH,  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  a n d  g l u c o s e  w e r e  

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

a c i d  was  i n c r e a s e d ,  A s i g n i f i c a n t  i n h i b i t i o n  o f  t h e  h y p e r -  

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

t r a t i o n  o f  e p i n e p h r i n e  was r e p o r t e d  by  B a d r - E l - D i n  e_t a_l.  ( 1 9 7 6 )

The d i s e a s e  o c c u r s  a t  a l l  t i m e s  o f  y e a r  w i t h  a p e a k  

i n c i d e n c e  d u r i n g  t h e  w i n t e r  m o n t h s .  P e r t u s s i s  h a s  no n a t u r a l



animal reservoir and no healthy carriers (Wilson and Miles,
1 9 7 5 ) .

The m o r t a l i t y  r a t e  f r o m  p e r t u s s i s  b e g a n  t o  d e c l i n e  m a r k e d l y  

i n  some c o u n t r i e s ,  n o t a b l y  N o r t h  A m e r i c a ,  a r o u n d  t h e  b e g i n n i n g  

o f  t h i s  c e n t u r y  ( B r a d f o r d ,  I 9 6 0 ) .  T h i s  d e c l i n e  was  t h o u g h t  t o  

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

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

a n d  Hood ,  1 9 5 1 )  . M i l l e r  ^  aJ^. ( 1 9 7 4 )  s u g g e s t e d  t h a t  v a c c i n ­

a t i o n  w h i c h  was  i n t r o d u c e d  on a n a t i o n a l  s c a l e  i n  t h e  U.K.  i n  

1 9 5 7 ,  a l s o  h a s  h a d  a g r e a t  i n f l u e n c e  on  d e c l i n e  o f  i n c i d e n c e  o f  

p e r t u s s i s .  B a s s i l i  a n d  S t e w a r t  ( 1 9 7 6 ) ,  h o w e v e r ,  c o n s i d e r e d  

t h a t  i m p r o v e m e n t  i n  s o c i o - e c o n o m i c  c o n d i t i o n s  w e r e  more  i m p o r t a n t  

t h a n  i m m u n i z a t i o n  i n  l e a d i n g  t o  t h i s  d e c l i n e .  S t e w a r t  ( 1 9 7 7 )  

p l o t t e d  d e a t h  r a t e s  f r o m  w h o o p i n g  c o u g h  a t  a g e s  0 - 1 5  y e a r s .

He c l a i m e d  t h a t  f o r  S c o t l a n d  t h e  l o g a r i t h m i c  r e g r e s s i o n  l i n e  

b e t w e e n  1943 a n d  1 9 5 7  p r e d i c t e d  v e r y  a c c u r a t e l y  t h e  a c t u a l  

s u b s e q u e n t  s l o p e  o f  t h e  c u r v e  t o  l ow  l e v e l  r e a c h e d  i n  1 9 6 3 .

A s i m i l a r  f i n d i n g  was  made w i t h  t h e  d a t a  f r o m  E n g l a n d  a n d  W a l e s ,  

H o w e v e r ,  S t e w a r t  c a r r i e d  o u t  h i s  c o n c l u s i o n  by  s e l e c t i n g  d a t a  

f r o m  t h e  p e r i o d s  1 9 5 0 - 5 6 ;  1 9 4 3 - 5 7  a n d  1 9 2 9 - 5 7 .  Had he u s e d  

t h e  d a t a  f o r  t h e  w h o l e  o f  t h e  p e r i o d  1 9 1 9 - 5 7  t h e  p r e - v a c c i n a t i o n  

d e c l i n e  w o u l d  h a v e  a p p e a r e d  s l o w e r  a n d  t h e  d e c l i n e  s i n c e  1957  

more  m a r k e d  (MRC, 1 9 7 7 ) .

F i g u r e  1 sh o ws  t h e  d e c l i n e  i n  t h e  n u m b e r  o f  n o t i f i c a t i o n s  

a n d  d e a t h s  f r o m  p e r t u s s i s  i n  E n g l a n d  a n d  W a l e s  d u r i n g  1 9 4 0 - 1 9 7 6 .



F i g u r e  1 .

Whooping c o u g h  ; N o t i f i c a t i o n s  a n d  d e a t h s  i n  E n g l a n d  

a n d  Wales  f r o m  1 9 4 0 - 1 9 7 6 .  ( J o i n t  C o m m i t t e e  on V a c c i n a t i o n  

a n d  I m m u n i z a t i o n ,  1 9 7 7 ) .

____________________ n o t i f i c a t i o n

d e a t h s
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3 .  P e r t u s s i s  v a c c i n e  a n d  v a c c i n a t i o n

S i n c e  p r o v e n  c a s e s  o f  r e i n f e c t i o n  a r e  r a r e ,  L a i n g  a n d  Hay

( 1 9 0 2 )  p o s t u l a t e d  t h a t  t h e  i m m u n i t y  t o  p e r t u s s i s  i s  l o n g -

l a s t i n g .  B o r d e t  ( 1 9 0 6 ) ,  i n v e s t i g a t i n g  t h e  n a t u r e  o f  i m m u n i t y  

t o  p e r t u s s i s ,  d e m o n s t r a t e d  a n t i b o d i e s  t o  B o r d e t e l l a  p e r t u s s i s  

i n  t h e  s e r a  o f  c h i l d r e n  who h a d  r e c o v e r e d  f r o m  t h e  d i s e a s e .

S i n c e  t h i s  o r i g i n a l  s t u d y ,  much a t t e n t i o n  h a s  b e e n  p a i d  t o  t h e  

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

i m m u n i t y .  I n  g e n e r a l ,  t h e  v a c c i n e s  h a v e  c o n s i s t e d  o f  w h o l e  

b a c i l l i  w h i c h  h a v e  b e e n  k i l l e d  by v a r i o u s  m e an s  s u c h  a s  h e a t ,  

f o r m a l d e h y d e  a n d  m e r t h i o l a t e  ( E v a n s ,  1 9 4 2 ) .

Z a c h a r i a s s e n ,  1929  ( q u o t e d  by  M a d s e n ,  1 9 3 3 )  was  t h e  f i r s t

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

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

O n l y  67 . 5% o f  t h e  v a c c i n a t e d  c h i l d r e n  c o n t r a c t e d  t h e  d i s e a s e  

c o m p a r e d  w i t h  9 S . 2 %  i n  t h e  u n v a c c i n a t e d  g r o u p .  I n  A m e r i c a  a n d  

C a n a d a ,  e x p e r i e n c e  i n d i c a t e d  t h a t  p e r t u s s i s  v a c c i n e  c o u l d  p r o d u c e  

s i g n i f i c a n t  p r o t e c t i o n .  K e n d r i c k  a n d  E l d e r i n g  ( 1 9 3 9 )  f o u n d  a 

home e x p o s u r e  a t t a c k  r a t e  o f  89 .4% i n  u n v a c c i n a t e d  c h i l d r e n  a n d  

34 . 95% i n  t h o s e  who h a d  r e c e i v e d  M i c h i g a n  v a c c i n e .  I n  t h o s e  

e x p o s e d  t o  i n f e c t i o n  a t  s c h o o l  a n  e v e n  b e t t e r  d e g r e e  o f  p r o t e c t i o n  

e s t i m a t e d  a t  90%, was  f o u n d .

The e a r l i e s t  B r i t i s h  t r i a l s  o f  p e r t u s s i s  v a c c i n e s  f r o m  1942 

t o  19 4 4  w e r e  o r g a n i s e d  by t h e  Whoop ing  Cough  I m m u n i z a t i o n  

C o m m i t t e e  o f  t h e  MRC. C h i l d r e n  a t t e n d i n g  n u r s e r i e s  a n d  W e l f a r e  

C l i n i c s  w e r e  i m m u n i z e d  o r  l e f t  u n i m m u n i z e d  i n  a c o n t r o l l e d  

f a s h i o n .  H o w e v e r ,  no s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  was  f o u n d  b e t w e e n



t h e  i n c i d e n c e  o f  a t t a c k  b e t w e e n  194& a n d  1 9 5 1  i n  c h i l d r e n  who 

had  r e c e i v e d  t h r e e  i n j e c t i o n s  o f  one  o r  o t h e r  o f  d i f f e r e n t  

b a t c h e s  o f  B r i t i s h  v a c c i n e s  a n d  u n v a c c i n a t e d  c h i l d r e n  (MRC,

1 9 7 7 ) .  I n  a l a t e r  s e r i e s  o f  f i e l d  t r i a l s  i n  B r i t a i n ,  t h e  

d i f f e r e n c e  b e t w e e n  v a c c i n a t e d  a n d  u n v a c c i n a t e d  c h i l d r e n  was  

s i g n i f i c a n t .  The a v e r a g e  a t t a c k  r a t e  i n  t h e  home e x p o s u r e  f o r  

10 t r i a l s  was  18 .2% i n  t h e  v a c c i n a t e d  a n d  87 . 3% i n  t h e  u n ­

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

w e r e  on  a v e r a g e ,  l e s s  s e v e r e  a n d  o f  s h o r t e r  d u r a t i o n  t h a n  t h o s e  

i n  t h e  u n v a c c i n a t e d  (MRC, 19 5 1 ) .

P r i o r  t o  t h e  s t u d i e s  o f  t h e  M e d i c a l  R e s e a r c h  C o u n c i l  ( 1 9 5 1 ,  

1 9 5 6 ,  1959)  t h e  o n l y  c o u n t r y  p o s s e s s i n g  a s t a n d a r d  p e r t u s s i s  

v a c c i n e  was t h e  U n i t e d  S t a t e s  ( N a t i o n a l  I n s t i t u t e  o f  H e a l t h ,

1 9 4 & ) . A B r i t i s h  R e f e r e n c e  V a c c i n e  was  e s t a b l i s h e d  i n  1 9 5 7  a s  

one  g i v i n g  80% p r o t e c t i o n  a g a i n s t  home e x p o s u r e .  As a r e s u l t  

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

a n d  i n  t h e  i n t r a c e r e b r a l  mouse  p r o t e c t i o n  t e s t  (MPT) t h e  mouse  

t e s t  o f  K e n d r i c k  je t  a j ^ . ( 1 9 4 7 )  b e came  a s t a n d a r d  p r o c e d u r e  i n  

t h e  c o n t r o l  l a b o r a t o r y  (MRC, 1 9 5 9 ) .  By 1 9 6 4 ,  t h i s  t e s t  was  

r e c o m me nd e d  by  t h e  Wor l d  H e a l t h  O r g a n i z a t i o n  a s  t h e  s t a n d a r d  

a s s a y  f o r  p e r t u s s i s  v a c c i n e  p r o t e c t i v e  p o t e n c y  (WHO, 1 9 6 4 ) .

The  d e c l i n e  i n  1 9 5 8 - 1 9 6 1  i n  t h e  n u m b e r s  o f  b o t h  n o t i f i c a t i o n  

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

e n c e d  by  a l l  a g e s  i n  1 9 5 4 - 1 9 5 7  was  f o l l o w e d  by  a f u r t h e r  d e c l i n e  

i n  e a c h  s u b s e q u e n t  f o u r  y e a r  p e r i o d  up t o  1973  (MRC, 1 9 7 7 ) ,  

H o w e v e r ,  t h e  wave o f  p e r t u s s i s  d u r i n g  1963  a n d  1 9 6 4  h a d  r a i s e d  

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



y e a r s .  T h u s ,  i n  1 9 6 6 ,  t h e  P u b l i c  H e a l t h  L a b o r a t o r y  S e r v i c e  

c o n s t i t u t e d  a w o r k i n g  p a r t y  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  f i e l d  e x p e r i e n c e  

w i t h  w h o o p i n g  c o u g h  v a c c i n e .  The i n v e s t i g a t i o n  s ho we d  t h a t  

a f t e r  home e x p o s u r e  t o  t h e  d i s e a s e ,  56% o f  t h e  v a c c i n a t e d  

c h i l d r e n  d e v e l o p e d  a p a r o x y s m a l  c o u g h  c o m p a r e d  w i t h  67% o f  

u n v a c c i n a t e d  c h i l d r e n .  T h i s  r e p o r t  l e d  P r e s t o n  a n d  E v a n s  ( 1 9 6 3 ) J ^  

P r e s t o n  ( 1 9 6 5 )  t o  e x a m i n e  f r e s h l y  i s o l a t e d  s t r a i n s  o f  B.  p e r t u s s i s  

f r o m  c a s e s  o f  w h o o p i n g  c o u g h .

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

t y p e  1 ,  2 a n d  1 ,  2 ,  3 common b e f o r e  1958  t o  t y p e  1 ,  3 s t r a i n s  

w h i c h  w e r e  d o m i n a n t  i n  1 9 6 3 - 1 9 6 4 .  T h e s e  f i n d i n g s  w e r e  c o n ­

f i r m e d  d u r i n g  a f u r t h e r  s t u d y  o f  t h e  w o r k i n g  p a r t y  (PHLS,  1 9 7 3 )  

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

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

i n  e f f i c a c y  o f  t h e  v a c c i n e  i n  u s e  f r o m  1 9 6 3 - 1 9 6 8 .  The B r i t i s h  

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

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

i n  c h i l d r e n  who r e c e i v e d  t h e  new v a c c i n e s  ( P r e s t o n  a n d  S t a n b r i d g e ,  

1 9 7 2 )  .

E x p e r i e n c e  s h o we d  t h a t  w e l l  o r g a n i z e d  mass  i m m u n i z a t i o n  

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

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

by a-pacjjep- ù f  50 ' i. -   ̂ a n d  t h a t  t h e  i n c i d e n c e  o f  s e r i o u s  

u n t o w a r d  r e a c t i o n s  was  c o n s i d e r e d  t o  be  e x c e e d i n g l y  r a r e .

H o w e v e r ,  a number  o f  p r o b l e m s  a r e  s t i l l  a s s o c i a t e d  w i t h  p r e s e n t  

d a y  v a c c i n e .  D i f f e r e n t  l o t s  o f  v a c c i n e ,  made i n  t h e  same way ,  

f r o m  t h e  same s t r a i n s ,  s o m e t i m e s  show d i f f e r e n t  p r o p e r t i e s
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( P a r k e r ,  1 9 7 8 ) ,  A c c o r d i n g  t o  G r i f f i t h  ( 1 9 7 8 ) ,  d i f f e r e n t  

v a c c i n e s  v a r y  i n  q u a l i t y ,  s a f e t y  a n d  e f f i c a c y  a c c o r d i n g  t o  t h e  

p r o d u c t i o n  s t r a i n s  o f  B . p e r t u s s i s , t h e  m e t h o d  o f  m a n u f a c t u r e  

a n d  q u a l i t y  c o n t r o l  p r o c e d u r e s .

T h e r e  a r e  i n d i c a t i o n s  t h a t  p e r t u s s i s  v a c c i n e  o c c a s i o n a l l y  

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

d e a t h .  W h e t h e r  a l l  s u c h  s e q u e l a e  a r e  c a u s e d  b y  p e r t u s s i s  

v a c c i n e s  o r  w h e t h e r  t h e y  o c c u r  by  c h a n c e  i n  r e l a t i o n  t o  t h e  

d a t e  o f  i n o c u l a t i o n  i s  d i s p u t e d ,  S t u a r t - H a r r i s  ( 1 9 7 8 ) ,  s t a t e d

t h a t  i n  t h e  U n i t e d  Kingdom t h e  a s s e s s m e n t  o f  c a s e s  r e p o r t e d  t o  

t h e  C o m m i t t e e  on t h e  S a f e t y  o f  M e d i c i n e s  s h o w e d  t h a t  m o s t  o f  

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

a p p e a r  t o  be  c l i n i c a l l y  d i f f e r e n t  f r o m  i l l n e s s e s  c o n t i n u a l l y  

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

i n o c u l a t i o n .  I t  i s  t h e r e f o r e  d i f f i c u l t  t o  b e l i e v e  t h e y  a r e  

t h e  r e s u l t  o f  a n e u r o t o x i n  t h a t  S t e w a r t  ( 1 9 7 7 )  d e s c r i b e d  a s  

a c o m p o n e n t  o f  t h e  v a c c i n e .  H a n n i c k  a n d  C o h e n  ( 1 9 7 9 )  n o t e d  a 

s m a l l  b u t  s i g n i f i c a n t  r i s e  i n  i n s u l i n  l e v e l s  o f  i n f a n t s  8 h 

a f t e r  v a c c i n a t i o n .

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

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

t h e  a t t a c k - r a t e  o f  w h o o p i n g  c o u g h ,  b u t  a l s o  t h e  s e v e r i t y  o f  

i l l n e s s  (MRC, 1 9 7 7 ) .  S t e w a r t  ( 1 9 7 8 ) ,  h o w e v e r ,  r e - e m p h a s i z e d  

h i s  r e p o r t  o f  1977  t h a t  p e r t u s s i s  v a c c i n e  i s  i n t r i n s i c a l l y  

t o x i c  b e c a u s e  p o t e n t  h i s t a m i n e - s e n s i t i z i n g  a n d  o t h e r  p h a r m a -  

c o l o g i c a l l y - a c t i v e  s u b s t a n c e s  a r e  i n s e p a r a b l e  f r o m  t h e  i m m u n i z i n g  

c o m p o n e n t s .  He e s t i m a t e d  t h e  i n c i d e n c e  o f  p e r m a n e n t  b r a i n
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damage i n  t h e  U n i t e d  Kin gd om ( f r o m  1957  t o  1 9 7 6 )  t o  be  b e t w e e n  

1 i n  1 0 , 0 0 0  a n d  1 i n  5 0 , 0 0 0  o f  c h i l d r e n  v a c c i n a t e d .  The  

c o n t r o v e r s y  s u r r o u n d i n g  t h e  s a f e t y  a n d  e f f i c a c y  o f  p e r t u s s i s  

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

a c c e p t a n c e  r a t e  o f  v a c c i n a t i o n  t o  40% o r  l e s s  i n  1 9 7 7  c o m p a r e d  

t o  70%-80% b e f o r e  1 9 7 4  ( S t u a r t - H a r r i s , 1 9 7 8 ) .  S u c h  d e c l i n e  

was  p r e s u m a b l y  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  s e r i o u s  o u t b r e a k  o f  p e r t u s s i s  

w h i c h  b e g a n  i n  O c t o b e r  1 9 7 7  i n  w h i c h  t h e  p e a k  i n c i d e n c e  was  

h i g h e r  t h a n  i t  h a d  b e e n  f o r  more  t h a n  two  d e c a d e s .

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

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

The i d e n t i f i c a t i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  p r o t e c t i v e  a n t i g e n  

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

N a k a s e  ( 1 9 7 8 )  a n d  R o b i n s o n  e t . a l . ( B 8 ^ , h u t  s u c h  a t t e m p t s  h a v e  n o t  

b e e n  s u c c e s s f u l .  A n o t h e r  a p p r o a c h  i s  t h e  s e p a r a t i o n  o f  t h e  

p r o t e c t i v e  a c t i v i t y  f r o m  t o x i c i t y  i n  B. p e r t u s s i s  b y  t h e  man­

i p u l a t i o n  o f  g r o w t h  c o n d i t i o n s  ( P a r k e r ,  1 9 7 8 ) .  The  r e p o r t e d  

c o n v e r s i o n  o f  B.  p e r t u s s i s  t o  B.  p a r a p e r t u s s i s  t h r o u g h  m u t a ­

g e n e s i s  (Kumazawa a n d  Y o s h i k a w a ,  1 97 8 )  a l s o  r a i s e d  t h e  

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

h a v e  l o s t  o r  g a i n e d  p a r t i c u l a r  p r o p e r t i e s .  A l t h o u g h  s t i l l  a t  

a n  e a r l y  s t a g e ,  g e n e t i c  s t u d i e s  c o u l d  l e a d  t o  a b e t t e r  u n d e r ­

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

c o n t r i b u t e  t o  s o l v i n g  t h e  p r o b l e m s  o f  t o d a y ' s  v a c c i n e .



4 .  P a t h o p h y s i o l o g i c a l  a n d  i m m u n o l o g i c a l  a c t i v i t i e s  o f

B o r d e t e l l a  p e r t u s s i s .

A v a r i e t y  o f  b i o l o g i c a l l y - a c t i v e  c o m p o n e n t s  o f  B.  p e r t u s s i s  

h a v e  b e e n  d e s c r i b e d , b u t  t h e i r  e x a c t  r o l e  i n  t h e  d i s e a s e  i s  n o t  

w e l l  u n d e r s t o o d .  Whole B.  p e r t u s s i s  c e l l s  i n j e c t e d  i n t o  

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

m e n t a l  a c t i o n s ;  i n c r e a s e d  i m m u n o l o g i c a l  r e s p o n s e  t o  a n t i g e n s  

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

t o  v a r i o u s  f o r m s  o f  s h o c k .

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

v i r u l e n c e  f a c t o r s  i n  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  p e r t u s s i s ,  some a s  

p r o t e c t i v e  f a c t o r s  i n  i m m u n i t y  t o  p e r t u s s i s ,  a n d  o t h e r s  a s  

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

4 . 1  P r o t e c t i v e  a n t i g e n s

The p r o t e c t i v e  a n t i g e n s  (PA) a r e  t h o u g h t  t o  be  c e l l  w a l l  

c o m p o n e n t s  ( B i l l a u d e l l e  _et £ ^ .  I 9 6 0 ) .  The a c t i v i t y  o f  PA was  

d e s t r o y e d  by h e a t  (80°G f o r  30  m i n ) ,  by  p r o t e o l y t i c  e n z y m e s  

( t r y p s i n )  a n d  by 45% ( w / v )  p h e n o l  i n d i c a t i n g  t h a t  i t  i s  p r o t e i n  

i n  n a t u r e  (Munoz ,  1 9 6 3 ) .  T h i s  was  c o n f i r m e d  by  t h e  w o r k  o f  

J a k u s  e_t ( 1 9 6 8 )  who a l s o  s h ow e d  t h a t  t h e  p r o t e c t i v e  a c t i v i t y

was  l o s t  a t  h i g h  pH.  A c e t o n e  was  f o u n d  t o  h a v e  no  a f f e c t  on  PA 

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

S i m i l a r l y  War d l aw a n d  J a k u s  ( 1 9 6 6 )  s ho we d  t h a t  p r o t e c t i v e  

a c t i v i t y  was u n a f f e c t e d  by  s o d i u m  m e t a p e r i o d a t e ,  a r e a g e n t  

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

S u t h e r l a n d  ( 1 9 6 3 )  i n v e s t i g a t e d  t h e  a n t i g e n i c  r e l a t i o n s h i p



o f  t h e  p r o t e c t i v e  a n t i g e n s  o f  B o r d e t e l l a  s p e c i e s  a n d  r e p o r t e d  

no c r o s s - p r o t e c t i o n  b e t w e e n  B . p e r t u s s i s  a n d  B . p a r a p e r t u s s i s  

o r  B . b r o n c h i s e p t i c a  . K e n d r i c k  _ejb a_l . ( 1 9 5 3 )  h o w e v e r ,  s t a t e d  

t h a t  t h e r e  was  some c r o s s - p r o t e c t i o n  i n  a n i m a l s  b e t w e e n  

B.  p e r t u s s i s  a n d  some B. b r o n c h i s e p t i c a  v a c c i n e s  a n d  b e t w e e n  

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

B . p e r t u s s i s  a n d  B. p a r a p e r t u s s i s . I t  i s  s u r p r i s i n g  t h a t  

B.  p a r a p e r t u s s i s  i s  n o t  p r o t e c t i v e  a g a i n s t  B.  p e r t u s s i s  i f  t h e  

c o n v e r s i o n  o f  B . p e r t u s s i s  t o  B.  p a r a p e r t u s s i s  by  m u t a g e n e s i s  

r e p o r t e d  by  Kumazawa a n d  Y o s h i k a w a  ( 1 9 7 8 )  i s  c o r r e c t .  H o w e v e r ,  

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

a n t i b o d y  t o  PA, a n  immune r e s p o n s e  t o  o t h e r  s u r f a c e  c o m p o n e n t s  

s u c h  a s  t h o s e  s h a r e d  w i t h  t h e  o t h e r  B o r d e t e l l a  s p e c i e s  i s  c a p a b l e  

o f  c o n f e r r i n g  r e s i s t a n c e  t o  p e r t u s s i s  ( O l s o n ,  1 9 7 5 ) .  P r e s t o n  

a n d  S t a n b r i d g e  ( 1 9 7 2 )  h a v e  p r o v i d e d  e v i d e n c e  t h a t  t h e  t y p e -  

s p e c i f i c  p e r t u s s i s  a g g l u t i n o g e n s  2 a n d  3 p l a y  a n  i m p o r t a n t  r o l e  

i n  i m m u n i t y  t o  w h o o p i n g  c o u g h  i n  t h e  c h i l d ,

S a t o  _et a l .  ( 1 9 7 4 )  r e p o r t e d  t h a t  i m m u n i z a t i o n  w i t h  a 

p u r i f i e d  p r e p a r a t i o n  c o n t a i n i n g  h a e m a g g l u t i n i n  (HA) a nd  l e u k o ­

c y t o s i s - p r o m o t i n g  f a c t o r  (LPF)  p r o t e c t e d  m i c e  f r o m  i n t r a c e r e b r a l  

( i . e . )  i n f e c t i o n  w i t h  a v i r u l e n t  s t r a i n  o f  B . p e r t u s s i s .

A r a i  a n d  S a t o  ( 1 9 7 6 )  s e p a r a t e d  t h i s  p r e p a r a t i o n  i n t o  two d i s t i n c t  

h a e m a g g l u t i n i n s  n a m e l y  f i m b r i a l  h a e m a g g l u t i n i n  (F-HA) a n d  l e u k o ­

c y t o s i s - p r o m o t i n g  f a c t o r  h a e m a g g l u t i n i n  (LPF-HA)  , S a t o  e_t a l , 

( 1 9 7 9 )  s howed  t h a t  F-HA was  n o n - t o x i c  a n d  p r o t e c t e d  mi ce  a g a i n s t  

i . e .  c h a l l e n g e  w i t h  B.  p e r t u s s i s  w h e r e a s  LPF-HA was  t o x i c  a n d  

n o n - p r o t e c t i v e  a t  d o s e s  t o l e r a t e d  b y  m i c e .  I n  c o n t r a s t  t o  

t h e s e  r e s u l t s ,  Munoz a n d  B e r g m a n  ( 1 9 7 7 )  o b s e r v e d  t h a t  f r a c t i o n s



which they

l ack i ng  F - H A , ^ d e s i g n a t e d  p e r t u s s i g e n  c o u l d  p r o t e c t  m i c e

a n d  w e r e  t o l e r a t e d  by  mi ce  a t  d o s e s  o f  a t  l e a s t  10 / i g / m o u s e ^  

LPF-HA made by  t h e  m e t h o d  o f  A r a i  a n d  S a t o  ( 1 9 7 6 )  was  t o x i c  a t  

d o s e s  o f  0 . 1  t o  0 . 5  ^ g / m o u s e .  Munoz ejb aJL. ( 1 9 8 1 )  s u g g e s t e d  

t h a t  p e r t u s s i g e n  (now t h o u g h t  t o  be i d e n t i c a l  w i t h  L P F - H A ) ,  

was t h e  m o s t  i m p o r t a n t  a n t i g e n  f o r  t h e  i m m u n i z a t i o n  o f  mi ce  

a g a i n s t  i . e .  i n f e c t i o n  w i t h  B.  p e r t u s s i s . T h e y  f o u n d  t h a t  mi ce  

w e r e  p r o t e c t e d  w i t h  1.4- ^ g / m o u s e  ( P D^ ^)  o f  a p e r t u s s i g e n  w h i c h  

was  f r e e  f r o m  d e m o n s t r a b l e  F-HA,  w h e r e a s  p u r i f i e d  F-HA f a i l e d  

t o  p r o t e c t  m i c e  a t  a d o s e  o f  10 j u g / m o u s e .  P a s s i v e  p r o t e c t i o n  

t e s t s  w i t h  a n t i s e r a  a g a i n s t  p u r i f i e d  p e r t u s s i g e n  p r o t e c t e d  mi ce  

f r o m  i . e .  i n f e c t i o n ,  w h e r e a s  a n t i - F - H A  a n t i b o d i e s  d i d  n o t  

p r o t e c t  m i c e .  R e c e n t l y ,  R o b i n s o n  ejb a_l. ( 1 9 8 1 )  h a V ( ^ s u g g e s t e d  

t h a t  t h e r e  may be two  d i s t i n c t  m o u s e - p r o t e c t i v e  a n t i g e n s ,  one  

a s s o c i a t e d  w i t h  o u t e r  membrane  p r o t e i n s  a n d  a n o t h e r  a s s o c i a t e d  

w i t h  F-HA.  H o w e v e r ,  t h e y  d i d  n o t  r u l e  o u t  t h e  p o s s i b i l i t y  

t h a t  a m i n o r  c o m p o n e n t  common t o  b o t h  p r e p a r a t i o n s  was  r e s p o n s ­

i b l e  f o r  p r o t e c t i o n .

4 . 2  H i s t a m i n e - s e n s i t i z i n g  f a c t o r

T h i s  a c t i v i t y  was  f i r s t  o b s e r v e d  by  P a r f e n t j e v  a n d  G o o d l i n e  

( 1 9 4 7 )  when i n t r a p e r i t o n e a  1 i n j e c t i o n  o f  p e r t u s s i s  v a c c i n e  o r  

c e l l  e x t r a c t s  i n t o  m i c e  made t h e  a n i m a l s  up t o  1 0 0 - f o l d  more  

s e n s i t i v e  t o  a l a t e r  i n j e c t i o n  o f  h i s t a m i n e  o r  s e r o t o n i n .  Of 

t h e  t h r e e  B o r d e t e l l a  s p e c i e s ,  o n l y  B.  p e r t u s s i s  p o s s e s s e s  t h e  

c o m p o n e n t  w h i c h  was  named  by M a i t l a n d  e_t a_l . ( 1 9 5 5 )  a s  t h e  

h i s t a m i n e - s e n s i t i z i n g  f a c t o r  ( H S F ) .



lb

P u r i f i c a t i o n  o f  HSF t o  h o m o g e n e i t y  h a s  b e e n  d i f f i c u l t  t o  

a c h i e v e .  I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  HSF owed i t s  a c t i v i t y  t o  

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

l y t i c  e nzy m e s  ( P i e r o n i  u t  a_l.  1 9 6 5 ) ,  C a r b o h y d r a t e  was  n o t  

f o u n d  t o  a n y  a p p r e c i a b l e  e x t e n t  a n d  s t u d i e s  u t i l i z i n g  s o d i u m  

m e t a p e r i o d a t e  i n d i c a t e d  t h a t  c a r b o h y d r a t e  was  n o t  r e q u i r e d  f o r  

b i o l o g i c a l  a c t i v i t y  ( W a r d l a w  a n d  J a k u s ,  1 9 6 6 ) .  HSF i s o l a t e d  

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

( L e h r e r  _et a_l ' 1 9 7 4 ) ,  w h e r e a s  HSF f r o m  c u l t u r e  s u p e r n a t a n t  

f l u i d s  was l i p i d - f r e e  ( M o r s e  a n d  M o r s e ,  1 9 7 6 ) .  The l a t t e r  

w o r k e r s  s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  d i f f e r e n c e  may be b e c a u s e  HSF i s  

c l o s e l y  a s s o c i a t e d  w i t h  l i p i d  when  i n  t h e  c e l l  e n v e l o p e  a n d  t h a t  

t h i s  b o n d  i s  b r o k e n  on r e l e a s e  o f  t h e  HSF f r o m  t h e  c e l l s .

The m e c h a n i s m  o f  HSF i s  u n c e r t a i n  b u t  v a r i o u s  w o r k e r s  

( F i s h e l  e_t a_l. 1 9 6 4 ;  B e r g m a n  a n d  Munoz,  1 9 6 6 ;  P i e r o n i  a n d  L e v i n e ,  

1 96 7 ;  O’ B r y a n  a n d  F i s h e l ,  1 9 7 1 )  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  a c t i o n  

o f  HSF was  v i a  t h e  a u t o n o m i c  s y s t e m ,  e i t h e r  by i n d u c i n g  a 

h y p e r - r e a c t i v e  s t a t e  o f  t h e  c y - ty p e  r e c e p t o r s  o r  by  b l o c k a d e  o f  

t h e  p - t y p e  r e c e p t o r s .  H o w e v e r ,  H e w l e t t  ^  a j . .  ( 1 9 7 8 )  h a v e  

o b t a i n e d  e v i d e n c e  t h a t  B.  p e r t u s s i s  v a c c i n a t i o n  d o e s  n o t  c a u s e  

p - a d r e n e r g i c  b l o c k a d e .  I t  h a s  a l s o  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  

p r i m a r y  e f f e c t  o f  HSF i s  t o  a l t e r  c y c l i c - A M P  m e t a b o l i s m  i n  t h e  

h o s t  e i t h e r  by  a n  e f f e c t  on  i n t r a c e l l u l a r  ATP c o n c e n t r a t i o n s  o r  

by i n t e r f e r i n g  i n  some way w i t h  a d e n y l a t e  c y c l a s e  o r  p h o s p h o ­

d i e s t e r a s e  a c t i v i t y  ( P a r k e r  a n d  M o r s e ,  1 9 7 3 ) .

P i t t m a n  ( 1 9 7 0 )  h a s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  a p p a r e n t l y  n e u r o g e n i c  

n a t u r e  o f  t h e  p a r o x y s m a l  c o u g h  o f  p e r t u s s i s  may be  a m a n i f e s t -



a t i o n  o f  HSF,  o r  a t  l e a s t  some t o x i c  p r o p e r t y  o f  B . p e r t u s s i s .

4 . 3  L e u k o c y t o s i s - p r o m o t i n g  f a c t o r

L e u k o c y t o s i s  i n  c a s e s  o f  w h o o p i n g  c o u g h  was  f i r s t  o b s e r v e d  

by  F r o h l i c h  ( 1 8 9 7 )  c i t e d  by  M o r s e  ( 1 9 6 5 ) .  I t  o c c u r s  e i t h e r  

i n  c l i n i c a l  i n f e c t i o n s  o r  i n  l u n g - i n f e c t e d  o r  v a c c i n a t e d  mi ce  

a n d  i s  due t o  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  o v e r a l l  n umber  o f  c i r c u l a t i n g  

l e u k o c y t e s ,  m a i n l y  t h e  l y m p h o c y t e s  ( T u t a ,  1 9 3 7 ;  M o r s e ,  1 9 6 5 ) .

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

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

f a c t o r  (LPF)  ( Ku ro k awa  e_t a_l.  1 9 6 8 ) .

LPF was  r e p o r t e d  t o  be a p r o t e i n  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  1 1 0 , 0 0 0 .

I t  was  i n s o l u b l e  i n  w a t e r  a n d  i s o t o n i c  b u f f e r s  a n d  r e q u i r e d  a n

a l k a l i n e  pH w i t h  t h e  a d d i t i o n  o f  0 . 5  o r  IM NaCl  o r  4M u r e a  b u f f e r  
I to i t  2h Solution
J ( S a t o  a n d  A r a i ,  1 9 7 2 ) .  I n  o t h e r  e x p e r i m e n t s  h o w e v e r ,  t h e  

m o l e c u l a r  w e i g h t  was  e s t i m a t e d  a t  8 7 , 0 0 0  ( M o r s e  a n d  M o r s e ,  1 9 7 6 ) .  

LPF was  i s o l a t e d  f r e e  f r o m  l i p i d  a n d  c o n t a i n e d  l e s s  t h a n  1% 

c a r b o h y d r a t e  a n d  1 4 . 5% n i t r o g e n  a n d  t h u s  a p p e a r e d  t o  be a p r o t e i n  

( M o r s e , 1 9 7 6 ) .

LPF was  t h o u g h t  t o  be t h e  f a c t o r  t h a t  c a u s e d  s l o w  w e i g h t  

g a i n  a n d  l a t e  d e a t h s  i n  t h e  mouse  w e i g h t - g a i n  t o x i c i t y  t e s t  

f o r  p e r t u s s i s  v a c c i n e  ( Ku r o k aw a  e_t a ^ .  1 9 6 5 )  , The m e c h a n i s m  

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

by  M or se  a n d  h i s  c o l l e a g u e s  ( M o r s e ,  1 9 6 5 ;  Mor se  a n d  B l e s t e r ,  1 9 6 7 ;  

M o rs e  a n d  B r a y ,  1 9 6 7 ;  Mor se  a n d  B a r r o n ,  1 9 7 0  a n d  Taub  je t  a l .

1 9 7 2 ) .  Th e y  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  p e r i p h e r a l  l y m p h o c y t o s i s  was  

a c c o m p a n i e d  by  d e p l e t i o n  o f  t h e  s m a l l  l y m p h o c y t e s  i n  t h e  l y m p h o i d



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

T h e r e  was  l i t t l e  o r  no s t i m u l a t i o n  o f  l y m p h o c y t o s i s  by 

LPF when g i v e n  s u b c u t a n e o u s l y  ( F i n g e r  _et 1 9 7 2 )  . I n t r a ­

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

mi ce  a n d  some e f f e c t  was s e e n  a f t e r  i n t r a p e r i t o n e a l  a d m i n i s ­

t r a t i o n .  I t  i s  n o t  c e r t a i n  w h e t h e r  t h e  s i t e  o f  a c t i o n  o f  LPF 

i s  on t h e  l y m p h o c y t e  o r  t h e  p o s t - c a p i l l a r y  v e n u l e ,  o r  b o t h ,  o r  

w h e t h e r  t h e  r a t e  o r  t h e  r o u t e  o f  e n t r y  o f  l y m p h o c y t e s  f r o m  

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

Mor se  a n d  M o r s e  ( 1 9 7 6 ) ,  f o u n d  t h a t  LPF ,  a s  w e l l  a s  b e i n g  

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

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

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

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

c y t o s i s  i n  m i c e  a l s o  was  f o u n d  t o  c a u s e  l a t e - a p p e a r i n g  t o x i c i t i e s  

(LAT) s u c h  a s  l a t e  b o d y - w e i g h t  l o s s  a n d  l a t e  d e a t h  o f  mi ce  

(Ku r o ka wa  e_t 1 9 6 5 ) .

4 . 4  A d j u v a n t s

K i l l e d  B.  p e r t u s s i s  c e l l s  w e re  shown t o  e x e r t  a n  a d j u v a n t  

e f f e c t  on t h e  p r o d u c t i o n ,  i n  r a t s  a n d  m i c e ,  o f  h o m o c y t o t r o p i c  

a n t i b o d i e s  s i m i l a r  i n  c h a r a c t e r i s t i c s  t o  human I g E - t y p e  r e a g i n i c  

a n t i b o d i e s  ( M o t a ,  1 9 5 8 ) .  The a d j u v a n t  p o t e n c y  o f  B.  p e r t u s s i s  

was  f o u n d  t o  be e x t r e m e l y  h i g h  when  i n o c u l a t e d  s i m u l t a n e o u s l y  

w i t h  o t h e r  a n t i g e n s  a n d  i n  f a c t ,  was  f o u n d  t o  r i v a l  o r  e v e n  

e x c e e d  t h e  a d j u v a n t  a c t i o n  o f  t r a d i t i o n a l  a g e n t s  s u c h  a s  F r e u n d ' s  

a d j u v a n t  ( Mu no z ,  1 9 6 3 ) .



A t  l e a s t  t wo  d i s t i n c t  s u b s t a n c e s  i n  B.  p e r t u s s i s  c e l l s  

h a v e  t h e  a b i l i t y  t o  e n h a n c e  a n t i b o d y  r e s p o n s e s .  One i s  a 

h e a t - l a b i l e  c o m p o n e n t  ( d e s t r o y e d  a t  80°C f o r  30 m i n )  w h i c h  i s  

f o u n d  t o  s t i m u l a t e  I g E  p r o d u c t i o n  i n  mi ce  a n d  r a t s  ( Mot a  a n d  

P e i x o t o ,  1966)  a n d  t o  e n h a n c e  t h e  p r o c e s s  o f  e x p e r i m e n t a l  

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

B er g m a n ,  1 9 7 7 ) .  The o t h e r  s u b s t a n c e  i s  t h e  h e a t - r e s i s t a n t  

( 1 0 0 ° C  f o r  1 h) l i p o p o l y s a c c h a r i d e  e n d o t o x i n  ( M o r s e ,  1 9 7 6 ) .

LPS f r o m  B. p e r t u s s i s  i s  n o t  v e r y  a c t i v e  i n  s t i m u l a t i n g  I g E  

when c o m p a r e d  t o  t h e  h e a t - l a b i l e  a d j u v a n t .  H o w e v e r ,  i t s  a c t i o n  

a p p e a r s  t o  be s i m i l a r  t o  e n d o t o x i n s  o f  o t h e r  g r a m - n e g a t i v e  

b a c t e r i a  (Munoz a n d  B e r g m a n ,  1 9 7 7 ) .

The m e c h a n i s m  o f  t h e  a d j u v a n t  a c t i v i t y  i s  n o t  w e l l  u n d e r ­

s t o o d ,  b u t  F i n g e r  ejt a_l.  ( 1 9 7 0 ) ,  p o s t u l a t e d  t h a t  B.  p e r t u s s i s  

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

p r o l i f e r a t i o n  o f  memory c e l l s .  I t  h a s  a l s o  b e e n  s u g g e s t e d  

t h a t  B.  p e r t u s s i s  e x e r t s  i t s  e f f e c t  d i r e c t l y  on t h e  p r e c u r s o r s  

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

d i v i s i o n  ( R e e d  _et 1 9 7 2 ) ,  A p o s s i b l e  a d j u v a n t  e f f e c t  on

t u m o u r s  i s  c o n t r a d i c t o r y .  F l o e r s h e i m  ( 1 9 6 7 )  r e p o r t e d  t h a t  

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

L i k h i t e  ( 1 9 7 4 )  r e p o r t e d  t h e  o p p o s i t e  e f f e c t .



4 . 5  I s l e t s - a c t i v a t i n g  p r o t e i n

I n s u l i n  s e c r e t i o n  was  s hown  t o  be e n h a n c e d  i n  r a t s  a f t e r  

i n j e c t i o n  w i t h  p e r t u s s i s  v a c c i n e  ( S u mi  a n d  U i ,  1 9 7 5 ) .  The 

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

s e c r e t i o n  was  p u r i f i e d  f r o m  t h e  c u l t u r e  f l u i d  o f  B . p e r t u s s i s  

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

p u r i f i e d  s u b s t a n c e  t e r m e d  I s l e t s - a c t i v a t i n g  p r o t e i n  ( l A P ) .

I n  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  i t  s h owe d  a b a n d  o f  

m o l e c u l a r  w e i g h t  7 7 , 0 0 0  ( Y a j i m a  _et 1 9 7 7 ) ,  A l t h o u g h  t h e

f a c t o r  was  r e g a r d e d  a s  a p r o t e i n  i t  h a d  a c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  

o f  1 . 0 - 1 . 5 %  b u t  no l i p i d  ( U i  e_t aJL. 1 9 7 8 ) .  I t  was  r a t h e r  a 

s t a b l e  p r o t e i n ,  a n d  i t s  a c t i v i t y  was  r e t a i n e d  a t  pH v a l u e s  r a n g ­

i n g  f r o m  3 - 1 0  a n d  w i t h  t e m p e r a t u r e s  a s  h i g h  a s  50^0 f o r  15 min 

( Y a j i m a  ^  a_l,  1 9 7 7 ) .  When lAP was  i n j e c t e d  i n t r a v e n o u s l y  

i n t o  r a t s  a t  d o s e s  a s  low a s  0 . 0 2  t o  0 . 1  jug,  i n s u l i n  s e c r e t i o n  

was  s i g n i f i c a n t l y  e n h a n c e d  ( Y a j i m a  e_t 1 9 7 8 ) .  When lAP was

i n j e c t e d  i n t o  mi ce  a t  d o s e s  h i g h e r  t h a n  0 . 5  ^ g ,  t h e  m i c e  s ho we d  

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

h i s t a m i n e  c h a l l e n g e  was  i n c r e a s e d .  H i g h e r  d o s e s  w e r e  a l s o  

f o u n d  t o  a b o l i s h  e p i n e p h r i n e - i n d u c e d  h y p e r g l y c a e m i a  ( Y a j i m a  

e t  a l .  1 9 7 7 ) .

4 . 6  A g g l u t i n o g e n s

A g g l u t i n o g e n s  a r e  s u r f a c e  a n t i g e n s  t h a t  r e a c t  w i t h  t h e i r  

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

B o r d e t  a n d  S l e e s w y k  ( 1 9 1 0 )  c i t e d  by  Munoz a n d  B e r g m a n  ( 1 9 7 7 )  

d e s c r i b e d  t h e  a g g l u t i n a t i o n  o f  c e l l s  by  s p e c i f i c  a n t i s e r a  a n d



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

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e s e  s e r a ,  w h i l e  r o u g h  s t r a i n s  had  l o s t  t h i s  

a c t i v i t y .  E i g h t  d i f f e r e n t  a g g l u t i n o g e n s  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  

f o r  B.  p e r t u s s i s , s i x  ( a g g l u t i n o g e n s  1 - 6 )  a r e  s p e c i e s  s p e c i f i c  

a n d  two ( a g g l u t i n o g e n s  7 a n d  13)  a r e  s h a r e d  b y  o t h e r  s p e c i e s  o f  

t h e  g e n u s  B o r d e t e l l a  (Munoz a n d  B e r g m a n ,  1 9 7 7 ) .  A g g l u t i n o g e n  

1 i s  t h e  d o m i n a n t  f a c t o r  i n  a l l  s m o o t h  c e l l s  o f  B. p e r t u s s i s  

b u t  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  a n t i g e n  c o m b i n a t i o n s  a p p e a r  t o  be 1 ,  2 ;

1 ,  3 ; 1 ,  2 ,  3 b e c a u s e  c r o s s  r e a c t i o n s  e x p e r i m e n t s  s ho we d  t h a t  

v a c c i n e s  p r e p a r e d  f r o m  t y p e s  1 ,  2 ;  1 ,  3 a n d  1 ,  2 ,  3 w e r e  h i g h l y  

a n d  e q u a l l y  p r o t e c t i v e  i n  m i c e ,  w h e r e a s  t h e  p r o t e c t i o n  o f f e r e d  

by t y p e - 1  s t r a i n s  was  t o o  p o o r  t o  be o f  p r a c t i c a l  v a l u e  

( C a m e r o n ,  1 9 6 7 ) .  H o w e v e r ,  f a c t o r  1 a n t i s e r u m  a f f o r d e d  e q u a l  

o r  b e t t e r  p r o t e c t i o n  i n  m i c e  t h a n  f a c t o r  2 a n t i s e r u m  a g a i n s t  

1 ,  2 i n f e c t i o n  a n d  l i k e w i s e  b e t t e r  t h a n  f a c t o r  3 a n t i s e r u m  

a g a i n s t  1 ,  3 i n f e c t i o n  ( P i t t m a n ,  1 9 7 0 ) .

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

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

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

( t y p e s ,  1 ,  2 ,  3 ; 1 ,  2 ; 1 ,  3) ( S t a n b r i d g e  a n d  P r e s t o n ,  1 9 7 4 ) .

A s i m i l a r  o b s e r v a t i o n  was  made by  P r e s t o n  e_t a H . ( 1 9 8 0 ) ,  when

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

m u t a t e d  w i t h i n  a f ew d a y s  t o  e i t h e r  t y p e  1 ,  2 o r  t y p e  1 ,  3 

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

A g g l u t i n o g e n s  p r o d u c e d  s p e c i f i c  s k i n  r e a c t i o n s  o f  i n d u r a t i o n  

a n d  e r y t h e m a  i n  s e n s i t i z e d  r a b b i t s .  A g g l u t i n o g e n s  h a v e  a l s o  

b e e n  u s e d  i n  s k i n  t e s t s  t o  d e t e c t  s u s c e p t i b i l i t y  t o  w h o o p i n g  

c o u g h  i n  c h i l d r e n  a n d  t o  e v a l u a t e  t h e  e f f i c a c y  o f  v a c c i n e s .



A l t h o u g h  F l o s d o r f  ejt aJL. ( 1 9 4 3 )  f o u n d  a h i g h  r a t e  o f  p o s i t i v e  s k i n  

t e s t s  a m o n g s t  c h i l d r e n  who h a d  t h e  d i s e a s e ,  t h e  s k i n  t e s t  was  

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

h e a l t h  p r a c t i c e  (Munoz a n d  B e r g m a n ,  1 9 7 7 ) ,

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

h a s  c h a n g e d  o v e r  t h e  l a s t  f ew d e c a d e s .  I n  t h e  l a t e  1 9 4 0 ' s t o  

t h e  m i d - 1 9 5 0 ' s  t h e  d o m i n a n t  s e r o t y p e  was  1 ,  2 ,  4 w h e r e a s  i n  t h e

l a t e  1 9 5 0 ' s  a n d  t h e  e a r l y  1 9 6 0 ' s  t h e  d o m i n a n t  s e r o t y p e  was  1 ,  3 .

I n  1963  t o  1 9 6 4  o n l y  15% o f  132 f r e s h  i s o l a t e s  h a d  a g g l u t i n o g e n  2 .  

( P r e s t o n ,  1 9 6 3 ) .  C h a n g e s  i n  s e r o t y p e  h a v e  a l s o  b e e n  n o t i c e d  i n  

Canada  ( C h a I v a r d j i a n ,  1 9 6 5 ) ,  A u s t r a l i a  ( B l a s k e t t ,  1 9 7 1 )  a n d  t h e  

U n i t e d  S t a t e s  ( E l d e r i n g  .£t  a_l.  1 9 6 9 ) .  T h i s  h a s  s i g n i f i c a n c e  

i n  t h e  p r o p h y l a x i s  o f  p e r t u s s i s  s i n c e  v a c c i n e s  l a c k i n g  a g g l u t i n o g e  

3 w er e  t h o u g h t  t o  be i n f e r i o r  t o  t h o s e  c o n t a i n i n g  1 ,  2 ,  3 ( P r e s t o n  

a n d  S t a n b r i d g e ,  1972).A g g l u t i n o g e n s  2 a n d  3 may p l a y  a n  i m p o r t a n t  

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

S t a n b r i d g e ,  1 9 7 2 ) .  I n  t h e  r a b b i t ,  t y p e  1 ,  2 ,  3 v a c c i n e  was  

more e f f e c t i v e  t h a n  t y p e  1 ,  2 i n  p r e v e n t i n g  p e r s i s t e n t  i n f e c t i o n  

w i t h  t y p e  1 ,  3 o r g a n i s m s  ( P r e s t o n  ejt 1 9 8 0 ) .  T h e r e  a r e

n u m e r o u s  i n s t a n c e s  o f  t y p e  1 ,  3 i n f e c t i o n  o c c u r r i n g  i n  c h i l d r e n  

who h a ve  r e c e i v e d  o n l y  a n t i g e n s  1 a n d  2 i n  t h e i r  v a c c i n a t i o n  

( P r e s t o n ,  1 9 7 6 ) ,  I f  v a c c i n a t e d  c h i l d r e n  h a v e  a n t i b o d y  a g a i n s t  

t y p e  3 ,  b u t  n o t  a g a i n s t  t y p e  2 ,  t h e n  t y p e  I ,  2 i n f e c t i o n s  

p r e d o m i n a t e  ( K u r o n e n  a n d  H u o v i l a ,  1 9 7 8 ) .  P e r t u s s i s  v a c c i n e  

s h o u l d  t h e r e f o r e  be r i c h  i n  a l l  t h r e e  o f  t h e s e  a n t i g e n s .



4 . 7  H a e m a g g l u t i n i n s

The h a e m a g g l u t i n i n  HA o f  B . p e r t u s s i s  wa s  f i r s t  d e s c r i b e d  

by  Keogh  ^  a_l* ( 1 9 4 7 )  a s  a s u b s t a n c e  c a p a b l e  o f  a g g l u t i n a t i n g  

r e d  b l o o d  c e l l s  o f  c h i c k e n s  a n d  o t h e r  a n i m a l s .  No t  a l l  s t r a i n s

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

f o u n d  t o  h a v e  t h i s  p r o p e r t y .  E l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  

o f  t h e  s u r f a c e  o f  p h a s e - I  B.  p e r t u s s i s  c e l l s  h a s  r e v e a l e d  t h e  

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

become a d s o r b e d  o n t o  e r y t h r o c y t e s  ( M or s e  a n d  M o r s e ,  1 9 7 0 ) .

HA i s  s e n s i t i v e  t o  h e a t  w i t h  o v e r  90% o f  t h e  a c t i v i t y  

d e s t r o y e d  i n  30 mi n  a t  5 6 ° C .  I t  i s  a l s o  i n a c t i v a t e d  b y  t h e  

p r o t e o l y t i c  e n z y m e s ,  t r y p s i n  a n d  t h e r e f o r e  m u s t  be  p r o t e i n  ( M or s e  

a n d  M o r s e ,  1 9 7 6 ) .  A r a i  a n d  S a t o  ( 1 9 7 6 )  s e p a r a t e d  a p u r i f i e d  

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

n a m e l y  t h e  l e u k o c y t e s  i s - p r o m o t i n g  f a c t o r  h a e m a g g l u t i n i n  (LPF-HA) 

a n d  t h e  f i m b r i a l  h a e m a g g l u t i n i n  ( F - H A ) .  B o t h  a n t i g e n s  a g g l u t i n ­

a t e d  e r y t h r o c y t e s  b u t  t h e  a c t i v i t y  was  much h i g h e r  i n  F-HA t h a n  

i n  LPF-HA ( P i t t m a n ,  1 9 7 9 ) .

E l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  o f  LPF-HA s howed  s p h e r i c a l  m o l e c u l e s  

a b o u t  6nm i n  d i a m e t e r  w h e r e a s  F-HA was c o m p o s e d  o f  f i l a m e n t o u s  

s t r u c t u r e s  a b o u t  2 x 40nm i n  s i z e  ( S a t o  _ejb a j . . 1 9 8 1 ) .  The 

LPF-HA was  c l a i m e d  t o  be i d e n t i c a l  w i t h  p e r t u s s i g e n  (Munoz a n d  

B e r gm an ,  1 9 7 8 ) .  LPF-HA a n d  F-HA a r e  r e a d i l y  d i s t i n g u i s h e d  by 

t h e  c h a r a c t e r  o f  t h e  e r y t h r o c y t e  a g g l u t i n a t i o n  t h e y  p r o d u c e  i n  

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

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

w h e r e a s  LPF-HA b i n d s  r e d  c e l l s  i n t o  a c o h e r e n t  s h e e t  t h a t  c a n
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be d i s p e r s e d  o n l y  by  v i g o r o u s  s h a k i n g  ( I r o n s  a n d  M a c L e n n a n ,  1 97 9)

A n t i s e r a  a g a i n s t  t h e  two  h a e m a g g l u t i n i n s  d i d  n o t  c r o s s -  

r e a c t  i n  n e u t r a l i z a t i o n  r e a c t i o n s ,  a n d  t h e  d o m i n a n t  s e r o l o g i c a l  

s p e c i f i c i t y  o f  LPF-HA was  e x p r e s s e d  o n l y  by  p h a s e - I  B.  p e r t u s s i s  

o r g a n i s m s ,  w h e r e a s  t h a t  o f  F-HA c o u l d  be d e t e c t e d  i n  p r e p a r ­

a t i o n s  f r o m  p h a s e - I V  o r g a n i s m s  a n d  i n  o t h e r  s p e c i e s  o f  B o r d e t e l l a  

( I r o n s  a n d  Mac Le nn a n ,  1 9 7 ) ) .

4 . 8  A d e n y l a t e  c y c l a s e

A d e n y l a t e  c y c l a s e  i s  a n  enzyme  w h i c h  c a t a l y s e s  t h e  s y n t h e s i s  

o f  a d e n o s i n e  c y c l i c  3 ’ , 5 ’ m o n o p h o s p h a t e  ( c y c l i c  AMP) f r o m  ATP,

The enzyme  was  f i r s t  d e t e c t e d  i n  B.  p e r t u s s i s  v a c c i n e  by W o l f f  

a n d  Cooke  ( 1 9 7 3 ) .  L a t e r  H e w l e t t  a n d  W o l f f  ( 1 9 7 6 )  r e p o r t e d  t h e  

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

n a t a n t  f l u i d  o f  24 h  c u l t u r e s  o f  e x p o n e n t i a l l y  g r o w i n g  

B.  p e r t u s s i s  a s  w e l l  a s  i n  t h e  c e l l s  t h e m s e l v e s .  T h e s e  l a t e r  

w o r k e r s  s u g g e s t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  4 c o m p o n e n t s  o f  enzyme a c t i v i t y  

i n  B.  p e r t u s s i s  c u l t u r e s  : 1)  I n  t h e  s u p e r n a t a n t  c u l t u r e  medium 

w h i c h  c o n t a i n s  up t o  20% o f  t h e  t o t a l  a d e n y l a t e  c y c l a s e  p r e s e n t  

d u r i n g  m i d - e x p o n e n t i a l  g r o w t h .  2)  A s s o c i a t e d  w i t h  i n t a c t  c e l l s  

a n d  m e a s u r a b l e  w i t h o u t  c e l l  d i s r u p t i o n  ( 2 0 - 4 5 % ) ,  3)  E x t r a c y t o -

p l a s m i c  a d e n y l a t e  c y c l a s e  w h i c h  c o m p r i s e s  40-60% o f  t h e  t o t a l  

a c t i v i t y .  4) E i t h e r  i n t r a c e l l u l a r  o r  i n  some m a n n e r  p r o t e c t e d  

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

( 7 - 9%)  .

The p u r i f i e d  enzyme g a v e  a s i n g l e  b a n d  on SDS-PAGE. I t  was  

h e a t - l a b i l e ,  h a d  a t e m p e r a t u r e  o p t i m u m  o f  3 0 ° C ,  a pH o p t i m u m  o f



7 - 8  a n d  a m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  a p p r o x i m a t e l y  7 0 , 0 0 0 ,  The enzyme 

was  m a r k e d l y  i n h i b i t e d  by  f l u o r i d e  a n d  w e a k l y  i n h i b i t e d  by 

m o n o v a l e n t  s a l t s  b u t  i t s  a c t i v i t y  was  n o t  a l t e r e d  by  e - k e t o  

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

W o l f f ,  1 9 7 6 ) .

H e w l e t t  e_t a_l . ( 1 9 7 7 )  i n v e s t i g a t e d  t h e  p e r s i s t e n c e  o f  t h e

enzyme a c t i v i t y  i n  d i f f e r e n t  s t o c k s  o f  B.  p e r t u s s i s  v a c c i n e .

The v a c c i n e s  w e r e  f o u n d  t o  c o n t a i n  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  

e q u i v a l e n t  t o  10% o f  t h e  v a l u e  m e a s u r e d  f i v e  y e a r s  p r e v i o u s l y ,  

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

l i m i t s  f o r  p o t e n c y ,  t o x i c i t y ,  a d j u v a n t  c o n t e n t ,  a n d  o r g a n i s m  

c o n c e n t r a t i o n .

The l o s s  o f  enzyme a c t i v i t y  i n  B, p e r t u s s i s  when  g ro wn  i n  

m o d i f i e d  H o r n i b r o o k  medium was  r e p o r t e d  by  P a r t o n  a n d  Durham 

( 1 9 7 8 ) ,  T h e y  s t a t e d  t h a t  t h i s  l o s s  was  a c c o m p a n i e d  by t h e  l o s s  

o f  o t h e r  b i o l o g i c a l  p r o p e r t i e s  l i k e  PA, HSF a n d  a g g l u t i n o g e n s  

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

R e c e n t  s t u d i e s  h av e  shown t h a t  B. p e r t u s s i s  a d e n y l a t e  c y c l a s e  

a c t i v i t y  was  s t i m u l a t e d  J j i  v i t r o  by  a p r o t e i n  a c t i v a t o r  o f  

m a m m a l i a n  o r i g i n  w h i c h ,  i n  a d d i t i o n ,  may h a v e  a n  e f f e c t  on i - t s  

a c t i v i t y  v i v o  ( H e w l e t t  _e_t a j . . 1978 )  . The s i g n i f i c a n c e  o f  

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

i s  n o t  k n own .

4 . 9  P o l y m o r p h o n u c l e a r  l e u k o c y t e - i n h i b i t o r y  f a c t o r

T h i s  was  f i r s t  d e t e c t e d  i n  t h e  c u l t u r e  f l u i d  o f  p h a s e - I  

o r g a n i s m s  o f  B o r d e t e l l a  p e r t u s s i s .  I t  c o u l d  a l s o  be  e x t r a c t e d



f r o m  b a c t e r i a l  c e l l s  by  m i l d  s o n i c a t i o n  s u g g e s t i n g  t h a t  i t  may 

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

( U t s u m i  e_t a_l. 1 9 7 8 ) .  P a r t i a l l y  p u r i f i e d  p o l y m o r p h o n u c l e a r  

l e u k o c y t e  i n h i b i t o r y  f a c t o r  ( P I F )  was f o u n d  t o  be  f r e e  f r o m  

l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S ) ,  h a e m a g g l u t i n i n  a n d  a l e u k o c y t e  a g g l u ­

t i n i n ,  b u t  h i s t a m i n e - s e n s i t i z i n g  a n d  c y t o t o x i c  a c t i v i t i e s  w e r e  

d e t e c t e d .

I t s  a c t i v i t y  was  f i r s t  o b s e r v e d  when  p h a g o c y t o s i s  o f  

o p s o n i z e d  t a r g e t s  a n d  c h e m o t a x i s  o f  p o l y m o r p h o n u c l e a r  l e u k o c y t e s  

(PMN) was  i n h i b i t e d  by  e x t r a c t s  o f  B. p e r t u s s i s . I t s  

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

p r o t e i n  n a t u r e .  Imagawa  e t  a l . ( 1 9 8 0 )  r e p o r t e d  some d i s c r e p ­

a n c i e s  i n  PIF c h a r a c t e r s ,  f o r  i n s t a n c e  t h e  a c t i v i t i e s  Jon v i t r o  

a p p e a r e d  i n  t h e  l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  f r a c t i o n  on  S e p h a d e x  G-25  

g e l  f i l t r a t i o n  b u t  i t  was  l a t e r  f o u n d  t h a t  d i a l y s i s  o f  t h e  

p r o t e a s e  t r e a t e d  e x t r a c t  o f  t h e  o u t e r - m e m b r a n e  r e s u l t e d  i n  no 

l o s s  o f  pR v i v o  a c t i v i t y .  H o we v e r ,  t h i s  r a i s e d  t h e  p o s s i b i l i t y  

t h a t  P I F  i s  a s m a l l ,  n o n - p r o t e i n  m o l e c u l e  f i r m l y  a t t a c h e d  t o  a 

p r o t e i n  c a r r i e r  ( U t s u m i  j e t  1 9 7 8 ) .

The i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  P I F  on t h e  h o s t ' s  d e f e n c e  mechan i sm;  

t h e  r e s i s t a n c e  o f  B.  p e r t u s s i s  t o  s u r f a c e  p h a g o c y t o s i s ,  t h e  

h i g h e r  c o n t e n t  o f  P I F  i n  p h a s e - I  t h a n  p h a s e - I V  o r g a n i s m s  a n d  

t h e  c l o s e  p a r a l l e l  o f  P I F  p r o d u c t i o n  w i t h  p r o d u c t i o n  o f  o t h e r  

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

t h a t  P I F  may be i m p l i c a t e d  i n  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  p e r t u s s i s  

( I magawa  RA'  1 9 7 8 ) .  Howeve r  i n  a r e c e n t  r e p o r t  t h e  f a i l u r e  

t o  s e p a r a t e  t h e  P I F  a c t i v i t y  f r o m  t h e  h i s t a m i n e - s e n s i t i z i n g  

a c t i v i t y  (HSF) by  D E A E - c h r o m a t o g r a p h y ,  a n d  t h e  s i m i l a r i t y  b e t w e e n
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HSF a n d  LPF s u g g e s t e d  t h a t  a s i n g l e  f a c t o r  may he  r e s p o n s i b l e  

f o r  b o t h  t h e  b l o o d  l e u k o c y t o s i s  a n d  t h e  o b s e r v e d  f a i l u r e  o f  

PMN t o  m i g r a t e  f r o m  t h e  b l o o d  v e s s e l s  ( I magawa  ejb 1 9 8 0 ) .

4 . 1 0  L y m p h o c y t e  m i t o g e n

Kong a n d  Mor s e  ( 1 9 7 5 ;  1 9 7 6 )  f i r s t  r e p o r t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  

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

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

r e s p o n d e d  f u l l y ,  p e r t u s s i s  m i t o g e n  d i d  n o t  s t i m u l a t e  n o r m a l  

t h y m o c y t e s .  The m i t o g e n  was  f o u n d  t o  be i d e n t i c a l  w i t h  LPF.  

F u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n s  o f  LPF i n  B. p e r t u s s i s  s ho we d  t h a t  i t  

was  t h e  T - l y m p h o c y t e s  w h i c h  w e r e  t h e  t a r g e t  c e l l s  f o r  t h e  m i t o g e n  

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

c u l t u r e s  o f  l y m p h o c y t e s  (Kong  a n d  M o r s e ,  1 9 7 7 ) .  T h e s e  c e l l s  

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

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

a l b u m i n  g r a d i e n t ,  w e r e  l y s e d  b y  t h y  1 , 2  a n t i s e r u m  p l u s  c o m p l e m e n t ,  

a n d  t h e r e f o r e  w e r e  T - c e l l s  (Kong  a n d  M o r s e ,  1 9 7 9 ) .  I t  was  

p r o p o s e d  t h a t  i t  was  t h e  T - c e l l s  t h a t  r e s p o n d e d ,  a l t h o u g h  a 

s e c o n d  c e l l  t y p e ,  p r o b a b l y  t h e  m a c r o p h a g e ,  was  r e q u i r e d  t o  

i n i t i a t e  t h e  s t i m u l a t o r y  e v e n t s ,  p e r h a p s  by p r o c e s s i n g  t h e  m i t o g e i

4 . 1 1  H e a t - s t a b l e  t o x i n  ( e n d o t o x i n  o r  l i p o p o l y s a c c h a r i d e )

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

p r o p e r t i e s  a s s o c i a t e d  w i t h  e n d o t o x i n s .  I t  i s  p y r o g e n i c  a n d  t o x i c  

i t  e l i c i t s  t h e  S h w a r t z m a n  p h e n o m e n o n  a n d  n o n - s p e c i f i c  i m m u n i t y  

i n  m i c e .  I t  h a s  a d j u v a n t  p r o p e r t i e s  a n d  p r o v o k e s  i n t e r f e r o n e m i a  

(i^în® ej^ a_l_. 1 9 8 0 ) .  H o w e v e r ,  i t s  p o t e n c y  may d i f f e r  f r o m  one



s t r a i n  t o  a n o t h e r .  Ma c L e n n a n  ( i 9 6 0 ) ,  f o u n d  t h a t  LPS f r o m  one 

B. p e r t u s s i s  s t r a i n  was  n o t  t o x i c  f o r  mi ce  i n  1 mg a m o u n t s  

w h e r e a s  e n d o t o x i n  p r e p a r e d  f r o m  a n o t h e r  s t r a i n  was  t o x i c  t o  mi ce  

i n  d o s e s  o f  2 00  t o  300  pg  g i v e n  i n t r a p e r i t o n e a l l y . The t o x i n  

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

d i f f u s e  so  t h a t  t h e  s u r f a c e  n a t u r e  o f  p e r t u s s i s  i n f e c t i o n s  

p r o b a b l y  p r o v i d e s  l i t t l e  o p p o r t u n i t y  f o r  e n d o t o x i n  t o  a c t .

The f a c t  t h a t  p e r t u s s i s  p a t i e n t s  u s u a l l y  a r e  n o t  f e b r i l e  s u g g e s t s  

t h a t  e n d o t o x i n  p y r o g e n  i s  i n d e e d  n o t  b e i n g  a b s o r b e d  ( D o l b y , 1 9 6 5 ) .

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

a n d  h e x o s a m i n e  a l d o h e p t o s e ,  h e x o s e  2 - k e t o - 3 - d e o x y o c t o n a t e  (KDO),  

D - g l u e  osa  m i n e , D - g l u c o s e  a n d  l i p i d  h a v e  b e e n  f o u n d  ( M a c L e n n a n ,  

I 9 6 0 ;  A p r i l e  a n d  W a r d l a w ,  1 9 7 3 ;  K o n s t a n t i n o v  ejt a_l.  1 9 7 8 )  .

R e c e n t  r e p o r t s  i n d i c a t e d  t h a t  two n o n - i d e n t i c a l  p o l y s a c c h a r i d e  

c h a i n s  a r e  p r e s e n t  w i t h i n  B.  p e r t u s s i s  LPS (Le Dur  ejt a_l.  1 9 7 8 )  

t o g e t h e r  w i t h  t wo  d i s t i n c t  l i p i d s ,  l i p i d  A a n d  l i p i d  X (Ayme 

e t  a 1 . 1 9 8 0 ) .  I n  l i p i d  A p y r o g e n i c i t y  was  r e d u c e d  t o  a v e r y  low 

l e v e l  a n d  t o x i c i t y  a n d  S h w a r t z m a n  r e a c t i v i t y  w e r e  a b s e n t ,  

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

u n f r a c t i o n a t e d  e n d o t o x i n .

4 . 1 2  H e a t - l a b i l e  t o x i n

T h i s  t o x i n  was  f i r s t  d e s c r i b e d  i n  B. p e r t u s s i s  a s  a d e r m o n -  

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

g r o u n d  w i t h  c r y s t a l s  o f  s o d i u m  c h l o r i d e  ( B o r d e t  a n d  G e n g o u ,  1 9 0 9 )  

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

c e l l s  (Wood,  1 9 3 9 ) .  Some s t r a i n s  c o n t a i n  more t o x i n  t h a n  o t h e r s  

b u t  r e c e n t l y - i s o l a t e d  c u l t u r e s  c o n t a i n  m o s t  t o x i n  ( L a w s o n ,  1 9 3 3 ) .



When B. p e r t u s s i s  c e l l s  w e r e  d i s r u p t e d ,  t h e y  w e r e  f o u n d  t o  be 

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

i n t r a v e n o u s l y  t o  mi ce  ( E v a n s ,  1 9 3 9 ) .  H e a t - l a b i l e  t o z i n  (HLT)

i s  o f  c y t o p l a s m i c  o r i g i n  ( B i l l a u d e l l e , 1 9 6 0 ) a n d  f r a c t i o n a t i o n  

s t u d i e s  i n d i c a t e d  t h a t  i t  i s  a p r o t e i n  (Munoz ,  1 9 6 3 ) .  The 

t o x i n  i s  p h a r m a c o l o g i c a l l y  e x t r e m e l y  p o t e n t .  The t o x i n  was  

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

l o g  p h a s e  o f  g r o w t h  ( L a n e ,  1 9 6 8 ) .  H o w e v e r ,  C o w e l l  et,  a j . . ( 1 9 7 9 )  

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

g r o w t h  t h e  t o x i n  was  c e l l - a s s o c i a t e d  a n d  n o t  d e t e c t e d  I n  t h e  

c u l t u r e  s u p e r n a t e ,  HLT h a s  b e e n  f o u n d  i n  a l l  t h r e e  s p e c i e s  

o f  B o r d e t e l l a  ( P t a k  e_t aJL. 1 9 6 9 )  .

P a t h o l o g i c a l l y  t h e  t o x i n  c a u s e s  a p r o f o u n d  n e c r o t i s i n g  

i n f l a m m a t i o n  o f  t h e  r e s p i r a t o r y  t r a c t  i n  mi ce  e x t e n d i n g  t h r o u g h  

i t  t o  some d e p t h  ( B a n e r j e a  a n d  Munoz,  1 9 6 2 ) .  H o w e v e r ,  HLT i s  

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

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

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

w h o o p i n g  c o u g h .  M o r e o v e r ,  HLT p r e p a r a t i o n s  f r e e  o f  p r o t e c t i v e  

a c t i v i t y  c a n  a l s o  be o b t a i n e d  (Munoz a n d  B e r g m a n ,  1 9 7 7 ) .

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

l o g i c a l  a c t i v i t i e s

I t  i s  w e l l  known t h a t  B.  p e r t u s s i s  e x p r e s s e s  v a r i o u s  p a t h o ­

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

a n i m a l s ,

L e v i n e  a n d  P i e r o n i  ( 1 9 6 6 )  p r o p o s e d  t h a t  B.  p e r t u s s i s  

c o n t a i n s  a s i n g l e ,  u n i q u e  p r o t e i n a c e ous c o m p o n e n t  r e s p o n s i b l e
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f o r  some o f  t h e s e  e f f e c t s  s e e n  i n  mi ce  i n c l u d i n g  s e n s i t i z a t i o n  

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

i . e .  c h a l l e n g e  w i t h  v i r u l e n t  B.  p e r t u s s i s  a n d  a d j u v a n t  a c t i v i t y .  

L e h r e r  ejb £ l .  ( 1 9 7 4 )  a n d  S a t o  ejt a_l . ( 1 9 7 4 )  o b t a i n e d  p a r t i a l l y  

p u r i f i e d  HSF b u t  t h e y  f o u n d  t h e i r  p r e p a r a t i o n s  s t i l l  r e t a i n e d  

PA, P a r k e r  a n d  M o r se  ( 1 9 7 3 )  o b t a i n e d  h i g h l y  p u r i f i e d  p r e p a r ­

a t i o n s  o f  HSF/LPF a n d  f o u n d  t h a t  i t  h ad  h i g h  m o u s e - p r o t e c t i v e  

a c t i v i t y .  They a l s o  p r o p o s e d  t h a t  a l l  t h r e e  o f  t h e s e  a c t i v i t i e s  

w e r e  f o u n d  i n  one  s u b s t a n c e .  Munoz a n d  B er gman  ( 1 9 7 7 )  p r o p o s e d  

a u n i f y i n g  name " p e r t u s s i g e n "  f o r  t h i s  c o m p o n e n t  i n  w h i c h  HSF;
T Ute-^cictïng  ̂-à̂ ÙXi

LPF;  h e a t - l a b i l e  a d j u v a n t ;  PA andJ(LATJwere  i n c l u d e d .

On t h e  o t h e r  h a n d ,  D o l b y  ( 1 9 5 8 )  a n d  N a g e l  ( 1 9 7 0 )  d i d  n o t  

c o n c l u d e  t h a t  HSF,  LPF a n d  PA w e r e  i d e n t i c a l .  I n  a d d i t i o n  

S a t o  e_t a_l. ( 1 9 7 4 )  f o u n d  t h a t  some p r e p a r a t i o n s  o f  B.  p e r t u s s i s  

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

i n  p r o t e c t i n g  m i c e .  C a m er o n  ( 1 9 7 6 )  r e p o r t e d  t h a t  c h a n g e s  i n  t h e  

c u l t u r a l  c o n d i ^ e n s  f o r  B.  p e r t u s s i s  c a u s e d  some d i s c r e p a n c i e s  

b e t w e e n  t h e  l e v e l s  o f  HSF a n d  PA i n  t h e  r e s u l t i n g  c u l t u r e .

N a g e l  a n d  G r a a f  ( 1 9 7 8 )  r e p o r t e d  t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  PA w h i c h  was  

d e v o i d  o f  d e t e c t a b l e  HSF a n d  LPF a c t i v i t i e s  n n d  N a k a s e  ( 1 9 7 8 )  

a l s o  r e p o r t e d  t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  PA w h i c h  h ad  no HSF a c t i v i t i e s

The r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  PA a n d  HA was f i r s t  r e p o r t e d  by  

K e o g h  a_l. ( 1 9 4 8 )  who s h ow e d  t h a t  p r e p a r a t i o n s  c o n t a i n i n g  HA 

i n d u c e d  a c t i v e  I m m u n i t y  i n  m i c e  a g a i n s t  i n t r a n a s a l  i n f e c t i o n  

w i t h  B.  p e r t u s s i s . H o w e v e r ,  when  t h e  c h a l l e n g e  was  g i v e n  

i n t r a c e r e b r a l l y  no p r o t e c t i o n  was  o b t a i n e d  ( M a s r y ,  1 9 5 2 ) .

S a t o  a n d  A r a i  ( 1 9 7 2 )  p r o p o s e d  t h a t  HA, HSF,  PA a n d  LPF w e r e  

i d e n t i c a l .  I t  i s  now known t h a t  B. p e r t u s s i s  p r o d u c e s  two



d i s t i n c t  h a e m a g g l u t i n i n s , F-HA a n d  LPF-HA ( A r a i  a n d  S a t o ,  1 9 7 6 ;  

I r o n s  a n d  M a c L e n n a n ,  1 9 7 9 ) .  A r a i  a n d  S a t o  ( 1 9 7 6 )  s h ow e d  t h a t  

F-HA was  n o n - t o x i c  a n d  p r o t e c t e d  mi ce  f r o m  i n t r a c e r e b r a l  

c h a l l e n g e  w i t h  B . p e r t u s s i s  . I n  c o n t r a s t ,  Munoz _et a_l . ( 1 9 8 1 )  

s howe d  t h a t  p e r t u s s i g e n  ( I P F ^ H A ) ,  f r e e  o f  F-HA p r o t e c t e d  m i c e .

The a b i l i t y  o f  a g g l u t i n o g e n s  t o  f u n c t i o n  a s  m o u s e - p r o t e c t i v e  

a n t i g e n  s e e m s  u n l i k e l y  ( S c h u c h a r d t  e_t a ^ .  1 9 6 3 ;  E l d e r i n g  ejb a 1 . 

19 66 )  d e s p i t e  t h e  e v i d e n c e  f o r  t h e i r  i n v o l v e m e n t  i n  p r o t e c t i n g  

t h e  c h i l d  (MRC, 1 9 5 9 ;  P r e s t o n ,  1 9 6 6 ;  P r e s t o n  a n d  S t a n b r i d g e ,

1 9 7 2 )  .

lAP was  shown t o  e n h a n c e  i n s u l i n  s e c r e t i o n  (S umi  a n d  U i ,

1 97 5)  a b o l i s h  e p i n e p h r i n e  i n d u c e d  h y p e r g l y c a e m i a , i n d u c e  l y m p h o ­

c y t o s i s  a n d  h i s t a m i n e - s e n s i t i z a t i o n  ( Y a j i m a  e t  a 1 . 1 9 7 7 )  a n d  

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

n o t  be  s e p a r a t e d  f r o m  h i s t a m i n e - s e n s i t i z i n g  a c t i v i t y  ( U t s u m i  

e t  a l . 1 9 78 )  a n d  t h e  l y m p h o c y t e  m i t o g e n  was  f o u n d  t o  be i d e n t i c a l  

w i t h  LPF (Kong a n d  M o r s e ,  1 9 7 7 ) ,  Thus  i t  a p p e a r s  t h a t  a s i n g l e  

c o m p o n e n t  o f  B.  p e r t u s s i s  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  h i s t a m i n e - s e n s i t i z i n g  

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

I n  s umma ry ,  t h e  e x a c t  n a t u r e  a n d  r a n g e  o f  p r o p e r t i e s  o f  

t h e  v a r i o u s  b i o l o g i c a l l y - a c t i v e  c o m p o n e n t s  o f  B.  p e r t u s s i s  

h a v e  s t i l l  t o  be d e f i n e d .  H o w e v e r ,  t h e r e  s ee ms  t o  be a t  l e a s t  

f i v e  d i s t i n c t  c o m p o n e n t s  w h i c h  may h av e  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  

t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  w h o o p i n g  c o u g h  : p e r t u s s i g e n ,  HLT, LPS,

F-HA a n d  a d e n y l a t e  c y c l a s e .
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5.  V a r i a t i o n  i n  B o r d e t e l l a  p e r t u s s i s

F o u r  d i s t i n c t  t y p e s  o f  v a r i a t i o n  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  f o r  

B . p e r t u s s i s  : 1) p h a s e  v a r i a t i o n  d u r i n g  w h i c h  t h e  o r g a n i s m

u n d e r g o e s  a s e r i e s  o f  m u t a t i o n a l  c h a n g e s .  2 )  a n t i g e n i c  m o d u l a t i o n  

a r e v e r s i b l e ,  p h e n o t y p i c  c h a n g e  b r o u g h t  a b o u t  by  a l t e r a t i o n s  o f  

t h e  g r o w t h  c o n d i t i o n s .  3)  s e r o t y p e  v a r i a t i o n ,  w h i c h  o c c u r s  

s p o n t a n e o u s l y  e i t h e r  _ln v i t r o  o r  v i v o . 4)  m u t a t i o n  t o

B. p a r a p e r t u s s i s .

I n  1 91 0  B o r d e t  a n d  S l e e s w y c k  ( c i t e d  by A p r i l e ,  1 9 7 1 )  f o u n d  

t h a t  a g g l u t i n a t i n g  s e r a  f o r  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  f r e s h l y -  

i s o l a t e d  s t r a i n s  o f  H a e m o p h i l u s  p e r t u s s i s  c o u l d  n o t  be  made 

s u c c e s s f u l l y  by  i n j e c t i n g  a n i m a l s  w i t h  o l d  s t o c k  s t r a i n s  o f  

o r g a n i s m  g r o w n  on a g a r .

T h i s  was b e c a u s e  o f  t h e  s e r o l o g i c a l  c h a n g e s  t h a t  o c c u r  a s  

t h e  r e s u l t  o f  a d a p t a t i o n  t o  normal  media g r o w t h .  L e s l i e  and  

Gardner ( 1 9 3 1 )  s t u d i e d  t h e s e  c h a n g e s  i n  d e t a i l .  They a n a l y s e d  

t h e  a g g l u t i n o g e n i c  p r o p e r t i e s  o f  32 s t r a i n s  o f  H. p e r t u s s i s  

and c o n c l u d e d  t h a t  t h e y  a l l  f e l l  i n t o  one or a n o t h e r  o f  f o u r  

d i s t i n c t  g r o u p s ,  d e s i g n a t e d  p h a s e s  I ,  I I ,  I I I  and I V .  They  

p r o p o s e d  t h a t  p h a s e s  I  and I I  c o r r e s p o n d e d  t o  t h e  s m o o t h  or ■ 

p a t h o g e n i c  forms  o f  o t h e r  b a c t e r i a ,  w h e r ea s  p h a s e s  I I I  and IV 

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

They a l s o  f o u nd  t h a t  d u r i n g  p r o l o n g e d  c u l t i v a t i o n  t h e r e  was a 

g e n e r a l  t e n d e n c y  t o  p a s s  f rom t h e  s mooth  ( p h a s e - l )  s t a t e  t o  t h e  

r o u g h  ( p h a s e  IV) s t a t e ,  d u r i n g  w h i c h  c e l l s  l o s t  t h e i r  b i o l o g i c a l  

a c t i v i t i e s .  T he se  i n c l u d e d  PA (Kasuaga ejt a j . . 1954 ;  A p r i l e ,

1 9 7 2 ) ,  HSF ( K i n d ,  1 9 5 3 ;  A p r i l e ,  1972 ;  P a r t o n  a n d  W a r d l a w ,  1 9 7 5 ) ,  

a g g l u t i n o g e n  1 ( E l d e r i n g  e t  a 1 . 1 9 6 2 ) ,  HA ( K e o g h  a n d  N o r t h ,  1 94 8 ;



S t a n d f a s t ,  1 9 5 1 ) ;  2 8 k  a n d  3 0 k  e n v e l o p e  p o l y p e p t i d e s  f o u n d  i n  

p h a s e - I  s t r a i n s  ( P a r t o n  a n d  W a r d l a w ,  1 9 7 5 )  a n d  a d e n y l a t e  c y c l a s e  

a c t i v i t y  ( P a r t o n  a n d  Du rh a m,  1 9 7 8 )  .

P a r k e r  ( 1 9 7 6 )  s u g g e s t e d  t h a t  p h a s e  d e g r a d a t i o n  i n  B . p e r t u s s i s  

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

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

She  p r o p o s e d  t h a t  i n t e r m e d i a t e  s t r a i n s  may show a n y  o f  a v a r i e t y  

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

t o  a d e g r a d e d  s t r a i n .

R e c e n t l y ,  Bemis  eJb a_l,  ( 1 9 7 7 )  e x a m i n e d  t h e  b i o c h e m i c a l ,  

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

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

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

h a e m o l y s i s ,  f l a g e l l a t i o n  a n d  f i m b r i a t i o n .

L a c e y  ( i 9 6 0 )  d e s c r i b e d  a n o t h e r  t y p e  o f  v a r i a t i o n  w h i c h  he 

c a l l e d  a n t i g e n i c  m o d u l a t i o n  wh e n  he was  d e v e l o p i n g  a s e l e c t i v e  

medium f o r  B.  p e r t u s s i s . He f o u n d  t h a t  a c r u d e  r a b b i t  s e r u m  

a g a i n s t  B.  p a r a p e r t u s s i s , w h i c h  a g g l u t i n a t e d  B.  p e r t u s s i s  t o  a 

t i t r e  o f  8 0 0 ,  f a i l e d  e v e n  a t  a t i t r e  o f  2 t o  a g g l u t i n a t e  t h e  

same s t r a i n  o f  B.  p e r t u s s i s  g r o w n  on B o r d e t - G e n g o u  medium  ̂

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

He s t a t e d  t h a t  t h i s  v a r i a t i o n  w h i c h  he c a l l e d  A n t i g e n i c  M o d u l a t i o n  

was r e v e r s i b l e  and q u i t e  d i f f e r e n t  t o  t h e  s t a b l e  m u t a t i o n a l  

p h a s e  v a r i a t i o n  d e s c r i b e d  by L e s l i e  and Gardner  ( 1 9 3 1 ) .  The 

c h a n g e s  were  p o s t u l a t e d  t o  be from — ►C t h r o u g h  an i n t e r m e d i a t e  

s t a g e  I .  The X s t a n d s  f o r  " Xa n t h i c "  and d e s c r i b e s  t h e  y e l l o w i s h -  

o c h r e  hue o f  c o n f l u e n t  g r o w t h  o f  f r e s h l y  i s o l a t e d  s t r a i n s  on 

B o r d e t - G e n g o u  medium c o n t a i n i n g  NaCl .  0 s t a n d s  f o r  "Cyanic"
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nd d e s c r i b e s  t h e  g r e y i s h - b l u e  a p p e a r a n c e  o f  g r o w t h  on  B-G

dium c o n t a i n i n g  a h i g h  l e v e l  o f  Mg SO, . B a c t e r i a l  c e l l s  i n
4

C- mo d e ,  u n l i k e  t h o s e  i n  X- mo de ,  do n o t  a g g l u t i n a t e  r e d - b l o o d  

c e l l s ,  a r e  n o t  h a e m o l y t i c  o r  a g g l u t i n a b l e  by  h e a v y  m e t a l  s a l t s ,  

h a v e  no s u r f a c e  a n t i g e n  r e l a t e d  t o  B. p a r a p e r t u s s i s  o r  

B. b r o n c h i s e p t i c a , a n d  a r e  s e r o t y p i c a l l y  h o m o g e n e o u s .  L a c e y  

( i 9 6 0 ) p o s t u l a t e d  two p o s s i b l e  h y p o t h e s e s  t o  e x p l a i n  m o d u l a t i o n .  

The f i r s t  was  t h a t  m o d u l a t i o n  c o u l d  be a t t r i b u t e d  t o  c h a n g e s  i n  

t h e  p o s i t i o n  o f  c o n s t a n t  a m o u n t s  o f  a n t i g e n s  a n d  t h e  s e c o n d  

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

o r  r e s u l t i n g  f r o m  c h a n g e s  i n  a m o u n t  o f  a n t i g e n s .

A s i m i l a r  p h e n o t y p i c  c h a n g e  was d e s c r i b e d  by  P u s z t a i  a n d  

J o o  ( 1 9 6 7 ) wh en  B.  p e r t u s s i s  p h a s e - I  s t r a i n s  w e r e  g r o w n  i n  h i g h  

l e v e l s  o f  n i c o t i n i c  a c i d .  The c e l l s  l o s t  PA,  HSF a n d  a g g l u t i n ­

o g e n s ,  b u t  HLT was  u n a f f e c t e d .  T h i s  was  t h o u g h t  t o  be t h e  

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

w e r e  l o s t .  W a r d l a w  aJL. ( 1 9 7 6 )  s howed  t h e  l o s s  o f  PA a n d  HSF

when B. p e r t u s s i s  was  g r o wn  i n  h i g h  n i c o t i n i c  a c i d  b u t  n o t  i n  

h i g h  n i c o t i n a m i d e - c o n t a i n i n g  m e d i a .

C h a n g e s  o f  s e r o t y p e  i n  B.  p e r t u s s i s  w e r e  o b s e r v e d  d u r i n g  

c o l o n i s a t i o n  a f t e r  p r e - n a s a l  i n f e c t i o n  i n  b o t h  t h e  m a r m o s e t  

( S t a n b r i d g e  a n d  P r e s t o n ,  1 97 4 )  a nd t h e  r a b b i t  ( P r e s t o n  e_t a 1 .

1 9 8 0 ) .  T h e s e  w o r k e r s  o b s e r v e d  t h a t  i f  t y p e - I  o r g a n i s m s  a r e  

i n t r o d u c e d  i n t r a n a s a l l y  i n  e i t h e r  a n i m a l ,  t h e y  i m m e d i a t e l y  

a c q u i r e  one  o f  t h e  t y p e - s p e c i f i c  a n t i g e n s  (2  o r  3)  a n d  t h e  

a n i m a l  b ec a m e  c o l o n i s e d  w i t h  e i t h e r  t y p e  1 ,  2 o r  t y p e  1 ,  3 

o r g a n i s m s .



O t h e r  f o r m s  o f  v a r i a t i o n s  h o w e v e r ,  w e r e  a l s o  o b s e r v e d  i n  

B . p e r t u s s i s . A n d e r s o n  ( 1 9 5 2 )  d e m o n s t r a t e d  d e f i n i t e  s e r o l o g i c a l  

d i f f e r e n c e s  e v e n  i n  s m o o t h  s t r a i n s  a n d  s h o w e d  t h a t  u n d e r  c e r t a i n  

c o n d i t i o n s ,  s m o o t h  s t r a i n s  c o u l d  d i s s o c i a t e  i n t o  v a r i a n t s  

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

o f t e n  i d e n t i c a l  t o  t h a t  f o u n d  i n  o t h e r  f r e s h l y  i s o l a t e d  s t r a i n s .  

Cameron  ( 1 9 6 7 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  s e r o l o g i c a l  c o m p o s i t i o n  o f  

B.  p e r t u s s i s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  s e r o t y p e  1 ,  2 ,  3 m i g h t  be  r e g a r d e d  

a s  t h e  p a r e n t  f r o m  w h i c h  t h e  o t h e r s  w e r e  d e r i v e d .  He s h o w e d  

t h a t  v a c c i n e s  p r e p a r e d  f r o m  t y p e s  1 ,  2 ; 1 ,  3 a n d  1 ,  2 ,  3 w e r e  

h i g h l y  a n d  e q u a l l y  p r o t e c t i v e ,  w h e r e a s  t h e  p r o t e c t i o n  o f f e r e d  

by  t y p e - I  s t r a i n s  was  t o o  p o o r  t o  be o f  p r a c t i c a l  v a l u e .  P r e s t o n  

a n d  S t a n b r i d g e  ( 1 9 7 2 )  c o n f i r m e d  t h i s  when  t h e y  h a d  s ho wn  t h a t  

t h e  p a r e n t  1 ,  2 ,  3 a nd t h e  i n t e r m e d i a t e  1 ,  2 ; 1 ,  3 t y p e s  c o u l d  

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

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

w e r e  f o u n d  o n l y  a t  a l a t e  s t a g e  o f  t h e  i n f e c t i o n ,  a n d  e v e n  t h e n  

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

t h a t  f o u r  m a i n  s e r o t y p e s  o f  B.  p e r t u s s i s  ( 1 ,  2 ,  3 ; 1 ,  2 ; 1 ,  3 ; 

1)  u n d e r g o  s p o n t a n e o u s  v a r i a t i o n  i n v o l v i n g  l o s s  o r  g a i n  o f  

a n t i g e n  2 o r  a n t i g e n  3 .

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

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

p r a c t i c a l  a p p l i c a t i o n s .  V a r i a n t s  c o u l d  be p r o d u c e d  w h i c h  h a d  

u n u s u a l  c o m b i n a t i o n s  o f  b i o l o g i c a l  a c t i v i t i e s  w h i c h  m i g h t  be  

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

l o g i c a l  s t u d i e s .
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The c o n v e r s i o n  o f  B . p e r t u s s i s  t o  B.  p a r a p e r t u s s i s  was  

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

NTG a n d  s e l e c t i o n  f o r  a n t i b i o t i c  r e s i s t a n c e  (Kumazawa a n d  

Y o s h i k a w a ,  1 9 7 8 ) .  They  f o u n d  t h a t  some o f  t h e  m u t a n t s  o b t a i n e d  

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

l o s t  h i s t a m i n e  s e n s i t i z i n g  a c t i v i t y .  M o s t  o f  t h e  m u t a n t s  

h o w e v e r ,  d i f f e r e d  i n  some c h a r a c t e r i s t i c s  f r o m  t y p i c a l  B.  p a r a ­

p e r t u s s i s  . K l o o s  _et a ^ .  ( 1 9 7 8 )  r e p o r t e d  s i m i l a r  f i n d i n g s  b u t  

no d e t a i l s  w e r e  g i v e n .

6.  G r o w t h  r e q u i r e m e n t s  o f  B o r d e t e l l a  p e r t u s s i s

F o r  many y e a r s  t h e  o p t i m a l  medium f o r  t h e  c u l t i v a t i o n  o f  

B.  p e r t u s s i s  h a s  b e e n  t h e  s o l i d  medium o r i g i n a l l y  r e c o m m e n d e d  by  

B o r d e t  a n d  Gengou  ( 1 9 0 6 ) .  S t r a i n s  g r o w n  on t h i s  medium m a i n ­

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

o f  t i m e .  I n  t h e  s e a r c h  f o r  a s u i t a b l e ,  c h e m i c a l l y  d e f i n e d  

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

t e n a n c e  o f  t h e  a n t i g e n i c  p r o p e r t i e s  c h a r a c t e r i s t i c  o f  f r e s h l y  

i s o l a t e d  s t r a i n s .

D e v e l o p m e n t  o f  a m i n i m a l  l i q u i d  med i u m.

B. p e r t u s s i s  was  o r i g i n a l l y  f o u n d  n o t  t o  grow i n  l i q u i d  

m e d i a  w i t h o u t  b l o o d  ( L a w s o n ,  1 9 3 9 ) ,  o r  t i s s u e  e x t r a c t s  (Toomey  

a n d  M c C l e l l a n d ,  1 9 3 3 ) .  I n i t i a l l y  i t  was  t h o u g h t  t h a t  t h e  r e a s o n  

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

i t  was  shown t o  h a v e  s i m p l e  g r o w t h  r e q u i r e m e n t s ' a n d  t h e  i n i t i a l  

p r o b l e m s  w e r e  due t o  g r o w t h  i n h i b i t o r s .



H o r n i b r o o k  ( 1 9 3 9 )  was  f i r s t  t o  d e s c r i b e  a medium s u i t a b l e  

f o r  t h e  p r o p a g a t i o n  o f  p h a s e - I  B . p e r t u s s i s  w h i c h  d i d  n o t  

c o n t a i n  b l o o d  o r  t i s s u e  e x t r a c t .  The o r i g i n a l  f o r m u l a  i n c l u d e d  

h y d r o l y s e d  c a s e i n ,  s o l u b l e  s t a r c h ,  s a l t s  c y s t e i n e  a n d  y e a s t  

e x t r a c t .  H o r n i b r o o k  ( 1 9 4 0 )  m o d i f i e d  h i s  medium t o  a d e f i n e d  

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

c y s t e i n e ,  s t a r c h  a n d  n i c o t i n i c  a c i d .  S i n c e  t h a t  t i m e ,  many 

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

( V e r we y  a n d  S a g e ,  1 94 5 ;  W i l s o n ,  1 9 4 5 ;  C oh en  a n d  W h e e l e r ,  1 9 4 6 ;  

Ve r wey  _et 1 9 4 9 ;  S u t h e r l a n d  a n d  W i l k i n s o n ,  1 9 6 1 )  . T h e s e

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

a d d e d  v a r i o u s  s a l t s ,  g r o w t h  f a c t o r s  a n d  e i t h e r  s t a r c h ,  c h a r c o a l  

o r  a n i o n i c  r e s i n s .

S t a i n e r  a n d  S c h o l t e  ( 1 9 7 1 )  w e r e  t h e  f i r s t  t o  d e s c r i b e  a 

s i m p l e  c h e m i c a l l y  d e f i n e d  medium f o r  B . p e r t u s s i s . I t  c o n t a i n e d  

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

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

i n  t h e  s t u d y  o f  t h e  g e n e t i c s  o f  B.  p e r t u s s i s , s i n c e  i t  p r o v i d e s  

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

medium on w h i c h  may be a c h i e v e d  a u x o t r o p h  i s o l a t i o n  a s  w e l l  a s  

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

( 1 9 7 6 )  d e s c r i b e d  a m o d i f i e d  S t a i n e r  a n d  S c h o l t e  l i q u i d  medium 

c o n s i s t i n g  o f  t h e  same c o m p o n e n t s  e x c e p t  t h e  T r i s  was  r e d u c e d .  

K l o o s  e_t a_l. ( 1 9 7 8 )  m o d i f i e d  t h i s  medium by c h a n g i n g  t h e  f i n a l  

CaClg c o n c e n t r a t i o n  t o  O.OOIM a n d  a d d i n g  0 .25% ( w / v )  c a s e i n  

h y d r o l y s a t e  ( e n z y m a t i c  d i g e s t ) .  The  l a t t e r  w o r k e r s  u s e d  t h i s  

medium i n  g e n e t i c  s t u d i e s  i n  B . p e r t u s s i s . T h e y  s t a t e d  t h a t  i t  

was s u i t a b l e  f o r  e x p o s u r e  o f  r e c i p i e n t  c e l l s  t o  d o n o r  DNA i n  a



t r a n s f o r m a t i o n  s y s t e m  i n  B.  p e r t u s s i s .

D e v e l o p m e n t  o f  a m i n i m a l  s o l i d  me d i um.

B o r d e t  a n d  Ge ng o u  ( 1 9 0 6 )  w e r e  t h e  f i r s t  t o  i s o l a t e  B . p e r t u s s i i
/

on a g l y c e r a t e d  p o t a t o - e x t r a c t  a g a r  medium c o n t a i n i n g  50% b l o o d  

( R o w a t t ,  1 9 5 7 ) .  S i n c e  t h a t  t i m e  many a t t e m p t s  t o  d e v e l o p  a 

s i m p l e r  medium h a v e  b e e n  ma de .  P o l l o c k  ( 1 9 4 7 )  f o u n d  t h a t  b l o o d  

c o u l d  be r e p l a c e d  by s e r u m ,  s e r u m  a l b u m i n  o r  c h a r c o a l  i n  s o l i d  

m e d i a .  S u t h e r l a n d  a n d  W i l k i n s o n  ( 1 9 6 1 )  c l a i m e d  t o  h a v e  d e v e l o p e d  

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

medium was  s e m i - d e f i n e d  a n d  c o n t a i n e d  a n  a n i o n  e x c h a n g e  r e s i n  

( Dowex- 1  c h l o r i d e )  t o  r e m o v e  g r o w t h  i n h i b i t o r s .

P a r k e r  ( 1 9 7 6 )  p r o p o s e d  a d e f i n e d  s o l i d  medium b a s e d  on  

S t a i n e r  a n d  S c h o l t e  l i q u i d  med i um w i t h  t h e  a d d i t i o n  o f  s o d i u m  

a c e t a t e ;  Dowex- 1  c h l o r i d e  a n d  s o l i d i f i e d  w i t h  1% ( w / v )  a g a r o s e .  

She  s t a t e d  t h a t  s o d i u m  a c e t a t e  was  s t i m u l a t o r y  f o r  B.  p e r t u s s i s  

s t r a i n s  when u s e d  i n  s m a l l  a m o u n t s  a n d  Dowex-1  c h l o r i d e  r e m o v e d  

a n y  i n h i b i t o r s  r e m a i n i n g  i n  t h e  medium.

K l o o s  ejt a ^ .  ( 1 9 7 8 )  r e c o m m e n d e d  a s e m i - d e f i n e d  c a s e i n  h y d r o ­

l y s a t e  a g a r  medium w h i c h  i s  a n o t h e r  m o d i f i c a t i o n  o f  S t a i n e r  gind 

S c h o l t e  med ium.  I t  c o n t a i n e d  m o n o - s o d i u m  g l u t a m a t e ,  i n o r g a n i c  

s a l t s ,  c a s e i n  h y d r o l y s a t e ,  g r o w t h  f a c t o r s ,  a c t i v a t e d  c h a r c o a l  

a n d  was  s o l i d i f i e d  by  1.5% ( w / v )  B a c t o - a g a r .  T h e y  s t a t e d  

t h a t  on t h i s  medium c o l o n i e s  o f  m o s t  s t r a i n s  w e r e  J u s t  v i s i b l e  

t o  t h e  n a k e d  e ye  by 48 h a n d  w e r e  1 t o  1 . 2  mm i n  d i a m e t e r  by 

72 h ,  b u t  i t  was  n o t  s u i t a b l e  f o r  p r o l o n g e d  s t o r a g e  o f  c u l t u r e s .  

T h e y  a l s o  p r o p o s e d  a d e f i n e d  s o l i d  medium i n  w h i c h  c a s e i n  h y d r o ­

l y s a t e  was  r e p l a c e d  by  a m i x t u r e  o f  a m i n o  a c i d s ,  g l y c i n e .



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

l e u c i n e ,  i s o l e u c i n e ,  v a l i n e  a n d  c y s t e i n e .  T h e y  showed  t h a t  

t h i s  medium was s u i t a b l e  f o r  t h e  g r o w t h  o f  r e c o m b i n a n t s  f o l l o w i n g  

t r a n s f o r m a t i o n  i n  B . p e r t u s s i s .

G r o w t h  i n h i b i t o r s .

I t  was  o b s e r v e d  t h a t  d u r i n g  a u t o c l a v i n g  o f  m e d i a ,  f a t t y  

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

t e s t  t u b e s  a n d  d e p o s i t e d  on  t h e  g l a s s w a r e  i n  a q u a n t i t y  s u f f i c i e n t  

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

t h i s  i n h i b i t i o n  ( P o l l o c k ,  194-7) .  N i c h o l s o n  ( 1 9 5 1 )  u s i n g  s o l i d  

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

g r o w t h  a n d  a l l  p e p t o n e s  w e r e  i n h i b i t o r y .  G r o w t h  i n h i b i t i o n  due 

t o  p e r o x i d e s  was  f i r s t  r e p o r t e d  by Maz l oum a n d  R o wl ey  ( 1 9 5 5 ) .

The y  s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  i n h i b i t i o n  was  due  t o  o r g a n i c  p e r o x i d e s  

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

p e r o x i d e .

R o w a t t  ( 1 9 5 7 )  s t u d i e d  g r o w t h  i n h i b i t o r s  i n  some d e t a i l .

She  c o m p a r e d  h e r  s t u d i e s  on  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  o l e i c  a c i d  

w i t h  t h o s e  o f  P o l l o c k  ( 1 9 4 7 ) ,  who f o u n d  t h a t  g r o w t h  i n  b r o t h  

s t e r i l i z e d  i n  f l a s k s  w i t h  c o t t o n  w o o l  p l u g s  was  i n h i b i t e d  by  

4 j[ig m l ” ^ o l e i c  a c i d .  She  a l s o  s u g g e s t e d  t h a t  i n h i b i t i o n  o f  

g r o w t h  c o u l d  be due  t o  c o l l o i d a l  s u l p h u r  c o mp o u n d s  f o r m e d  d u r i n g  

a u t o c l a v i n g  o f  a g a r ,  c a s e i n  h y d r o l y s a t e  o r  o t h e r  n u t r i e n t  s o u r c e s .  

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

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

e x p e r i m e n t s  s i n c e  r e c o m b i n a t i o n  i s  r e p o r t e d  t o  be v e r y  i n e f f i c i e n t  

( B r a n e f o r s ,  1 9 6 4 ;  K l o o s  e t  a ^ .  1 9 7 8 )  a n d  g r o w t h  i n h i b i t o r s  w o u l d



c a u s e  f u r t h e r  r e d u c t i o n s  i n  t h e  n umber  o f  t h e  r e c o m b i n a n t s  

i s o l a t e  d.
7.  G e n e t i c  s t u d i e s  i n  b a c t e r i a

7 . 1  T r a n s f o r m a t i o n

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

o f  t h e  b a c t e r i a l  c h ro m o s o m e  by  a h o m o l o g o u s ,  o r  p a r t l y  h o m o l o g o u s ,  

s e g m e n t  o f  f r e e  DNA p r e s e n t  i n  t h e  e n v i r o n m e n t  o f  t h e  c e l l  by  a 

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

t h e  DNA m o l e c u l e  h a s  t o  e n t e r  t h e  c e l l  ( Ve nem a ,  1 9 7 9 ) .

The p h e n o m e n o n  was  f i r s t  d i s c o v e r e d  by  G r i f f i t h s  ( 1 9 2 8 )  

when  he i n o c u l a t e d  a l a r g e  q u a n t i t y  o f  R ou g h  c e l l s  o f  S t r e p t o -  

c o c c u s  p n e u m o n i a e  u n d e r  t h e  s k i n  o f  a mouse  t o g e t h e r  w i t h  h e a t -  

k i l l e d  S m o o t h  c e l l s .  The mouse  d i e d  w i t h i n  a f e w  d a y s  a n d  

b l o o d  f r o m  t h e  a n i m a l  y i e l d e d  o n l y  S m o o t h  c e l l s .  L a t e r  Dawson 

a n d  S i a  ( 1 9 3 1 )  s u c c e e d e d  i n  c a r r y i n g  o u t  s u c h  t r a n s f o r m a t i o n  ^  

v i t r o .  They  s h o w ed  t h a t  R ou g h  a n e u m o c o c c i  c o u l d  be  t r a n s f o r m e d  

t o  S m o o t h  c a p s u l a t e d  c e l l s  by  DNA f r o m  S m o o t h  c e l l s .  The 

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

t r a n s f o r m i n g  p r i n c i p l e .  A v e r y  ejb ( 1 9 4 4 )  s u c c e e d e d  i n

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

a s DNA.

S i n c e  t h a t  t i m e ,  t r a n s f o r m a t i o n  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  o t h e i  

g e n e r a  o f  b a c t e r i a  n o t a b l y  H a e m o p h i l u s , N e i s s e r i a  , B a c i l l u s  a n d  

E s c h e r i c h i a . H o w e v e r ,  b e c a u s e  o f  t h e  e x i s t e n c e  o f  d i f f e r e n t  

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

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

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

DNA i n  s u c h  a f a s h i o n  t h a t  a s u b s e q u e n t  c h a n g e  o f  g e n o t y p e  

r e s u l t s ^ i s  a s p e c i a l l y  e v o l v e d  p h y s i o l o g i c a l  s t a t e  w h i c h  may be 

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



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

S t r e p t o c o c c u s  p n e u m o n i a e . B a c i l l u s  s u h t i l i s  a n d  H a e m o p h i l u s  

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

e x e m p l i f i e d  by  E . c o l i  a n d  c o n s i s t s  o f  t h o s e  o r g a n i s m s  w h e r e  

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

t r e a t m e n t  (Low a n d  P o r t e r ,  1 9 7 8 ) ,

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

a p p a r e n t .  F o r  e x a m p l e ,  J o e n j e  a n d  Venema ( 1 9 7 5 )  s t a t e d  t h a t  i n  

B.  s u b t i l i s  DNA i s  c a p a b l e  o f  i n t e r a c t i n g  i n  a t r a n s i e n t  way 

b o t h  w i t h  c o m p e t e n t  a n d  n o n - c o m p e t e n t  c e l l s ,  w h e r e a s  i n  

S .  p n e u m o n i a e  t h i s  t y p e  o f  i n t e r a c t i o n  i s  r e s t r i c t e d  t o  c o m p e t e n t  

c e l l s  o n l y .

When t r a n s f o r m a b l e  b a c t e r i a l  c e l l s  s u c h  a s  t h o s e  o f  

S t r e p t o c o c c u s  p n e u m o n i a e , H a e m o p h i l u s  i n f l u e n z a e  a n d  B a c i l l u s  

s u b t i l i s  w e re  e x p o s e d  t o  DMA, t h e  DNA was  f o u n d  i n  t wo  s t a t e s .

I n  one  s t a t e ,  t h e  DNA was  s u s c e p t i b l e  t o  d e o x y r i b o n u c l e a s e  

( DNa se )  a f t e r  i t s  a t t a c h m e n t  t o  t h e  c e l l s ,  a n d  i n  t h e  o t h e r  s t a t e  

i t  was  p e r m a n e n t l y  b o u n d  a n d  n o t  s u s c e p t i b l e  t o  DNase ( H a y e s ,  

1 9 6 8 ) .  A s h o r t  t i m e  a f t e r  t r a n s f o r m a b l e  ( c o m p e t e n t )  c e l l s  b i n d  

DNA p e r m a n e n t l y ,  t h e  DNA l o s e s  i t s  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y  i n  t r a n s ­

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

i n  b o t h  S t r e p t o c o c c u s  p n e u m o n i a e  a n d  B a c i l l u s  s u b t i l i s  (Venema 

e t  a 1 . 1965)  b u t  n o t  i n  H a e m o p h i l u s  ( V o l l  a n d  G o o d a l ,  1 9 6 1 ) .

The r e a s o n  f o r  t h i s  c h a n g e  i n  s t a t e  o f  t h e  t r a n s f o r m i n g  DNA i s

u n c l e a r .  L a c k s  ( 1 9 6 2 )  f o u n d  t h a t  when  e x t r a c t s  o f  c o m p e t e n t
32

P n e u m o c o c c u s  w e r e  a n a l y s e d  a t  i n t e r v a l s  a f t e r  e x p o s u r e  t o  P 

l a b e l l e d  DNA one h a l f  o f  t h e  b o u n d  r a d i o a c t i v i t y  was  f o u n d  

( i m m e d i a t e l y  a f t e r  e n t r y )  i n  h i g h l y  p o l y m e r i s e d  s i n g l e - s t r a n d e d



DNA, a n d  t h e  o t h e r  h a l f  was  d e g r a d e d  i n t o  a c i d - s o l u b l e  f r a g m e n t s .  

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

d u p l e x  e n c o u n t e r s  a n u c l e a s e  w h i c h  b r e a k s  down one  s t r a n d  

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

L a c k s  a n d  G r e e n b e r g  ( 1 9 7 3 )  p o s t u l a t e d  t h a t  t h e  n u c l e a s e  i s  

l o c a t e d  a t  t h e  c e l l  s u r f a c e ,  A s u r f a c e - l o c a t e d  n u c l e a s e  a c t i v i t y  

c o u l d  be i n d u c e d  t h r o u g h  m e c h a n i c a l  o r  e n z y m i c  damage  t o  t h e  c e l l  

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

S .  p n e u m o n i a e  ( S e t o  ejb o A ,  1 9 7 5 ) .  L a t e r ,  L a c k s  a n d  G r e e n b e r g

( 1 9 7 6 )  p r o p o s e d  a m o d e l  f o r  e n t r y  o f  DNA i n t o  c o m p e t e n t  S .  p n e u ­

m o n i a e  a n d  B.  s u b t i l i s  c e l l s  i n  w h i c h  t h e  e n d o n u c l e a s e ,  s i t u a t e d  

a d j a c e n t  t o  t h e  DNA b i n d i n g  p r o t e i n ,  c u t s  t h e  s t r a n d  o p p o s i t e  t o  

t h e  b r e a k  p r o d u c e d  a s  a c o n s e q u e n c e  o f  b i n d i n g .  The b o u n d  DNA 

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

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

a r e  l i b e r a t e d  i n t o  t h e  medium e x t e r n a l  t o  t h e  c e l l .

A f t e r  i t s  e n t r y  t h e  t r a n s f o r m i n g  DNA was  f o u n d  t o  i n t e g r a t e  

w i t h  t h e  h o s t  c e l l  c h r omos ome  w i t h i n  a p p r o x i m a t e l y  30  min  a t  

37°C i n  S .  p n e u m o n i a e , H. i n f l u e n z a e  a n d  B.  s u b t i l i s  ( V e nem a ,

1 9 7 9 ) .  S u b s e q u e n t  t o  i t s  e n t r y  i n t o  E . c o l i  c e l l s ,  t h e  t r a n s ­

f o r m i n g  DNA was  f o u n d  a s  s i n g l e - s t r a n d e d  DNA ( L a c k s  ejb a^. .  1 9 6 7 ) .  

I n  B.  s u b t i l i s  t r a n s f o r m i n g  DNA r e - e x t r a c t e d  a f t e r  e n t r y  was  

d e s c r i b e d  a s  a h i g h  m o l e c u l a r - w e i g h t  s i n g l e - s t r a n d e d  DNA by 

P i e c h o w s k a  a n d  Fox ( 1 9 7 1 ) .  They  o b s e r v e d  t h a t  t h e  p h y s i c a l  

s t a t e  o f  t h e  e n t e r e d  d o n o r  DNA was c h a n g e d ,  p r e s u m a b l y  a f t e r  

b e c o m i n g  c o m p l e x e d  t o  a c e l l u l a r  c o n s t i t u e n t ,  a n d  became  

p a r t i a l l y  r e s i s t a n t  t o  DN as e .  The c o n s t i t u e n t s  a d h e r i n g  t o  t h e  

s i n g l e - s t r a n d e d  DNA w e r e  b e l i e v e d  t o  o r i g i n a t e  b o t h  f r o m  t h e  c e l l



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

e n d o n u c l e o l y t i c  DNase a c t i v i t y  ( P i e n i a z e k  e_t 1 9 7 7 ) ,

The o b v i o u s  m e c h a n i s m  f o r  i n i t i a t i o n  o f  i n t e g r a t i o n  o f  

t r a n s f o r m i n g  DNA i n t o  t h e  c h r o mo s om e  i s  c o n t a i n e d  i n  t h e  p o s s i b ­

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

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

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

i n  B.  s u b t i l i s  ( H a r r i s  a n d  B a r ,  1 9 6 9 )  a n d  i n  H. i n f l u e n z a e  

( L e c l e r c  a n d  S e t l o w ,  1 9 7 5 ) .  S e t o  a n d  Tomasz  ( 1 9 7 7 ) ,  on  t h e  o t h e r  

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

w i t h  a n um b e r  o f  DNA-i n t e r c a l a t i n g  a g e n t s  s h o r t l y  a f t e r  e n t r y  

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

T he y  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  d o n o r - r e c i p i e n t  c o m p l e x e s  c o n t a i n  s i n g l e -  

s t r a n d e d ,  n o t  b a s e - p a i r e d  s e g m e n t s  o f  DNA.

7 . 2  C o m p e t e n c e

T h i s  i s  t h e  p h y s i o l o g i c a l  s t a t e  o f  t h e  r e c i p i e n t  c e l l s  i n  

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

t o  e x o g e n o u s l y  a d d e d  DNase ( M c C a r t y  a n d  A v e r y ,  1 9 4 6 ) .  I t  i s  

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

t h e  s t a t i o n a r y  p h a s e  ( Ve nem a ,  1 9 7 9 ) .

A s u b s t a n c e  w h i c h  i n d u c e s  c o m p e t e n c e  i n  b a c t e r i a  was  

s t u d i e d  by s e v e r a l  w o r k e r s .  I n  S .  p n e u m o n i a e  i t  was  f o u n d  t o  

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

c h a r g e  a t  pH 7 . 8 ,  i t  was  h e a t - l a b i l e  a n d  i n a c t i v a t e d  by  p r o t e o ­

l y t i c  e n z y m e s  s u c h  a s  t r y p s i n  ( T o m a s z ,  1 9 7 3 ) .  I t  was  s u g g e s t e d  

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



p e r m e a b i l i t y ,  p e r m i t t i n g  t wo  o f  t h e  n u c l e a s e s  t o  a p p e a r  a t  t h e  

o u t e r  l a y e r  o f  t h e  c e l l  membr ane  o r  i n  t h e  p e r i p l a s m i c  s p a c e ,  

t h u s  u n m a s k i n g  t h e  D N A - b i n d i n g  s i t e s ,  o t h e r w i s e  h i d d e n  b y  t h e  

c e l l  w a l l  ( S t a r o s c i a k  ejb a_l.  1 9 7 5) .  C r a b b  ejb a j_. ( 1 9 7 7 )  s t a t e d  

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

s p e c i a l i z e d  p e r m e a b i l i t y - c a u s i n g  a g e n t ,  a n d  f u r t h e r  e v i d e n c e  

f o r  t h i s  p e r m e a b i l i t y  was  f o u n d  i n  B. s u b t i l i s  by  t h e  r e l e a s e  

o f  c e l l u l a r  DNA i n t o  t h e  s u r r o u n d i n g  med i um when  c o m p e t e n c e  

d e v e l o p s .  H o w e v e r ,  L e c l e r c  a n d  S e t l o w  ( 1 9 7 5 )  h a v e  f o u n d ,  

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

o f  H. i n f l u e n z a e  c o n t a i n  a s p e c i a l  t y p e  o f  DNA w i t h  s i n g l e ­

s t r a n d e d  r e g i o n s .  Venema ( 1 9 7 9 )  s t a t e d  t h a t  t h e s e  r e g i o n s  a r e  

n o t  p r e s e n t  i n  a ‘t r a n s f o r m a t i o n - d e f i c i e n t  m u t a n t  i n c a p a b l e  o f  

a s s o c i a t i n g  d o n o r  DNA w i t h  t h e  r e c i p i e n t  c h r o m o s o m e .  T h i s  i s  

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

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

d o n o r  DNA i n t o  r e c i p i e n t  c h r o m o s o m e .

The u p t a k e  o f  DNA by  c o m p e t e n t  c e l l s  i s  a f f e c t e d  by  many 

f a c t o r s .  F o r  e x a m p l e ,  w h e n  t h e  mean m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  DNA
5

p r e p a r a t i o n s  was  r e d u c e d  t o  a b o u t  5 x 10 d a l t o n s  by  u l t r a ­

s o n i c  t r e a t m e n t  o r  by  s p r a y i n g  t h r o u g h  a n  a t o m i s e r ,  u p t a k e  

c e a s e d  a n d  no more t r a n s f o r m a n t s  o f  P n e u m o c o c c u s  w e r e  f o u n d  

( R o s e n b e r g  ejb £_1. 1 95 9 )  , S i m i l a r l y ,  u p t a k e  o f  DNA i n  E . c o l i  

was  r a p i d l y  a b o l i s h e d  by  t r e a t m e n t  w i t h  D Nas e ,  a n d  a l s o  by  

h e a t i n g  t o  lOO^C,  w h i c h  s e p a r a t e d  t h e  two  s t r a n d s  o f  t h e  d o u b l e  

h e l i x  ( Marmur  a n d  L a n e ,  I 9 6 0 ) .  I f  t h e  h e a t e d ,  d e n a t u r e d  DNA 

was  c o o l e d  r a p i d l y  t h e  s t r a n d s  r e m a i n e d  s e p a r a t e  s o  t h a t  a 

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



was  o b t a i n e d .  S u c h  s i n g l e - s t r a n d e d  DNA was  v i r t u a l l y  i n a c t i v e

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

t o  be t a k e n  up by c o m p e t e n t  b a c t e r i a .

An e f f e c t  o f  a d e n o s i n e  3 ' , 5 ' - c y c l i c  m o n o p h o s p h a t e  (cAMP)

on c o m p e t e n c e  i n  b a c t e r i a  h a s  b e e n  r e p o r t e d  ( Wi s e  ejb a ^ .  1 9 7 3 ) .  

C y c l i c  AMP a d d e d  t o  e x p o n e n t i a l l y  g r o w i n g  c e l l s  o f  H. i n f l u e n z a e  

i n c r e a s e d  c o m p e t e n c e  f o r  t r a n s f o r m a t i o n  by  1 0 0  t o  1 0 , 0 0 0 - f o l d .  

H o w e v e r ,  no e f f e c t s  o f  a d d e d  cAMP h a v e  b e e n  s e e n  i n  G r a m - p o s i t i v e  

s p e c i e s  ( C l a r k  a n d  B e r n l o h r ,  1 9 7 2 ) .

The e f f e c t  o f  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  (EDTA) 

was  o b s e r v e d  by M o r r i s o n  ( 1 9 7 1 ) ,  who f o u n d  t h a t  EDTA p r e v e n t e d  

e n t r y  o f  d o n o r  DNA i n  B . s u b t i l i s  w i t h o u t  i n t e r f e r i n g  w i t h  b i n d i n g  

S e t o  a n d  Tomasz ( 1 9 7 4 )  made s i m i l a r  f i n d i n g s  i n  S . p n e u m o n i a e . 

H o w e v e r ,  G a r c i a  ejb a_l . ( 1 9 7 8 )  s t a t e d  t h a t  i n  B.  s u b t i l i s , EDTA 

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

b i n d i n g  o f  DNA i n  w h o l e  c e l l s ,  p r o t o p l a s t s  a n d  membrane  v e s i c l e s ,  

m a i n l y  due  t o  a  p e r m a n e n t  a l t e r a t i o n  o f  t h e  DNA r e c e p t o r s .

C a C l g ,  on  t h e  o t h e r  h a n d  e n h a n c e d  t r a n s f o r m a t i o n  i n  E .  c o l i  

by  i n d u c i n g  c o m p e t e n c e  a c t i v i t y  i n  t h e  r e c i p i e n t  c e l l s  ( O i s h i  

a n d  C o s l y ,  1 9 7 2 ) .  A s i m i l a r  a c t i o n  o f  CaCl ^  was  a l s o  f o u n d  i n  

P s e u d o m o n a s  p u t i d a  ( M y l o r i e  e t  a l . 1 9 7 8 ) .  M o l h o t  a n d  D o s k o c i l  

( 1 9 7 8 )  showed t h a t  l y s o z y m e  a n d  s u c r o s e  e n h a n c e d  t r a n s f o r m a t i o n  

e f f i c i e n c y  s y n e r g i s t i c a l l y  i n  E .  c o l i  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  C a C l ^ .  

T he y  s u g g e s t e d  t h a t  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  CaClg a f f e c t e d  t h e  

s u r f a c e  l a y e r s  o f  t h e  G r a m - n e g a t i v e  b a c t e r i u m  s o  a s  t o  a l l o w  

e n t r y  o f  DNA.



A n t i b i o t i c s  a c t i n g  on t h e  c e l l  e n v e l o p e ,  s u c h  a s  p e n i c i l l i n  

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

p o l y m y x i n  a p p e a r e d  t o  i n h i b i t  i t  ( L o p e z  ejb a_l.  1 9 7 4 ) .  H o w e v e r ,  

t h e  i n d u c t i o n  o f  f u l l  c o m p e t e n c e  i n  S .  p n e u m o n i a e  by  g l y c i n e  

( K o h o u t o v a ,  1 9 7 3)  s u g g e s t e d  t o  t h e  a u t h o r  t h a t  t h e  c o m p e t e n t  c e l l  

may be c o n s i d e r e d  a s  a t e m p o r a r y  s p h a e r o p l a s t . F u r t h e r  e v i d e n c e  

f o r  t h i s  was  f o u n d  when L a c k s  ejb a_l . ( 197  5) o b s e r v e d  t h a t  

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

c o n c e n t r a t e d  s u g a r  s o l u t i o n s .

7 . 3  L i n k a g e  by t r a n s f o r m a t i o n

I n  t r a n s f o r m a t i o n ,  t wo  g e n e s  a r e  s a i d  t o  be  l i n k e d  i f  t h e y  

a r e  t r a n s f e r r e d  t o g e t h e r  on t h e  same m o l e c u l e  o f  t r a n s f o r m i n g  

DNA ( H a y e s ,  1 9 6 8 ) .  L i n k a g e  o f  d i f f e r e n t  d e t e r m i n a n t s  h a s  b e e n  

f o u n d  i n  many b a c t e r i a l  s p e c i e s .  I n  p p e u m o c q c e u s , f o r  e x a m p l e ,  

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

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

t o  s u l p h o n a m i d e  a r e  l i n k e d  ( H o t c h k i s s  a n d  E v a n s ,  1 9 5 8 ) .  I n  

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

c a p s u l a r  p o l y s a c c h a r i d e s  a r e  l i n k e d  ( R a v i n ,  1 9 6 1 ;  J a c k s o n ,  1 9 6 2 ) .  

I n  B.  s u b t i l i s  a n umber  o f  m u t a t i o n s  i n v o l v i n g  h i s t i d i n e  s y n t h e s i s  

a r e  l i n k e d  a n d  c a n  be mapped  ( E p h r a t i - E l i z u r  ejb a_l . 1 9 6 1 ) .

L i n k a g e  b e t w e e n  d e t e r m i n a n t s  o f  c e r t a i n  c h a r a c t e r s  i s  f o u n d  

when  t r a n s f o r m i n g  DNA c a r r y i n g  t h e m  y i e l d s  d o u b l e  t r a n s f o r m a n t s  

w i t h  h i g h  f r e q u e n c y .  T h i s  was  f o u n d  i n  many o r g a n i s m s  i n c l u d i n g  

B.  s u b t i l i s  ( E p h r a t i - E l i z u r ,  1 9 6 8 ) .  The d i f f e r e n c e  i n  t h e  

f r e q u e n c y  o f  t r a n s f e r  i n  l i n k e d  a n d  u n l i n k e d  m a r k e r s  c a n  be 

s i m p l y  c a l c u l a t e d .  F o r  e x a m p l e ,  i f  two m a r k e r s  a r e  c a r r i e d  by  

d i f f e r e n t  m o l e c u l e s  ( u n l i n k e d ) ,  t h e  p r o b a b i l i t y  t h a t  one  b a c t e r i u



w i l l  t a k e  up b o t h  m o l e c u l e s ,  a n d  s o  be t r a n s f o r m e d  w i t h  r e s p e c t  

t o  b o t h  m a r k e r s ,  i s  t h e  p r o d u c t  o f  t h e  p r o b a b i l i t i e s  f o r  t h e  

i n d e p e n d e n t  e v e n t s  ( H a y e s ,  1 9 6 8 ) ,  H a ye s  s i m p l i f i e d  t h i s  by 

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

g e n e s  A a n d  B i n  i t s  c h r o m o s o m e ,  w h e r e a s  t h e  r e c i p i e n t  s t r a i n  

l a c k s  t h e m  a n d  i n  t h i s  c a s e  t h e y  a r e  d e s i g n a t e d  a a n d  b .

When r e c i p i e n t  c e l l s  w e r e  e x p o s e d  t o  d o n o r  DNA t h e y  w e r e  f o u n d  

t o  y i e l d  Ab a n d  aB t r a n s f o r m a n t s  w i t h  a f r e q u e n c y  o f  1%. The 

e x p e c t e d  f r e q u e n c y  o f  d o u b l e  AB t r a n s f o r m a n t s  i s  t h e r e f o r e  0 .01% 

o r  one  p e r  1 0 , 0 0 0 .  A f i g u r e  h i g h e r  t h a n  t h i s  w o u l d  i n d i c a t e  

t h a t  b o t h  m a r k e r s  w e r e  c a r r i e d  on  t h e  same f r a g m e n t  o f  DNA,

7 . 4  M u t a t i o n  a n d  M u t a g e n e s i s

I n  l i v i n g  o r g a n i s m s  g e n e t i c  i n f o r m a t i o n  i s  t r a n s m i t t e d  f r o m  

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

o r g a n i s a t i o n  o f  s u c h  o r g a n i s m s  d e p e n d s  on t h e  h i g h  d e g r e e  o f  

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

a b l e  v a r i a t i o n  p r o v i d e s  us  w i t h  g e n e t i c  m a r k e r s  w h i c h  a r e  

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

m a r k e r  i s  c a l l e d  a m u t a t i o n ,  w h i c h  i s  a n  a l t e r a t i o n  i n  t h e  

n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  a t  some p o i n t  i n  t h e  o r g a n i s m ^  DNA. T h i s  

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

a m i n o  a c i d  s e q u e n c e .  T h e r e  a r e  t h r e e  m a j o r  t y p e s  o f  m u t a t i o n s ,  

t h e  b a s e - p a i r  s u b s t i t u t i o n  o r  p o i n t  m u t a t i o n ;  t h e  f r a m e - s h i f t  

m u t a t i o n  and,  t h e  d e l e t i o n  m u t a t i o n .  I n  b a s e - p a i r  s u b s t i t u t i o n  

a s p e c i f i c  s i t e  i n  t h e  w i l d  t y p e  c h r omos ome  s u c h  a s  g u a n i n e -  

c y t o s i n e  i s  r e p l a c e d  i n  t h e  m u t a n t  ch r omosome  by  a d i f f e r e n t  

b a s e - p a i r  s u c h  a s  a d e n i n e - t h y m i n e , I n  f r a m e - s h i f t  m u t a t i o n s ,



one  o r  a f ew b a s e s  a r e  i n s e r t e d  i n t o  o r  d e l e t e d  f r o m  a s p e c i f i c  

s i t e  w i t h i n  t h e  g e n e ,  I n  l a r g e  d e l e t i o n s  a l o n g  s e q u e n c e  o f  

b a s e s  r e p r e s e n t i n g  a m a j o r  s e g m e n t  o f  t h e  g e n e  i s  r e m o v e d .

M u t a t i o n  i n  b a c t e r i a  c a n  b e  e i t h e r  i n d u c e d  o r  s p o n t a n e o u s .  

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

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

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

m e d i u m  c o n t a i n i n g  e i t h e r  t h e  a p p r o p r i a t e  p h a g e  o r  a n t i b i o t i c .  

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

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

t i d e  w a s  p r o v i d e d .

C h e m i c a l  m u t a g e n s  w e r e  u s e d  on  B. p e r t u s s i s  t o  i s o l a t e  

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

B. p a r a p e r t u s s i s  (Kumazawa a n d  Y o s h i k a w a ,  1 9 7 8 )  a n d  a u x o t r o p h s  

f o r  Leucine  a n d  Tryptcphan ( K l o o s  ejt 1 9 7 8 ) ,  B o t h  g r o u p s  u s e d

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

t h e  s e l e c t i v e  m e d i a .  The m u t a g e n  was  N - m e t h y l - N ' - n i t r o - N -  

n i t r o s o g u a n i d i n e  (NTG) ,  w h i c h  i s  a m e t h y l a t i n g  a g e n t ,  a c t i n g  on 

t h e  r e p l i c a t i o n  r e g i o n  o f  t h e  c h r o mo s om e  ( L a w l e y ,  .1968;  G u e r o l a  

e t  a l . 1 9 7 1 ) .  M c C a l l a  ( 1 9 6 8 )  a n d  L a w l e y  ( 1 9 6 8 )  f o u n d  t h a t  t h e  

m a i n  p r o d u c t  o f  NTG a c t i o n  on DNA was  t h e  f o r m a t i o n  o f  7 - m e t h y l -  

g u a n i n e . Th ey  s t a t e d  t h a t  t h i s  s u p p o r t e d  t h e  s u g g e s t i o n  t h a t  

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

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

m e t h y l a t i n g  a g e n t .



7 . 5  B a c t e r i a l  p l a s m i d s  a n d  c h r o m o s o m a l  m o b i l i z a t i o n

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

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

i n t e g r a t e  i n t o  t h e  h o s t  c h ro mo s ome  ( L e d e r b e r g ,  1 9 7 5 ) .  The g e n e s  

w h i c h  t h e y  c a r r y  a r e  n o t  e s s e n t i a l  f o r  g r o w t h  o f  t h e  h o s t  c e l l ;  

b u t  t h e y  do c o n f e r  a d d i t i o n a l  p r o p e r t i e s  s u c h  a s  r e s i s t a n c e  t o  

a n t i b i o t i c s  w h i c h  may i n  some c i r c u m s t a n c e s  a s s u m e  c r u c i a l  

i m p o r t a n c e  ( C o l l e e ,  1 9 7 3 ) .  Th e y  a r e  w i d e s p r e a d  among Gram-  

n e g a t i v e  b a c t e r i a .  M / l l e r  ejt a_l.  ( 1 9 7 8 )  h a v e  s ho wn  t h a t  m o s t  

n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  s t r a i n s  o f  t h e  E n t e r o b a c t e r i a c e a e  c o n t a i n  

s m a l l  c i r c u l a r  n o n - c o n J u g a t i v e  p l a s m i d s  r a n g i n g  i n  s i z e  f r o m

0 . 8  t o  10 m e g a - d a l t o n s  ( M d a l ) . T h e i r  c a p a c i t y  f o r  t r a n s f e r  o f  

e x t r a c h r o m o s o m a l  DNAs was  o b s e r v e d  i n  a n  e a r l y  w o r k .

L e d e r b e r g  je t  ( 1 9 4 8 )  s h owe d  t h a t  s t r a i n s  o f  E .  c o l i  c a r r y i n g

d i f f e r e n t  g e n e t i c  m a r k e r s  c o u l d  p r o d u c e  r e c o m b i n a n t s  when m i x e d  

t o g e t h e r .

F r e d e r i c q  ( 1 9 5 0 )  was  t h e  f i r s t  t o  f i n d  t h a t  t h e  c a p a c i t y  t o  

p r o d u c e  c o l i c i n s  was  c o n f e r r e d  by c o l i c i n o g e n i c  f a c t o r s ,  w h i c h  

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

The  t r a n s f e r  o f  r e s i s t a n c e  (R) f a c t o r  was  d i s c o v e r e d  by W a t a n a b e  

( 1 9 6 3 ) .  The R - f a c t o r s  c o n f e r  on  t h e i r  h o s t  c e l l s  r e s i s t a n c e  t o  

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

s t r e p t o m y c i n .  Hayes  ( 1 9 6 8 ) ,  was  t h e  f i r s t  t o  r e c o g n i s e  t h a t  

s e x u a l  f e r t i l i t y  d e p e n d e d  on  a s p e c i a l  g e n e t i c  f a c t o r  ( F ) ,  p r e s e n t  

i n  some b a c t e r i a l  s t r a i n s  a n d  n o t  i n  o t h e r s .  The F f a c t o r  

■ b e h a v e s  a s  a f r e e  i n f e c t i v e  p a r t i c l e  i n d e p e n d e n t  o f  t h e  r e s t  o f  

t h e  g e no m e .  T h i s  a n d  o t h e r  g e n e t i c  e l e m e n t s  s u c h  a s  b a c t e r i o c i n s  

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



P l a s m i d s  r e p l i c a t e  i n d e p e n d e n t l y  o f  t h e  c e l l  c h ro mo s o m e  

a n d  t h e i r  DNA c o n t a i n s  a r e g i o n  w h i c h  s e r v e s  a s  a p o i n t  o f  

i n i t i a t i o n  f o r  t h e  a c t i o n  o f  t h e  a p p r o p r i a t e  DNA p o l y m e r a s e ,  h u t  

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

c h r o mo s ome  e s p e c i a l l y  d u r i n g  r e p l i c a t i o n  ( N o v i c k ,  1 9 6 9 ) .

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

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

a p p a r a t u s  f o r  t h e i r  own c e l l - t o - c e l l  t r a n s f e r  ( F i n c h a m ,  1 9 7 6 ) .

Some t r a n s m i s s i b l e  p l a s m i d s  c a n  p r o m o t e  t h e  c e l l - t o - c e l l  t r a n s f e r  

o f  o t h e r  DNA e l e m e n t s  a s  w e l l  a s  t h e m s e l v e s .  The t r a n s f e r  o f  

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

o p e r a t i o n a l  t r a n s f e r  s y s t e m  u s u a l l y  t a k e s  p l a c e  a t  a f r e q u e n c y  

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

( W i l l e t t s ,  1 9 7 0 ) .  D e s p i t e  t h i s  l ow f r e q u e n c y ,  c h r o m o s o m e  t r a n s ­

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

b a c t e r i a l  g e n e t i c s .

Two g r o u p s  o f  c h r o m o s o m e - m o b i l i z i n g  p l a s m i d s  h a v e  b e e n  

d e s c r i b e d .  I n  o n e ,  t r a n s f e r  o f  c h r o m o s o m a l  m a t e r i a l  i s  n o t  

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

I n  t h e  o t h e r ,  w h i c h  e n c o m p a s s e s  t h e  F p r i m e  ( F)  a n d  R p r i m e  ( R ) , 

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

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

b e e n  p r e s e r v e d  (Rieb e t  a l .  I 98O). T h i s  a u t h o r  s t a t e d  t h a t  t h e  

l a t t e r  t y p e  o f  p l a s m i d s  i n c l u d e  t h e  I n c p - I  p l a s m i d s  ( p l a s m i d s  

shown t o  h a v e  c h ro mo so me  m o b i l i z a t i o n  a b i l i t y ) , w h i c h  i n c l u d e  

R 6 8 ,  a n d  R 6 8 . 4 5  p l a s m i d s  a n d  o t h e r s .  They  p o s s e s s  t h e  a b i l i t y  

t o  e s t a b l i s h  t h e m s e l v e s  i n  a w i d e  r a n g e  o f  G r a m - n e g a t i v e  

b a c t e r i a ,  a s  w e l l  a s  h a v i n g  c h r o m o s o m a l  m o b i l i z i n g  a c t i v i t i e s  

( c m a ) .  The w i d e s t  s u r v e y  o f  p l a s m i d s  f o r  t h e  o c c u r r e n c e  o f



cma h a s  b e e n  c a r r i e d  o u t  i n  P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  ( P e m b e r t o n  

a n d  H o l l o w a y ,  1 9 7 3 ) .  F r om t h i s  w o r k  t h e  p l a s m i d  R 6 8 . 4 5  was  

i s o l a t e d  f r o m  t h e  b r o a d  h o s t - r a n g e  p l a s m i d  R68 ( R e s i s t a n t  t o  

c a r b e n i c i l l i n ;  t e t r a c y c l i n e  a n d  k a n a m y c i n )  ( J a c o b y  a n d  S h a p r i o ,  

1 9 7 7 ) .  I t  was  o b s e r v e d  t h a t  R68 p r o m o t e d  c h r o m o s o m a l  m a r k e r  

t r a n s f e r  i n  P.  a e r u g i n o s a  s t r a i n  PAT a t  f r e q u e n c i e s  a s  h i g h  a s  

4 X 10 ^ / d o n o r  c e l l .  ( S t a n i s i c h ,  1 9 7 2 ) ,  The p h y s i c a l  e x a m i n ­

a t i o n  o f  R 6 8 . 4 5  s h owe d  t h a t  i t  h a d  a c q u i r e d  a n  e x t r a  p i e c e  o f  

DNA o f  t h e  o r d e r  o f  1 . 4 - 1 . 6  M d a l t o n s  ( J a c o b  e_t a^^. 1 9 7 7 ) ,

T h e r e  i s  some e v i d e n c e  f o r  a n  1 8 0 0  b a s e - p a i r  i n s e r t i o n  s i t u a t e d  

c l o s e  t o  t h e  k a n a m y c i n  r e s i s t a n c e  m a r k e r  on  t h e  R68 c h r o m o s o m e  

( H o l l o w a y ,  1 9 7 9 ) .  T h i s  o b s e r v a t i o n  i s  o f  s i g n i f i c a n c e  b e c a u s e  

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

m a r k e r  i s  u s u a l l y  a s s o c i a t e d  w i t h  l o s s  o f  cma by  R 6 8 . 4 5 .  A 

r e c e n t  r e p o r t  h a s  c l a i m e d  t h a t  t h e  p l a s m i d  R 6 8 . 4 5  d i f f e r s  f r o m  

i t s  p a r e n t  R68 o n l y  by  a n  a d d i t i o n a l  DNA s e g m e n t ,  21 20  bp l o n g ,  

l o c a t e d  c l o s e  t o  t h e  k a n a m y c i n  r e s i s t a n c e  g e n e  ( R i e b  e_t a_l,  1 9 8 0 )  , 

The a d d i t i o n a l  DNA s e g m e n t  o f  R 6 8 . 4 5  i s  a d u p l i c a t i o n  o f  a p r e ­

e x i s t i n g  DNA r e g i o n  o f  R 6 8 .

T h e  i n t e r g e n e r i c  t r a n s f e r  o f  t h e  p l a s m i d  R 6 8 . 4 5  f r o m  E . c o l i  

t o  E r w i n i a  s t r a i n s  w a s  r e p o r t e d  b y  C h a t t e r j e e  ( 1 9 8 0 )  w h o  f o u n d  

t h e  f r e q u e n c y  o f  t r a n s f e r  w a s  c o n s i s t e n t l y  h i g h e r  w i t h  a n  E . c o l i  

s t r a i n  t h a n  w i t h  E r w i n i a  s p p ,  a s  r e c i p i e n t s ,  a n d  w h e n  m a t i n g s  

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

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

i n c l u d i n g  R h o d o p s e u d o m o n a s  w i t h  a  f r e q u e n c y  o f  10 ^ - 10 ^ / d o n o r  

c e l l  ( S i s t r o n ,  1 9 7 7 )  a n d  R h i z o b i u m  w i t h  a  f r e q u e n c y  o f  10 ^ / d o n o r  

c e l l  ( B e r i n g e r  e t  a l .  1 9 7 8 ) .  P l a s m i d  R 6 8 . 4 5  i s  w e l l  k n o w n  f o r



i t s  c h romos ome  m o b i l i z i n g  a b i l i t y  i n  many o r g a n i s m s  i n c l u d i n g  

P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  ( H a s s  a n d  H o l l o w a y ,  1 9 7 6 ) , R h i z o b i u m  

l e g u m i n o s a r u r n  ( B e r i n g e r  j e t  a j l . 1 9 7 8 ) ,  A g r o b a c t e r i u m  t u m e f a c i e n s  

(Hamada jet  aj_. 1 9 7 9 )  a n d  E r w i n i a  s p p  ( C h a t t e r j e e ,  1 9 8 0 ) .

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

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

( K l o o s  _et a_l.  1 9 7 8 )  . I n  b o t h  B.  p e r t u s s i s  a n d  B. p a r a p e r t u s s i s  

s t r a i n s ,  o n l y  a s m a l l  c r y p t i c  p l a s m i d  w i t h  a ma s s  o f  a p p r o x i m a t e l y  

3 m e g a d a l t o n s  was  f o u n d .  I n  B.  b r o n c h i s e p t i c a  h o w e v e r ,  med ium-  

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

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

o t h e r  s p e c i e s .

7 . 6  G e n e t i c s  o f  b a c t e r i a l  v i r u l e n c e

The c o n c e p t s  a n d  m e t h o d o l o g i e s  t h a t  h a v e  d e v e l o p e d  i n  s t u d i e s  

o f  g e n e  s t r u c t u r e  a n d  g e n e  e x p r e s s i o n  a r e  now b e i n g  a p p l i e d  t o  

t h e  s t u d y  o f  t h e  g e n e t i c  b a s i s  o f  p a t h o g e n i c i t y .  I t  i s  h o p e d  

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

l e v e l  w i l l  l e a d  t o  new c o n t r o l  m e a s u r e s  f o r  i n f e c t i o u s  d i s e a s e s .  

Maas  ( 1 9 8 1 ) , s t a t e d  t h a t  s t u d i e s  on  t h e  movemen t  a n d  l o c a t i o n  o f  

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

t h e  e p i d e m i o l o g y  o f  b a c t e r i a l  i n f e c t i o n s  : S t u d i e s  on g e n e

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

s u b s t a n c e s  a n d  s t r u c t u r e s  a s s o c i a t e d  w i t h  v i r u l e n c e  : S t u d i e s

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

mode o f  a c t i o n  o f  v i r u l e n c e  f a c t o r s  a nd  t h e i r  i n t e r a c t i o n  w i t h  

h o s t  c e l l s .



G e n e t i c  f a c t o r s  i n  t h e  h o s t  a l s o  may h a v e  a p r o f o u n d  

i n f l u e n c e  on b a c t e r i a l  v i r u l e n c e .  R u t t e r  ejb a A.  ( 1 9 7 5 )  s t a t e d  

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

s p e c i f i c  a n d  s u c h  s p e c i f i c i t y  c a n  be  d e m o n s t r a t e d  by  g e n e t i c  

e v i d e n c e .  F o r  e x a m p l e ,  t h e y  s h owe d  t h a t  K 8 8 - p o s i t i v e  E . c o l i  

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

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

t o  i n f e c t i o n .  G i b b o n s  ejb a_l . . ( 1 9 7 8 )  f o u n d  t h a t  s u s c e p t i b i l i t y  

t o  K 8 8 - p o s i t i v e  E . c o l i  was  due  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  a n  i n t e s t i n a l  

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

a d h e s i o n  b e i n g  d o m i n a n t  o v e r  n o n - a d h e s i o n .

Damage t o  h o s t  c e l l s  o c c u r s  i n  c e r t a i n  b a c t e r i a l  i n f e c t i o n s  

due  t o  t h e  r e l e a s e  o f  t o x i n s  w h i c h  u s u a l l y  a t t a c k  s p e c i f i c  

t a r g e t s  i n  t h e  h o s t .  G en es  f o r  t o x i n  p r o d u c t i o n  may be l o c a t e d  

e i t h e r  on  p l a s m i d s  o r  on t h e  c h r o mo s om e  ( W a r r e n  _ejb aJL, 1 9 7 5 ;

Khan a n d  N o v i c k ,  1 9 8 0 ) .  F o r  e x a m p l e ,  i n  S t a p h y l o c o c c u s  a u r e u s , 

t h e  g e n e t i c s  o f  two  t o x i n s  ( e n t e r o t o x i n  B a n d  e x f o l i a t i v e  t o x i n )  

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

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

c a l l e d  s c a l d e d - s k i n  s y n d r o m e .  The g e n e t i c  d e t e r m i n a n t s  f o r  

b o t h  t o x i n s  h a v e  b e e n  f o u n d  on  p l a s m i d s .  The b e s t  e x a m p l e  o f  a 

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

many s i m i l a r i t i e s  t o  t h e  p l a s m i d - d e t e r m i n e d  h e a t - l a b i l e  t o x i n  

o f  E . c o l i  ( D a l l a s  a n d  F a l k o w ,  1 9 8 0 ) .

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

may be  l o c a t e d  on  p l a s m i d s .  A g oo d  e x a m p l e  i s  t h e  p l a s m i d  

c o l .  V ,  on w h i c h  r e s i s t a n c e  t o  t h e  b a c t e r i c i d a l  a c t i o n  o f  s e r u m



was  l o c a t e d  i n  E . c o l l  ( S m i t h ,  1 9 7 4 ) .

7 . 7  Gene t r a n s f e r  i n  B.  p e r t u s s i s

Gene t r a n s f e r  i n  B.  p e r t u s s i s  h a s  b e e n  s t u d i e d  o n l y  by 

t r a n s f o r m a t i o n .  B r a n e f o r s  ( 1 9 6 4 )  s ho we d  t h a t  a f t e r  e x p o s u r e  o f  

a s t r e p t o m y c i n - s e n s i t i v e  s t r a i n  ( 4 4 1 2 2 / 7 )  o f  B . p e r t u s s i s  t o  DNA 

f r o m  a s t r e p t o m y c i n  r e s i s t a n t  v a r i a n t  o f  t h e  same s t r a i n  

( 4 4 1 2 2 / 7 R ) ,  some c e l l s  b e c a m e  s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n t .  The 

r e c i p i e n t  s t r a i n  was  s e n s i t i v e  t o  s t r e p t o m y c i n  c o n c e n t r a t i o n s  

o v e r  1 ng  m l ” ^ on  s o l i d  m e d i a ,  w h e r e a s ,  t h e  r e s i s t a n t  s t r a i n  

c o u l d  g row i n  a  s o l i d  med i um c o n t a i n i n g  more  t h a n  5000  p g  ml  ^ 

o f  s t r e p t o m y c i n .  B r a n e f o r s  u s e d  no  f a c t o r  t o  e n h a n c e  DNA u p t a k e  

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

w e r e  c o m p e t e n t .  She  e m p h a s i z e d  t h a t  t h e  h i g h e s t  r a t e  o f  t r a n s ­

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

medium wer e  r e p l a c e d  b y  0 .5% ( w / v )  c a s e i n  h y d r o l y s a t e  ( t r y p t i c  

d i g e s t ) .

The o n l y  o t h e r  r e p o r t  o f  t r a n s f o r m a t i o n  i n  B.  p e r t u s s i s  

came f r o m  K l o o s  ejb aj^.  ( 1 9 7 8 ) ,  who w e r e  a b l e  t o  t r a n s f e r  t h e  

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

o f  B. p e r t u s s i s . Th e y  s t a t e d  t h a t  L e u - 12 a n d  TrpE-5 m u t a n t s  o f  

t h e  s t r a i n  185 d e m o n s t r a t e d  g o o d  c o m p e t e n c e  i n  m o d i f i e d  S t a i n e r  

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

f o r m a t i o n  f r e q u e n c y  i n  m o d i f i e d  S t a i n e r  a n d  S c h o l t e  l i q u i d  medium 

s o l i d i f i e d  by  1 ,5% ( w / v )  B a c t o - a g a r  a n d  s u p p l e m e n t e d  w i t h  0 .1% 

( w / v )  a c t i v a t e d  c h a r c o a l .  Gene t r a n s f e r  i n  t h e s e  m e d ia  o c c u r r e d  

w i t h i n  8 t o  10 h  o f  e x p o s u r e  o f  t h e  r e c i p i e n t  c e l l s  t o  1 t o  5ptg ^



o f  d o n o r  DNA i n  t h e  p r e s e n c e  o f  O.OOIM C a C l ^ -

The e x i s t e n c e  o f  b a c t e r i o p h a g e s  w h i c h  a r e  l y t i c  a g a i n s t  

B.  p e r t u s s i s  was r e p o r t e d  by G r a n t  ( 1 9 7 9 ) .  He n o t e d  t h a t  i n  

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

B o r d e t e l l a  p a t h o g e n s ,  t h e  i m p o r t a n c e  o f  t h i s  o b s e r v a t i o n  may be 

o f  v a l u e  i n  e p i d e m i o l o g y  a n d  c l i n i c a l  m e d i c i n e ,  a l t h o u g h  no 

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

7 . 8  S t r e p t o m y c i n  r e s i s t a n c e

S t r e p t o m y c i n  r e s i s t a n c e  was  t h e  p r i m e  s e l e c t i o n  m e c h a n i s m  

u s e d  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d i e s  on  B.  p e r t u s s i s . I t  h a s  b e e n  

c h a r a c t e r i z e d  a s  a m u t a t i o n  a f f e c t i n g  t h e  80S r i b o s o m e  s u b u n i t  

i n  b a c t e r i a  ( Nomur a ,  1 9 7 0 ) .  The a c t i o n  o f  s t r e p t o m y c i n  on  

s e n s i t i v e  b a c t e r i a  s e e ms  t o  be i n i t i a l l y  on p r o t e i n  s y n t h e s i s ,  

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

s y n t h e s i s ,  a n d  d i s r u p t i o n  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  membrane  ( G o u l d ,

1 9 7 3 ) .  The c o m b i n a t i o n  o f  s t r e p t o m y c i n  w i t h  t h e  80S c o m p o n e n t  

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

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

r e s i s t a n t  c e l l s  t h e  c o m b i n a t i o n  o f  s t r e p t o m y c i n  w i t h  t h e  80S 

c o m p o n e n t  d o e s  n o t  o c c u r  ( T a i p  ejb a_l,  1 9 7 8 ) .

W a l l a c e  a nd  D a v i s  ( 1 9 7 8 )  s t a t e d  t h a t  s t u d i e s  on t h e  i n i t i a t ­

i o n  o f  c h a i n - e l o n g a t i n g  r i b o s o m e s  s ho we d  t h a t  s t r e p t o m y c i n  a l l o w s  

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

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

i s  no  l o n g e r  a c t i v e  i n  p r o t e i n  s y n t h e s i s ,  t h o u g h  i t  i s  n o t  i n e r t .  

I t  r e c y c l e s  o n t o  mRNA, f o r m i n g  a b l o c k e d  i n i t i a t i o n  c o m p l e x  a g a i n ,



T h i s  c y c l i c  b l o c k a d e  e x p l a i n s  why s e n s i t i v i t y  t o  k i l l i n g  i s
S Rd o m i n a n t  i n  S t r  / S t r  h e t e r o z y g o t e s ,  d e s p i t e  t h e  p r e s e n c e  o f  

r e s i s t a n t  r i b o s o m e s  a s  w e l l  a s  s e n s i t i v e  o n e s .

R e c e n t l y  K o g u t  a n d  C a r r i e r  ( 1 9 8 0 )  p r o p o s e d  t h a t  a f t e r  e n t r y  

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

on 80S r i b o s o m a l  s u b u n i t s  w h i c h  a r e  s a t u r a t e d  a t  o n e ,  o r  a f e w ,  

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

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

d e g r a d e d .  The s p e c i f i c  b i n d i n g  i s  i r r e  v e r  s b i l e , s o  t h a t  a f f e c t e d !  

s u b u n i t s  c a n n o t  r e c o v e r  n o r m a l  f u n c t i o n .  As more  a n d  mo r e  

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

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

f u r t h e r  g r o w t h .

O t h e r  m e c h a n i s m s  f o r  S t r ^  i n  b a c t e r i a  h a v e  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  

K a j i  a n d  T a n a k a  ( 1 9 6 8 )  f o u n d  t h a t  r e s i s t a n c e  t o  s t r e p t o m y c i n  was 

due  t o  t h e  a l t e r a t i o n  i n  t h e  80S s u b u n i t s  s o  t h a t  i t  d o e s  n o t  

b i n d  t o  t h e  a n t i b i o t i c .  W e i n s t e i n  ( 1 9 7 0 )  s t a t e d  t h a t  r e s i s t a n c e  

c o u l d  be d e v e l o p e d  b y  i n a b i l i t y  t o  t r a n s p o r t  s t r e p t o m y c i n  t o  a n  

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

t h e  d r u g .  S t r e p t o m y c i n  r e s i s t a n c e  c o u l d  a l s o  be  d e v e l o p e d  by  a n  

a c q u i r e d  R - f a c t o r  t h a t  c o n f e r r e d  r e s i s t a n c e  t o  s e v e r a l  a n t i b i o t i c s  

A l p e r  a n d  Ames ( 1 9 7 8 )  p o s t u l a t e d  t h a t  s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n c e  

was f o u n d  i n  m u t a n t s  i n  t h e  c y c l i c  AMP c o n t r o l  s y s t e m  i n  

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

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

t r a n s p o r t i n g  f u e l / c a r b o n  s o u r c e s  a n d  t h a t  t h i s  was  a c c o m p l i s h e d  

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

n a t u r a l  s u b s t r a t e  o f  t h e  p a r t i c u l a r  t r a n s p o r t  s y s t e m  i n v o l v e d .
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OBJECT OF RESEARCH

Few g e n e t i c  s t u d i e s  w i t h  B . p e r t u s s i s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d .

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

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

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

The o b j e c t  o f  t h e  r e s e a r c h  was  t o  c o n f i r m  p r e v i o u s l y  

r e p o r t e d  D N A - m e d i a t e d  t r a n s f o r m a t i o n  a n d  t o  e s t a b l i s h  o p t i m u m  

c o n d i t i o n s  f o r  t h e  p r o c e s s .  An a l t e r n a t i v e  p r o c e d u r e  i n v o l v i n g  

p l a s m i d - m e d i a t e d  c h r omos ome  m o b i l i z a t i o n  n o t  s o  f a r  a t t e m p t e d  

i n  B.  p e r t u s s i s  was a l s o  c o n s i d e r e d  t o  be  w o r t h  e x p l o r i n g .

C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  p h e n o t y p e s  o f  p a r e n t  a n d  d e r i v e d  

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

p a r t i c u l a r  p r o p e r t i e s ,  s u c h  a s  t h o s e  a s s o c i a t e d  w i t h  v i r u l e n c e  

a n d  a n t i b i o t i c  r e s i s t a n c e  . I t  was  t h e  o v e r a l l  i n t e n t i o n  o f  

t h i s  w o r k  t o  l a y  t h e  f o u n d a t i o n s  f o r  f u r t h e r  d e t a i l e d  s t u d i e s  on  

B.  p e r t u s s i s  g e n e t i c s .



MATERIALS AND METHODS



1 ,  B a o t e r i o l O i s : i c a l  m a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s

1 . 1  S t r a i n s

S e v e r a l  p h a s e - I  a n d  p h a s e - I V  B.  p e r t u s s i s  a n d  two  s t r a i n s  

o f  E s c h e r i c h i a  c o l i  w e r e  s t u d i e d .

B.  p e r t u s s i s  s t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 S  i s  a p h a s e - I ,  s t r e p t o m y c i n -  

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

S t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 R  i s  a s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n t  ( > 5 0 0  fxg ml  

m u t a n t  o f  s t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 S .  B o t h  s t r a i n s  w e r e  s u p p l i e d  a s  f r e e z e -  

d r i e d  c u l t u r e s  by D r .  P .  B r a n e f o r s ,  U n i v e r s i t y  o f  G o t e b o r g ,  

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

G u l d h e d s g a t a n  1 0 ,  S - 4 1 3  46 G o t e b o r g ,  S we d e n .

B . p e r t u s s i s  s t r a i n s  353  p h a s e - I ,  353 p h a s e - I V ;  L84  

p h a s e - I V ;  1 8 3 3 4  p h a s e - I ;  8 6 3 1  p h a s e - I V ;  D30042 p h a s e - I V  a n d  

T a b e r m a n  p h a s e - I  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  M i c r o b i o l o g y  D e p a r t m e n t  

c u l t u r e  c o l l e c t i o n .

S t r a i n  1 8 3 2 3 ,  t h e  i n t r a c e r e b r a l  c h a l l e n g e  s t r a i n  was  o b t a i n e d  

f r o m  D r .  F .  S h e f f i e l d ,  D i v i s i o n  o f  I m m u n o l o g i c a l  P r o d u c t s  C o n t r o l ,  

N a t i o n a l  I n s t i t u t e  f o r  M e d i c a l  R e s e a r c h  ( H a m p s t e a d  L a b o r a t o r i e s ) ,  

H o l l y  H i l l ,  H a m p s t e a d ,  L o n d o n ,  NW3.

E s c h e r i c h i a  c o l i  s t r a i n  J e  5 3 - 1  h a s  a c h r o m o s o m a l  m u t a t i o n  

c o n f e r r i n g  r e s i s t a n c e  t o  n a l i d i x i c  a c i d  ( N a l ^ )  ( 2 0  jxg ml ^ )  a s  

w e l l  a s  a u x o t r o p h i c  m u t a t i o n s  m a k i n g  i t  P r o  Met  . I t  a l s o  

c a r r i e s  t h e  R p l a s m i d ,  R 6 8 . 4 5 ,  w h i c h  c o n f e r s  r e s i s t a n c e  t o

k a n a m y c i n  ( 2 0  ^ g  ml ” ) ; c a r b e n i c i l l i n  ( 2 0 0  ptg ml  ) a n d  t e t r a -
. - I .

c y c l i n e  ( 10  ^ g  ml ) .

E s c h e r i c h i a  c o l i  s t r a i n  J c  3272  h a s  c h r o m o s o m a l  m u t a t i o n s

w h i c h  c o n f e r  r e s i s t a n c e  t o  s t r e p t o m y c i n  ( 2 0 0 - 5 0 0  /zg ml ^ ) a n d

a l s o  r e n d e r  i t  H i s " ,  T r p ” ; a n d  L y s ” , B o t h  s t r a i n s  w e r e  s u p p l i e d

by  D r ,  B . E . B .  M o s e l e 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 ,  U n i v e r s i t y  o f  

E d i n b u r g h .



s t o c k  c u l t u r e s  w e r e  m a i n t a i n e d  i n  t h e  f r e e z e - d r i e d  s t a t e  

o r  w e r e  s u s p e n d e d  i n  20% ( w / v )  g l y c e r o l  i n  1% ( w / v )  c a s a m i n o  

a c i d s  s o l u t i o n  (CAA) ( A p p e n d i x  l )  a n d  s t o r e d  f r o z e n  i n  l i q u i d  

n i t r o g e n  o r  a t  - 7 0 ° C .  F o r  g r o w t h ,  s t o c k  c u l t u r e s  w e r e  s u s ­

p e n d e d  i n  1% ( w / v )  CAA a n d  p i p e t t e d  o n t o  p l a t e s  o f  s o l i d  m e d i a .

1 . 2  Med i a

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

o f  e i t h e r  B.  p e r t u s s i s  o r  E .  c o l i  s t r a i n s  :

B o r d e t - G e n g o u  medium ( G i b c o  B i o - C u l t  D i a g n o s t i c s ,  G l a s g o w ,

S c o t l a n d )  c o n t a i n i n g  20% ( v / v )  d e f i b r i n a t e d  h o r s e  b l o o d  ( G i b c o ) .

S t a i n e r  a n d  S c h o l t e  d e f i n e d  l i q u i d  med i um ( S t a i n e r  a n d  

S c h o l t e , 1 9 7 1 ) .

M o d i f i e d  S t a i n e r  a n d  S c h o l t e  m i n i m a l  l i q u i d  medium a s

d e s c r i b e d  by  K l o o s  e_t a A . ( 1 9 7 8 ) .

Co h en  a n d  W h e e l e r  me d i um,  a s  d e s c r i b e d  by  B r a n e f o r s  ( 1 9 6 4 ) .

N u t r i e n t  a g a r  ( O x o i d  L t d . ,  B a s i n g s t o k e ,  H a n t s ,  E n g l a n d ) .

T r y p t i c a s e  s o y  a g a r  (BBL, C o c k e y s v i l l e , M a r y l a n d ,  2 1 0 3 0 ,  

U . S . A . ) ,

D e t a i l s  o f  m e d i a  p r e p a r a t i o n  a r e  g i v e n  i n  A p p e n d i x  1 .

F o r  t h e  s e l e c t i o n  o f  v a r i a n t s ,  t h e  r e q u i r e d  c o n c e n t r a t i o n  

o f  a n t i b i o t i c s  n e e d e d  t o  p r e v e n t  t h e  g r o w t h  o f  t h e  w i l d  t y p e  was  

a d d e d  t o  t h e  a p p r o p r i a t e  med i u m.

a )  F o r  t r a n s f o r m a t i o n  t h e  s e l e c t i v e  medium was  B-G a g a r  c o n t a i n ­

i n g  2 0 0  /xg ml  ^ s t r e p t o m y c i n  s u l p h a t e  ( S ig m a  C h e m i c a l  C o . ) .  

S t r e p t o m y c i n  was  p r e p a r e d  a s  a 20 rag m l " ^  s o l u t i o n ,  f i l t e r



s t e r i l i z e d  ( M i c r o f l o w  25 D i s p o s a b l e  f i l t e r  a s s e m b l y ,  0 . 4 5  jjim 

p o r e  s i z e )  a n d  a d d e d  t o  t h e  medium a t  50°C j u s t  b e f o r e  p o u r i n g  

i n t o  t h e  p l a t e s .

b)  F o r  p l a s m i d  t r a n s f e r  s e l e c t i o n ,  n u t r i e n t  a g a r  o r  B-G a g a r
- 1 - 1c o n t a i n i n g  20  ml  k a n a m y c i n  a n d  200  /zg ml  c a r b e n i c i l l i n

( B e e c h a m  R e s e a r c h  L a b o r a t o r i e s ,  B r e n t f o r d ,  E n g l a n d )  w e r e  u s e d .

c ) To d e m o n s t r a t e  c h r o m o s o m a l  m o b i l i z a t i o n ,  n u t r i e n t  a g a r  a n d  

B-G p l a t e s  w e r e  p r e p a r e d  a s  a b o v e  ( b )  e x c e p t  t h a t  n a l i d i x i c  a c i d  

( S i g m a )  a t  20  j jg ml  ^ ( f o r  E .  c o l i  s t r a i n s )  o r  s t r e p t o m y c i n  a t  

2 0 0  f ĝ ml ^ ( f o r  B.  p e r t u s s i s ) was  a l s o  i n c o r p o r a t e d .

1 . 3  G r o w t h  o f  c u l t u r e s

F r e e z e - d r i e d  c u l t u r e s  w e r e  r e c o n s t i t u t e d  w i t h  1% ( w / v )  CAA 

a n d  g r o w n  on B-G a g a r .  The p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  35°C f o r  

3 - 4  d a y s  i n  a c l o s e d  p l a s t i c  box  c o n t a i n i n g  a b e a k e r  o f  w a t e r  t o  

s a t u r a t e  t h e  a t m o s p h e r e .

F o r  p r e p a r a t i o n  o f  DNA, l i q u i d  c u l t u r e s  w e r e  g r o w n  by  

i n o c u l a t i n g  2 - l i t r e  d i m p l e d  c o n i c a l  f l a s k s  c o n t a i n i n g  1 - l i t r e  

a m o u n t s  o f  S t a i n e r  a n d  S c h o l t e  m i n i m a l  l i q u i d  m e d i um w i t h  a 

l o o p f u l  o f  c e l l s  f r o m  B-G p l a t e s .  F l a s k s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  

a n  o r b i t a l  i n c u b a t o r  a t  100 rpm a n d  a t  35°C f o r  48h,

F o r  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  c o m p e t e n t  c e l l s  f r o m  p h a s e - I  

B.  p e r t u s s i s  s t r a i n s ,  2 50 ml  d i m p l e d  c o n i c a l  f l a s k s ,  c o n t a i n i n g  

100  ml m o d i f i e d  S t a i n e r  a n d  S c h o l t e  l i q u i d  med i um w e r e  i n o c u l a t e d  

w i t h  a l o o p f u l  o f  c e l l s  f r o m  B-G p l a t e s .  W i t h  p h a s e - I V  

B. p e r t u s s i s  a n d  E .  c o l i  s t r a i n s  n u t r i e n t  b r o t h  ( O x o i d )  wa s  u s e d .  

A l l  f l a s k s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  a n  o r b i t a l  i n c u b a t o r  a t  100 r pm  

a n d  a t  3 5 ° C .



P u r i t y  o f  c u l t u r e s  was  c h e c k e d  by G r a m - s t a i n i n g  a n d  by  

i n o c u l a t i o n  o n t o  n u t r i e n t  a g a r  a n d  o n t o  B-G p l a t e s .

C h a l l e n g e  c u l t u r e s  f o r  v i r u l e n c e  t e s t s  a n d  mouse  p r o t e c t i o n  

t e s t s  w e r e  p r e p a r e d  by  r e s u s p e n d i n g  f r e e z e - d r i e d  s t o c k  c u l t u r e s  

i n  1% ( w / v )  c a s a m i n o  a c i d s  s o l u t i o n ,  o r  by t h a w i n g  t h e  f r o z e n  

c u l t u r e s .  C e l l  s u s p e n s i o n s  w e r e  i n o c u l a t e d  o n t o  B-G p l a t e s  

a n d  i n c u b a t e d  f o r  48  h  a t  35*^C. C e l l s  w e r e  t h e n  h e a v i l y  

i n o c u l a t e d  o n t o  f u r t h e r  B-G p l a t e s ,  i n c u b a t e d  f o r  24  h a t  3 5 ° C ,  

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

1 .  4 E s t i m a t i o n  o f  o p t i c a l  d e n s i t y

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

a t  a w a v e l e n g t h  o f  540nm,  o r  a t  600nm i n  t h e  S c h w i n g h a m e r  p r o ­

c e d u r e  ( s e e  b e l o w ) ,  i n  a P y e - U n i c a m  m o d e l  S P 5 0 0  s p e c t r o p h o t o ­

m e t e r  u s i n g  p o l y s t y r e n e  c u v e t t e s  w i t h  a 1 cm l i g h t  p a t h .

1 . 5  E s t i m a t i o n  o f  v i a b l e  c o u n t

S e r i a l ,  t e n - f o l d  d i l u t i o n s  o f  c e l l  s u s p e n s i o n s  w e r e  made 

i n  s t e r i l e  s a l i n e  o r  1% ( w / v )  CAA a n d  0 . 1  ml a m o u n t s  o f  d i l u t i o n s  

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

d u p l i c a t e  o n t o  B-G p l a t e s .  T h e s e  w e re  t h e n  i n c u b a t e d  f o r  

3 - 4  d a y s  a t  3 5 ° C .  The a v e r a g e  n um b e r  o f  c o l o n i e s  p e r  d i l u t i o n  

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

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



1 . 6  S t a n d a r d i z a t i o n  o f  b a c t e r i a l  c o n c e n t r a t i o n  by o p a c i t y

The b a c t e r i a l  c o n c e n t r a t i o n  was  e s t i m a t e d  by  c o m p a r i s o n  

w i t h  t h e  I n t e r n a t i o n a l  O p a c i t y  R e f e r e n c e  P r e p a r a t i o n  ( W o r l d  

H e a l t h  O r g a n i s a t i o n  I n t e r n a t i o n a l  L a b o r a t o r y  f o r  B i o l o g i c a l  

S t a n d a r d s ,  N a t i o n a l  I n s t i t u t e  f o r  B i o l o g i c a l  S t a n d a r d s  a n d  

C o n t r o l s ,  H o l l y  H i l l ,  H a m p s t e a d ,  L o n d o n ) ,  d e s i g n a t e d  a s  h a v i n g  

10 I n t e r n a t i o n a l  O p a c i t y  U n i t s ,  The d i l u t i o n  f a c t o r  u s e d  t o  

m a t c h  t h e  o r i g i n a l  c e l l  c o n c e n t r a t i o n  w i t h  t h e  r e f e r e n c e  p r e ­

p a r a t i o n  was c a l c u l a t e d  a n d  m u l t i p l i e d  by  10 t o  g i v e  t h e  c o n c e n ­

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

A c o n c e n t r a t i o n  o f  1 ou was  c o n s i d e r e d  t o  be  e q u i v a l e n t  t o
9

a p p r o x i m a t e l y  10 o r g a n i s m  p e r  m l .

1 . 7  A n t i b i o t i c  s e n s i t i v i t y

a )  B-G p l a t e s  w e r e  s t r e a k e d  w i t h  B.  p e r t u s s i s  s t r a i n s  f r o m  48  h 

B-G a g a r  c u l t u r e s ,  t h e n  N e o - s e n s i t a b  a n t i b i o t i c  d i s c s  ( T a a s ,  

S t r u p g a a r d s v i j  3 0 ,  2 6 3 O T a a s t r u p ,  D e n m a r k ) ,  w e r e  t r a n s f e r r e d  o n t o  

e a c h  p l a t e .  E a c h  a n t i b i o t i c  d i s c  was  t e s t e d  on  a t  l e a s t  two  

s e p a r a t e  B-G c u l t u r e s  f o r  e a c h  s t r a i n .  P l a t e s  w e r e  t h e n  i n c u b a t e d  

f o r  4 - 5  d a y s  a t  35°C a n d  t h e  d i a m e t e r  o f  t h e  z o n e s  o f  i n h i b i t i o n  

w e r e  m e a s u r e d ,

b)  V a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a n t i b i o t i c s  w e r e  a l s o  i n c o r p o r a t e d  

i n t o  B-G a g a r  a nd  t h e  p l a t e s  s t r e a k e d  a n d  i n c u b a t e d  a s  a b o v e .

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

o f  g r o w t h  was  r e c o r d e d .



2 .  B l o - a s s a y  m e t h o d

2 . 1  Mice

A l l  m i c e  u s e d  w e r e  f r o m  a r a n d o m l y - b r e d  c l o s e d  c o l o n y  

o r i g i n a l l y  d e r i v e d  f r o m  t h e  HAM/ICR s t r a i n  ( C h a r l e s  R i v e r  U.K.  

L t d . ,  M a n s t o n  R o a d ,  M a r g a t e ,  K e n t ) .

2 . 2  P r o t e c t i v e  a c t i v i t y

T h r e e - w e e k  o l d  m a l e  HAM/ICR m i c e  w e r e  r a n d o m i z e d  i n  g r o u p s  

o f  t e n  b e f o r e  b e i n g  i n j e c t e d  i n t r a p e r i t o n e a l l y  w i t h  0 . 5 m l  o f  

g r a d e d  d o s e s  o f  h e a t e d  ( 56°C f o r  30  m i n )  B.  p e r t u s s i s  c e l l  s u s ­

p e n s i o n s .  A f t e r  f o u r t e e n  d a y s  t h e  m i c e  w e r e  a n a e s t h e t i z e d  w i t h  

e t h e r  a n d  c h a l l e n g e d  i n t r a c e r e b r a l l y  w i t h  0 . 03mL CAA c o n t a i n i n g
5

a p p r o x i m a t e l y  10 o r g a n i s m s  ( a p p r o x i m a t e l y  100  LD^^)  o f

B.  p e r t u s s i s  s t r a i n  1 8 3 2 3 .  G r o u p s  o f  m i c e  u s e d  a s  c o n t r o l s

3 2w e r e  u n i m m u n i z e d ,  i n j e c t e d  w i t h  a p p r o x i m a t e l y  5 , 4  x 10 ; 5 . 4  x 10 

5 4 a n d  5 . 4  o r g a n i s m s  p e r  m o u s e ,  r e s p e c t i v e l y  t o  c h e c k  t h e  v i r u ­

l e n c e  o f  t h e  c h a l l e n g e  s t r a i n .  Mi ce  d y i n g  w i t h i n  t h r e e  da ys  

o f  c h a l l e n g e  w e r e  e x c l u d e d  f r o m  t h e  r e s u l t s .  S u r v i v i n g  mi ce  

w e r e  c o u n t e d  a f t e r  14  d a y s .  Mi ce  a t  t h e  p o i n t  o f  d e a t h  on  day  14

w e r e  c o u n t e d  a s  d e a d .

2 . 3  H i s t a m i n e - s e n s i t i z i n g  a c t i v i t y

S e v e n  t o  e i g h t - w e e k  o l d  HAM/lCR mi ce  o f  e i t h e r  s e x  w e r e  

i n j e c t e d  i n t r a p e r i t o n e a l l y ,  i n  g r o u p s  o f  f i v e ,  w i t h  0 , 5  ml o f

g r a d e d  d o s e s  o f  h e a t e d  ( 5 6 ° C  f o r  30 min)  B.  p e r t u s s i s  c e l l  s u s ­

p e n s i o n s .  A f t e r  f i v e  d a y s  t h e  m i c e  w e r e  i n j e c t e d  i n t r a p e r i t o n ­

e a l l y  w i t h  3 mg o f  h i s t a m i n e  d i h y d r o c h l o r i d e  ( S i g m a )  c o n t a i n e d



i n  0 . 5  ml  o f  s a l i n e .

S u r v i v o r s  w e r e  c o u n t e d  a f t e r  4 h o u r s .

2 . 4 H e a t - l a b i l e  t o x i n

T o x i c i t y  was  a s s a y e d  i n  3 - 4  week  o l d  m a l e  HAM/ICR m i c e .  

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

c u l t u r e s  h a r v e s t e d  by  c e n t r i f u g a t i o n  ( 1 0 , 0 0 0  g ,  30 m i n ,  4 ° C ) .

The c e l l  p e l l e t s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  s a l i n e  a n d  s t a n d a r d i z e d  

by  o p a c i t y .  M ice  w e r e  i n j e c t e d  i n t r a p e r i t o n e a l l y , i n  g r o u p s  

o f  f o u r ,  w i t h  0 . 5  ml  o f  g r a d e d  d o s e s  o f  t h e s e  s u s p e n s i o n s .

D e a t h s  w e r e  r e c o r d e d  o v e r  t h e  n e x t  t h r e e  d a y s .

2 . 5  V i r u l e n c e  by  t h e  i n t r a c e r e b r a l  r o u t e

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

( 1 . 3 )  a n d  c h a l l e n g e  s u s p e n s i o n s  a d j u s t e d  t o  10 o u .  A s e r i e s  

o f  t e n - f o l d  d i l u t i o n s  ( n u m b e r e d  1 ----  8)  o f  t h i s  o r i g i n a l  s u s ­

p e n s i o n  w e r e  p r e p a r e d  i n  1% ( w / v )  CAA. S a m p l e s  ( 0 . 0 5  ml )  f r o m  

d i l u t i o n s  7 a n d  8 w e r e  i n o c u l a t e d  o n t o  d u p l i c a t e  B-G p l a t e s  f o r  

v i a b l e  c o u n t s .  A m o u n t s  ( 0 . 0 3  ml )  f r o m  s e l e c t e d  d i l u t i o n s  

( d e p e n d i n g  on t h e  v i r u l e n c e  o f  t h e  s t r a i n )  w e r e  i n j e c t e d  i n t r a ­

c e r e b r a l l y  i n t o  r a n d o m i z e d  g r o u p s  o f  t e n  3 - w é e k  o l d  m a l e  HAM/lCR 

m i c e .  Dead  m i c e  w e r e  c o u n t e d  d a i l y  f o r  14 d a y s .  Mice  d y i n g  

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

e x c l u d e d  f r o m  t h e  r e s u l t s .  Mi ce  a t  t h e  p o i n t  o f  d e a t h  on  day  

14  w e r e  c o u n t e d  a s  d e a d .



2 . 6  V i r u l e n c e  by  t h e  i n t r a n a s a l  r o u t e

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

i n t r a c e r e b r a l  r o u t e .  R a n d o m i z e d  g r o u p s  o f  f i v e  3 - w e e k  o l d  

m a l e  HAM/ICR m i c e  w e r e  a n a e s t h e t i z e d  w i t h  e t h e r  a n d  i n o c u l a t e d  

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

d r o p p i n g  p i p e t t e  (2  ml p l a s t i c - p a k  s y r i n g e  D y n a t e c ^  AG S w i t z e r ­

l a n d )  was  u s e d  t o  d e p o s i t  0 . 0 5 m l  o f  t h e  i n o c u l u m  o n t o  t h e  

e x t e r n a l  n a r e s .  D e a t h s  w e r e  r e c o r d e d  a f t e r  14  d a y s  a n d  s u r v i v ­

i n g  m i c e  w e r e  k i l l e d  a n d  e x a m i n e d  a s  f o l l o w s  :

a )  The g r o s s  l u n g  p a t h o l o g y  was  r a t e d  f r o m  no  a p p a r e n t  l e s i o n  

t o  m a s s i v e  i n v o l v e m e n t  ( 0  t o  4 ) .

b )  P o r t i o n s  o f  t h e  l u n g s  t a k e n  f r o m  t h e  c o n s o l i d a t e d  l o b e  w e r e  

r e m o v e d  a s e p t i c a l l y  t h e n  s m e a r e d  o n t o  B-G p l a t e s  a n d  i n c u b a t e d  

a t  35°C f o r  4 - 5  d a y s .  The a m o u n t  o f  g r o w t h  was  e x p r e s s e d  by  

s c o r e s  f r o m  0 t o  4 ,  w h i c h  r e p r e s e n t e d  no  g r o w t h  a n d  g r a d e d  a m o u n t s  

o f  g r o w t h  ( <  10 c . f . u .  t o  c o n f l u e n c y )  r e s p e c t i v e l y  ( N o r t h ,  1 9 4 6 ) .

The sum o f  t h e  s c o r e s  f o r  c u l t u r e  a n d  g r o s s  p a t h o l o g y  was  

c o n s i d e r e d  a s  t h e  l u n g  s c o r e  o f  t h e  mouse  ( P i t t m a n  e t  a l .  1 9 8 0 ) .

Fr om t h e  r a w  d a t a  o b t a i n e d  i n  t h e s e  b i o - a s s a y s  ED^^ v a l u e s  

( a n d  95% c o n f i d e n c e  l i m i t s )  a n d  r e l a t i v e  p o t e n c y  v a l u e s  w e r e  

e s t i m a t e d  by t h e  P r o b i t  m e t h o d  e i t h e r  by  c a l c u l a t i o n  ( P r o f .  A . C .  

W a r d l a w ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  o r  by  u s e  o f  a c o m p u t e r  p r o g r a m m e .  

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

( A . C .  W a r d l a w ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  i s  g i v e n  i n  A p p e n d i x  3 .

The com puter programme fo r  a n a ly s in g  HSF and MPT r e s u l t s  was developed  

by s t a t i s t i c i a n s  in  th e  departmentp. o f  E pidem iology and B io m e tr ic s , S ch o o l 

\ o f  H yg ien e, U n iv e r s ity  o f  T oron to , Canada*



3 .  I m m u n o l o g i c a l  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s

3 . 1  S l i d e  a g g l u t i n a t i o n

B. p e r t u s s i s  s t r a i n s  w e r e  g r o w n  on B-G p l a t e s  f o r  48  h 

a t  3 5 ° C . Two d r o p s  o f  a t u r b i d  c e l l  s u s p e n s i o n  i n  s a l i n e  

( 0 . 8 5 %  w / v )  w e r e  p u t  o n t o  a c l e a n  d r y  m i c r o s c o p e  s l i d e .  To 

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

( o b t a i n e d  f r o m  D r ,  8 .  Z a h k a r o v a ,  I n s t i t u t e  o f  E p i d e m i o l o g y  a n d  

M i c r o b i o l o g y  o f  t h e  USSR Academy o f  M e d i c a l  S c i e n c e s ,  Moscow,  

USSR) was  a d d e d .  S a l i n e  was  a d d e d  t o  t h e  o t h e r  d r o p  a s  a 

c o n t r o l .  The s l i d e  was  a g i t a t e d  g e n t l y  f o r  a f e w  m i n u t e s ,  a n d  

a n y  a g g l u t i n a t i o n  was  n o t e d .

3 . 2  H a e m a g g l u t i n a t i o n  t e s t s

C e l l s  f r o m  72 h B-G p l a t e  c u l t u r e s  w e r e  s u s p e n d e d  i n  

D u l b e c c o  A p h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e  (BBS) pH 7 . 3  ( O x o i d  l t d . )  

a n d  t h e  o p a c i t y  o f  t h e  s u s p e n s i o n  a d j u s t e d  t o  10 o u .  The t e s t  

was  p e r f o r m e d  i n  Cooke  m i c r o - t i t r e  t r a y s  ( S t e r i l i n  L t d ,  S u s s e x ,  

E n g l a n d )  w i t h  s t a n d a r d  m i c r o d r o p p e r s  a n d  m i c r o d i l u t e r s  ( Cooke  

E n g i n e e r i n g  C o . ,  A l e x a n d r i a ,  V i r g i n i a ) .  Two r o w s  o f  w e l l s  w e r e  

u s e d  f o r  e a c h  s t r a i n .  The f i r s t  two  w e l l s  w e r e  c o n t r o l s  i n  

w h i c h  o n l y  PBS a n d  r e d  c e l l s  w e re  a d d e d .  I n  t h e  r e m a i n i n g  w e l l s  

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

p r e p a r e d .  To e a c h  w e l l ,  t wo  d r o p s  ( 0 . 0 5  ml )  o f  2% ( v / v )  h o r s e  

e r y t h r o c y t e s  i n  PBS w e r e  a d d e d .  The r e a g e n t s  w e r e  m i x e d  a n d  

t h e  m i c r o - t i t r e  t r a y  was  i n c u b a t e d  f o r  1 h  a t  4^G.  The h a e m a ­

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

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



4 ,  G e n e t i c a l  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s

4 . 1  P r e p a r a t i o n  o f  DNA

S t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 R  was  g r o w n  i n  S t a i n e r  a n d  S c h o l t e  l i q u i d  

medium a t  80 rpm a n d  35°C f o r  48  h . C e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  by 

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  20 mi n  The p e l l e t

was  t h e n  t r e a t e d  i n  one  o f  t h e  f o l l o w i n g  w a y s .

a )  M o d i f i e d  B r a n e f o r s  m e t h o d  ( a f t e r  B r a n e f o r s ,  1 9 6 4 )

The p e l l e t  was  d i s r u p t e d  a f t e r  f r e e z i n g  i n  d r y  i c e  by

t h r e e  p a s s a g e s  t h r o u g h  a n  X - p r e s s  (LKB I n s t r u m e n t s  L t d . ,

S o u t h  C r o y d o n ,  S u r r e y ) ,  The  b r o k e n  c e l l s  w e r e  s u s p e n d e d  i n

10 ml SSC ( O. IM NaCl  c o n t a i n i n g  0 . 0 1 5 M  s o d i u m - c i t r a t e ) a n d

c e n t r i f u g e d  a t  2 5 ; 0 0 0  x g f o r  2 0  m i n  a t  4 ^ 0 .  The s u p e r n a t e

was s u s p e n d e d  i n  75 t o  1 0 0  ml  o f  2M NaCl  i n  o r d e r  t o  e x t r a c t  t h e

DNA a n d  c e n t r i f u g e d  a t  2 5 , 0 0 0  x g f o r  20  min The u p p e r  l a y e r

c o n t a i n i n g  m o s t  o f  t h e  DNA was  s l o w l y  p o u r e d  i n t o  4 v o l u m e s  o f
,'Tl

95% ( v / v )  e t h a n o l .  The DNA p r e c i p i t a t e d  a s  w h i t e  g e l a t ÿ o u s  

ma ss  a n d  was  s p o o l e d  o f f  w i t h  a g l a s s  r o d ,  t r a n s f e r r e d  i n t o  

1 0 0  ml o f  2M s o d i u m  c h l o r i d e  a n d  l e f t  o v e r n i g h t  a t  4 ° C . The 

c r u d e  DNA p r e p a r a t i o n  was  f u r t h e r  p u r i f i e d  f r o m  p r o t e i n  b y  t h e  

a d d i t i o n  o f  0 ,1% ( w / v )  s o d i u m  d e o x y c h o l a t e . The m i x t u r e  was  

a l l o w e d  t o  s t a n d  f o r  2 h  a t  3 7 ^ 0  a n d  1 h a t  4 ° 0  a n d  was  t h e n  

c e n t r i f u g e d  a t  3 , 9 0 0  x g f o r  20  mi n  The s u p e r n a t e  was  p o u r e d  

i n t o  4 v o l u m e s  o f  95% ( v / v )  e t h a n o l .  The p r e c i p i t a t e d  DNA was  

s p o o l e d  o f f  i n t o  10 ml o f  2M N a C l .  T h i s  DNA was  f u r t h e r  p u r i f i e d  

by  t r e a t m e n t  w i t h  50 ml  RNase  ' (Sigma)  ( d i s s o l v e d  i n  0 . 1 5 M  

N a C l ,  pH 5 . 0  a n d  h e a t e d  t o  80^C f o r  10 min  t o  d e s t r o y  a n y  c o n t a m ­

i n a t i n g  DNase a c t i v i t y )  a t  37°C f o r  1 h .  F u r t h e r  p r o t e i n  was



r e m o v e d  by  t h e  a d d i t i o n  o f  0 . 1% ( w / v )  s o d i u m  d e o x y c h o l a t e  a t  

37°C f o r  1 t o  2 h  a n d  a t  4^0  f o r  a n o t h e r  1 t o  2 h .  The m i x t u r e  

was  c e n t r i f u g e d  a t  1 0 , 0 0 0  x g f o r  20  mi n  a n d  t h e  s u p e r n a t e  p r e ­

c i p i t a t e d  w i t h  95% ( v / v )  e t h a n o l  a n d  d i s s o l v e d  i n  10 ml s t e r i l e  

2M N a C l .

b )  K i r b y ' s  m e t h o d  ( a f t e r  K i r b y ,  I 9 6 4 )

A p p r o x i m a t e l y  5 g o f  c e l l s  was  s u s p e n d e d  i n  100 ml o f  0 . 15 M 

N a Cl ,  O. IM EDTA b u f f e r  a t  pH 8 . 0 .  4 6 a m i n o  s a l i c y l i c  a c i d

( s o d i u m  s a l t )  was  d i s s o l v e d  i n  t h e  s u s p e n s i o n  a n d  t h e n  10 ml  o f  

25% ( w / v )  s o d i u m  d o d e c y l  s u l p h a t e  i n  50% ( v / v )  e t h a n o l  was  a d d e d ,  

t h e  s u s p e n s i o n  was h e a t e d  t o  60°C i n  a w a t e r  b a t h  a n d  m a i n t a i n e d  

a t  t h i s  t e m p e r a t u r e  f o r  15 mi n  w i t h  o c c a s i o n a l  g e n t l e  s t i r r i n g .

I t  was  a l l o w e d  t o  c o o l  a n d  1 0 0  ml  p h e n o l - e r e s o l - w a t e r  s o l u t i o n  

( p r e p a r e d  by  t h e  a d d i t i o n  o f  70 g m - c r e s o l ,  0 . 5  g 8 - h y d r o x y -  

q u i n o l i n e  a n d  70 ml  d i s t i l l e d  w a t e r  t o  a 500 g b o t t l e  o f  p h e n o l )  

was  a d d e d  t o  t h e  l y s e d  s u s p e n s i o n .  The s t o p p e r  o f  t h e  f l a s k  

was  t a p e d  down a n d  i t  was  c l a m p e d  on t o  a w r i s t - a c t i o n  s h a k e r  

f o r  30  mi n  t o  d i s p e r s e  t h e  c l u m p e d  m a t e r i a l .  The e m u l s i o n  was  

c e n t r i f u g e d  a t  1 0 , 0 0 0  x g f o r  20  mi n  a n d  4°C i n  2 50  ml p o l y ­

p r o p y l e n e  b o t t l e s  i n  a n  MSE 18 c e n t r i f u g e .  The u p p e r  a q u e o u s  

p h a s e  was  t r a n s f e r r e d  t o  a 250  ml  b e a k e r  a n  e q u a l  v o l ume  o f  

c o l d  2 - e t h o x y e t h a n o l  was g e n t l y  l a y e r e d  on t o  i t  a n d  t h e  two 

l a y e r s  w e r e  c a r e f u l l y  m i x e d  w i t h  a g l a s s  r o d .  F i b r e s  o f  DNA 

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

was  d r a i n e d  a g a i n s t  t h e  s i d e  o f  t h e  b e a k e r  a n d  t h e  DNA r e ­

d i s s o l v e d  i n  40 ml  o f  d i l u t e d  ( l / l O )  SSC.  RNas e  s o l u t i o n  

( p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  p r e v i o u s  s e c t i o n )  was  a d d e d  t o  t h e  

r e d i s s o l v e d  DNA t o  g i v e  a f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  50 jitg ml  ^ a n d



i n c u b a t e d  a t  37°C f o r  30 m i n .  The s o l u t i o n  was  a d j u s t e d  t o

0.4M w i t h  NaCl  s o l u t i o n .  One v o l ume  o f  n h e n o l , - e r e  s o l - w a t e r
and centrifuged

was a d d e d  a n d  t h e  m i x t u r e  s h a k e n ^ t o  s e p a r a t e  t h e  a q u e o u s  l a y e r  

a s  b e f o r e .  To t h e  a q u e o u s  l a y e r  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  i s o - p r o p a n o l  

was  a d d e d  a n d  t h e  DNA c o l l e c t e d  f o r  s p o o l i n g  on  t o  a g l a s s  r o d .  

The DNA was  r e d i s s o l v e d  i n  10 ml d i l u t e  ( l / l O )  SSC a n d  s o l i d  

NaCl  a d d e d  t o  0 . 5M a n d  s o d i u m  b e n z o a t e  t o  20% ( w / v ) . The DNA 

was p r e c i p i t a t e d  by  a d d i t i o n  o f  one  v o l u m e  o f  2 - b u t o x y - e t h a n o l  

a n d  c o l l e c t e d  on  a r o d  a s  b e f o r e .  The f i n a l  DNA p r e c i p i t a t e  was 

r e d i s s o l v e d  i n  10 ml  SSC a n d  s t o r e d  a t  0 -  4 ° C . A f e w  d r o p s  o f  

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

t o  be k e p t  f o r  more  t h a n  24  h .

c)  M o d i f i e d  Marmur  m e t h o d  ( a f t e r  Mar mur ,  1 9 6 1 )

The c e l l s  p e l l e t  a d d e d  t o  4 v o l u m e s  o f  b u f f e r  (pH 8 . 0 )  c o n ­

t a i n i n g  0 . 15M N a C l ,  0 .3M EDTA, 0.5% ( w / v )  s o d i u m  s a r c o s i n a t e  a n d  

5.0% ( v / v )  c h l o r o f o r m .  C e l l s  w e r e  b r o k e n  by g r i n d i n g  a t  4°0  

i n t o  a s l u r r y  f o r  30 m i n  w i t h  a m o r t a r  a n d  p e s t l e .  To t h e  

s l u r r y  5M s o d i u m  p e r c h l o r a t e  was  a d d e d  t o  g i v e  a f i n a l  c o n c e n ­

t r a t i o n  o f  IM. The m i x t u r e  was g e n t l y  s h a k e n  f o r  30 m i n  a t  

room t e m p e r a t u r e .  An e q u a l  v o l u m e  o f  c h l o r o f o r m : i s o - a m y l  

a l c o h o l  ( 2 4 : 1  v / v )  was  a d d e d ,  a n d  t h e  m i x t u r e  g e n t l y  s h a k e n  f o r  

30 min  a t  r oo m t e m p e r a t u r e .  The e m u l s i o n  was  c e n t r i f u g e d  a t  

1 0 , 0 0 0  X g f o r  10  m i n  a t  4°C i n  a n  MSE 25 c e n t r i f u g e .  The 

s u p e r n a t e  was  r e m o v e d  a n d  e x t r a c t e d  t w i c e  more  w i t h  c h l o r o f o r m :  

i s o - a m y l  a l c o h o l .  DNA was  t h e n  p r e c i p i t a t e d  f r o m  t h e  s u p e r n a t e  

by g e n t l e  a d d i t i o n  o f  two v o l u m e s  o f  e t h a n o l ,  a n d  wo und  o n t o  a

g l a s s  r o d .  I t  was  t h e n  d i s s o l v e d  i n  a s m a l l  v o l u m e  o f  d i l u t e
, in normal strength

( l / l O )  SSC.  The s o l u t i o n  was t h e n  made up  ^  SSC a n d  RNase



- 1
( p r e - i n c u b a t e d  a t  2 mg ml i n  SSC (pH 4 . 9 )  i n  a b o i l i n g - w a t e r  

b a t h  f o r  10 min  b e f o r e  p l u n g i n g  i n t o  i c e )  was  a d d e d  t o  t h e  DNA 

s o l u t i o n  t o  a f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 2  mg ml  ^ a n d  t h e  m i x t u r e  

i n c u b a t e d  a t  37°C f o r  1 h .  A t  t h i s  p o i n t  p r o n a s e  ( K o c h - L i g h t  

L a b o r a t o r i e s  L t d . ,  C o l n b r o o k ,  B u c k s . ,  E n g l a n d ) ,  a n o n - s p e c i f i c  

p r o t e a s e  ( p r e - i n c u b a t e d  i n  d i l u t e  ( l / l O )  SSC a t  f i n a l  c o n c e n ­

t r é e  t  i o n  o f  0 . 3  mg ml ^ f o r  2 h  a t  3 7 ^ 0 )  was a d d e d .  The DNA 

was  t h e n  e x t r a c t e d  a s  b e f o r e  u s i n g  c h l o r o f o r m : i s o - a m y l  a l c o h o l ,  

b u t  w i t h  o n l y  one r e p e a t  a n d  was  t h e n  p r e c i p i t a t e d  i n  two  v o l u m e s  

o f  e t h a n o l .  The DNA was  s p o o l e d  o f f ,  d i s s o l v e d  i n  10 -  15 ml  

o f  d i l u t e  ( l / l O )  SSC,  a n d  d i s t r i b u t e d  i n t o  B i j o u  b o t t l e s  i n  1 ml  

a l i q u o t s  a n d  f r o z e n  a t  - 2 0 ° C .

d)  A c o m b i n e d  S c h w i n g h a m e r  ( 1 9 8 0 )  a n d  m o d i f i e d  Marmur  m e t h o d

To a v o i d  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  DNA s h e a r i n g  d u r i n g  m e c h a n i c a l  

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

g e n t l e  l y s i s  o f  c e l l s  was  t r i e d  ( S c h w i n g h a m e r ,  1 9 8 0 ) .  A m i l d  

o s m o t i c  s h o c k ,  i n  t h e  p r e s e n c e ' o f  EDTA, i s  a p p l i e d  t o  f o r c e  

l y s o z y m e  m o l e c u l e s  t h r o u g h  t h e  o u t e r  membrane  a n d  t o  e x p o s e  t h e  

m u r e i n  l a y e r  t o  r a p i d  e n z y m a t i c  d e g r a d a t i o n .

F i g u r e  2 i s  a f l o w  d i a g r a m  t o  show t h e  s t e p s  f o r  c e l l  l y s i s  

a s  o u t l i n e d  by S c h w i n g h a m e r  ( 1 9 8 0 ) .  The c e l l  l y s a t e  was  t h e n  

t r e a t e d  by t h e  m o d i f i e d  Mar mur  m e t h o d  f o r  DNA e x t r a c t i o n .



Figure 2.

Opt imum c o n d i t i o n s  f o r  p r e p a r a t i o n  o f  

t r a n s f o r m i n g  DNA.



B a c t e r i a l  c u l t u r e

M e a s u r e , a b s o r b a n c e  a t  6 0 0  nm, u s e  c u l t u r e  v o l u m e

e q u i v a l e n t  t o  12 ml  a t  = 1oOOnm

I

d e t e r ­
g e n t
w a s h

M i l d

o s m o t i c

s h o c k

C e n t r i f u g e  ( 1 0 , 0 0 0  x g , 20  m i n ,  0 C ) ,  r e s u s p e n d  

c e l l s  i n  c o l d  TS ( T r i s  0 . 05 M,  NaCl  0 . 0 5 M ,  pH 8 . 0 )  

b u f f e r .  ^

Add s o d i u m  L a u r y l  s a r c o s c i n a t e  ( S a r k o s y l )  t o

0.1% ( v / v )  v o r t e x  mix  1 5 - 3 0  s e c ,  c e n t r i f u g e  a s  

a b o v e  a n d  d r a i n  p e l l e t s  w e l l .I
R e s u s p e n d  c e l l s  i n  0 . 4  -ml TES (TS + EDTA O. OIM) ;  

a d d  0 . 3 5 ,  ml  c o n c e n t r a t e d  s u c r o s e  mix  ( S u c r o s e  1 . 6 M ,

T r i s  0 . 5 5M ,  EDTA O . I M ) ,  k e e p  a t  5^C f o r  1 0 - 2 0  m i n .

-1 .Add 0 , 1 5  ml  l y s o z y m e  (5  mg ml i n  T r i s  0 , 0 5 M,  

pH 8 , 0 )  m i x ,  a d d  3 , 6  ml c o l d  w a t e r .

I n c u b a t e  5 -  2 0  m i n

Add 2 , 5  ml  o f  2 . 5% ( w / v )  S a r k o s y l ,  mix  s l o w l y  t o  

c l e a r .

L y s i s

T r e a t  by  m o d i f i e d  Marmur  p r o c e d u r e  f o r  DNA 

e x t r a c t i o n .



E s t i m a t i o n  o f  DNA.

DNA was  e s t i m a t e d  a c c o r d i n g  t o  a m o d i f i e d  B u r t o n  m e t h o d  

( B u r t o n ,  1 9 5 5 ) .  A s t a n d a r d  g r a p h  o f  a b s o r b a n c e  a t  ( 5 9 5  m i n u s  

7 0 0 ) n m  a g a i n s t  /zg ml  ^ 2 - d e o x y - D - r i b o s e  ( P u r i s s .  C H R - K o c h - L i g h t  

L a b o r a t o r i e s  L t d . ,  C o l n b r o o k ,  B u c k s . ,  E n g l a n d )  was  p l o t t e d ,

A s e r i e s  o f  d i l u t i o n s  o f  e x t r a c t e d  DNA w e r e  p r e p a r e d  i n  d i l u t e  

( l / l O )  SSC b u f f e r .  T r i p l i c a t e s  o f  1 ml o f  e a c h  d i l u t i o n  w e r e  

ma d e .  As a b l a n k ,  1 ml o f  d i l u t e  ( l / l O )  SSC was  a d d e d  t o  e a c h  

o f  t h r e e  t e s t  t u b e s .  To a l l  t u b e s  t h e  f o l l o w i n g  was  a d d e d .

a )  0 . 1  ml o f  20% ( v / v )  p e r c h l o r i c  a c i d

b)  2 . 0  ml o f  4% ( w / v )  d i p h e n y l a m i n e  i n  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d
—  T

c)  0 . 1  ml o f  1 . 6  ;ng ml  a c e t a l d e h y d e

A l l  t e s t  t u b e s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  a w a t e r  b a t h  a t  30°C

o v e r n i g h t .  The a b s o r b a n c e  o f  t h e  s o l u t i o n  was  c a l c u l a t e d  by

s u b t r a c t i o n  o f  t h e  r e a d i n g s  a t  EryQQ f r o m  t h e  r e a d i n g s  a t  E ^

u s i n g  p o l y s t y r e n e  c u v e t t e s  w i t h  a 1 cm l i g h t p a t h .  The v a l u e  o f

DNA was  d e t e r m i n e d  f r o m  t h e  d e o x y r i b o s e  g r a p h  by  c o n v e r t i n g
“ 1a b s o r b a n c e  r e a d i n g s  o b t a i n e d  i n t o  p g  ml  , t h e n  m u l t i p l y i n g  b y  

4 . 8 .

4 . 2  P r e p a r a t i o n  o f  c o m p e t e n t  c e l l s

a )  A f t e r  B r a n e f o r s  ( 1 9 6 4 )

A r e c i p i e n t  s t r a i n  f r o m  a f r e e z e - d r i e d  c u l t u r e  was g r o w n  a t  

3 5°C f o r  48  h on  B-G p l a t e s .  One l o o p f u l  o f  b a c t e r i a  was  t r a n s ­

f e r r e d  t o  a 100 ml  E r l e n m e y e r  f l a s k  c o n t a i n i n g  10  ml o f  Cohen  

a n d  W h e e l e r  l i q u i d  medium t o  w h i c h  1% ( w / v )  c a s e i n  h y d r o l y s a t e  

h a d  b e e n  a d d e d .  I t  was  i n c u b a t e d  a t  37°C on t h e  r o t a r y  s h a k e r



Figure 3 .

S t a n d a r d  c u r v e  f o r  2 - d e o x y - D - r i b o s e , 

( a f t e r  B u r t o n ,  1 9 5 6 ) ,
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f o r  18 -  30 h .  From t h i s  p r e - c u l t u r e ,  1 ml  p o r t i o n s  w e r e  

t r a n s f e r r e d  t o  a number  o f  100 ml  f l a s k s  e a c h  c o n t a i n i n g  10 ml  

o f  l i q u i d  medium t o  w h i c h  v a r y i n g  a m o u n t s  ( 0 . 0 3 ^  t o  ( w / v ) )  

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

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

( 1 0  - 36 h)  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  c o m p e t e n t  c e l l s .

b )  M o d i f i e d  K l o o s  _ejb a ^ ,  ( 1 9 7 8 )  m e t h o d

A r e c i p i e n t  s t r a i n  was  i n o c u l a t e d  o n t o  B-G p l a t e s  a n d  

i n c u b a t e d  f o r  4 Ô h a t  3 5 ° C ,  A l o o p f u l  o f  c e l l s  c u l t u r e  was  

i n o c u l a t e d  i n t o  250  ml f l a s k s  c o n t a i n i n g  100  ml m o d i f i e d  S t a i n e r  

a n d  S c h o l t e  l i q u i d  medium c o n t a i n i n g  0 . 25% ( w / v )  c a s e i n  h y d r o ­

l y s a t e  ( e n z y m a t i c  d i g e s t ) .  The f l a s k s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  a 

r o t a r y  s h a k e r  ( G a l l e n k a m p ,  L o n d o n )  a t  35°C f o r  48  h  a t  80 r p m .

c )  S p h e r o p l a s t s  p r e p a r a t i o n

S p h e r o p l a s t s  f r o m  s t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 S  w e r e  p r e p a r e d  by  g r o w i n g  

t h e  r e c i p i e n t  c e l l s  i n  S t a i n e r  a n d  S c h o l t e  l i q u i d  medium c o n t a i n ­

i n g  1% ( w / v )  g l y c i n e  f o r  4 ^ h  a t  3 5°C i n  a r o t a r y  s h a k e r  

( G a l l e n k a m p ,  L o nd o n )  a t  80 r p m .

4 . 3  T r a n s f o r m a t i o n  p r o c e d u r e s

a )  B r a n e f o r s  m e t h o d

One ml o f  c o m p e t e n t  c e l l  c u l t u r e  was  c e n t r i f u g e d  a t  4 , 0 0 0  x g 

on a b e n c h  c e n t r i f u g e  (MSE S u p e r m i n o r ) .  The  p e l l e t  was s u s p e n ­

ded  i n  10 ml f r e s h  Cohen  a n d  W h e e l e r  (C&W) l i q u i d  med i um,  c o n ­

t a i n i n g  0 .5% ( w / v )  c a s e i n  h y d r o l y s a t e .  2ml  o f  t h e  d i l u t e d  

c e l l s  w e r e  t h e n  t r e a t e d  w i t h  d o n o r  DNA a t  a f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  

o f  5 fxg m l “ ^ .  The c e l l  s u s p e n s i o n  was  t h e n  i n c u b a t e d  f o r



4- “ 5 d a y s  a t  3 5 ° C .  A n o t h e r  2 ml  o f  t h e  d i l u t e d  c e l l s  w e r e  

t r e a t e d  i n  t h e  same m a n n e r  e x c e p t  no  DNA was  a d d e d  a s  a c o n t r o l .  

F i g u r e  Jĵ  s ho ws  t h e  s t e p s  f o l l o w e d  i n  t h i s  m e t h o d .

b)  M o d i f i e d  K l o o s  _et ( 1 9 7 8 )  m e t h o d

DNA a n d  a n y  o t h e r  a d d i t i o n s  w e r e  a d d e d  t o  0 . 9  ml  c o m p e t e n t

c e l l s  t o  g i v e  a f i n a l  v o l ume  o f  1 , 0  m l .  The s a m p l e s  w e r e

c h i l l e d  on i c e  f o r  40 m i n  a n d  t h e n  0 . 0 5 m l  p o r t i o n s  o f  e a c h

s a m p l e  w e r e  i n o c u l a t e d  o n t o  d u p l i c a t e  B-G p l a t e s  a n d  i n c u b a t e d

f o r  4^ h a t  3 5 ^ 0 .  The b a c t e r i a  on e a c h  p l a t e  w e r e  r e s u s p e n d e d

i n  2ml  o f  ( w / v )  c a s a m i n o  a c i d s  a n d  0 . 1  ml  was  s p r e a d  o n t o
_ 1

d u p l i c a t e  B-G p l a t e s  w i t h  o r  w i t h o u t  2 0 0  j t̂g ml  s t r e p t o m y c i n .

The p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  4 - 5  d a y s  a t  3 5 ° C .  S t r e p t o m y c i n *
.2"

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

4 . 4  P l a s m i d  t r a n s f e r  p r o c e d u r e

From J c  5 3 - 1  t o  J c  3272 E .  c o l i  s t r a i n s .

E a c h  o f  t h e  a b o v e  s t r a i n s  was  g r o w n  o v e r n i g h t  on n u t r i e n t  a g a r  

( O x o i d )  p l a t e s .  A l o o p f u l  o f  e a c h  was  t h e n  i n o c u l a t e d  i n t o  a 

2 50  ml c o n i c a l  f l a s k  c o n t a i n i n g  100 ml n u t r i e n t  b r o t h  ( O x o i d )  

a n d  i n c u b a t e d  f o r  5 h  i n  a r o t a r y  s h a k e r  o f  3 7 ° G ,  The d o n o r  

a n d  r e c i p i e n t  s t r a i n s  w e r e  t h e n  m i x e d  a t  a r a t i o  o f  1 : 5  ( v / v )  

a n d  t r a n s f e r r e d  o n t o  a membrane  f i l t e r  ( 4 7  mm x 0 . 4 5  pn)  u n d e r  

n e g a t i v e  p r e s s u r e .  A s i m i l a r  v o l u m e  o f  c e l l s  o f  e a c h  s t r a i n  

a l o n e  was  t r e a t e d  i n  t h e  same m a n n e r ,  a s  c o n t r o l s ,  A s e r i e s  

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

v i a b l e  c o u n t s .  F i l t e r s  c o n t a i n i n g  t h e  m i x e d  s t r a i n s  o r  t h e  

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



Figure 4.

Opt imum c o n d i t i o n s  f o r  t r a n s f o r m a t i o n  

( a f t e r  B r a n e f o r s ,  19&4)



R e c i p i e n t  f r o m  l y o p h i l i z e d  c u l t u r e  t o  s o l i d  med ium ( 4 8  h)

P r e - c u l t u r e  : 1 l o o p f u l  t o  10 ml  o f  l i q u i d  medium c o n t a i n i n g

1% ( w / v )  c a s e i n  h y d r o l y s a t e  ( 1 8 - 3 0  h ) .

I
C o m p e t e n c e  c u l t u r e  : 1 ml t o  10 ml o f  l i q u i d  medium c o n t a i n ­

i n g  0 . 0 3 - 1 %  ( w / v )  c a s e i n  h y d r o l y s a t e  ( 1 0 - 3 6  h ) .

1 ml s a m p l e  c e n t r i f u g e d

P e l l e t  s u s p e n d e d  i n  10 ml  f r e s h  0 & W l i q u i d  medium c o n t a i n ­

i n g  0 . 0 3 - 1 %  ( w / v )  c a s e i n  h y d r o l y s a t e .

2ml  t r e a t e d  w i t h  DNA 2ml  w i t h o u t  a d d i t i o n  o f

I n c o r p o r a t i o n  o f  DNA f o r
DNA a s  c o n t r o l .

4 - 12 h  a t  37°C ' I n c u b a t e d  f o r  4 -  12 h a t

37°C
S o l i d  med i um w i t h  200  / i g / m l  ^

o f  s t r e p t o m y c i n  i n c u b a t e d  f o r  S o l i d  med i um w i t h  200  /.ig

4 - 5  d a y s .  o f  s t r e p t o m y c i n  f o r  4 - 5  d a y s



( O x o i d )  p l a t e s .  A l l  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  24  b  a t  3 7 ° G .  

The r e s u l t i n g  g r o w t h  f r o m  t h e  f i l t e r s  was  r e s u s p e n d e d  i n  3ml  

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

From e a c h  d i l u t i o n  a d u p l i c a t e  o f  0 . 1  ml  was  t r a n s f e r r e d  

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

s o m a l  m o b i l i z a t i o n .  A l l  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  2 4  h  a t

3 7 ° G.

From E .  c o l i  J c  5 3 - 1  t o  B.  p e r t u s s i s  4 4 1 2 2 / 7 R

The same p r o c e d u r e  f o r  g e n e  t r a n s f e r  u s e d  f o r  E . c o l i  

t o  E . c o l i  s t r a i n s  was  f o l l o w e d  e x c e p t  i n  :

a )  R e c i p i e n t  was  g r o w n  on  S t a i n e r  a n d  S c h o l t e  l i q u i d  me d i u m

f o r  4^ h a t  35*^G, i n s t e a d  o f  n u t r i e n t  b r o t h .

b)  The d i l u e n t  was  1% ( w / v )  CAA i n s t e a d  o f  n o r m a l  s a l i n e .

c)  P l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  4^ h  i n s t e a d  o f  2 4  h  f o r  g e n e  

t r a n s f e r ,

d)  The s e l e c t i v e  med ium was  B-G a g a r  c o n t a i n i n g  a n t i b i o t i c s  

i n s t e a d  o f  n u t r i e n t  a g a r .

e )  P l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  4 - 5  d a y s  b e f o r e  c o l o n i e s  w e r e

o b s e r v e  d .

From 4 4 1 2 2 / 7 R P ( 7 R  + R 6 8 . 4 5  p l a s m i d )  t o  D 3 0 0 4 2 - I V  B.  p e r t u s s i s

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

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

l i q u i d  med i um,  b o t h  d o n o r  a n d  r e c i p i e n t  s t r a i n s  g r o w n  o n  s o l i d  

m e d i a .  The d o n o r  was  g r o w n  on  B-G a g a r  w h e r e a s  t h e  r e c i p i e n t  

was  g r o w n  on  n u t r i e n t  a g a r .



4 . 5  M u t a g e n e s i s

10 ml o f  c e l l s  o f  B.  p e r t u s s i s  o f  s t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 8  g r o w n  

f o r  4Ô h a t  35°C i n  S t a i n e r  a n d  S c h o l t e  l i q u i d  med ium was  

i n o c u l a t e d  i n t o  1 0 0  ml S t a i n e r  a n d  S c h o l t e  l i q u i d  med ium a n d  

i n c u b a t e d  i n  a r o t a r y  s h a k e r  f o r  4^ h a t  3 5 ^ 0 .  NTG w h i c h  was  

f r e s h l y  p r e p a r e d  i n  w a t e r  was  a d d e d  t o  g i v e  e i t h e r  40  ^ g / m l  

o r  100  ^ g / m l  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n .  S a m p l e s  f o r  v i a b l e  c o u n t  

w e r e  t a k e n  a t  t i m e  z e r o  a n d  a t  15 mi n  i n t e r v a l s .  From t h e s e  

a s e r i e s  o f  d i l u t i o n s  w e r e  p r e p a r e d  a n d  i n o c u l a t e d  o n t o  B-G 

p l a t e s ,  a n d  i n c u b a t e d  a t  35°C f o r  4 - 5  d a y s .  S a m p l e s  f o r  

m u t a n t  s e l e c t i o n  w e r e  t a k e n  a t  15 mi n  a n d  45 m i n  a n d  c e n t r i f u g e d  

The p e l l e t s  w e r e  w a s h e d  w i t h  S t a i n e r  a n d  S c h o l t e  med i um a n d  

t h e n  r e s u s p e n d e d  i n  f r e s h  med i um a n d  i n c u b a t e d  f o r  24  h  a t  35°C 

f o r  g e n e  e x p r e s s i o n .  A 0 . 1  ml  s a m p l e  was  t h e n  i n o c u l a t e d  

o n t o  B-G p l a t e s  c o n t a i n i n g  s t r e p t o m y c i n  ( 1 0 0  fxg ml  ^ ) , k a n a m y c i n  

( 5 0  /ig m l ” ) o r  N e o m y c i n  ( 5 0  fjtg ml  ) .  P l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  

f o r  4 - 5  d a y s  a t  3 5 ° G .  A c o n t r o l  c u l t u r e  was  t r e a t e d  i n  t h e  

same way e x c e p t  t h a t  no  m u t a g e n  was  a d d e d .  B-G a g a r  w i t h o u t  

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

4 , 6  A t t e n u a t i o n  o f  s t r a i n s  b y  r e p e a t e d  s u b c u l t u r e

To o b t a i n  B.  p e r t u s s i s  d e g r a d e d  s t r a i n s ,  p h a s e - I  ( 4 4 1 2 2 / 7 S  

a n d  4 4 1 2 2 / 7 R )  s t r a i n s  w e r e  f i r s t  i n o c u l a t e d  o n t o  T r y p t i c a s e  s o y  

a g a r  (TSA) ;  TSA + 5% ( v / v ) ,  TSA + 2% ( v / v )  a n d  TSA + 1% ( v / v )  

h o r s e  b l o o d .  The p l a t e s  w e r e  t h e n  i n c u b a t e d  f o r  4 - 5  d a y s  

a t  3 5 ° C .  To d e t e r m i n e  w h e t h e r  g r o w t h  was  t h e  r e s u l t  o f  a 

c a r r y - o v e r  o f  n u t r i e n t s  f r o m  t h e  o r i g i n a l  B-G p l a t e s ,  e a c h



s t r a i n  was  t r a n s f e r r e d  a g a i n  o n t o  t h e  same me d i u m a n d  i n c u b a t e d  

a s  a b o v e .  G r o w t h  f r o m  1% ( v / v )  b l o o d  p l a t e s  was  u s e d  f o r  

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

s t r a i n  t h a t  w o u l d  g row on  TSA w i t h o u t  b l o o d .  T h u s  e a c h  s t r a i n  

was  p a s s e d  f r o m  TSA + 1% ( v / v )  b l o o d  t o  TSA + 1% ( v / v )  b l o o d  

a n d  t h e n  t o  TSA a l o n e .  G r o w t h  f r o m  TSA wa s  t h e n  u s e d  a s  a

h e a v y  i n o c u l u m  f o r  f u r t h e r  TSA p l a t e s .  A f t e r  g r o w t h  on  TSA 

was  s t a b i l i z e d ,  a l l  s u b c u l t u r e s  w e r e  made f r o m  TSA t o  TSA 

p l a t e s .

5 .  S o d i u m  d o d e c y l  s u l p h a t e - p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o ­

p h o r e s i s  (SDS-PAGE)

P r o t e i n  p r o f i l e s  o f  w h o l e  c e l l s ,  e n v e l o p e s  a n d  c y t o p l a s m i c  

f r a c t i o n s  w e r e  o b t a i n e d  by  SDS-PAGE by  D r .  R .  P a r t o n  a c c o r d i n g  

t o  t h e  m e t h o d  o f  L a emml i  ( 1 9 7 0 )  a s  m o d i f i e d  by  Ames ( 1 9 7 4 ) .

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

by 3 p a s s e s  t h r o u g h  a n  LKB X - p r e s s  ( P a r t o n  a n d  W a r d l a w ,  1 9 7 5 ) .  

A f t e r  t h a w i n g ,  t h e  b r o k e n  c e l l s  w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  1 0 0 , 0 0 0  g 

f o r  30  mi n  a n d  t h e  s u p e r n a t e  was  t a k e n  a s  a c r u d e  c y t o p l a s m i c  

f r a c t i o n .  The e n v e l o p e  f r a c t i o n  was  o b t a i n e d  by  r e p e a t e d  

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

p h o r e s i s  a s  d e s c r i b e d  by  W a r d l a w  e t  a l ,  ( 1 9 7 6 ) .



RESULTS

è



1 .  D e v e l o p m e n t  o f  t h e  t r a n s f o r m a t i o n  s y s t e m

The t r a n s f o r m a t i o n  p r o c e d u r e  o f  B r a n e f o r s  (19&4)  was  

i n v e s t i g a t e d  u s i n g  h e r  o r i g i n a l  s t r a i n s ,  B.  p e r t u s s i s  s t r a i n
R q

4 4 1 2 2 / 7 R  ( S t r  ) a s  a d o n o r  a n d  4 4 1 2 2 / 7 8  ( S t r  ) a s  a r e c i p i e n t .  

H o w e v e r ,  o n l y  a v e r y  l ow n u m b e r  o f  t r a n s f o r m a n t s  was  o b t a i n e d  

( T a b l e  2 ) .  T r a n s f o r m a t i o n  f r e q u e n c y  was  a p p r o x i m a t e l y  5 - f o l d  

l e s s  t h a n  t h a t  r e p o r t e d  by  B r a n e f o r s  a n d  w i t h  DNA p r e p a r e d  by  

K i r b y ' s  p r o c e d u r e  no  t r a n s f o r m a n t s  w e r e  o b s e r v e d .  C a C l ^ ,  

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

b i n d i n g  o f  f o r e i g n  DNA w i t h  c e l l  r e c e p t o r s  i n  o t h e r  Gram- 

n e g a t i v e  b a c t e r i a  s u c h  a s  E .  c o l i  ( s e e  I n t r o d u c t i o n ) ,  d i d  n o t  

show a s i m i l a r  e f f e c t  i n  B . p e r t u s s i s . The t r a n s f o r m a t i o n  

f r e q u e n c y  was  b a r e l y  a b o v e  t h e  m u t a t i o n  r a t e  w h i c h  was  0 o r  2 

S t r ^  c o l o n i e s  p r e s e n t  i n  t h e  c o n t r o l s  ( w i t h o u t  t h e  a d d i t i o n  o f  

DNA) o r  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  D N a s e .  A low f r e q u e n c y  o f  s u c h  

c o l o n i e s  w o u l d  be e x p e c t e d  i n  B.  p e r t u s s i s  o r  i n  o t h e r  o r g a n ­

i s m s  a s  s p o n t a n e o u s  m u t a t i o n s .  The low f r e q u e n c y  o f  t r a n s ­

f o r m a t i o n  j u s t i f i e d  t h e  c o n s i d e r a t i o n  o f  o t h e r  f a c t o r s  w h i c h  

m i g h t  a f f e c t  t h e  e f f i c i e n c y  o f  t h e  t r a n s f o r m a t i o n  s y s t e m ,

1 . 1  P r e p a r a t i o n  o f  DNA a n d  g e n e  e x p r e s s i o n  i n  l i q u i d  a n d

s o l i d  m e d i a .

T h e r e  i s  à minimum s i z e  o f  t h e  t r a n s f o r m i n g  DNA b e l o w  

w h i c h  no  t r a n s f o r m a t i o n  t a k e s  p l a c e  ( s e e  I n t r o d u c t i o n ) .  The 

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

a b o v e  e x p e r i m e n t  t h e r e f o r e  may h a v e  c o n t r i b u t e d  t o  t h e  l ow  

t r a n s f o r m a t i o n  f r e q u e n c y  o b t a i n e d .  The p r o c e d u r e  u s e d  b y  

Marmur ( 1 9 6 1 )  f o r  c e l l  d i s r u p t i o n ,  h o w e v e r ,  a l t h o u g h  more  g e n t l e



T a b l e  2 . T r a n s f o r m a t i o n  o f  s t r e p t o m y c i n  r e s i s t a n c e  : 

B r a n e f o r s  M et ho d

C o m p e t e n t  c e l l s  o f  s t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 3  a n d  DNA f r o m  s t r a i n  

4 4 1 2 2 / 7 R  w e r e  p r e p a r e d  a c c o r d i n g  t o  B r a n e f o r s  ( 1 9 6 4 )  a s  

d e s c r i b e d  i n  t h e  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  s e c t i o n .  The t r a n s ­

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

s e c t i o n .

A d d i t i o n  t o Number  o f  s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n t

C o m p e t e n t  C e l l s c o l o n i e  s f r o m  1ml  c o m p e t e n t  c e l l  

c u l t u r e

None 0

5 ^ g  ml  ^ DNA 30

O.OIM CaClg 10

5 Jig ml  ^ DNA + O.OIM CaCl^ 50

5 Jig ml  ^ DNA + 50 Jig — 1ml DNase 0

( S i g m a )



t h a n  t h a t  u s e d  by  B r a n e f o r s ,  d i d  n o t  i m p r o v e  t h e  t r a n s f o r m a t i o n  

f r e q u e n c y  ( T a b l e  3 ) ,  H o w e v e r ,  by  c h i l l i n g  t h e  r e c i p i e n t  w i t h  

t h e  d o n o r  DNA t h e  f r e q u e n c y  was  i m p r o v e d  more  t h a n  2 - f o l d .

The u s e  o f  h e a t  s h o c k  was  n o t  a s  e f f e c t i v e  a s  r e p o r t e d  f o r  

E .  c o l i  ( T a b l e  3 ) .

T h i s  s o m e w h a t  c r u d e  s t e p  was  r e p l a c e d  by  a more  g e n t l e  

l y s i s  p r o c e d u r e  a s  u s e d  by  S c h w i n g h a m e r  ( 1 9 8 0 ) ,  DNA was  t h e n  

e x t r a c t e d  by  a m o d i f i e d  Marmur  m e t h o d .  T h i s  DNA was  u s e d  f o r  

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

o f  B r a n e f o r s .  R e s u l t s  o b t a i n e d  ( T a b l e  4)  d i d  n o t  show a n y  

s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  t h e  number  o f  t r a n s f o r m a n t s  o b t a i n e d  

c o m p a r e d  t o  t h a t  o b t a i n e d  when DNA was  p r e p a r e d  by  e i t h e r  

B r a n e f o r s  o r  by Mar mur  p r o c e d u r e s .  Thus  t h e  DNA p r e p a r a t i o n  

d i d  n o t  s eem t o  be  t h e  f a c t o r  w h i c h  c a u s e d  t h e  l o w  l e v e l  o f  

t r a n s f o r m a t i o n .

When c o m p e t e n t  c e l l s  w e r e  p r e p a r e d  by  t h e  m e t h o d  o f  K l o o s  

e t  a 1 . ( 1 9 7 8 )  a n d  w e r e  s u b s e q u e n t l y  i n c u b a t e d  o n  B-G p l a t e s  

r a t h e r  t h a n  i n  l i q u i d  med i um f o r  g e n e  e x p r e s s i o n  ( a f t e r  t r e a t ­

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

f r o m  t h i s  p r e p a r a t i o n  o f  DNA. F o u r  t y p i c a l  e x p e r i m e n t s  a r e  

shown i n  T a b l e  5 .  T r a n s f o r m a t i o n  f r e q u e n c y  r a n g e d  f r o m  4 , 4 0 0  

t o  8 , 0 0 0  S t r ^  c o l o n i e s  m l " ^  o r i g i n a l  r e c i p i e n t  c u l t u r e  w h i c h  i s  

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

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

I n  one  o f  t h e s e  e x p e r i m e n t s  t h e  number  o f  S t r ^  c o l o n i e s  

i s o l a t e d  f r o m  s a m p l e s  t r e a t e d  w i t h  DNase was a l s o  r e l a t i v e l y  

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

t h e  p r e v i o u s  e x p e r i m e n t s .  I n  a l l  e x p e r i m e n t s  B-G p l a t e s



T a b l e  3 . T r a n s f o r m a t i o n  o f  s t r e p t o m y c i n  r e s i s t a n c e  :

DNA p r e p a r e d  by  m o d i f i e d  Mar mur  m e t h o d .

The p r o c e d u r e  f o r  c o m p e t e n t  c e l l  p r e p a r a t i o n  a n d  t h e  

t r a n s f o r m a t i o n  p r o c e d u r e  a r e  g i v e n  i n  T a b l e  2 .

A d d i t i o n  t o  

C o m p e t e n t  c e l l s

Number  o f  s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n t  

c o l o n i e s  f r o m  1ml  c o m p e t e n t  c e l l  

c u l t u r e

None

5 /ig ml ^ DNA 

-15 ml  DNA, c h i l l e d  f o r  20  m i n

5 fj,g m l " ^  DNA, c h i l l e d  f o r  2,0 mi n

t h e n  h e a t  s h o c k e d  f o r  4 mi n  a t  37^0

5 pig ml  ^ DNA + 50 pig ml  ^ DNase  
( S i g m a )

8

44

108

112

1 0



T a b l e  4 .  T r a n s f o r m a t i o n  o f  s t r e p t o m y c i n  r e s i s t a n c e  :

DNA p r e p a r e d  by  c o m b i n e d  S c h w i n g h a m e r - M a r m n r  

M e t h o d

C o m p e t e n t  c e l l  p r e p a r a t i o n  a n d  t r a n s f o r m a t i o n  p r o c e d u r e  

w e r e  a s  d e s c r i b e d  i n  T a b l e  2 ,

A d d i t i o n  t o  

C o m p e t e n t  c e l l s

Number  o f  s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n t  

c o l o n i e s  f r o m  1ml  c o m p e t e n t  c e l l  

c u l t u r e

None

. - 1 DNA,

0

5 pig ml

- 1

30

5 pig ml

- 1

DNA, c h i l l e d  20  min 40

5 pig ml DNA, c h i l l e d  2 0  mi n 30

t h e n h e a t

- 1

s h o c k e d  4 mi n  a t  37°C 

_ 1
5 pig ml DNA + 50 pig ml DNase 0



'- '‘ t

T a b l e  5.  T r a n s f o r m a t i o n  o f  s t r e p t o m y c i n  r e s i s t a n c e  : 

g e ne  e x p r e s s i o n  o n  s o l i d  me d i um.

DNA was p r e p a r e d  by  a c o m b i n e d  S c h w i n g h a m e r  a n d  Mar mur  

p r o c e d u r e ,  c o m p e t e n t  c e l l s  w e r e  p r e p a r e d  by  a m o d i f i c a t i o n  o f  

t h e  p r o c e d u r e  o f  K l o o s  ejt ( 1 9 7 8 )  a s  d e s c r i b e d  i n  t h e

M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  s e c t i o n .  C o m p e t e n t  c e l l s  w e r e  c h i l l e d  

f o r  4-0 mi n  a f t e r  a d d i t i o n  o f  DNA a nd  i n c u b a t e d  on B-G a g a r  

f o r  4^ h b e f o r e  s p r e a t i i n g  on  s e l e c t i o n  p l a t e s .

A d d i t i o n  t o  

C o m p e t e n t  c e l l s

Number  o f  s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n t  

c o l o n i e s  f r o m  1ml  c o m p e t e n t  c e l l  

c u l t u r e

E x p t , 1 E x p t . 2 E x p t .  3 E x p t . 4

None 0 0 0 0

10 /ig m l " ^  DNA 4 , 8 0 0 7 , 2 0 0 4 , 4 0 0  8 , 0 0 0

10 pig m l “ ^ DNA + 50 
pig m l “ ^ DNase

0 0 0 1,600



i n o c u l a t e d  w i t h  DNA a l o n e  s h o w ed  no g r o w t h  w h i c h  i n d i c a t e d  

t h a t  t h e r e  was no c a r r y - o v e r  o f  s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n t  c e l l s  

i n  t h e  DNA. The DNA p r e p a r e d  by a n y  o f  t h e  a b o v e  m e n t i o n e d  

m e t h o d s  was  s t e r i l e .

The y i e l d  o f  DNA e x t r a c t e d  by  t h e  c o m b i n e d  S c h w i n g h a m e r
- 1a n d  Marmur  p r o c e d u r e s  ( 5 . 6  mg l i t r e  c e l l  c u l t u r e )  was  s l i g h t l y  

more  t h a n  t h a t  p r e p a r e d  by Marmur  p r o c e d u r e  a l o n e  ( 4 . 8  mg 

l i t r e  ^ ) .

The i m p o r t a n t  f a c t o r s  w h i c h  a p p e a r e d  t o  a f f e c t  t r a n s ­

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

r e c i p i e n t  c e l l s  f o r  40  m i n  a f t e r  t r e a t m e n t  w i t h  d o n o r  DNA, 

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

t h a n  i n  l i q u i d  me d i um.  T r a n s f o r m a t i o n  was  a b o l i s h e d  by  t h e
-1

t r e a t m e n t  w i t h  50 pig ml  D Na s e .  The DNA p r e p a r a t i o n  i n  a l l  

c a s e s  was  s t e r i l e .

I t  was  c o n c l u d e d  t h e r e f o r e  t h a t  t h e  i n c r e a s e d  n u m b e r s  o f

RS t r  c o l o n i e s  on t h e  s e l e c t i o n  p l a t e s ,  o v e r  a n d  a b o v e  t h e  

c o n t r o l  p l a t e s ,  w e r e  t r u e  t r a n s f o r m a n t s ,

1 . 2  C o m p e t e n c e  o f  r e c i p i e n t  c e l l s

The a f f i n i t y  o f  r e c i p i e n t  c e l l s  f o r  DNA was  i n v e s t i g a t e d  

more  t h o r o u g h l y .

1 . 2 . 1  E f f e c t  o f  a g e  o f  c u l t u r e  ; The r e c i p i e n t  s t r a i n  

4 4 1 2 2 / 7 S  was g r o w n  i n  S t a i n e r  a n d  S c h o l t e  l i q u i d  medium a n d  

s a m p l e s  f o r  t r a n s f o r m a t i o n  w e r e  t a k e n  a f t e r  33  h ,  42 h ,  48  h ,  

a n d  53 h . Gene r e c o m b i n a t i o n  a n d  e x p r e s s i o n  w e r e  a l l o w e d  t o



t a k e  p l a c e  on B-G p l a t e s  f o r  48  h a t  35°G i n  a l l  s u b s e q u e n t  

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

a n d  i n o c u l a t e d  o n t o  t h e  s e l e c t i v e  med i um.  R e s u l t s  o b t a i n e d  

showed  ( T a b l e  6 )  t h a t  t h e  o p t i m a l  c o m p e t e n c e  t i m e  was  a t  48 h 

w h i c h  i s  t h e  l a t e  e x p o n e n t i a l  p h a s e  i n  B . p e r t u s s i s . H o w e v e r ,  

t r a n s f o r m a t i o n  f r e q u e n c y  was  much l o w e r  t h a n  t h a t  f o u n d  f o r  

e x p e r i m e n t  i n  T a b l e  5.

1 . 2 . 2  E f f e c t  o f  C aC l^  : The a d d i t i o n  o f  CaGl^  t o  t h e  t r a n s ­

f o r m a t i o n  s y s t e m  a p p e a r e d  t o  h a v e  a s i g n i f i c a n t  e f f e c t  on  

t r a n s f o r m a t i o n  f r e q u e n c y  i n  one  e x p e r i m e n t  ( T a b l e  7)  . B o t h  

0 . 005M a nd  O.OIM f i n a l  c o n c e n t r a t i o n s  g a v e  a n  e n h a n c e d  f r e q u e n c y  

o f  t r a n s f o r m a n t s .  H o w e v e r ,  t h e s e  f i n d i n g s  c o u l d  n o t  be  r e p e a t e d  

i n  s u b s e q u e n t  e x p e r i m e n t s  a n d  a p p r o x i m a t e l y  50% o f  t h e s e  c o l o n i e s  

w e r e  u n a b l e  t o  a g g l u t i n a t e  w i t h  a n t i - p h a s e - I  B.  p e r t u s s i s  a n t i ­

s e r a  i n  s l i d e  a g g l u t i n a t i o n  t e s t s .  S i n c e  CaGl ^  d i d  n o t  show

a n y  e f f e c t  i n  a p r e v i o u s  e x p e r i m e n t  ( T a b l e  2)  i t s  p o s i t i v e  

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

1 . 2 . 3  E f f e c t  o f  p r o t e a s e  a n d  c y c l i c  AMP : No s i g n i f i c a n t  e f f e c i

on t r a n s f o r m a t i o n  f r e q u e n c y  was n o t e d  by  a d d i n g  50 pig ml  ^ 

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

( T a b l e  8 ) .  A l t h o u g h  a t w o - f o l d  i n c r e a s e  was  o b t a i n e d  i n  one  

e x p e r i m e n t  i t  was  n o t  o b t a i n e d  i n  t h e  o t h e r .  C y c l i c  AMP

( 5 0  pig m l " ^ )  when  a d d e d  t o  expo^^&Ybti^ l l y  g r o w i n g  r e c i p i e n t  

c e l l s  d i d  r io t  e n h a n c e  c o m p e t e n c e  w h e r e a s  d i b i i t y r y l  c y c l i c  AMP ‘ ‘ 

a t  t h e  same c o n c e n t r a t i o n  g a v e  a s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  t h e  

number  o f  s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n t  c o l o n i e s  ( T a b l e  8)  .



Table 6. Effect of age of culture on competence of
B'. pertussis,

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

p r o c e d u r e  a r e  d e s c r i b e d  i n  T a b l e  5.

Age o f  c u l t u r e

Number  o f  s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n t  

c o l o n i e s  f r o m  1ml  c o m p e t e n t  c e l l  
c u l t u r e

33 h 10

42 h 30

48 b 60

53 h 20

C o n t r o l  (No DNA a d d e d )  ^



Table 7. The effect of CaCl^ on transformation frequency

in B . pertussis.

C o m p e t e n t  c e l l s ,  DNA a n d  t r a n s f o r m a t i o n  p r o c e d u r e  w e r e  

a s  d e s c r i b e d  i n  T a b l e  5.

A d d i t i o n  t o
Number
c o l o n i e

o f  s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n t  
s f r o m  1ml  c o m p e t e n t  c e l l

C o m p e t e n t  c e l l s c u l t u r e c o n t a i n i n g C aCl ^  a t  :

O.OOIM 0 . 0 0 5 M O.OIM O. IM

None 2 4 5 2

10 jLig ml ^ DNA 70 400 4 0 0  2 0



T a b l e  8 .  E f f e c t  o f  d i b u t y r y l  cAMP, cAMP a n d  p r o t e a s e  

on  t r a n s f o r m a t i o n  f r e q u e n c y .

C o m p e t e n t  c e l l s ,  DNA a n d  t r a n s f o r m a t i o n  p r o c e d u r e  w e r e  

a s  d e s c r i b e d  i n  T a b l e  5,

A d d i t i o n  t o Number o f  s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n t

C o m p e t e n t  c e l l s c o l o n i e s  f r o m  1ml c o m p e t e n t c e l l

c u l t u r e

E x p t . 1 E x p t .2 E x p t . 3 E x p t . 4

None 8 0 0 400 8 0 0 8 0 0

10 Jig m l “ ^ DNA ■ 4 , 4 0 0 1 , 2 0 0 1 , 2 0 0 1 , 2 0 0

10 Jig m l “ ^ DNA + 50 1 4 , 8 0 0 1 2 , 8 0 0 1 1 , 2 0 0 5 , 2 0 0

pig m l " ^  d i b u t y r y l  cAMP

10 Jig m l " ^  DNA + 50 1 , 2 0 0 N.T* N.T N.T
_ T

pig ml  cAMP

10 Jig m l " ^  DNA + 50 N.T 800 2 , 8 0 0 N.T
_ - 1

J i g  ml p r o n a s e

10  J i g  ml~^ DNA + 1 0 0  J i g 0 0 0 1 , 2 0 0
DNa se

* Not  T e s t e d



1 . 2 . 4  E f f e c t  o f  c h i l l i n g  : The e f f e c t  o f  c h i l l i n g  t h e

c o m p e t e n t  c e l l s  on  i c e  f o r  v a r i o u s  t i m e s  was  i n v e s t i g a t e d .

S a m p l e s  o f  r e c i p i e n t  c e l l s  w e r e  t a k e n  a f t e r  2 0 ,  40  a n d  6 0  mi n  

a t  0°C a nd  u s e d  f o r  t r a n s f o r m a t i o n  a s  i n  p r e v i o u s  e x p e r i m e n t s .  

More s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n t  c o l o n i e s  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  

c u l t u r e s  w h i c h  h a d  b e e n  c h i l l e d  f o r  40 min  ( T a b l e  9 ) .  The 

n u m b e r  o f  s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n t  c o l o n i e s  was  1 4 - f o l d  g r e a t e r  

i n  c e l l s  c h i l l e d  f o r  40  mi n  t h a n  i n  b o t h  2 0  a n d  6 0  mi n  c h i l l i n g  

a n d  2 8 - f o l d  g r e a t e r  t h a n  i n  t h e  n o n - c h i l l e d  s a m p l e .

d
1 . 2 . 5  Change  t o  s p h j e r o p l a s t s  .

S p h e r o p l a s t s  f r o m  s t r a i n  44-122/7S w e r e  p r e p a r e d  b y  g r o w i n g  

t h e  r e c i p i e n t  c e l l s  i n  S t a i n e r  a n d  S c h o l t e  l i q u i d  med i um c o n ­

t a i n i n g  1% ( w / v )  g l y c i n e  ( s e e  M a t e r i a l s  a nd  M e t h o d s ) .  S a m p l e s  

w e r e  t r e a t e d  f o r  t r a n s f o r m a t i o n  w i t h  DNA p r e p a r e d  by  t h e  

m o d i f i e d  Marmur  m e t h o d  a n d  B r a n e f o r s  t r a n s f o r m a t i o n  p r o c e d u r e .

No t r a n s f o r m a n t s  w e r e  i s o l a t e d .  S p h e r o p l a s t s  w e r e  f o u n d  t o  

be  a b l e  t o  r e v e r t  a n d  g r o w  on n o r m a l  B-G me d i um.

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

f o u n d  t o  a f f e c t  c o m p e t e n c e  a n d  h e n c e  t h e  t r a n s f o r m a t i o n  f r e q u e n c y  

i n  B . p e r t u s s i s . C y c l i c  AMP, p r o t e a s e ,  a n d  s p h e r o p l a s t  

p r e p a r a t i o n  h a d  no d e t e c t a b l e  e f f e c t  i n  c o m p e t e n c e .

The t r a n s f o r m a t i o n  t o  S t r ^  o f  t h e  s t r a i n  8 6 3 1 - I V  was  

a t t e m p t e d ,  u s i n g  DNA f r o m  s t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 R  u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  

d e s c r i b e d  i n  T a b l e  5 .  No S t r ^  t r a n s f o r m a n t s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  

t h i s  s t r a i n  u n d e r  t h o s e  c o n d i t i o n s .



T a b l e  9 .  E f f e c t  o f  c h i l l i n g  on  t r a n s f o r m a t i o n  f r e q u e n c y

C o m p e t e n t  c e l l s ,  DNA a n d  t r a n s f o r m a t i o n  p r o c e d u r e  w e r e  

a s  d e s c r i b e d  i n  T a b l e  5.

A d d i t i o n  t o  

C o m p e t e n t  c e l l s

Number  o f  s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n t  

c o l o n i e s  f r o m  1ml  c o m p e t e n t  c e l l  

c u l t u r e

None 0

10 MS m l " ^ DNA, 20 m i n c h i l l i n g 20

10 Mg m l - 1 DNA, 40 mi n c h i l l i n g 2 8 0

10 Mg m l " ^ DNA, 6 0 mi n c h i l l i n g 20

10 Mg m l - 1 DNA, no c h i l l i n g 10



2 .  M u t a g e n e s i s

2 . 1  C h e m i c a l  m u t a g e n e s i s

A t  t h e  s t a r t  o f  t h i s  p r o j e c t  o n l y  one  p h a s e - I  s t r a i n  o f  

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

4 4 1 2 2 / 7 R ,  h a d  a m a r k e r ,  s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n c e , w h i c h  c o u l d  

be  u s e d  a s  b a s i s  f o r  s e l e c t i o n  f o r  t r a n s f o r m a n t s .  O t h e r  

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

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

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

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

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

_ n
Two c o n c e n t r a t i o n s  o f  NTG ( 4 0  jzg a n d  1 0 0  j ig ml  ) w e r e  

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

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

m y c i n - r e s i s t a n t  c e l l s  w h i c h  w e r e  p r e s e n t  ( F i g u r e  5 ) .  W i t h  40 

a n d  1 0 0  jig ml  ^ NTG, t h e  h i g h e s t  nu mb er  o f  s t r e p t o m y c i n -  

r e s i s t a n t  c e l l s  was  o b t a i n e d  a f t e r  45 m i n  e x p o s u r e .  S a m p l e s

t a k e n  b e f o r e  o r  a f t e r  t h i s  t i m e  g a v e  a l o w e r  n u m b e r  o f  s t r e p t o -
- 1m y c i n  m u t a n t s .  W i t h  100 jug ml NTG t h e  r a t e  o f  k i l l i n g  was  

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

c e n t a g e  s u r v i v o r s  w i t h  100 jug ml NTG w e r e  58 .3%;  30% a n d  

2 7 . 7% a f t e r  15;  30 a n d  45 mi n  r e s p e c t i v e l y .  W i t h  40  Mg ml  ^

NTG t h e  p e r c e n t a g e  s u r v i v o r s  w e r e  77%; 55.5% a n d  43 . 8% a t

s i m i l a r  t i m e  i n t e r v a l s .



F i g u r e  5 .  E f f e c t  o f  NTG on c e l l  v i a b i l i t y  a n d  m u t a n t  

i s o l a t i o n .

A 48 h c u l t u r e  o f  s t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 3  was  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  

i n  t h e  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  s e c t i o n .  The c u l t u r e  was  d i v i d e d  

i n t o  two p o r t i o n s .  One was  t r e a t e d  w i t h  40  juS ml  ^ f i n a l  c o n ­

c e n t r a t i o n  NTG. The o t h e r  was. t r e a t e d  w i t h  100  j jg ml ^ .

S a m p l e s  f o r  v i a b l e  c o u n t s  a n d  m u t a n t  s e l e c t i o n  w e r e  t h e n  t a k e n .  

( M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  s e c t i o n  1 . 5 ) .

T r e a t m e n t  w i t h  40  jug ml  ^ NTG, O - c e l l  v i a b i l i t y ,

# - s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n t  m u t a n t s .

T r e a t m e n t  w i t h  100 jug ml ^ NTG, A - c e l l  v i a b i l i t y ,  

A - s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n t  m u t a n t s .
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_ ^
NTG a t  4-0 ml  s e e m e d  t o  be t h e  o p t i m u m  c o n c e n t r a t i o n

f o r  m u t a g e n e s i s .  B o t h  l o w e r  a n d  h i g h e r  NTG c o n c e n t r a t i o n  g a v e

f e w e r  S t r ^  m u t a n t s .  F o r  e x a m p l e ,  when t h e  c e l l  s u s p e n s i o n
- 1

was t r e a t e d  w i t h  o n l y  4 ^ g  ml  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  NTG 

o n l y  a f ew S t r ^  m u t a n t s  w e r e  i s o l a t e d  ( F i g u r e  6 ) .  The  c o n ­

c e n t r a t i o n  o f  1 00  / ig  ml  ^ NTG g a v e  a l a r g e r  n u m b e r  b u t  t h i s  was  

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

40 y,g ml  ^ ( F i g u r e  5) .

I n  s u b s e q u e n t  e x p e r i m e n t s ,  NTG was  u s e d  t o  t r y  t o  o b t a i n

m u t a n t s  o f  B.  p e r t u s s i s  r e s i s t a n t  t o  o t h e r  a n t i b i o t i c s .  C e l l s
- 1

e x p o s e d  t o  NTG a t  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  40 / ig ml  f o r  45  mi n  

w e r e  inm^iu'&ated o n t o  B-G a g a r  c o n t a i n i n g  2 00  / ig ml  ^ o f  e i t h e r  

k a n a m y c i n ,  n e o m y c i n  o r  s t r e p t o m y c i n .  U n f o r t u n a t e l y ,  no  m u t a n t s  

r e s i s t a n t  t o  e i t h e r  k a n a m y c i n  o r  n e o m y c i n  w e r e  I s o l a t e d  i n  

s e v e r a l  e x p e r i m e n t s  i n  w h i c h  v e r y  h i g h  f r e q u e n c i e s  o f  S t r ^  

m u t a n t s  w e r e  o b t a i n e d .  I n  a l l  e x p e r i m e n t s  0 . 1  ml c e l l  s u s ­

p e n s i o n  was  i n o c u l a t e d  o n t o  t h e  s e l e c t i v e  me d i u m w i t h o u t  t r e a t ­

me n t  w i t h  NTG. The  n umber  o f  s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n t  m u t a n t s
-1i n  t h e s e  c o n t r o l s  r a n g e d  f r o m  0 t o  2 0  ml o f  u n t r e a t e d  c e l l s .

I t  was f o u n d  t h a t  NTG l o s t  i t s  m u t a g e n i c  e f f e c t  w i t h  t i m e  

i n  s o l u t i o n .  When t h e  c e l l  s u s p e n s i o n  o f  s t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 8  was  

t r e a t e d  w i t h  40 /xg ml  ^ NTG 24 h  a f t e r  m u t a g e n  p r e p a r a t i o n  b o t h  

k i l l i n g  a n d  S t r ^  m u t a n t  r e c o v e r y  w e r e  d r a s t i c a l l y  r e d u c e d  

( F i g u r e  6 ) .  S a m p l e s  i n o c u l a t e d  o n t o  B-G a g a r  c o n t a i n i n g  s t r e p ­

t o m y c i n  a f t e r  15 m i n  o f  t r e a t m e n t  w i t h  40 jxg ml  ^ NTG l e f t  f o r  

24  h  a t  r oo m t e m p e r a t u r e  g a v e  3 4 " f o l d  l e s s  d i f f e r e n c e  i n  S t r ^ .  

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

same NTG c o n c e n t r a t i o n  f r e s h l y  p r e p a r e d .



F i g u r e  6 .  E f f e c t  o f  NTG a f t e r  s t o r a g e  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  

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

C e l l  p r e p a r a t i o n  a n d  t r e a t m e n t  w e r e  a s  d e s c r i b e d  i n  

F i g u r e  2 e x c e p t  t h a t  one  p o r t i o n  was t r e a t e d  w i t h  a 24  h  o l d  

40 jtxg ml  ^ NTG p r e p a r a t i o n ,

_ 2
The o t h e r  p o r t i o n  was t r e a t e d  w i t h  4 /xg ml  o f  a f r e s h  

p r e p a r a t i o n .

T r e a t m e n t  w i t h  s t o r e d  NTG ( 4 0  /ig ml  ; O - c e l l  v i a b i l i t y ,  

# - s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n t  m u t a n t s .

T r e a t m e n t  w i t h  f r e s h  p r e p a r a t i o n  ( 4  jug ml  ^ ) ;  A - c e l l  

v i a b i l i t y ,  A - s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n t  m u t a n t s .
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RThus  S t r  m u t a n t s  f r o m  B.  p e r t u s s i s  w e r e  e a s i l y  o b t a i n e d .  

An o p t i m u m  c o n c e n t r a t i o n  a n d  t i m e  o f  t r e a t m e n t  w i t h  NTG w e r e  

f o u n d  f o r  s e l e c t i o n  o f  S t r ^  m u t a n t s ,  b u t  m u t a n t s  r e s i s t a n t  t o  

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

o b t a i n e d  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s .

2 . 2  M u t a n t  s e l e c t i o n  by v i t r o  s u b c u l t u r e

B.  p e r t u s s i s  w i l l  g row on m e d i a  o t h e r  t h a n  B-G med i um.

T h i s  a b i l i t y  was  u s e d  by S t a n d f a s t  ( 1 9 5 1 )  t o  d e m o n s t r a t e  c u l t u r a l  

c h a n g e s .

S t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 R  was i n i t i a l l y  s u b c u l t u r e d  f r o m  B-G medium 

t o  TSA + 5^ ( v / v ) .  b l o o d ,  t h e n  t o  TSA + 2$  ( v / v )  b l o o d  a n d  f i n a l l y  

t o  TSA + \ % ( v / v )  b l o o d ,  A h e a v y  i n o c u l u m  f r o m  t h e  l a t t e r  was 

u s e d  t o  i n o c u l a t e  TSA p l a t e s  w i t h o u t  b l o o d .  The s t r a i n  was 

t h e n  s u b c u l t u r e d  34 t i m e s  on TSA med i u m.  A l l  c u l t u r e s  w e re  

i n c u b a t e d  f o r  4 d a y s  a t  3 5 ° C .  Howeve r  e v e n  a f t e r  34 s u b c u l t u r e s  

on  TSA t h e  s t r a i n  was  u n a b l e  t o  g ro w  on t h e  m e d i a  (TSA) a s  

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

was  a p p l i e d  t o  t h e  p l a t e s .  The s t r a i n  was t h e n  c h a r a c t e r i z e d  

( s e e  s e c t i o n  5 ) ,

3 .  P l a s m i d  t r a n s f e r  a n d  c h r o mo so me  m o b i l i z a t i o n

The p l a s m i d  R 6 B . 4 5  was r e p o r t e d  t o  h a v e  t h e  a b i l i t y  t o  

m o b i l i z e  c h r o m o s o m a l  m a r k e r s  w i t h i n  a w i d e  r a n g e  o f  G r a m - n e g a t i v e  

b a c t e r i a  ( H o l l o w a y ,  1 9 7 9 ) .  I n  t h i s  s t u d y  s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n c e  

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

p h a s e - I V  s t r a i n s  t o  g row on n u t r i e n t  a g a r  was  a l s o  u s e d  a s  a 

m a r k e r .



The a b i l i t y  o f  t h e  p l a s m i d  t o  t r a n s f e r  t o  o t h e r  s t r a i n s  

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

f e r r e d  f r o m  E .  c o l i  s t r a i n  J c  5 3 - 1  t o  Jo 3272  by  t r a n s c o n j u ­

g a t i o n  u s i n g  t h e  membrane  m e t h o d .  A f t e r  e x p o s u r e  t o  t h e  d o n o r  

s t r a i n  c a r r y i n g  R 6 8 . 4 5  t h e  r e c i p i e n t  s t r a i n  Jc  3272 was  a b l e  t o  

e x p r e s s  r e s i s t a n c e  t o  k a n a m y c i n ,  c a r b e n i c i l l i n  a n d  t e t r a c y c l i n e  

c o d e d  f o r  by t h e  p l a s m i d  ( T a b l e  10 )  . The f r e q u e n c y  o f  p l a s m i d  

t r a n s f e r  was v e r y  h i g h  ( a p p r o x .  1 i n  4 d o n o r  c e l l s ) .  I n  

a d d i t i o n  r e s i s t a n c e  t o  n a l i d i x i c  a c i d  w h i c h  i s  a m a r k e r  m o b i l i z e d  

f r o m  t h e  ch r omosome  o f  t h e  d o n o r  s t r a i n  was  a l s o  e x p r e s s e d ,  b u t  

a t  a l o w e r  f r e q u e n c y  r a n g i n g  f r o m  3 . 3  x 10 ^ t o  6 . 4  z  l O ” ^ p e r  

d o n o r  c e l l .

A s i m i l a r  e x p e r i m e n t  was  d o n e ,  u s i n g  E .  c o l i  J c  5 3 - 1  a s  

d o n o r  a n d  s t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 R  B.  p e r t u s s i s  a s  r e c i p i e n t .  P l a s m i d  

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

0 . 9 5  X l O ” ^ t o  1 . 9 5  x 10  ^ p e r  d o n o r  c e l l  a n d  no e x p r e s s i o n  o f  

t h e  n a l i d i x i c  a c i d  m a r k e r  was  o b s e r v e d  ( T a b l e  1 1 ) .  The s t r a i n  

4 4 1 2 2 / 7 R  was  a b l e  t o  e x p r e s s  r e s i s t a n c e  t o  t h e  a n t i b i o t i c s  

k a n a m y c i n ,  c a r b e n i c i l l i n  a n d  t e t r a c y c l i n e  c o d e d  b y  t h e  p l a s m i d ,  

i n  a d d i t i o n  t o  i t s  n o r m a l  r e s i s t a n c e  t o  s t r e p t o m y c i n .

W i t h  t h e  p l a s m i d  p r e s e n t  i n  s t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 R  ( 4 4 1 2 2 / 7 R P ) ,

t r a n s f e r  t o  a n y  o t h e r  B.  p e r t u s s i s  p h a s e - I  s t r a i n s  r e q u i r e d
Rm a r k e r s  o t h e r  t h a n  S t r  . Due t o  t h e  l a c k  o f  s u c h  m a r k e r s  t h e  

s t r a i n  D 30042  p h a s e  IV B . p e r t u s s i s  was  u s e d  a s  a r e c i p i e n t ,  

b e c a u s e  t h i s  s t r a i n  w o u l d  g r o w a s  s i n g l e  c o l o n i e s  on n u t r i e n t  

a g a r  w h e r e a s  t h e  d o n o r  4 4 1 2 2 / 7 R P  w o u l d  n o t .  N u t r i e n t  a g a r  

c o n t a i n i n g  c a r b e n i c i l l i n  a n d  k a n a m y c i n  was  u s e d  a s  t h e  s e l e c t i o n  

me d i u m s i n c e  o n l y  p h a s e - I V  B.  p e r t u s s i s  c e l l s  w h i c h  h a d  i n h e r i t s ;
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t h e  p l a s m i d  w o u l d  g r o w  on i t .  R e s u l t s  o b t a i n e d  f r o m  t w o  

e x p e r i m e n t s  sh o we d  p l a s m i d  t r a n s f e r  f r o m  t h e  p h a s e - I  t o  D 3 0 0 4 2  

p h a s e - I V  B.  p e r t u s s i s  s t r a i n  b u t ,  w i t h  a f r e q u e n c y  r a n g i n g  f r o m  

1 . 2 9  X 10  ̂ t o  l o 2 9  X 10  ^ p e r  d o n o r  c e l l  ( T a b l e  1 2 ) .  No 

c o l o n i e s  w h i c h  w e r e  a l s o  S t r ^  w e r e  o b t a i n e d .  S t r ^  c o l o n i e s  

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

4 4 1 2 2 / 7 R P  s t r a i n  h a d  t a k e n  p l a c e .  The  p l a s m i d  t r a n s f e r  

f r e q u e n c y  was  r e l a t i v e l y  l o w ,  e v e n  l o w e r  t h a n  t h a t  o b t a i n e d  f r o m  

E . c o l i  J c  5 3 - 1  s t r a i n  t o  B.  p e r t u s s i s  4 4 1 2 2 / 7 R  s t r a i n ,  w h i c h  

may mean t h a t  t h e  l e v e l  o f  p l a s m i d  t r a n s f e r  was  t o o  l ow t o  

d e t e c t  c h r o m o s o m a l  m o b i l i z a t i o n  o f  t h e  S t r ^  m a r k e r .

O t h e r  p h a s e - I V  B. p e r t u s s i s  s t r a i n s  w e r e  a l s o  t e s t e d  f o r

p l a s m i d  t r a n s f e r  f r o m  t h e  S t r ^  p h a s e - I  s t r a i n  ( T a b l e  1 2 ) .

The  s t r a i n s  1 1 6 1 5 - I V  a n d  L 8 4 - I V  B. p e r t u s s i s  a c q u i r e d  t h e  p l a s m i d

- 5R 6 8 . 4 5 ,  b u t  a g a i n  w i t h  l o w , f r e q u e n c i e s  o f  1 . 9  x 10 a n d  1 . 6  x 10

r e s p e c t i v e l y .  No c h r o m o s o m a l  m o b i l i z a t i o n  f o r  t h e  S t r ^  m a r k e r

was  o b s e r v e d  i n  a n y  o f  t h e  s t r a i n s ,  d e s p i t e  t h e  f a c t  t h a t  t h e

d o n o r  a n d  r e c i p i e n t  c o n c e n t r a t i o n  was  i n c r e a s e d  up t o  10  t i m e s
Ri n  o r d e r  t o  t r y  t o  d e t e c t  a l o w e r  l e v e l  o f  S t r  t r a n s c o n j u g a n t s  

( T a b l e  12 E x p t ,  3 ) .

The s t a b i l i t y  o f  t h e  p l a s m i d  was  s t u d i e d  i n  b o t h  E .  c o l i  

a n d  B.  p e r t u s s i s  s t r a i n s .  The s t r a i n s  w h i c h  h a d  g a i n e d  t h e  

p l a s m i d  w e r e  a l s o  k e p t  f r o z e n  i n  1^  CAA a t  - 7 0 ^ 0  f o r  more  t h a n  

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

c h a r a c t e r i s t i c  o f  t h e  p l a s m i d .  T h i s  h o w e v e r ,  i s  e x p e c t e d  s i n c e  

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

a s  E r w i n i a  a n d  E . c o l i  s p p .  ( C h a t t e r j e e ,  1 9 8 0 ) .  The 4 4 1 2 2 / 7 R P  

s t r a i n  was  r o u t i n e l y  s u b c u l t u r e d  on  B-G a g a r  s u p p l e m e n t e d  w i t h
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c a r b e n i c i l l i n  a n d  k a n a m y c i n .  A f e w  c o l o n i e s  w e r e  i n o c u l a t e d

f r o m  B-G p l a t e s  o n t o  B-G p l a t e s  s u p p l e m e n t e d  w i t h  k a n a m y c i n ,
ûiid.

c a r b e n i c i l l i n  a n d  t e t r a c y c l i n e | w e r e  growi^to  demonst rate  t h e  s t a b i l i t y  

o f  t h e  p l a s m i d .  The s t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 R P  was  s h o w n  t o  h a v e  l o s t  

i t s  a b i l i t y  t o  g row i n  S t a i n e r  a n d  S c h o l t e  l i q u i d  m e d i u m .

H o w e v e r ,  o t h e r  s t r a i n s  o f  B.  p e r t u s s i s  w h i c h  h a d  g a i n e d  t h e  

p l a s m i d  R 6 8 . 4 5 ,  s u c h  a s  s t r a i n  D 3 0 0 4 2 - I V ,  d i d  n o t  l o s e  t h e i r

a b i l i t y  t o  g r ow  i n  t h i s  me d iu m.

The p l a s m i d  R 6 8 . 4 5  t h e r e f o r e  s h o w ed  t h e  a b i l i t y  t o  t r a n s f e r  

f r o m  E . c o l i  t o  E .  c o l i  s t r a i n s  w i t h  c h r o m o s o m a l  m o b i l i z a t i o n
r

o f  t h e  n a l i d i x i c  a c i d  m a r k e r ,  a n d  f r o m  E .  c o l i  t o  B.  p e r t u s s i s  

s t r a i n s  b u t ,  w i t h  no c h r o m o s o m a l  m o b i l i z a t i o n  o f  t h i s  m a r k e r .

The p l a s m i d  was  a l s o  t r a n s f e r r e d  f r o m  B.  p e r t u s s i s  t o  B.  p e r t u s s i s

s t r a i n s ,  b u t  a g a i n  no  c h r o m o s o m a l  m o b i l i z a t i o n  o f  t h e  S t r ^  m a r k e r  

was  d e t e c t e d .

4 .  D e v e l o p m e n t  o f  m i n i m a l  s o l i d  medium

The d e v e l o p m e n t  o f  a s o l i d  m i n i m a l  m e d i um f o r  B.  p e r t u s s i s  

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

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

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

t r a n s f o r m a t i o n .

I n  t h i s  s t u d y  t h e  m i n i m a l  s o l i d  m e d i a  d e s c r i b e d  by  P a r k e r  

( 1 9 7 6 )  a n d  K l o o s  ejt ( 1 9 7 8 )  w e r e  t e s t e d  f o r  t h e i r  a b i l i t y  t o

s u p p o r t  o f  g r o w t h  o f  p h a s e - I  B.  p e r t u s s i s  a s  s i n g l e  c o l o n i e s .  

On l y  a f ew  c o l o n i e s  w e r e  o b s e r v e d  on e i t h e r  m e d i um i n d i c a t i n g  

a k i l l i n g  e f f e c t  p o s s i b l y  due t o  g r o w t h  i n h i b i t o r s .  A t t e m p t s



w e r e  t h e n  made t o  d e v e l o p  a more  e f f i c i e n t  m i n i m a l  s o l i d  med i um 

f o r  B.  p e r t u s s i s . The med i um c o n t a i n e d  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n ,  

s t a r c h  o r  Dowex- 1  c h l o r i d e  ( S i g m a ) ,  s u b s t a n c e s  r e p o r t e d  t o  

a d s o r b  g r o w t h  i n h i b i t o r s . *  H o r n i b r o o k  ( 1 9 4 8 ) ,  S t a i n e r  a n d  S c h o l t e  

( 1 9 7 1 )  a n d  P a r k e r  ( 1 9 7 6 )  l i q u i d  m e d i a  w e r e  s o l i d i f i e d  w i t h  Vfo 

( w / v )  a g a r o s e  ( S i g m a )  o r  p u r i f i e d  a g a r  ( O x o i d ) .  Dowex ( 1 ^  w / v )  

a n d  s t a r c h  (1 - 5% w / v )  o r  a l b u m i n  (1 - 5% w / v )  w e r e  a d d e d  e i t h e r  

s i n g l y  o r  t o g e t h e r .  By s t r e a k i n g  w i t h  v a r i o u s  B.  p e r t u s s i s  

s t r a i n s  f r o m  a 48  h  B-G c u l t u r e  i t  was  f o u n d  t h a t  o n l y  p h a s e - I V  

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

m e d i a .  G r o w t h  of^ p h a s e - I  s t r a i n s  was r a t h e r  s c a n t y  a f t e r  

4 - 5  d a y s  c o m p a r e d  w i t h  g r o w t h  on  B-G med ium a n d  g e n e r a l l y  

o c c u r r e d  o n l y  a t  t h e  p o i n t  o f  i n i t i a l  i n o c u l a t i o n .  O n l y  a f ew 

s i n g l e  c o l o n i e s  d e v e l o p e d  on  t h e  m i n i m a l  p l a t e s ,  b u t  w h e n  t h e s e  

c o l o n i e s  w e r e  s u b c u l t u r e d  o n t o  f r e s h  m i n i m a l  med ium no f u r t h e r  

g r o w t h  was o b s e r v e d .  T h u s  a t temj j fe  t o  g row p h a s e - I  B.  p e r t u s s i s  

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

5 .  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  B.  p e r t u s s i s  s t r a i n s  u s e d  f o r  g e n e t i c  

s t u d i e s .

5 . 1  I m m u n o l o g i c a l  a n d  p a t h o p h y s i o l o g i c a l  a c t i v i t i e s

5 . 1 . 1  Mouse v i r u l e n c e

a )  I n t r a c e r e b r a l  r o u t e

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

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

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

d e t e r m i n e d  by t h e  p r o b i t  m e t h o d .



I n  seven i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s ,  t h e  v a l u e s  o b t a i n e d

f o r  B r a n e f o r s  s t r e p t o m y c i n - s e n s i t i v e  a n d  r e s i s t a n t  s t r a i n s  w e r e  

c o n s i s t e n t l y  d i f f e r e n t  ( T a b l e  1 3 ) .  S t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 R  wa s  h i g h l y  

v i r u l e n t  f o r  m i c e  by  t h e  i n t r a c e r e b r a l  r o u t e ,  w i t h  v a l u e s

r a n g i n g  f r o m  126 t o  630 c f u  p e r  m o u s e .  T h u s ,  t h i s  s t r a i n  i s  

a s  v i r u l e n t  a s  B.  p e r t u s s i s  s t r a i n  I 8 3 2 3 , t h e  s t a n d a r d  i n t r a ­

c e r e b r a l  c h a l l e n g e  s t r a i n  u s e d  i n  t h e  mouse  p r o t e c t i o n  t e s t

( S t a n d f a s t ,  1 9 5 8 ) ,  S t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 S  was  much  l e s s  v i r u l e n t  w i t h
3 7LD^q v a l u e s  r a n g i n g  f r o m  7 . 9  x 10 t o  > 1.4 x 10 , A l t h o u g h

t h e s e  v a l u e s  s h ow e d  w i d e  v a r i a t i o n  t h e y  w e r e  s i g n i f i c a n t l y

d i f f e r e n t  f r o m  t h e  c o r r e s p o n d i n g  v a l u e s  f o r  s t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 R  i n

a l l  o f  t h e  seven e x p e r i m e n t s  a s  i n d i c a t e d  b y  t h e  95% c o n f i d e n c e

l i m i t s .  The  v i r u l e n c e  o f  4 4 1 2 2 / 7 R  r e l a t i v e  t o  4 4 1 2 2 / 7 S  a l s o

v a r i e d  g r e a t l y  b e t w e e n  e x p e r i m e n t s  w i t h  r e l a t i v e  p o t e n c y  v a l u e s
5

r a n g i n g  f r o m  : 14 to  1.04 XIO , T h i s  v a r i a t i o n  may be  a t t r i ­

b u t e d ,  a t  l e a s t  i n  p a r t ,  t o  i n a c c u r a c y  i n  o p a c i t y  s t a n d a r d i z a t i o n  

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

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

a n a l y s i s .

I n  some e x p e r i m e n t s  t h e  v a l u e s  f o r  BD^^ a n d  r e l a t i v e  p o t e n c y  

o f  t h e  two s t r a i n s  w e r e  a l s o  d e t e r m i n e d  by P r o b i t  a n a l y s i s  u s i n g  

a c o m p u t e r  p r o g r a m m e .  The c o m p u t e r  p r i n t - o u t s  f o r  t h e s e  a s s a y s  

a r e  g i v e n  i n  A p p e n d i x  ( 2 ) .  The a n d  r e l a t i v e  p o t e n c y

v a l u e s  a g a i n  show t h a t  s t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 R  i s  h i g h l y  v i r u l e n t  f o r  

m i c e  b y  t h e  i n t r a c e r e b r a l  r o u t e  c o m p a r e d  w i t h  4 4 1 2 2 / 7 3  a n d  t h e  

d i f f e r e n c e  i s  s i g n i f i c a n t  i n  e a c h  e x p e r i m e n t .  When t h e  v a l u e s  

o b t a i n e d  by  c a l c u l a t i o n  o r  c o m p u t a t i o n  w e r e  c o m p a r e d  ( T a b l e  I 4 ) 

a n u mb e r  o f  d i f f e r e n c e s  w e r e  n o t e d .  F o r  e x a m p l e ,  t h e  " ,



T a b l e 1 3 .  V i r u l e n c e f o r  m i c e  b y  t h e  i n t r a c e r e b r a l  r o u t e  :

B r a n e f o r s s t r e p t o m y c i n - r e s i  s t a n t a n d  s e n s i t i v e
s t r a i n s ,

E x p t
i n  c o l o n y  

mouse  ( a n d  95%

f o r m i n g  u n i t s  p e r  

c o n f i d e n c e  l i m i t s ) R e l a t i v e  p o t e n c y *

4 4 1 2 2 / 7 3 4 4 1 2 2 / 7 R

1 >  1 .8  X 10^ 199
(154, 257)

>  1.7  z  lo'^

2 >  1 .9  X 10^ 520
( 276, 997)

>  360

5 >  1 ,4  X 10^ 134
(100,182)

^  1.04  z  10^

4 >  2 .9  X lo"^ , 355 ,
(65 ,1 .5x102)

>  237

5 7 .9  X l o 5 ■ 
(1 .3x10^,5x10^)

, 562
( 211 , 1 . 5x102)

14

6 >  3 .4  z  10^ 630
(423, 939)

>  183

7 1 .8  X 10^
( 250 , 4zlO^)

126 
(66, 240)

145

* P o t e n c y  o f  s t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 R  r e l a t i v e  t o  t h a t  o f  4 4 1 2 2 / 7 3 .



T a b l e  I 4 . V i r u l e n c e  I n  m i c e  by  t h e  i n t r a c e r e b r a l  r o u t e  ;

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

o b t a i n e d  by c a l c u l a t i o n  a n d  c o m p u t a t i o n .

E x p t .  S t r a i n
C a l c u l a t e  d v a l u e  8 C o m p u t e d  v a l u e s

LD^q ( c f u / m o u s e ) R e l . p o t . BD^q ( c f u / m o u s e )  R e l . p o l

2 44122/ 7S > ' 1 . 9  X 1 0 ^ 1 . 0 *
6  *  

2 . 1  X 1 0  1 . 0

44I 22/ 7E 520 360 250 8 .3  X 10^

4  44122/73 >  2 .9  X lo4 1 . 0 *
A * 4 .2  X 1 0 ^  . 1 . 0

44122/ 7E 355 >  237 240 167

* 4 4 1 2 2 /7 8  i s  t a k e n  a s  t h e  s t a n d a r d  a n d  a s s i g n e d  a

r e l a t i v e  p o t e n c y  v a l u e  o f  1 . 0



v a lu es  o f  s tr a in  JR determined w ith  the computer programme were 

c lo s e r  than those obtained by c a lc u la t io n  i . e .  24O and 25O cfu . per 

mouse compared w ith  520 and 355 c fu . I t  was not p o s s ib le  to  c a lc u la te  

the va lu es fo r  78 in  th ese  two experim ents because o f  th e extrem ely

low v iru len ce  o f t h is  s tr a in . For the same reason , the v a lu es  fo r

78 and the r e la t iv e  potency va lu es estim ated  by the computer were w id ely  

d if f e r e n t .

By combination o f the computed data fo r  the two experim ents 

(Appendix 2) a b e st-e st im a te  value o f  3IO was found fo r  th e r e la t iv e  

potency o f  JR (however, see  fo o tn o te  on p .156)

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

s e n s i t i v e  s t r a i n  t o  s t r e p t o m y c i n  r e s i s t a n c e  w e r e  e x a m i n e d  i n  a

s i m i l a r  m a n n e r .  F o u r  t r a n s f o r m a n t s  d e s i g n a t e d  T r a n s . A , B , E  a n d  X

R Sw e r e  c o m p a r e d  w i t h  e i t h e r  t h e  S t r  o r  S t r  B r a n e f o r s  s t r a i n s  

( T a b l e  1 5 ) .  The o f  T r a n s . A  r a n g e d  f r o m  120 t o  6 6 0  c f u  p e r

mouse  a n d  t h a t  o f  T r a n s . B  was <94= cfu  p e r  m o u s e .  T r a n s . E

a n d  T r a n s . X  w e r e  e x a m i n e d  o n l y  o n c e  w i t h  BD^^ v a l u e s  o f  <78 a n d  

< 7 3  c f u  r e s p e c t i v e l y .  Th us  t h e s e  t r a n s f o r m a n t s  w e r e  a s  

v i r u l e n t  a s  s t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 R .  Some o f  t h e s e  v i r u l e n c e  t e s t  

d a t a  we r e  a l s o  a n a l y s e d  by  c o m p u t e r  ( A p p e n d i x Z S ) . A g a i n  t h e  

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

S t r ^  p a r e n t  s t r a i n ,  w i t h  BD^^ v a l u e s  f o r  T r a n s . E ,  T r a n s .  X a n d  

4 4 1 2 2 / 7 S  o f  22 , 11 a n d  2 4 8 7  c f u  p e r  mouse  r e s p e c t i v e l y .  The  

c o m p u t e d  r e l a t i v e  p o t e n c i e s  o f  t h e  t r a n s f o r m a n t s  E a n d  X 

( c o m p a r e d  w i t h  s t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 S ) , w e r e  115 f o r  T r a n s . E  a n d  2 2 7

( obtained by calculation )



xuo

Table 15. V irulence in  mice by the in tra cereb ra l rou te  ;

o f  B trep tom ycin-reB ietant s tr a in s  from tr a n s -

form ation experim ents (ob ta in ed  by c a lc u la t io n ) .

E x p t
LD^q i n  c o l o n y  f o r m i n g u n i t s  p e r  mouse  ( a n d  95% c o n f i d e n c e

l i m i t s )

4 4 1 2 2 / 7 8 4 4 1 2 2 / 7 R T r a n s . A  T r a n s . B  T r a n s . E  T r a n s . X

5 7 .9  X 10^ 562 120 ,

(1.3x10^,3x10 ) ( 211 , 1 . 5x10^) (49 . 295)

6 >  3.4 X lo4 630 660

( 4 2 3 , 939) ( 2 9 , l . 4 K i o b

7 1 . 8  X lo4 126 < 9 4
(250,  4x10^) (6 6 , 240)

8 5 .5  X 10^ < 7 8  < 7 3
(1.5x10^,2x10"^)



f o r  T r a n s . X .  A c o m p a r i s o n  o f  t h e  c a l c u l a t e d  a n d  c o m p u t e d

r e s u l t s  o f  t h i s  e x p e r i m e n t  i s  s ho wn  i n  T a b l e  1 6 .  The r e s u l t s  

o b t a i n e d  by  t h e  two m e t h o d s  a r e  v e r y  s i m i l a r .  The c o m p u t e r  

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

c o u l d  n o t  be o b t a i n e d  by c a l c u l a t i o n  b e c a u s e  g r e a t e r  t h a n  50% 

k i l l i n g  was  o b t a i n e d  e v e n  a t  t h e  l o w e s t  c h a l l e n g e  d o s e s .

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

t r a n s f o r m a t i o n  e x p e r i m e n t s  i . e . s p o n t a n e o u s  m u t a n t s  ( M u t a n t - X )  o r  

by  m u t a t i n g  t h e  s t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 8  w i t h  NTG ( M u t a n t - 8 ,  M u t a n t - 4  

a n d  M u t a n t - 1 - 1 )  w e r e  a l s o  t e s t e d  f o r  mouse  v i r u l e n c e .  W i t h  t h e

Re x c e p t i o n  o f  M u t a n t - 4  a l l  m u t a n t s  w e r e  a s  v i r u l e n t  a s  o t h e r  8 t r  

s t r a i n s  ( T a b l e  17)  w i t h  BD^^ v a l u e s  f r o m  35 to  74 c f u  p e r  m o u s e .  

M u t a n t - 4  was  e x a m i n e d  o n l y  o n c e  a n d  s h o w e d  t o  be  a v i r u l e n t  

(BD^q > 6 . 6  X 1 0^  c f u  p e r  m o u s e ) ,  b u t  u n f o r t u n a t e l y  t h e  m u t a n t  

was  l o s t  b e f o r e  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  o f  v i r u l e n c e  o r  o t h e r  

c h a r a c t e r s .  The  r e l a t i v e  p o t e n c y  o f  t h e  M u t a n t - 1 - 1  c o m p a r e d  

w i t h  4 4 1 2 2 / 7 8  was  19 w h e r e a s  t h a t  o f  M u t a n t - 8  was  226 (Table 17)^

BD^q a n d  r e l a t i v e  

p o t e n c y  v a l u e  f o r  M u t a n t - X  by  c o m p u t a t i o n  w e r e  f o u n d  t o  be
I

7 c f u  p e r  mouse  a n d  3 6 2 . 7  r e s p e c t i v e l y  ( T a b l e  1 6 ) .

The  MIC o f  s t r e p t o m y c i n  f o r  M u t a n t - 4  was  n o t  i n v e s t i g a t e d  

b e f o r e  i t s  l o s s ,  t h u s  w h e t h e r  i t s  a v i r u l e n t  c h a r a c t e r  was 

p a r a l l e l e d  by a l ow MIC i s  n o t  k n o w n .

O t h e r  B.  p e r t u s s i s  s t r a i n s  a n d  t h e i r  s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n t  

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

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

v i r u l e n c e .  I n  a d d i t i o n ,  a f r e s h l y  i s o l a t e d  s t r a i n  ( B.  p e r t u s s i s  

T a b e r m a n )  was  t e s t e d .  The p h a s e - I  s t r a i n s  1 # 3 3 4 ,  3 5 3 - 1 ,  B8 4 - I ,



T a b l e  1 6 .  V i r u l e n c e  f o r  m i c e  by  t h e  i n t r a c e r e b r a l  r o u t e  

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

o b t a i n e d  b y  c a l c u l a t i o n  a n d  c o m p u t a t i o n .

S t r a i n
C a l c u l a t e d  v a l u e s C o m p u t e d  v a l u e s

BD^q ( c f u / m o u s e ) R e l . p o t . BD^q ( c f u / m o u s e )  R e l . p o t ,

4 4 1 2 2 / 7 3 5 . 5 x l 0 3  1 . 0 2 . 5 x 1 0 ^  1 . 0

T r a n s , X < 73 >  75 11 2 2 7 . 6

M u t a n t - X < 88 >  62 .5 7 3 6 2 . 7

T r a n s . E < 7 8  > 7 0 22 1 1 5 . 3



T a b l e  1 7 .  V i r u l e n c e  f o r  m ice  by t h e  i n t r a c e r e b r a l  r o u t e  :

C om p ar ison  o f  B r a n e f o r s  s t r a i n s  w i t h  S t r ^  m u t a n t s .

6bV c a l c u l a t i o n ) .

E x p t .

LD^q i n  c o l o n y  f o r m i n g  u n i t s p e r  mouse  (an d  95% c o n f i d ­
e n c e  l i m i t s )

4 4 1 2 2 / 7 8 4 4 1 2 2 / 7 R  M u ta n t -X  M u t a n t - S  M u t a n t - 1 - 1

7.9x10^ 5^2 35

(1 .3x10^ ,

3x10^)

(211 ,1 .5x10^ ) ( t  158) '

>8 5.5x10^
(1 .5x10^ ,

2 .10^)

<  88

'9 1.4x10^

(589,3-5x10^)

74
(55 ,100 )



s “ 1t h e i r  s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n t  i s o l a t e s  d e s i g n a t e d  18334 - ,

3 5 3 - 1 ^  ^ a n d  L 8 4 - I ^  ^ a n d  T a b e r m a n ,  w e r e  f o u n d  t o  be  a v i r u l e n t  

f o r  m i c e  by  t h e  i n t r a c e r e b r a l  r o u t e .  Some t y p i c a l  r e s u l t s  a r e  

shown i n  T a b l e  1 8 .  The o f  t h e  s t r a i n s  T a b e r m a n ,  I 8 3 3 4

a n d  1 8 3 3 4  ̂ ^ w e r e  > 6 . 8  x 1 0 ^ ;  > * 2 . lO"^ a n d  > %Lh z  10^  

c f u  p e r  mouse  r e s p e c t i v e l y .  The BD^qS o f  s t r a i n s  3 5 3 - 1 ,

3 5 3 - 1 ^  ^ , B8 4 - I  a n d  B 8 4 - I ^  ^ w e r e  e v e n  h i g h e r  a n d  c o u l d  n o t  be
Phase IV

c a l c u l a t e d  f r o m  a v a i l a b l e  da t a  .^Department c u l t u r a l  c o l l e c t i o n  s t r a i n s .

and t h e i r  S t r ^  i s o l a t e s  w e r e  a l s o  t e s t e d  f o r  v i r u l e n c e  b y  t h e

i n t r a c e r e b r a l  r o u t e  ( T a b l e  1 9 ) .  S t r a i n s  3 5 3 - I V ;  3 5 3 - I V ^

B8 4 - I V  w e r e  a v i r u l e n t  w i t h  h i g h  c h a l l e n g e  d o s e s .  The  v i r u l e n c e

o f  t h e  s t r a i n s  8 6 3 I - I V  a n d  i t s  S t r ^  s p o n t a n e o u s  m u t a n t  was  t o o

l o w  t o  be c a l c u l a t e d  s i n c e  n e i t h e r  s t r a i n  k i l l e d  a n y  o f  t h e
7 4t w e n t y  mi ce  i n j e c t e d  e v e n  a t  d o s e s  o f  1 . 7 x 1 0  a n d  5 . 3 x 1 0  c f u  

p e r  mouse  r e s p e c t i v e l y .

F i n a l l y ,  t h e  v i r u l e n c e  o f  t h e  s t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 R  a f t e r  p r o ­

l o n g e d  s u b c u l t u r e  on  TSA ( S t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 R ( 3 4 ) )  o r  a f t e r  a c q u i r i n g  

t h e  p l a s m i d  R 6 8 . 4 5  ( S t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 R P )  was  a l s o  i n v e s t i g a t e d  t o  

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

s t r a i n  was f o u n d  t o  h a v e  g r e a t l y  r e d u c e d  v i r u l e n c e  ( BD^ q -  

3 . 1 x 1 0 ^  c f u  p e r  m o u s e )  c o m p a r e d  w i t h  t h e  p a r e n t  s t r a i n .  

A c q u i s i t i o n  o f  t h e  p l a s m i d  h a d  no  s i g n i f i c a n t  e f f e c t  on  t h e  

v i r u l e n c e  o f  4 4 1 2 2 / 7 R P .

b )  . I n t r a n a s a l  r o u t e .

The o b s e r v e d  d i f f e r e n c e  i n  v i r u l e n c e  i n t r a c e r e b r a l l y  o f  

s t r a i n s  4 4 1 2 2 / 7 S  a n d  4 4 1 2 2 / 7 R  p r o m p t e d  t h e  i n v e s t i g a t i o n  o f  

t h e i r  v i r u l e n c e  i n  m i c e  by  t h e  i n t r a n a s a l  r o u t e .



± ± p

T a b l e  1 8 .  V i r u l e n c e  f o r  m i c e  by  t h e  i n t r a c e r e b r a l  r o u t e  : 

O t h e r  p h a s e - I  B.  p e r t u s s i s

LD^q i n  c o l o n y  f o r m i n g  u n i t s  p e r  mouse  ( a n d  95% c o n f i d -  

' e n c e  l i m i t s )

4 4 1 2 2 / 7 S  4 4 1 2 2 / 7 R  1 8 3 3 4  1 8 3 3 4 ® " ^  T a b e r m a n

56 > 2 . 4 z l O ^  >  2 . 4 x 1 0 ^

( 3 . 5 , 9 1 2 )

T a b l e  1 9 .  V i r u l e n c e  f o r  m i c e  by t h e  i n t r a c e r e b r a l  r o u t e  :

C o m p a r i s o n  o f  p h a s e - I V  s t r a i n s  a n d  s t r a i n  44 -1 22 /7 R .

LD^q i n  c o l o n y  f o r m i n g  u n i t s  p e r  mouse  ( a n d  95% c o n f i d -  
E x p t .  e n c e  l i m i t s )

4 4 1 2 2 / 7 R 3 5 3 - I V
8 - 1

3 5 3 - I V L 8 4 - I V

10
56

( 3 . 5 ,  9 12 )

> 4 . 3 x 1 0 ^ > 1 . 3 x 1 0 ^

12 1 X i o4

(1.69x10^,
7.4x1q4)

5
> a 7 x i o

5
> 5.7x10



T a b l e 2 0 .  V i r u l e n c e  f o r  m i c e  by  t h e  i n t r a c e r e b r a l  r o u t e  :

S t r a i n  44-122 /7R,  b e f o r e  a n d  a f t e r a t t e n u a t i o n

a n d  a c q u i s i t i o n  o f  p l a s m i d  R 6 8 . 4 5

E x p t .

LD^q i n  c o l o n y  f o r m i n g  u n i t s  p e r  mous e ( a n d  95% c o n f i d ­
e n c e  l i m i t s )

4 4 1 2 2 / 7 R  4 4 1 2 2 / 7 R ( 3 4 ) 4 4 1 2 2 / 7 R P

13 3 . 1  X 1 0 '^

<  540 L L 
( l . 5 x l 0 r ,  8 , 3 x 1 0 ^ )

1-5-
<  122

140
( 9 5 , 2 0 8 )



J . J L J

T h e r e  was  no s t r i k i n g  d i f f e r e n c e  i n  v i r u l e n c e  b y  t h e  i n t r a ­

n a s a l  r o u t e , T b e s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n t  s t r a i n  a p p e a r e d  t o  be  

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

a s  j u d g e d  by l e t h a l i t y  ( T a b l e  2 1 )  b u t  t h i s  d i f f e r e n c e  was  n o t
Q

s i g n i f i c a n t .  The r e l a t i v e  p o t e n c y  v a l u e  f o r  t h e  S t r  s t r a i n  

was  w i t h i n  t h e  95% c o n f i d e n c e  l i m i t s  f o r  t h e  v a l u e  f o r  t h e  S t r ^
A

s t r a i n  ( A p p e n d i x  2 . 3 ) .  The LD^q was  9 x 1 0  c f u  p e r  m o u s e  f o r
S 5 Rt h e  S t r  s t r a i n  a n d  4 . 8 x 1 0  f o r  t h e  S t r  s t r a i n .  T h e s e  v a l u e s

a r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  r e p o r t e d  f o r  s t r a i n  353 ( a l s o  v i r u l e n t

i n t r a n a s a l l y )  e x a m i n e d  b y  S t a n d f a s t  ( I 9 6 l ) ,  a n d  f o r  s t r a i n  1 8 3 2 3

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

t h i s  D e p a r t m e n t  ( L . Q .  S t e v e n s o n ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .

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

p a t h o l o g y  a n d  r e c o v e r y  o f  o r g a n i s m s  f r o m  t h e  l u n g s  a f t e r  14  d a y s  

o f  i n f e c t i o n  w e r e  a l s o  e x a m i n e d .  A g a i n  no  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  

b e t w e e n  t h e  t wo  s t r a i n s  was  o b s e r v e d ,

5 , 1 . 2  H i s t a m i n e - s e n s i t i z i n g  a c t i v i t y

HSF a c t i v i t i e s  i n  h e a t e d  ( 56°C f o r  30  m i n )  c e l l  s u s p e n s i o n s  

o f  s t r a i n s  4 4 1 2 2 / 7 S  a n d  44-122/7R f r o m  f o u r  g r o w t h  e x p e r i m e n t s  

a r e  s u m m a r i z e d  i n  T a b l e  2 2 .  The c o m p l e t e  d a t a  o b t a i n e d  f r o m  

t h e s e  f o u r  e x p e r i m e n t s  a r e  g i v e n  i n  A p p e n d i x  ( 3 ) .

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

t h e  o v e r a l l  b e s t - e s t i m a t e  v a l u e s  f o r  t h e  p o t e n c y  o f  4 4 1 2 2 / 7 R

r e l a t i v e  t o  t h a t  4 4 1 2 2 / 7 8  was  1 . 9 6  w i t h  95% c o n f i d e n c e  l i m i t
R( A p p e n d i x  3 ) .  T h u s  t h e  S t r  s t r a i n  a p p e a r e d  t o  c o n t a i n  s i g n i f -  

i c a l l y  more  HSF t h a n  t h e  p a r e n t  s t r a i n .



T a b l e  2 1 .  V i r u l e n c e  f o r  m i c e  by  t h e  i n t r a n a s a l  r o u t e  :

B r a n e f o r s  s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n t  a n d  s e n s i t i v e  

s t r a i n s

S t r a i n Dose  ( c f u /  
m o u s e )

D e a t h s /
i n j e c t e d

m i c e

Lung  p a t h o l o g y  
s c o r e  f r o m  0 

t o  4

Amount  o f  g r o w t h  
s c o r e  f r o m  0 t o  

4

4 4 1 2 2 / 7 3 4 . 3 x 1 0 ^ 4 / 5 2 2

4 . 3 x 1 0 ^ 2 / 5 1 ; 3 ; 3  ( T o t a l = 7 ) 2 ; 4 ; 4  ( 1 0 )
4 . 3 x 1 0 ^ 0 / 5 2 ; 3 ; 3 ; 3 ; 3  ( 1 4 ) 0 ; 4 ; 4 ; 4 ; 4  ( 1 6 )

S a l i n e
o n l y

0 / 5 0 0

4 4 1 2 2 / 7 R 1 . 5 2 x 1 0 ^ 5 / 5 *

1 , 5 2 x 1 0 ^ 5 / 5 - -

1 . 5 2 x 1 0 ^ 0 / 5 2;  3;  3;  3;  4 ( 1 5 ) 4 ; 4 ; 2 ; 4 ; 4  ( 1 8 )

1 . 5 2 x 1 0 ^ 0 / 5 1 ; 2 ; 2 ; 3 ; 4  ( 1 2 ) 3 ; 4 ; l ; 4 ; 3  ( 1 5 )

C o m p u t e d  r e s u l t s  ( L e t h a l i t y )

S t r a i n R e l . p o t 9 5% c o n f i d e n c e  l i m i t s LDj q  ( c f u / m o u s e

4 4 1 2 2 / 7 S 1 . 0 9 . 0  X 10^

4 4 1 2 2 / 7 R 1 . 88 0 . 31 1 1 . 6 5 4 . 8  X 1 0 ^

* A l l  d i e d



T a b l e  2 2 .  H i s t a i p l n e - s e n s i t i z i n g  a c t i v i t y  o f  B r a n e f o r s  s t r a i n s

C e l l s  w e r e  g r o w n  f o r  48  h  i n  S t a i n e r  a n d  S c h o l t e  medium 

o r  i n  H o r n i b r o o k  Medium ( E x p e r i m e n t  3 ) .

HSD^Q i n  o p a c i t y  u n i t  R e l .  p o t .  ( a n d  95% c o n f i d e n c e

( o u .  ml  p e r  m o u s e )

4 4 1 2 2 / 7 S  4 4 1 2 2 / 7 R  4 4 1 2 2 / 7 S

l i m i t s )

4 4 1 2 2 / 7 R

4

3 . 9 2

5 .66

1 . 9 6

8 . 8 1

3 . 9 2

1 . 9

3 . 86

4 . 0 4

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0
( 0 . 1 5 ,  6 . 4 1 ) 

2 . 9 7  

( 1 . 4 9 ,  5 . 1 5 )  

0 . 5

( 0 . 1 5 ,  1 . 7 3 ) 

2 . 1 7  

( 0 . 4 5 ,  3 9 . 5 )

B e s t - e s t i m a t e  v a l u e  o f  r e l a t i v e  p o t e n c y  ( s e e  A p p e n d i x  3)  o f  

4 4 1 2 2 / 7 R  ( a n d  95% c o n f i d e n c e  l i m i t )  = 1 . 9 6  ( 1 . 1 7 ,  3 . 2 8 ) .



5 . 1 . 3  H e a t - l a b i l e  t o x i c i t y

H e a t - l a b i l e  t o x i n  i s  one  o f  t h e  p a t h o p h y s i o l o g i c a l  

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

may h a v e  a r o l e  i n  v i r u l e n c e ,  HLT i s  l e t h a l  t o  m i c e  when  

u n h e a t e d  c e l l  s u s p e n s i o n s  a r e  i n j e c t e d  i n t r a p e r i t o n e a l l y ,

g
Two i n d e p e n d e n t  HLT t e s t s  w e r e  d on e  o n  B r a n e f o r  S t r  a n d

RS t r  s t r a i n s  ( T a b l e  2 3 ) .  The f i r s t  e x p e r i m e n t  was  w i t h  g r o u p s  

o f  10 m i c e  p e r  d o s e  i n  w h i c h  s t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 S  was  f o u n d  t o  be  

4 - f o l d  more  p o t e n t  w i t h  r e g a r d  t o  HLT a c t i v i t y .

I n  t h e  s e c o n d  e x p e r i m e n t  g r o u p s  o f  4 m i c e  p e r  d o s e  w e r e

u s e d .  S t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 S  was  a g a i n  f o u n d  t o  c o n t a i n  more  HLT

t h a n  4 4 1 2 2 / 7 R  b u t - t h i s  d i f f e r e n c e  was  n o t  s i g n i f i c a n t .  The

b e s t - e s t i m a t e  v a l u e  o f  HLT p o t e n c y  o f  4 4 1 2 2 / 7 S  r e l a t i v e  t o

4 4 1 2 2 / 7 R  f r o m  t h e  two e x p e r i m e n t s  was  2 . 5  ( A p p e n d i x  4 ) .  Thus  
St h e  S t r  s t r a i n  w h i c h  i s  l ow i n  v i r u l e n c e  f o r  m i c e  by  t h e  i n t r a ­

c e r e b r a l  r o u t e  a p p e a r s  t o  h a v e  a h i g h e r  HLT c o n t e n t  t h a n  t h e  
Rv i r u l e n t ,  S t r  s t r a i n .

a
5 . 1 . 4  H a e m a g g l u t i n j t i n g  a c t i v i t y

The h a e m a g g l u t i n i n ( s )  o f  B . p e r t u s s i s  may be  i n v o l v e d  i n

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

h o s t  a n d  t h e r e f o r e  may be i m p o r t a n t  i n  v i r u l e n c e .  When 

S RB r a n e f o r s  S t r  a n d  S t r  s t r a i n s  w e r e  c o m p a r e d  f o r  HA c o n t e n t  no  

s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  was f o u n d  a l t h o u g h  t h e  HA t i t r e  i n  b o t h  

s t r a i n s  was  v e r y  l o w .  The t i t r e s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  S t r ^  s t r a i n
g

w e r e  2 a n d  4 c o m p a r e d  w i t h  2 . a n d  2 i n  t h e  S t r  s t r a i n  i n  two  

s e p a r a t e  g r o w t h  e x p e r i m e n t s .



T a b l e  23* H e a t - l a b i l e  t o x i c i t y  i n  B r a n e f o r s  s t r e p t o m y c i n -  

s e n s i t i v e  a n d  s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n t  s t r a i n s .  

C o m p u t e d  R e s u l t s

E x p t . l  Dose ( o u . m l /  
m o u s e )

Log d o s e T e s t e d Re s p e n d i n g

44122 /VR 5 . 0 0 , 6 9 9 10 6
2 . 5 0 . 3 9 7 9 10 3

01 . 2 5 0 . 0 9 6 9 10
0 . 6 2 5 - 0 . 2 0 4 1 10 0

4 4 1 2 2 / 7 S 2 . 5 0 . 3 9 7 9 10 8
1 . 2 5 0 . 0 9 8 9 10 8
0 . 6 2 5 - 0 . 2 0 4 1 10 2
0 . 3 1 2 - 0 . 5 0 5 1 10 1

R e l . p o t .

7R

95 pc  l i m i t s  ED^^ 

4 . 2 7

l o g R  W - l o g ^ LogED^Q W-logED^Q

Cu63 2 3 . 7 3
7S 4 . 4 4 3  

E x p t . 2 j

4 4 1 2 2 / 7 R

4 4 1 2 2 / 7 8

R e l , p o t

7R

78 1 . 2 3 9

2 . 6 1 4  8 . 757 6 . 9 6  0 . 6 4 7 7 1 4 . 5 1 0 . 0 1 7 7  3 5 . 7 5

( o ù . m l /  
m o u s e )

Log d o s e  T e s t e d Re s p e n d i n g

5 . 0 0 . 6 9 9 0 4 3
2 . 5 0 . 3 9 7 9 4 3
1 . 2 5 0 . 0 9 6 9 4 0
0 . 6 2 5 - 0 . 2 0 4 1 4 0
0 . 3 1 2 5 - 0 . 5 0 5 1 4 0

5 . 0 0 . 6 9 9 0 4 4
2 . 5 0 . 3 9 7 9 4 3
1 . 2 5 0 . 0 9 6 9 4 0
0 . 6 2 5 0 - 0 . 2 0 4 1 4 0
0 . 3 1 2 5 - 0 . 5 0 5 1 4 0

95 pc l i m i t s  ED^^  Log^ W - l o g ^ LogED^Q W-logED^Q

2 . 6 2 0 . 4 1 8 6  2 2 . 5 4

0 . 6 3 2  2 . 4 7 9  2 . 1 2  0 . 0 9 3 1  1 1 . 3 4  0 . 3 2 5 5  2 2 . 8 1



5.1.5 Agglutinability
Q R

The c e l l - s u r f a c e  a g g l u t i n o g e n s  o f  S t r  a n d  S t r  B r a n e f o r s  

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

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

t h e  S t r ^  m a r k e r .  S p e c i f i c  a n t i s e r a  t o  B. p e r t u s s i s  a g g l u t i n ­

o g e n  f a c t o r s  1 ,  2 ,  3 a n d  4 w e r e  u s e d .

The s t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 R  was  f o u n d  t o  d i f f e r  f r o m  t h e  4 4 1 2 2 / 7 S

s t r a i n  i n  p o s s e s s i n g  f a c t o r  2 s p e c i f i c i t y  i n  a d d i t i o n  t o  f a c t o r s
S R1 a n d  3 f o u n d  i n  t h e  S t r  s t r a i n .  None o f  t h e  S t r  t r a n s f o r m a n t s

o r  S t r ^  m u t a n t s  t e s t e d  h a d  a c q u i r e d  f a c t o r  2 .  The a t t e n u a t e d  

s t r a i n  ( 4 4 1 2 2 / 7 R  ( 3 4 ) )  r e t a i n e d  a g g l u t i n o g e n  2 e v e n  a f t e r  p r o ­

l o n g e d  s u b c u l t u r e  on b l o o d  a g a r  a n d  TSA medi um ( T a b l e  2 4 ) .

None o f  t h e  s t r a i n s  t e s t e d  g a v e  a p o s i t i v e  r e a c t i o n  w i t h  t h e  

f a c t o r  4 a n t i s e r u m .

5 . 1 . 6  P r o t e c t i v e  a c t i v i t y

G r a d e d  d o s e s  o f  h e a t e d  c e l l ,  s u s p e n s i o n s  o f  s t r a i n s  44-122 /7S  

a n d  4 4 1 2 2 / 7 R  w e r e  i n j e c t e d  i n t o  r a n d o m i z e d  g r o u p s  o f  10  3 - w e e k  

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

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

a c o m p u t e r  p ro g r a mm e  ( A p p e n d i x  5) a n d  T a b l e  2 5.  The r e l a t i v e  

p o t e n c y  v a l u e  a n d  c o n f i d e n c e  l i m i t s  show t h a t  t h e r e  was  no  

s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  p r o t e c t i v e  a c t i v i t y  i n  t h e  two  s t r a i n s



T a b l e  2 4 . S l i d e  a g g l u t i n a t i o n t e s t s  w i t h  t y p e - s p e c i f i c

a n t i s e r a .

S t r a i n V i s i b l e  a g g l u t i n a t i o n  w i t h  a n t i s e r a  

F a c t o r  1 F a c t o r  2 F a c t o r  3
s p e c i f i c  f o r  : -  

F a c t o r  4

4 4 1 2 2 / 7 S + + — •)• + + -

4 4 1 2 2 / 7 R + + + + + + + -

4 4 1 2 2 / 7 R ( 3 4 )  ++ ++ + + + —

M u t a n t - 2 + + — + + + -

M u t a n t - X + — + + + -

T r a n s , X + + — + + + -

T r a n s . B + + — + + + -

+  +  +  =

+ +

R a p i d  f o r m a t i o n  o f  l a r g e  a g g l u t i n a t e s ,  

c o m p l e t e  w i t h i n  3 m i n .

A g g l u t i n a t i o n  v i s i b l e  w i t h i n  3 min and c o m p l e t e  

i n  5 mi n .

No a g g l u t i n a t i o n  v i s i b l e  t o  n ak ed  e y e  w i t h i n  5 min

c



Table 25. Mouse-protection test data

s t r a i n Dose  ( o u . m l  p e r  m o u s e )  No.  o f  m i c e  No.  p r o t -

t e s t e d  e c t e d

5 . 0 10 7

4 4 1 2 2 / 7 S 1 . 0 10 2

0 . 2 0 10 1

5 . 0 10 7

4 4 1 2 2 / 7 R 1 . 0 10 3

0 . 2 0 10 1

Compute  d r e s u l t s

S t r a i n R e l a t i v e  p o t e n c y 95% c o n f i d e n c e  l i m i t s BD50

4 4 1 2 2 / 7 S 1 . 0 2 . 8 5

4 4 1 2 2 / 7 R 1 . 5 7 0 . 3 3 2  9 . 9 1 7 1 . 8 1



5 . 2  B i o c h e m i c a l  c h a r a c t e r i z a t i o n

5 . 2 . 1  A n t i b i o t i c  s e n s i t i v i t y  t e s t s

The  o b s e r v a t i o n  o f  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  B r a n e f o r s  S t r ^  a n d
g

S t r  B.  p e r t u s s i s  s t r a i n s  w i t h  r e s p e c t  t o  v i r u l e n c e  f o r  m i c e  by  

t h e  i n t r a c e r e b r a l  r o u t e  a n d  a g g l u t i n o g e n  c o n t e n t ,  p r o m p t e d  

f u r t h e r  c h a r a c t e r i z a t i o n  t e s t s .

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

t h e  d e g r e e  o f  S t r ^  a n d  v i r u l e n c e  o f  t h e  v a r i o u s  s t r a i n s ,  t h e  

m i n i m a l  i n h i b i t o r y  c o n c e n t r a t i o n  (MIC) o f  s t r e p t o m y c i n  was  

i n v e s t i g a t e d  by  s t r e a k i n g  t h e  o r g a n i s m  o n t o  B-G p l a t e s  c o n t a i n i n g  

v a r i o u s  a m o u n t s  o f  a n t i b i o t i c .  T a b l e  26 s h o ws  t h a t  a l l  s t r e p ­

t o m y c i n - r e s i s t a n t  m u t a n t s  a n d  t r a n s f o r m a n t s  d e r i v e d  f r o m  

B r a n e f o r s  s e n s i t i v e  s t r a i n  w e r e  r e s i s t a n t  up t o  7 00 0  / ig ml  ^ 

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

p o o r .  W i t h  6 0 0 0  f ig m l ” ^ s t r e p t o m y c i n ,  g o o d  g r o w t h  was  o b t a i n e d  

w i t h  a l l  o f  t h e s e  s t r a i n s .  The  p a r e n t  4 4 1 2 2 / 7 8  s t r a i n  was

f o u n d  t o  be  s e n s i t i v e  t o  1 f ig ml  ^ s t r e p t o m y c i n  i . e .  i t  d i d

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

1 8 3 3 4  w h i c h  i s  a v i r u l e n t  i n t r a c e r e b r a l l y -  s h o w e d  a s i m i l a r

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

( 1 8 3 3 4  ̂ ^)  was  o b t a i n e d  b u t  was  a l s o  s hown t o  be  a v i r u l e n t  

i n t r a c e r e b r a l l y  ( s e c t i o n  5 . 1 . 1 ) .  H o w e v e r ,  t h e  MIC o f  s t r e p t o ­

m y c i n  f o r  t h i s  s t r a i n  was  2 0 0 0  f ig  ml ^ .

The r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  S t r ^  a n d  r e s i s t a n c e  t o  o t h e r  a n t i ­

b i o t i c s  was  i n v e s t i g a t e d  by  t h e  u s e  o f  N e o - s e n s i t a b .  a r t i b i o t i c s  

d i s c s .  The e f f e c t  o f  e a c h  a n t i b i o t i c  was  t e s t e d  on  a t  l e a s t  

2 p l a t e  c u l t u r e s  o f  e a c h  s t r a i n ,  a n d  t h e  a v e r a g e  z o n e  o f



Table 26. Minimal inhibitory concentration of
s t r e p t o m y c i n  o f  B. p e r t u s s i s  s t r a i n s .

48  h  c u l t u r e s  was s t r e a k e d  f r o m  B-G p l a t e s  o n t o  B-G 

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

S t r a i n MIC i n  j ig ml ^ 

s t r e p t o m y c i n

S t r a i n MIC i n  jig ml  ^ 

s t r e p t o m y c i n

4 4 1 2 2 / 7 1 M u t a n t - 1 7 0 0 0

1 8 3 3 4 1 M u t a n t - 2 7 0 0 0

1 83 34 ®" ^ 2 000 M u t a n t - X 7000

4 4 1 2 2 / 7 R •7000

4 4 1 2 2 / 7 R ( 3 4 ) 7 0 0 0

4 4 1 2 2 / 7 R P 7000

T r a n s . A 7000

T r a n s . B 7 0 0 0

T r a n s , E 70 0 0  ‘

T r a n s . X 7000



i n h i b i t i o n  ( i . e .  f r o m  t h e  e d g e  o f  d i s c  t o  e d g e  o f  g r o w t h )  wa s  

d e t e r m i n e d  ( T a b l e  2 7 ) .  W i t h  e a c h  o f  t h e  a n t i b i o t i c s  t e s t e d ,  

e x c e p t  s t r e p t o m y c i n ,  t h e  s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n t  s t r a i n s  s h o w e d  

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

4 4 1 2 2 / 7 8  s t r a i n .

5 . 2 . 2  H a e m o l y s i s  p r o d u c t i o n

F r e s h l y - i s o l a t e d  B.  p e r t u s s i s  s t r a i n s  c h a r a c t e r i s t i c a l l y  

show s m a l l  z o n e s  o f  h a e m o l y s i s  a r o u n d  t h e i r  c o l o n i e s  on  B-G 

m e d i a ,  w h e r e a s  d e g r a d e d  s t r a i n s  u s u a l l y  l a c k  t h i s  c h a r a c t e r .  

S i n c e  B r a n e f o r s  s t a t e d  t h a t  s t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 R  was  more  r e s i s t a n t  

t o  g r o w t h  i n h i b i t o r s  t h a n  t h e  p a r e n t  s t r a i n  i t  was  t h o u g h t  t h a t  

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

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

on  B-G p l a t e s  w h i c h  c o n t a i n e d  20% ( v / v )  h o r s e  b l o o d  a n d  o n  TSA 

c o n t a i n i n g  5% ( v / v )  h o r s e  b l o o d .  Two o t h e r  p h a s e - I  s t r a i n s ,  

3 5 3 - 1  a n d  1 8 3 3 4 ,  w e r e  a l s o  e x a m i n e d .  H a e m o l y s i s  was o b s e r v e d  

w i t h  a l l  f o u r  s t r a i n s  on  b o t h  m e d i a  a n d  no d i f f e r e n c e s  w e r e  

o b s e r v e d  i n  t h e  s i z e  o f  z o n e s  o f  h a e m o l y s i s .

5 . 2 . 3  T y r o s i n e  u t i l i z a t i o n  t e s t

The a p p a r e n t  c o n v e r s i o n  o f  B.  p e r t u s s i s  t o  B.  p a r a p e r t u s s i s  

d u r i n g  m u t a g e n e s i s  was r e p o r t e d  by  Kumazawa a n d  Y o s h i k a w a  ( 1 9 7 8 )  

Some m u t a n t s  g a i n e d  t h e  a b i l i t y  t o  u t i l i z e  t y r o s i n e  a n d  c i t r a t e  

a n d  s p l i t  u r e a .  The s t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 R  a n d  S t r ^  m u t a n t s  a n d  - 

t r a n s f o r m a n t s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  S t r  4 4 1 2 2 / 7 8  B.  p e r t u s s i s  

s t r a i n  w e r e  t e s t e d  f o r  t y r o s i n e  u t i l i z a t i o n  t o  s c r e e n  f o r  

p o s s i b l e  c o n v e r s i o n  t o  B.  p a r a p e r t u s s i s .  B o t h  t h e  p a r e n t



Table 27. Antibiotic sensitivity tests : Disc Method.

A n t i b i o t i c

D i s c

Zone  o f I n h i b i t i o n  (mm)

4 4 1 2 2 / 7 3 4 4 1 2 2 / 7 R  T r a n s .  
A

T r a n s . 
B

M u t a n t
- 1

M u t a n t
- 2

S t r e p t o m y c i n

( 1 6 0  / ig)

21 0 0 0 0 0

P e n i c i l l i n

(2  f ig)

9 9 10 10 9 9

P e n i c i l l i n  

( 1 0 0  n g )

27 30 . 31 32 32 33

E r y t h r o m y c i n  

( 1 0  M g )

18 22 22 25 22 24

E r y t h r o m y c i n

( 78  MS)

22 21 28 30 30 30

T e t r a c y c l i n e  

( 1 0  Mg)

12 13 15 16 15 16

T e t r a c y c l i n e  

(SO f i g)

16 23 26 24 24 24

A m p i c i l l i n  

( 1 0  MS)

24 30 30 31 30 30

A m p i c i l l i n  

( 33  Mg)

25 32 32 32 32 31



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

None o f  t h e  S t r ^  m u t a n t s  o r  t r a n s f o r m a n t s  n o r  t h e  p a r e n t  s t r a i n

w e r e  f o u n d  t o  he  t y r o s i n e  p o s i t i v e .

A n o t h e r  c h a r a c t e r i s t i c  o f  B . p a r a p e r t u s s i s , p r o d u c t i o n  o f  

b r o w n  p i g m e n t a t i o n  on  B-G a g a r  was  e x a m i n e d .  None o f  t h e  

B.  p e r t u s s i s  v a r i a n t s  s h o w e d  t h i s  p r o p e r t y .

5 . 2 . 4  E f f e c t  o f  s t a r c h  on g r o w t h  o f  B.  p e r t u s s i s

B r a n e f o r s  ( 1 9 6 4 ) h a d  s ho wn  t h a t  t h e  S t r ^  s t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 R  

h a d  t h e  a b i l i t y  t o  g ro w i n  Co h e n  a n d  W h e e l e r  l i q u i d  medium 

w i t h o u t  s t a r c h ,  w h e r e a s  s t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 8  w o u l d  n o t .

I n  i n i t i a l  e x p e r i m e n t s  i t  was  f o u n d  t h a t  n e i t h e r  s t r a i n

w o u l d  g r ow  i n  Co h en  a n d  W h e e l e r  medium w i t h o u t  s t a r c h  u n l e s s  

a l a r g e  i n o c u l u m  was  g i v e n .  Thus  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  

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

t h e  B r a n e f o r s  s t r a i n s  i n  l i q u i d  a n d  s o l i d  C o h en  a n d  W h e e l e r  

med ium was  e x a m i n e d  more  c l o s e l y .  G r o w t h  f r o m  4 ^ h c u l t u r e  

on  B-G p l a t e s  was s t r e a k e d  o n t o  Co h en  a n d  W h e e l e r  s o l i d  medium 

c o n t a i n i n g  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  s t a r c h  ( 0 ,  1 ,  2 ,  5%).

The t wo  s t r a i n s  w e r e  a l s o  i n o c u l a t e d  i n t o  C oh e n  a n d  W h e e l e r  

l i q u i d  medium c o n t a i n i n g  s i m i l a r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  s t a r c h .

I t  was  f o u n d  t h a t  b o t h  s t r a i n s  w o u l d  g row on  s o l i d  C oh e n  a n d  

W h e e l e r  medium w i t h  a n d  w i t h o u t  s t a r c h .  I n  t h e  l i q u i d  medium 

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

was  g r e a t e r  t h a n  2% ( v / v ) .  T h u s ,  c o n t r a r y  t o  t h e  r e p o r t  o f  

B r a n e f o r s  ( 1 9 6 4 ) s t a r c h  d i d  n o t  h a v e  a d i f f e r e n t i a l  e f f e c t  on 

t h e  g r o w t h  o f  t h e s e  s t r a i n s .



5 . 2 , 5  C o m p a r i s o n  o f  4 4 1 2 2 / 7 8  a n d  4 4 1 2 2 / 7 R  s t r a i n s  by 

SDS-PAGE.

The p r o t e i n  p r o f i l e s  o f  s t r a i n s  4 4 1 2 2 / 7 8  a n d  4 4 1 2 2 / 7 R  

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

by s l a b - g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  S D 8 . F i g u r e  7

s hows  a s i d e - b y - s i d e  c o m p a r i s o n  o f  t h e s e  p r o f i l e s .  No d i f f e r ­

e n c e s  i n  w h o l e  c e l l  o r  e n v e l o p e  p r o t e i n  c o n t e n t  c o u l d  be 

d e t e c t e d .  B o t h  s t r a i n s  s h o w e d  t y p i c a l  p h a s e - I  e n v e l o p e  

p r o f i l e s  ( Wa r d l aw  e_t a ] , , 1 9 7 6 ) .  H o w e v e r ,  a m a j o r  d i f f e r e n c e  

was  o b s e r v e d  i n  t h e  p r o f i l e s  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n s .

The s t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 R  s h ow e d  a p r o m i n e n t  b a n d  ( a r r o w ) ,  w i t h  a 

m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  a p p r o x i m a t e l y  2 9 , 0 0 0  d a l t o n ,  w h i c h  was  

a b s e n t  o r  much r e d u c e d  i n  s t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 8 .



F i g u r e  7 .  P r o t e i n  p r o f i l e s  o f  s t r a i n s  4 4 1 2 2 / 7 3  a n d  

4 4 1 2 2 / 7 R .  Whole c e l l s ,  e n v e l o p e  a n d  

c y t o p l a s m i c  p r o t e i n s .
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DISCUSSION



1 .  D e v e l o p m e n t  o f  a t r a n s f o r m a t i o n  s y s t e m

V a r i o u s  c e l l  c o m p o n e n t s  i n  B.  p e r t u s s i s  i n c l u d i n g  

p e r t u s s i g e n ,  p r o t e c t i v e  a n t i g e n ;  a g g l u t i n o g e n s ;  h e a t - l a b i l e  

t o x i n  a n d  e n d o t o x i n  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d ,  b u t  i n  m o s t  i n s t a n c e s  

t h e  g e n e t i c  b a s i s  o f  t h e i r  b i o l o g i c a l  a c t i v i t i e s  h a s  n o t  b e e n  

d e t e r m i n e d .  A p a r t  f r o m  g e n e  m a p p i n g  i n  B.  p e r t u s s i s , g e n e t i c  

s t u d i e s  may p r o v i d e  a n  i m p o r t a n t  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  r e l a t i o n ­

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

I t  w o u l d  be i m p o r t a n t  f o r  e x a m p l e  t o  d e t e r m i n e  i f  t h e  v i r u l e n c e -  

a s s o c i a t e d  p r o p e r t i e s  a r e  c o d e d  f o r  by  c l o s e l y  l i n k e d  g e n e s  o r  

p e r h a p s  e v e n  by  a s i n g l e  g e n e  o r  o p e r o n .  I t  w o u l d  be  a l s o  o f  

i n t e r e s t  t o  r e f e r  e a c h  o f  t h e  v a r i o u s  b i o l o g i c a l  a c t i v i t i e s  i n  

B.  p e r t u s s i s  t o  a p a r t i c u l a r  c e l l  c o m p o n e n t ,  s i n c e  a g r e a t  d e a l  

o f  w or k  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  i n t e r r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e s e  

a c t i v i t i e s  h a s  y i e l d e d  c o n t r o v e r s y .  F o r  i n s t a n c e  w h e t h e r  

a c t i v i t i e s  s u c h  a s  HSF; PA; LPF a r e  due  t o  one  c e l l  c o m p o n e n t  

o r  due t o  s e v e r a l  c o m p o n e n t s  i s  s t i l l  n o t  c l e a r .  I t  may be 

p o s s i b l e  by g e n e  t r a n s f e r  b e t w e e n  s t r a i n s  w i t h  d i f f e r e n t  b i o ­

l o g i c a l  a c t i v i t i e s  t o  s e l e c t  s t r a i n s  p o s s e s s i n g  p a r t i c u l a r  

b i o l o g i c a l  p r o p e r t i e s ,  b u t  n o t  o t h e r s .  At  t h e  moment  a b e t t e r  

u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  p r o t e c t i v e  a c t i v i t y  a n d  t h e  t o x i c i t y  c a u s e d  

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

o f  p r o t e c t i v e  c o m p o n e n t s  f r o m  a p h a s e - I  s t r a i n  t o  a r T ^ v i r u l e n t , 

n o n - t o x i c  p h a s e - I V  s t r a i n  may l e a d  t o  t h e  i s o l a t i o n  o f  a 

d e r i v a t i v e  o f  B. p e r t u s s i s  w h i c h  w o u l d  be u s e f u l  f o r  t h e  p r o d u c t ­

i o n  o f  a s a f e r  v a c c i n e .

At  t h e  t i m e  t h i s  w o r k  s t a r t e d ,  t h e r e  h a d  b e e n  o n l y  one  

r e p o r t  d e s c r i b i n g  t r a n s f o r m a t i o n  o f  s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n c e



s Rby exposing Str cells to DNA extracted from a Str strain
( B r a n e f o r s ,  1 9 6 4 ) .  She  r e p o r t e d  t h e  i s o l a t i o n  o f  S t r ^  t r a n s f o r m a n t  

w i t h  a f r e q u e n c y  h i g h e r  t h a n  800  c o l o n i e s  ml  ^ u n d e r  o p t i m a l  

c o n d i t i o n s .  The c o n c e n t r a t i o n  o f  c a s e i n h y d r o l y s a t e  ( 0 . 5 %  w / v )  

a n d  t h e  t i m e  b e t w e e n  a d d i t i o n  o f  DNA a n d  p l a t i n g  o n t o  t h e  s e l ­

e c t i v e  medium ( 1 1  h)  w e r e  r e p o r t e d  t o  be c r u c i a l  f a c t o r s .  

S u b s e q u e n t l y  K l o o s  e t .  .ËlI*  ( 1 9 7 8 )  r e p o r t e d  t r a n s f e r  o f  a u x o t r o p h i c  

m a r k e r s  by t r a n s f o r m a t i o n  i n  B.  p e r t u s s i s  s t r a i n s .  A l t h o u g h  

t h e  f r e q u e n c y  o f  t r a n s f o r m a t i o n  o f  some s t r a i n s  wa s  h i g h ,  o t h e r  

s t r a i n s  h ad  o n l y  v e r y  l ow c o m p e t e n c e  o r  l o s t  c o m p e t e n c e  s h o r t l y  

a f t e r  t h e i r  i s o l a t i o n .  K l o o s  ejb a_l. f o u n d  t h e  o p t i m a l  t r a n s -
— Xf o r m a t i o n  c o n d i t i o n s  t o  be  8 - 1 0  h o u r s  e x p o s u r e  t o  1 t o  5 fig ml  

o f  d o n o r  DNA on  b o t h  l i q u i d  a n d  s o l i d  ( m o d i f i e d  S t a i n e r  a n d  

S c h o l t e )  medium i n  t h e  p r e s e n c e  o f  O.OQIM C a C l ^ .

I n  o r d e r  t o  d e m o n s t r a t e  t r a n s f o r m a t i o n  a n d  t o  d e f i n e  t h e  

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

B r a n e f o r s  ( 1 9 6 4 )  a n d  K l o o s  ^  ( 1 9 7 8 )  w e r e  r e p e a t e d  o r

m o d i f i e d  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d i e s .  I n  a d d i t i o n ,  p r o c e d u r e s  

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

e t  a l . ( 1 9 7 2 )  i n  t h e  t r a n s f o r m a t i o n  o f  E". c o l i , w e r e  a l s o  

e m p l o y e d .

I n  t h e s e  s t u d i e s ,  r e p e t i t i o n  o f  B r a n e f o r s  w o r k  was  n o t  

■very  s u c c e s s f u l  a n d  o n l y  a f ew S t r ^  t r a n s f o r m a n t s  w e r e  i s o l a t e d  

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

t h i s  was  due t o  s l i g h t  d i f f e r e n c e s  i n  t e c h n i q u e  o r  i n  r e a g e n t s  

o r  due  t o  c h a n g e s  i n  t h e  c o m p e t e n c e  o f  t h e  r e c i p i e n t  s t r a i n .

I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  r e c i p i e n t  s t r a i n  h a d  l o s t  some o f  i t s  

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



o t h e r  s t r a i n s  o f  B . p e r t u s s i s  ( K l o o s  a_l,  1 9 7 8 )  . E v e n  u n d e r  

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

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

B r a n e f o r s .  She  r e p o r t e d  t h a t  t h e  o p t i m u m  p e r i o d  o f  c o m p e t e n c e  

was i n  c u l t u r e s  20  t o  27  h  o l d  i n  0 . 2 5  t o  0 . 5% ( w / v )  c a s e i n  

h y d r o l y s a t e  a f t e r  a p r e l i m i n a r y  g r o w t h  ( p r e - c u l t u r e )  o f  18  t o  

30 h  i n  1% ( w / v )  c a s e i n  h y d r o l y s a t e .  I n  t h e  w o r k  r e p o r t e d  

h e r e ,  t h e  o p t i m u m  p e r i o d  o f  c o m p e t e n c e  was  f o u n d  t o  be  a r o u n d  

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

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

o f  B r a n e f o r s  i f  t h e  p r e - c u l t u r e  p e r i o d  i s  c o n s i d e r e d .

The d u r a t i o n  o f  c o m p e t e n c e  was  r e l a t i v e l y  l o n g  s i n c e  

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

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

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

a l o n g e r  p e r i o d  o f  c o m p e t e n c e  o f  a t  l e a s t  18 t o  20  h o u r s .  I t  

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

s t u d i e s  e n a b l e d  h e r  t o  i s o l a t e  S t r ^  t r a n s f o r m a n t s  o v e r  t h i s  

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

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

o f  o p t i m a l  c o m p e t e n c e .

P r i o r  t o  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  f a c t o r s  known t o  i n c r e a s e  com­

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

B.  p e r t u s s i s . T h e s e  i n c l u d e d  C a C l ^  ( Oishi  and Cosloy,  1 9 7 2 )  

c h i l l i n g  a n d  h e a t  s h o c k  ( C o h n  ^_t 1 9 7 2 ) ;  p r o t e a s e  ( F u c h s  a n d

D o b r z a n s k i ,  1 97 8)  a n d  c y c l i c  AMP ( W i s e  aj^.  1 9 7 3 ) .  The  

e f f e c t  o f  CaCl g  t r e a t m e n t  i n  t h i s  s t u d y  was  i n c o n c l u s i v e .

I n  some e x p e r i m e n t s  t h e r e  w a s  no  e f f e c t  on  t r a n s f o r m a t i o n



f r e q u e n c y  ( T a b l e  2)  w h e r e a s  i n  one  e x p e r i m e n t  i t  was  a p p a r e n t l y  

e f f e c t i v e  ( T a b l e  7 ) .  S i n c e  s u b s e q u e n t  r e p e t i t i o n  o f  t h e  l a t t e r  

e x p e r i m e n t  was  u n s u c c e s s f u l  a n d  a n  e n h a n c e d  e f f e c t  o f  CaCl^  

on  t r a n s f o r m a t i o n  f r e q u e n c y  on  B.  p e r t u s s i s  was  r e p o r t e d  by  

K l o o s  e_t aj^.  ( 1 9 7 8 )  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n ,  p e r h a p s  w i t h  d i f f e r e n t  

s t r a i n s ,  i s  n e e d e d  t o  d e c i d e  w h e t h e r  o r  n o t  C a C l ^  i s  u s e f u l  i n  

t h i s  c o n t e x t .

C o s l o y  a n d  O i s h i  ( 1 9 7 2 )  r e p o r t e d  t h a t  h e a t  s h o c k  was  

e s s e n t i a l  f o r  DNA p e n e t r a t i o n  i n t o  r e c i p i e n t  c e l l s  o f  E . c o l i .

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

was  r e p o r t e d  b y  T a k e t o  a n d  Kuno ( 1 9 7 4 ) .  The i n v e s t i g a t i o n  o f  

t h e  e f f e c t  o f  t h e s e  f a c t o r s  on  B.  p e r t u s s i s  i n d i c a t e d  t h a t  

c h i l l i n g  f o r  40 mi n  s i g n i f i c a n t l y  e n h a n c e d  t h e  t r a n s f o r m a t i o n  

f r e q u e n c y .  I n  c o n t r a s t  t o  E .  c o l i  h e a t  s h o c k  o f  t h e  c o m p e t e n t  

c e l l s  f o r  4 m i n  a t  37°C a f t e r  c h i l l i n g  a b o l i s h e d  t h i s  e n h a n c e ­

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

more  p e r m e a b l e  t o  t h e  DNA p e n e t r a t i o n ,  s i n c e  t h e  v i a b l e  c o u n t s  

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

The r e a s o n  f o r  t h e  n e g a t i v e  e f f e c t  o f  t h e  h e a t  s h o c k  s t e p  i s  

n o t  k nown .  I t  may r e v e r s e  t h e  e f f e c t  o f  c h i l l i n g  o r  i t  may 

h a v e  a n  e n t i r e l y  d i f f e r e n t  mode o f  a c t i o n ,  p e r h a p s  b y  r e d u c i n g  

c e l l  v i a b i l i t y .

The r o l e  o f  p r o t e o l y t i c  e n z y m e s  i n  i n c r e a s i n g  t r a n s f o r m a t i o n  

f r e q u e n c y  i n  S t r e p t o c o c c u s  s a n g u i s  was  i n t e r p r e t e d  i n  t e r m s  o f  

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

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

by  S e t o  ej^ a_l.  ( 1 9 7 5 ) .  A c c o r d i n g  t o  t h i s  h y p o t h e s i s  t h e  

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



f o r  DNA b i n d i n g  w h i c h  a r e  p r e s e n t  b o t h  i n  c o m p e t e n t  a n d  n o n -  

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

n o t  be a f f e c t e d  by  t h e  p r o t e o l y t i c  e n z y m e .  F u c h s  a n d  D o b r z a n s k i  

( 1 9 7 8 ) ,  h o w e v e r ,  d i d  n o t  d e f i n e  t h e  e x a c t  a c t i o n  o f  t h e  p r o t e o ­

l y t i c  enzyme  on  t h e  r e c i p i e n t  c e l l s ,  b u t s u g g e s t e d  t h e  p o s s i b i l i t y  

t h a t  t r y p s i n ,  w h i c h  t h e y  u s e d ,  e l i m i n a t e s  a n  u n k no w n  c e l l u l a r  

f a c t o r  w h i c h  o b s t r u c t s  D N A - c e l l  r e c e p t o r  i n t e r a c t i o n .  E l e c t r o n  

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

t h i s  h y p o t h e s i s .  The enzyme  was  e f f e c t i v e  o n l y  w i t h i n  a s h o r t  

p e r i o d ,  i . e .  ; n o t  l a t e r  t h a n  5 mi n  a f t e r  t h e  p e r i o d  o f  c e l l  

DNA c o n t a c t .

T r e a t m e n t  o f  B . p e r t u s s i s  w i t h  a p r o t e o l y t i c  e nz ym e  d i d  

n o t  e n h a n c e  t h e  t r a n s f o r m a t i o n  f r e q u e n c y .  H o w e v e r ,  t h e  c e l l  

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

c o m p o s i t i o n  a n d  m o l e c u l a r  a r c h i t e c t u r e  t o  t h o s e  o f  G r a m - p o s i t i v e  

o r g a n i s m s  a n d  t h e  enzyme  w o u l d  p r o b a b l y  h a v e  q u i t e  d i f f e r e n t  

e f f e c t s  on  B.  p e r t u s s i s  a n d  S t r e p t o c o c c u s  s a n g u i s .

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

DNA u p t a k e  i n  o t h e r  o r g a n i s m s  was c y c l i c - A M P .  B o t h  c y c l i c -  

AMP a n d  d i b u t y r y l  cAMP w e r e  t r i e d  i n  B.  p e r t u s s i s . The l a t t e r  

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

5 - f o l d  i n c r e a s e  i n  t r a n s f o r m a t i o n  f r e q u e n c y .  No e f f e c t  was
■ ' ■ 'D

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

o b t a i n e d  w i t h  H a e m o p h i l u s  i n f l u e n z a e  i n  w h i c h  Wise  e t  a l . ( 1 9 7 3 )  

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

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

h i g h e s t  c o n c e n t r a t i o n  i n  b a c t e r i a l  s t r a i n s  a t  l a t e  e x p o n e n t i a l  

o r  s t a t i o n a r y  p h a s e  ( O k a h a y a s h i  e t  a l . 1 9 6 3 ) .  A t  t h i s  p e r i o d ,  

s e v e r a l  b a c t e r i a l  s t r a i n s  s u c h  a s  H. i n f l u e n z a e  w e r e  r e p o r t e d



t o  be c o m p e t e n t  ( L e c l e r c  a n d  S e t l o w ,  1 9 7 5 ) .  T h i s  may e x p l a i n  

why h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  e x o g e n o u s  c y c l i c  AMP h a v e  some e f f e c t  

on c o m p e t e n c e  i n  H. i n f l u e n z a e . I t  i s  p o s s i b l e  t h e r e f o r e ,  

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

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

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

b i l i t y  d i f f e r e n c e s  a n d  t h a t  B,  p e r t u s s i s  a n d  H. i n f l u e n z a e  

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

H a v i n g  e x p l o r e d  t h e  f a c t o r s  t h a t  i n f l u e n c e d  t h e  e f f i c i e n c y  

o f  t r a n s f o r m a t i o n ,  t h e  n e x t  s t a g e  i n  t h e  i n v e s t i g a t i o n  was  t o  

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

t h e  s t a n d p o i n t  o f  v i r u l e n c e - a s s o c i a t e d  p r o p e r t i e s .  I n  t h e  f u t u r e , '  

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

B.  p e r t u s s i s  s t r a i n  w i t h  DNA e x t r a c t e d  f r o m  t h e  a t t e n u a t e d  

s t r a i n  w h i c h  r e t a i n e d  r e s i s t a n c e  t o  s t r e p t o m y c i n ,  b u t  was  no 

l o n g e r  v i r u l e n t  i n  o r d e r  t o  s e e  i f  t h e  S t r ^  m a r k e r  i n d u c e d  

v i r u l e n c e  i n  t h e  r e c i p i e n t .  A n o t h e r  p o i n t  o f  i n t e r e s t  i n  t h e  

t r a n s f o r m a t i o n  o f  p h a s e - I V  s t r a i n s  w i t h  DNA f r o m  p h a s e - I  s t r a i n s  

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

a n d  n o t  a n o t h e r  s i n c e  p h a s e - I V  B.  p e r t u s s i s  l a c k s  s e v e r a lx y   £ -----------------------------------------

b i o l o g i c a l  a c t i v i t i e s  c h a r a c t e r i s t i c  o f  f r e s h  i s o l a t e s .

T h i s  s h o u l d  be p o s s i b l e  i f  t h e  b i o l o g i c a l  c h a r a c t e r s  i n  q u e s t i o n  

w e r e  c o d e d  f o r  by  u n l i n k e d  g e n e s .  H o w e v e r ,  s u c h  wo rk  n e e d s  

more  m a r k e r s  ( w h i c h  w i l l  a l s o  be  u s e f u l  f o r  t h e  s t a r t  o f  a 

l i n k a g e  a n a l y s i s  i n  t h i s  o r g a n i s m )  b e c a u s e  i t  i s  d i f f i c u l t  t o  

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

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



2. Mutagenesis

G e n o t y p i c  v a r i a t i o n  i n  B.  p e r t u s s i s  i n d u c e d  v i t r o  by  

r e p e a t e d  s u b - c u l t u r e  was  f i r s t  n o t e d  by  L e s l i e  a n d  G a r d n e r  

( 1 9 3 1 ) .  The g e n e t i c  b a s i s  f o r  t h i s  p r o c e s s  r e m a i n s  o b s c u r e .  

P a r k e r  ( 1 9 7 6 )  p o s t u l a t e d  t h a t  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  f r e s h l y -  

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

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

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

t h e  n o r m a l  r a n g e  o f  b i o l o g i c a l  a c t i v i t i e s .  P a r k e r  ( 1 9 7 8 )  

i n o c u l a t e d  f r e s h l y  i s o l a t e d  s t r a i n s  o n t o  TSA ( t r y p t i c a s e  s o y  

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

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

c o n s i s t e n t  g r o w t h  was  o b t a i n e d .  A l t h o u g h  P a r k e r  d i d  n o t  f u l l y  

c h a r a c t e r i z e  t h e  s u b c u l t u r e d  s t r a i n s  w i t h  r e g a r d  t o  t h e i r  

b i o l o g i c a l  a c t i v i t i e s ,  she.  d e f i n e d  t h r e e  p h e n o t y p i c  s t a g e s  i n  

w h i c h  B.  p e r t u s s i s  c o u l d  be f o u n d .  T h e s e  a r e  a )  a f r e s h  

i s o l a t e ,  w h i c h  i s  a s t r a i n  t h a t  h a s  b e e n  p a s s a g e d  a minimum 

nu mb e r  o f  t i m e s  s i n c e  i s o l a t i o n  a n d  m a i n t a i n e d  o n l y  on  B-G 

medium w i t h o u t  p e p t o n e ;  b )  a n  i n t e r m e d i a t e  s t r a i n  w h i c h  i s  one  

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

a l o n e ;  c)  a d e r i v a t i v e  s t r a i n  w h i c h  e x h i b i t e d  s t a b l e  g r o w t h  on  

TSA medium w i t h o u t  b l o o d .

The p r o c e d u r e  o f  P a r k e r  ( 1 9 7 8 ) ,  was  r e p e a t e d  w i t h  s t r a i n  

4 4 1 2 2 / 7 R  a n d ,  a f t e r  a d a p t i n g  t h e  c u l t u r e  t o  TSA, i t  was  s u b ­

c u l t u r e d  34 t i m e s  on  t h i s  med i um.  A l t h o u g h  c o n f l u e n t  g r o w t h  

c o u l d  be o b t a i n e d  f r o m  a h e a v y  i n o c u l u m ,  t h e  p a s s a g e d  s t r a i n  

w o u l d  n o t  g row a s  s i n g l e  c o l o n i e s .  T h u s  a c c o r d i n g  t o  P a r k e r ' s



d e f i n i t i o n  t h i s  s t r a i n  c o u l d  p r o b a b l y  be c o n s i d e r e d  a s  a 

m u t a t e d  d e r i v a t i v e  s t r a i n  e v e n  t h o u g h  i t  w o u l d  n o t  g r ow  a s  

s i n g l e  c o l o n i e s  a n d  s t i l l  c o n t a i n e d  a g g l u t i n o g e n s .  T h i s ,  

h o w e v e r ,  i n d i c a t e d  t h a t  P a r k e r ' s  d e f i n i t i o n s  s h o u l d  p e r h a p s  be  

r e s t r i c t e d  t o  g r o w t h  c h a r a c t e r i s t i c s  r a t h e r  t h a n  t o  b i o l o g i c a l  

a c t i v i t i e s .

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

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

c o n v e r s i o n  t o  B.  p a r a p e r t u s s i s .

I n  t h i s  s t u d y  NTG was  u s e d  t o  m u t a t e  B. p e r t u s s i s  s t r a i n  

4 4 1 2 2 / vs a n d  t o  i s o l a t e  a n t i b i o t i c  r e s i s t a n t  m u t a n t s .  The  

f r e q u e n c y  o f  m u t a t i o n  t o  s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n c e  was  q u i t e  h i g h ,  

i n  c o n t r a s t  t o  n e o m y c i n  a n d  t o  k a n a m y c i n  w h e r e  no  r e s i s t a n t  

m u t a n t  was  i s o l a t e d .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  s u c h  a d i f f e r e n c e  i n  

m u t a t i o n  f r e q u e n c y  b e t w e e n ' t h e  a n t i b i o t i c  i s  d ue  t o  t h e  f a c t  

t h a t  t h e  S t r ^  p h e n o t y p e  c a n  be  g i v e n  by m u t a t i o n  i n  one  o f

s e v e r a l  g e n e s  ( s e e  I n t r o d u c t i o n ) .  The h i g h e r  f r e q u e n c y  o f  S t r ^
1 "1 m u t a n t s  o b t a i n e d  a t  40  # g  ml  NTG r a t h e r  t h a n  100  fig ml  o r

4 fig m l ~ ^ ,  a n d  a t  45 mi n  r a t h e r  t h a n  b e f o r e  o r  a f t e r  i n d i c a t e s

t h a t  b o t h  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  NTG a n d  t i m e  o f  i n c u b a t i o n  a r e

c r u c i a l  i n  o b t a i n i n g  a h i g h  n u m b e r  o f  m u t a n t s .  A l t h o u g h  K l o o s

e t  a 1 . ( 1 9 7 8 )  d i d  n o t  g i v e  d e t a i l s  o f  i n c u b a t i o n  o f  t h e i r  s t r a i n s

w i t h  NTG, t h e  2.00 f ig ml  ^ NTG u s e d  by  t h e m  s e e m e d  h i g h  u n l e s s

t h e i r  s t r a i n  was  much more  r e s i s t a n t  t o  t h e  m u t a g e n  t h a n  s t r a i n

4 4 1 2 2 / 7 3 . K i l l i n g  i n  s t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 3  was  73 . 3% a f t e r  45 mi n

t r e a t m e n t  w i t h l O O  fig m l " ^  NTG a n d  56.2% a f t e r  45 m i n  t r e a t m e n t

w i t h  40  fxg m l ” ^ .  I t  i s  r e a s o n a b l e  t o  a s s u m e  t h a t  t h e  l o w e r

f r e q u e n c y  o f  S t r ^  m u t a n t s  o b t a i n e d  f r o m  s a m p l e s  t r e a t e d  w i t h



_ 2.
100 fig ml  NTG was  due  t o  h i g h e r  k i l l i n g  a n d  h e n c e  l e s s  

o p p o r t u n i t y  f o r  m u t a n t s  t o  s u r v i v e .

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

r e s e m b l a n c e  t o  B . p a r a p e r t u s s i s , b u t  n on e  o f  t h e m  was  p o s i t i v e  

i n  t h e  t y r o s i n e  t e s t .  H o w e v e r ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  c o n v e r s i o n  

t o  B.  p a r a p e r t u s s i s  d o e s  o c c u r  i n  m u t a n t s  o t h e r  t h a n  t h o s e  

r e s i s t a n t  t o  s t r e p t o m y c i n .

M u t a g e n e s i s  i n  B . p e r t u s s i s  c o u l d  be  e m p l o y e d  i n  s e v e r a l  

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

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

t o  i n i t i a t e  m a p p i n g  s t u d i e s .  I n  a d d i t i o n ,  i t  w o u l d  h a v e  b e e n

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

s u c h  a s  k a n a m y c i n  t o  s e e  i f  t h e r e  was  a n  i n c r e a s e d  v i r u l e n c e  

a s s o c i a t e d  w i t h  d r u g  r e s i s t a n c e  a s  was  a p p a r e n t  w i t h  S t r ^  s t r a i n s

3 .  ■ P l a s m i d  t r a n s f e r  a n d  c h r o m o s o m a l  m o b i l i z a t i o n

Chromosome m o b i l i z a t i o n  d u r i n g  p l a s m i d  t r a n s f e r  was  a n o t h e r  

me ans  o f  g e n e  t r a n s f e r  a t t e m p t e d  i n  o r d e r  t o  s u p p l e m e n t  o r  

i m p r o v e  u p o n  t h e  l ow l e v e l  o f  t r a n s f e r  o b t a i n e d  by  t r a n s f o r m a t i o n .  

The a b i l i t y  t o  t r a n s f e r  t h e  b a c t e r i a l  c h ro mo s o m e  f r o m  one  b a c t e r i a l  

s t r a i n  t o  a n o t h e r  by c o n j u g a t i o n  i s  p o s s e s s e d  b y  s e v e r a l  d i f f e r e n t  

p l a s m i d s  i n c l u d i n g  t h e  p l a s m i d  R 6 8 . 4 5  ( s e e  I n t r o d u c t i o n ) .  L i k e  

o t h e r  I n c p - I  p l a s m i d s  i t  p r o m o t e d  c h r o m o s o m a l  m o b i l i z a t i o n  i n
-3

t h e  s t r a i n  PAT o f  P .  a e r u g i n o s a  a t  f r e q u e n c i e s  a s  h i g h  a s  4 x 10 

p e r  d o n o r  c e l l  f o r  a r a n g e  o f  m a r k e r s  ( S t a n i s i c h  a n d  H o l l o w a y ,

1 9 7 1 ) .  The p l a s m i d  was r e p o r t e d  t o  t r a n s f e r  f r o m  E .  c o l i  t o  

E .  c o l i  a n d  a l s o  t o  E r w i n i a  s t r a i n s  ( C h a t t e r j e e ,  1 9 8 0 ) .  The



p l a s m i d  a l s o  m o b i l i z e d  s e v e r a l  c h r o m o s o m a l  m a r k e r s  o f  E r w i n i a  

c h r y s a n t h e m i . The f r e q u e n c y  o f  t r a n s f e r  o f  th ' e  p l a s m i d  was 

a l w a y s  h i g h e r  w i t h  E .  c o l i  t h a n  w i t h  E r w i n i a  s p p .  a s  r e c i p i e n t s .

I n  t h i s  s t u d y ,  a l t h o u g h  t h e  p l a s m i d  t r a n s f e r  was  v e r y  h i g h ,  

r a n g i n g  f r o m  0 . 2 2  t o  0 . 2 6  b e t w e e n  E .  c o l i  s t r a i n s ,  t h e  c h r o m o ­

s o m a l  m o b i l i z a t i o n  was  f o u n d  t o  be  r e l a t i v e l y  l ow c o m p a r e d  w i t h  

t h e  p l a s m i d  t r a n s f e r  f r e q u e n c y .  The m o b i l i z a t i o n  f r e q u e n c y  

o f  t h e  c h r o m o s o m a l  m a r k e r  n a l ^  f r o m  E . c o l i  J c  5 3 - 1  t o  E . c o l i  

J c  3272 v a r i e d  f r o m  3 . 3  x 10  t o  6 . 4  x 10 ^ p e r  d o n o r  c e l l .

T h e r e  h a s  b e e n  no p r e v i o u s  r e p o r t  on t h e  t r a n s f e r  o f  t h i s  p l a s m i d  

t o  B.  p e r t u s s i s  s t r a i n s .  The p l a s m i d  was  t r a n s f e r r e d  f r o m  

E .  c o l i  Jc  5 3 - 1  t o  B . p e r t u s s i s  s t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 R  w i t h  a f r e q u e n c y  

o f  0 . 9 5  X l O ” ^ t o  1 . 9 5  X l O " ^  p e r  d o n o r  c e l l ,  b u t  no c h r o m o s o m a l  

m o b i l i z a t i o n  o f  t h e  m a r k e r  n a l ^  was  o b s e r v e d .  E v e n  a s s u m i n g  

t h a t  t h e  t r a n s f e r  f r e q u e n c y  was  g o o d  e n o u g h  t o  d e t e c t  n a l ^  

r e c o m b i n a n t s  on t h e  s e l e c t i v e  m e d i u m ,  t h e  r e c i p i e n t  s t r a i n  

( 4 4 1 2 2 / 7 R )  w o u l d  p o s s i b l y  n o t  b e  a b l e  t o  e x p r e s s  t h e  n a l ^  p h e n o ­

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

by  r e c o m b i n a t i o n  i n t o  t h e  B.  p e r t u s s i s  c h r o m o s o m e ,  A s i m i l a r  

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

C h a t t e r j e e  ( 1 9 8 0 ) .  He r e p o r t e d  t h a t  t r a n s f e r  o f  c h r o m o s o m a l
+ + +

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

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

H o w e v e r ,  i t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  p l a s m i d s  t h a t  h a v e  a c q u i r e d  

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

i n t e g r a t i o n  i n t o  t h e  r e c i p i e n t  c h r o m o s o m e  i n  P .  a e r u g l r i o s a .

(Siich ^  g l .  I 98O) *



I n  o r d e r  t o  a s s e s s  t h e  p l a s m i d f e  a b i l i t y  t o  m o b i l i z e  

c h r o m o s o m a l  DNA, p l a s m i d  t r a n s f e r  was  t r i e d  b e t w e e n  B . p e r t u s s i s  

s t r a i n s ,  u s i n g  t h e  s t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 R P  ( 4 4 1 2 2 / 7 R  + R 6 8 . 4 5 )  a s  a 

d o n o r .  A p a r t  f r o m  t h e  S t r ^  m a r k e r  a v a i l a b l e  i n  t h e  s t r a i n  

4 4 1 2 2 / 7 R  no o t h e r  c h r o m o s o m a l  m a r k e r  was  a v a i l a b l e  i n  p h a s e - I  

s t r a i n s .  The o n l y  o t h e r  m a r k e r  a v a i l a b l e  t o  be u s e d  f o r  t h i s  

s t u d y  was  t h e  a b i l i t y  o f  p h a s e - I V  s t r a i n s  t o  g row on n u t r i e n t  

a g a r .  The p l a s m i d  was  t r a n s f e r r e d  f r o m  p h a s e - I  B.  p e r t u s s i s  

( 44- 122/7RP)  t o  s t r a i n  D30042 p h a s e - I V .  S u r p r i s i n g l y ,  t h e  

t r a n s f e r  f r e q u e n c y  was  l o w ,  e v e n  l o w e r  t h a n  t h a t  f r o m  E .  c o l i

t o  p h a s e - I  B.  p e r t u s s i s  s t r a i n s ,  a n d  r a n g e d  f r o m  1 . 2 8  x l O " ^  t o
- 5 R1 . 2 9  X 10 . No c h r o m o s o m a l  m o b i l i z a t i o n  f o r  t h e  S t r  m a r k e r

was  d e t e c t e d .  S i n c e  t h i s  r a n g e  o f  t r a n s f e r  was  w i t h i n  t h e  r a n g e

r e p o r t e d  t o  m o b i l i z e  h o s t  c h r o m o s o m a l  DNA t o  r e c i p i e n t  c e l l s  i n

E r w i n i a  s p p . ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  p l a s m i d  d o e s  n o t  i n t e g r a t e

w i t h  t h e  h o s t  c hr omos ome  i n  B.  p e r t u s s i s  i n  o r d e r  t o  t a k e  up  t h e

S t r ^  m a r k e r .  H o w e v e r ,  o t h e r  r e a s o n s  s h o u l d  n o t  be r u l e d  o u t

s i n c e  p h a s e - I V  B.  p e r t u s s i s  s t r a i n s  s h o w e d  a l o w e r  f r e q u e n c y  o f

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

t h a t  t h e  a c c e p t a n c e  o f  f o r e i g n  DNA by  p h a s e - I V  s t r a i n s  i s  l o w e r

t h a n  i n  p i h a s e - I  s t r a i n s .  I f  t h i s  s u g g e s t i o n  i s  c o r r e c t  t h e n  i t

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

o f  t h e  m o b i l i z e d  c h r o m o s o m a l  DNA by  p h a s e - I V  s t r a i n s .  T h i s

h y p o t h e s i s  was s u p p o r t e d  by  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f r o m  s e v e r a l

p h a s e - I V  s t r a i n s  i n  w h i c h  t h e  t r a n s f e r  was  a l w a y s  l e s s  t h a n  t h a t

o b t a i n e d  when  t h e  r e c i p i e n t  was  a p h a s e - I  s t r a i n .  F u r t h e r

s u p p o r t  comes  f r o m  t h e  i n c o m p e t e n c e  o f  p h a s e - I V  86 3 1  B.  p e r t u s s i s

t o  t a k e  up f o r e i g n  DNA by t r a n s f o r m a t i o n  a s  no  S t r ^  t r a n s f o r m a n t s



w e r e  o b t a i n e d  when  t h i s  s t r a i n  was  u s e d  a s  r e c i p i e n t  w i t h  DNA 

e x t r a c t e d  f r o m  4 4 1 2 2 / 7 R .

L u d w i g  a n d  J o h a n s e n  ( 1 9 8 0 )  d e s c r i b e d  a d e r i v a t i v e  o f  t h e  

p l a s m i d  R 6 8 . 4 5  w h i c h  m o b i l i z e d  t h e  c h r o m o s om e  o f  R h i z o b i u m  

m e l i l o t i  s t r a i n s  more  e f f i c i e n t l y  t h a n  t h e  p a r e n t  R 6 8 . 4 5 .

T h i s  p l a s m i d  t h e r e f o r e  w o u l d  be u s e d  f o r  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  

o f  t h e  a b i l i t y  . o f  B.  p e r t u s s i s  s t r a i n s  t o  a c q u i r e  a n d  e x p r e s s  

c h r o m o s o m a l  m a r k e r s .

4 .  V i r u l e n c e  a n d  o t h e r  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  B.  p e r t u s s i s

s t r a  i n s

V a r i a t i o n  i n  t h e  v i r u l e n c e  o f  B . p e r t u s s i s  s t r a i n s  h a s  b e e n  

r e l a t e d  t o  a n u m b e r  o f  f a c t o r s .  F o r  e x a m p l e ,  some s t r a i n s  w e r e  

a b l e  t o  g r o w i n  t h e  mouse  b r a i n  w h e r e a s  o t h e r s  c o u l d  n o t  

( s t a n d f a s t  , . 1 9 5 8 ) .  I n f e c t i o n  b y  t h e  i n t r a n a s a l  r o u t e  h a s  b e e n  

shown t o  d e p e n d  on  t h e  s t r a i n ' s  a b i l i t y  t o  g r o w  i n  t h e  l u n g  

a f t e r  l o d g e m e n t .  Gray  ( 1 9 4 6 )  f o u n d  t h a t  d e a t h  o f  m i c e  f o l l o w i n g  

a n  i n t r a p e r i t o n e a  1 i n f e c t i o n  was  t h e  r e s u l t  o f  t o x a e m i a  a n d  

t h e r e  was  no  e v i d e n c e  o f  i n f e c t i o n  o r  m u l t i p l i c a t i o n  o f  t h e  

o r g a n i s m  i n  t h e  p e r i t o n e u m .

I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  h i g h  v i r u l e n c e  by  t h e  i n t r a c e r e b r a l  

r o u t e  was  o b s e r v e d  i n  a g r o u p  o f  s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n t  

B.  p e r t u s s i s  s t r a i n s .  S t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 R  a n d  s e v e r a l  S t r ^  t r a n s ­

f o r m a n t s  a n d  m u t a n t s  showed  a much h i g h e r  v i r u l e n c e  i n t r a c e r e -  

b r a l l y  t h a n  t h e i r  s t r e p t o m y c i n - s e n s i t i v e  p a r e n t  s t r a i n .  

K u n i c k i - G o l d f i n g e r  ( 1 9 7 9 )  e m p h a s i s e d  t h a t  t h e  s u r f a c e ' s t r u c t u r e s  

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



a n d  t h a t  t h e  v a r i a b i l i t y  o f  v i r u l e n c e  o f  a b a c t e r i a l  p o p u l a t i o n  

c o u l d  be due t o  g e n o t y p i c  v a r i a t i o n .  T h e s e  c h a n g e s  o c c u r  by 

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

w i t h  t r a n s f o r m a t i o n  a n d  l o s s  o r  a c q u i s i t i o n  o f  new p l a s m i d s .

I t  i s  t h e r e f o r e  p o s s i b l e  t h a t  t h e  h i g h  v i r u l e n c e  i n  t h e  S t r ^  

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

o f  t h e  a b i l i t y  o f  S t r ^  s t r a i n s  t o  g row f a s t e r  i n  t h e  b r a i n .
R

A n o t h e r  p o s s i b i l i t y  -is t h a t  t h e  S t r  m u t a t i o n  c a u s e d  a c e r t a i n  

c h a n g e  i n  t h e  c e l l  s u r f a c e  w h i c h  r e s u l t e d  i n  a n  i n c r e a s e  i n  i t s  

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

c o m p l e m e n t - m e d i a t e d  k i l l i n g .  Adams a n d  H o p e w e l l  ( 1 9 7 0 )  s t a t e d  

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

i n  i . e .  v i r u l e n c e .  I t  i s  a l s o  p o s s i b l e  t h a t  S t r ^  m u t a t i o n  

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

t h e  r e l e a s e  o f  p o t e n t  s u b s t a n c e s  s u c h  a s  p e r t u s s i g e n .  S u p p o r t

f o r  t h i s  s u g g e s t i o n  comes  f r o m  t h e  f i n d i n g  o f  a n  a p p r o x i m a t e l y
R S2 - f o l d  h i g h e r  HSF l e v e l  i n  t h e  S t r  s t r a i n  t h a n  i n  t h e  S t r

H r a n e f o r s  s t r a i n s  w h i c h  p r e s u m a b l y  w o u l d  l e a d  t o  more  HSF b e i n g

r e l e a s e d  by  t h e s e  c e l l s  i n t o  t h e  c i r c u l a t i o n .  F u r t h e r  s u p p o r t

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

a n t i b i o t i c s  i n  t h e  S t r ^  s t r a i n s ,  p o s s i b l y  i n d i c a t i n g  c e l l - s u r f a c e

c h a n g e s .

R ST h e r e  was  no a p p a r e n t  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  S t r  a n d  S t r  

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

s t r  s t r a i n  a p p e a r e d  t o  be s l i g h t l y  more  v i r u l e n t  i n t r a p e r i t -  

o n e a l l y  t h a n  t h e  S t r ^  s t r a i n .  T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  H e a t -  

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

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



i n  t h e  l u n g  ( S t a n d f a s t ,  1 9 5 8 )  a n d  f o r  i n t r a p e r i t o n e a l  t o x a e m i a  

( P r o o m ,  1 9 4 7 ) ,  was  n o t  i n v o l v e d  i n  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  v i r u l e n c e  

f o u n d  i n t r a c e r e b r a l l y .

The a p p a r e n t  l i n k a g e  b e t w e e n  t h e  S t r ^  p h e n o t y p e  a n d  

v i r u l e n c e  i n t r a c e r e b r a l l y  was  c o n s i d e r e d  a n  i m p o r t a n t  o b s e r v a t i o n  

s i n c e  i t  was  c o n f i r m e d  by  s u b s e q u e n t  t r a n s f o r m a t i o n  e x p e r i m e n t s  

i n  w h i c h  t r a n s f e r  o f  t h e  S t r ^  m a r k e r  was a l w a y s  a c c o m p a n i e d  by 

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

I n d e e d ,  a l l  b u t  o ne  o f  f o u r  S t r ^  m u t a n t s  e x p r e s s e d  h i g h  v i r u ­

l e n c e  by  t h i s  r o u t e .  The e x c e p t i o n a l  p e r f o r m a n c e  o f  t h e  m u t a n t  

d e s i g n a t e d  M u t a n t - 4  s h o u l d  be n o t e d  b u t ,  s i n c e  i t  was  e x a m i n e d  

i n  o n l y  one  e x p e r i m e n t ,  a n d  s u b s e q u e n t l y  l o s t ,  a f i r m  c o n c l u s i o n  

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

o g e n  f a c t o r  2 w h i c h  was  f o u n d  i n  s t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 R ,  b u t  n o t  

4 4 1 2 2 / 7 8 ,  was  n o t  l i n k e d  t o  t h e  S t r ^  m a r k e r  n o r  t o  t h e  v i r u l e n c e  

f a c t o r  a s  n e i t h e r  t h e  S t r ^  t r a n s f o r m a n t s  o r  S t r ^  m u t a n t s
g

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

I t  i s  p r o b a b l e  t h a t  t h e  S t r ^  m u t a t i o n  i n  B.  p e r t u s s i s  i n  

some way e n h a n c e s  v i r u l e n c e  i n t r a c e r e b r a l l y  i n  m i c e  r a t h e r  t h a n

i n t r o d u c i n g  i t .  T h i s  c o u l d  be  d e d u c e d  f r o m  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d
R S Rf r o m  B r a n e f o r s  S t r  a n d  S t r  p a r e n t  s t r a i n s  a n d  t h e  S t r

d é r i v â t e s  c o m p a r e d  w i t h  t h e  s t r a i n  1 8 3 3 4  a n d  i t s  S t r ^  m u t a n t .
g

I n  t h e  f i r s t  c a s é  B r a n e f o r ’ s S t r  s t r a i n  h a d  a h i g h ,  b u t  m e a s u r ­

a b l e  LD^q w h i c h  was  g r e a t l y  r e d u c e d  i n  t h e  S t r ^  m u t a n t .  I n

s t r a i n  1 8 3 3 4  t h e r e  was  a p p a r e n t l y  no v i r u l e n c e  c h a r a c t e r  t o  be
R ■e n h a n c e d  by  t h e  S t r .  m u t a t i o n .  A s i m i l a r  o b s e r v a t i o n  was  

o b t a i n e d  w i t h  t h e  s t r a i n  8 6 3 I - I V  a n d  i t s  S t r ^  m u t a n t .  S t r a i n  

8 6 3 1 - I V  i s  a d e g r a d e d  s t r a i n  ( p h a s e - I V )  a n d  t h e r e f o r e  i t  was



e x p e c t e d  t o  be  a v i r u l e n t .  N e i t h e r  t h e  p a r e n t  8 6 3 1 - I V  s t r a i n  
Rn o r  i t s  S t r  m u t a n t  s h o w e d  a n y  s i g n  o f  v i r u l e n c e  i n t r a c e r e b r a l l y  

a t  t h e  d o s e s  t e s t e d .

I t  was  t h o u g h t  t h a t  t h e  v i r u l e n c e  o f  t h e  S t r ^  B r a n e f o r s

R Ss t r a i n  a n d  t h e  o t h e r  S t r  d e r i v a t i v e s  o f  t h e  S t r  p a r e n t  s t r a i n

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

r e s i s t a n c e  i n  t h e s e  s t r a i n s .  The MIC o f  s t r e p t o m y c i n  was  

7 00 0  f ig ml"  c o m p a r e d  t o  a p p r o x i m a t e l y  2 0 0 0  ^ g  m l ” f o u n d  i n  t h e  

S t r ^  m u t a n t  o f  s t r a i n  1 8 3 3 4 .  H o w e v e r ,  t h e  a t t e n u a t e d  s t r a i n  

4 4 1 2 2 / 7 R ( 3 4 )  s t i l l  h a d  t h e  same MIC o f  s t r e p t o m y c i n ,  b u t  i t  h a d  

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

a t t e n u a t e d  s t r a i n  was  i n  t h e  r a n g e  o f  t h a t  o f  t h e  S t r

B r a n e f o r s  s t r a i n , '  w h e r e a s  t h a t  o f  S t r ^  p a r e n t  a n d  d e r i v e d  s t r a i n s

was  a s  h i g h  a s  t h a t  o f  t h e  i n t r a c e r e b r a l l y  v i r u l e n t  r e f e r e n c e  

18323  s t r a i n  ( S t a n d f a s t  , 1 9 5 8 ) .  T h i s  l o s s  o f  v i r u l e n c e  

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

t h e  S t r ^  m u t a t i o n  i n  e n h a n c i n g  v i r u l e n c e  d i s a p p e a r s . W h e t h e r  

d e g r a d a t i o n  by  s u b c u l t u r i n g  r e s u l t e d  i n  r e d u c e d  a b i l i t y  t o  g r o w  

i n t r a c e r e b r a l l y ,  i n  r e d u c e d  i m m u n i t y  t o  t h e  h o s t ’ s d e f e n c e  

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

d u r i n g  i n f e c t i o n  was  n o t  i n v e s t i g a t e d .

The g a i n  o f  t h e  p l a s m i d  R 6 8 . 4 5  by  t h e  S t r ^  B r a n e f o r s  s t r a i n

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

was  e x p r e s s i o n  o f  r e s i s t a n c e  t o  k a n a m y c i n ,  c a r b e n i c i l l i n  a n d  

t e t r a c y c l i n e  i n  a d d i t i o n  t o  s t r e p t o m y c i n .  H o w e v e r ,  o t h e r  

w o r k e r s  h a v e  s hown  t h a t  g a i n  o f  R - f a c t o r  p l a s m i d s  c o n f e r r i n g  

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

n o t  i n c r e a s e  v i r u l e n c e .  S m i t h  a n d  T u k e r  ( 1 9 7 9 )  s t u d i e d  t h e



e f f e c t  o f  R - f a c t o r  p l a s m i d s  o n  t h e  v i r u l e n c e  a n d  i n f e c t i v i t y

o f  S a l m o n e l l a  t y p h i m u r i u m  a n d  S a l m o n e l l a  g a l l i n a r u m  i n  m i c e .
+

T h e y  f o u n d  none  o f  t h e  R f o r m s  w e r e  more  v i r u l e n t  t h a n  t h e i r
mm

R p a r e n t  f o r m s .  Some R f o r m s  a c t u a l l y  p r o d u c e d  l e s s  m o r t a l i t y  

t h a n  t h e i r  R - p a r e n t s .  W h e t h e r  a B.  p e r t u s s i s  s t r a i n  c o u l d  

l o s e  v i r u l e n c e  a f t e r  g a i n i n g  R - p l a s m i d s  h a s  y e t  t o  be  i n v e s t ­

i g a t e d .

The HSF c o n t e n t  o f  B r a n e f o r s  s t r a i n s  e s t i m a t e d  f r o m  f o u r  

i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  i n d i c a t e d  a s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  

b e t w e e n  t h e m .  The S t r ^  s t r a i n  c o n t a i n e d  s l i g h t l y  more  HSF
o

a c t i v i t y  t h a n  t h e  S t r  s t r a i n .  H o w e v e r ,  t o  c o n f i r m  t h i s  

o b s e r v a t i o n  more  g r o w t h  e x p e r i m e n t s  a n d  HSF t e s t s  w i t h  l a r g e r  

n u m b e r s  o f  mi ce  w o u l d  be n e e d e d .

The r o l e  o f  p e r t u s s i g e n  (=HSF)  i n  t h e  e s t a b l i s h m e n t  o f ,  o r  

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

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

a n d  e x p e r i m e n t a l  i n f e c t i o n s  ( P i t t m a n ,  1 9 8 0 ) .  H o w e v e r ,  a 

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

f o r  m i c e  s ee ms  u n l i k e l y  s i n c e  o t h e r  i n t r a c e r e b r a l l y  v i r u l e n t  

s t r a i n s ,  s u c h  a s  1 83 23  a n d  3 5 3 ,  a r e  n o t  n o t e d  f o r  t h e i r  e l e v a t e d  

HSF c o n t e n t .  D e s p i t e  t h i s ,  a c o m p a r i s o n  o f  HSF l e v e l s  i n  

o t h e r  B.  p e r t u s s i s  s t r a i n s  a n d  t h e i r  s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n t  

c o u n t e r p a r t s  w o u l d  be  o f  i n t e r e s t  a n d  w o u l d  a l l o w  us  t o  d ra w 

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

F u r t h e r  w o r k  i s  a l s o  r e q u i r e d  t o  d e t e r m i n e  i f  t h e  g r o w t h  med ium 

h a s  a s i g n i f i c a n t  i n f l u e n c e  o n  t h e  a m o u n t  o f  HSF c o n t a i n e d  i n  

t h e s e  s t r a i n s  a s  i n d i c a t e d  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y .



g
A l t h o u g h  t h e  S t r  s t r a i n  was  l e s s  v i r u l e n t  b y  t h e  i n t r a ­

c e r e b r a l  r o u t e  a n d  c o n t a i n e d  l e s s  HSF a c t i v i t y  t h a n  t h e  S t r ^  

s t r a i n ,  i t s  h e a t - l a b i l e  t o x i n  c o n t e n t  was  a p p a r e n t l y  h i g h e r .

T h i s ,  h o w e v e r ,  w o u l d  n e e d  t o  be c o n f i r m e d  i n  f u r t h e r  e x p e r i m e n t s  

a n d  HLT t e s t s  w i t h  l a r g e r  n u m b e r s  o f  m i c e .  Use  o f  t h e  more 

s e n s i t i v e  t e s t  f o r  HLT i n  s u c k l i n g  mi ce  ( K a t s a m p e s  e_t a ] . .  194-2) 

w o u l d  a l s o  be  h e l p f u l .

The t wo  B ' r a n e f o r s  s t r a i n s  e x p r e s s e d  a l m o s t  a n  e q u a l  h a e m a -  

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

o f  HA b u t ,  i t  i s  n o t  known w h e t h e r  o r  n o t  t h e y  h a v e  a s i m i l a r  

c o n t e n t  o f  F-HA a n d  LPF-HA,  D i f f e r e n c e s  i n  t h e  HAs i n  t h e  two  

s t r a i n s  m i g h t  be  m e a s u r e d  i f  e a c h  s t r a i n  w a s . g r o w n  i n  s t a t i c  

l i q u i d  c u l t u r e  t o  p r o m o t e  F-HA o r  i n  s h a k e n  l i q u i d  c u l t u r e  t o  

p r o m o t e  LPF-sHA a n d  t h e n  r e t e s t e d  f o r  h a e m a g g l u t i n a t i o n  ( A r a i  

a n d  Munoz ,  1 9 7 9 ) .

No d i f f e r e n c e  was  f o u n d  i n  t h e  a b i l i t y  o f  v a c c i n e s  p r e p a r e d  

f r o m  t h e s e  t wo  s t r a i n s  t o  p r o t e c t  a g a i n s t  i n t r a c e r e b r a l  i n f e c t i o n  

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

p u z z l i n g ,  b u t  t h e r e  i s  no  e v i d e n c e  t h a t  o t h e r  i n t r a c e r e b r a l l y  

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

c e r e b r a l l y  a v i r u l e n t  s t r a i n s .  I n  f a c t ,  P r e s t o n  a n d  S t a n b r i d g e  

( 1 9 7 6 )  s t a t e d  t h a t  v a c c i n e s  o f  a v i r u l e n t  s t r a i n s  w i l l  p r o t e c t  

m i c e  a g a i n s t  i n t r a c e r e b r a l  c h a l l e n g e .

g
The s e r o t y p e  o f  t h e  S t r  s t r a i n  was  1 ,  3 w h e r e a s  t h a t  o f  

t h e  S t r ^  s t r a i n  was  1 ,  2 ,  3 .  The l a t t e r  m u s t  h a v e  g a i n e d  t h e
g

f a c t o r  2 s i n c e  i t  i s  a m u t a n t  o f  t h e  S t r  s t r a i n .  H o w e v e r ,  l o s s  

o r  g a i n  o f  a g g l u t i n o g e n s  i n  B.  p e r t u s s i s  i s  n o t  uncommon.



T h u s  t h e  m u t a t i o n  f r o m  4 4 1 2 2 / 7 S  t o  4 4 1 2 2 / 7 R  p r e s u m a b l y  i n v o l v e d  

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

a g g l u t i n o g e n  c h a n g e  a n d  p o s s i b l y  c h a n g e s  i n  HSF a n d  HLT.

The p o s s e s s i o n  o f  f a c t o r  2 b y  t h e  S t r ^  s t r a i n  a n d  t h e  

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

c h a r a c t e r s  b u t  n o t  f a c t o r  2 by  t h e  t r a n s f o r m a n t s  s u g g e s t s  t h a t  

f a c t o r  2 a g g l u t i n o g e n  d o e s  n o t  p l a y  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  

v i r u l e n c e  i n t r a c e r e b r a l l y  i n  m i c e  a n d  i s  n o t  l i n k e d  t o  t h e  

s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n c e  m a r k e r .  I t  i s  o b v i o u s  t h e r e f o r e  t h a t  

a g g l u t i n o g e n s  i n  B . p e r t u s s i s , t h o u g h  r e p o r t e d  t o  be i m p o r t a n t  

i n  i m m u n i t y  i n  c h i l d r e n  ( P r e s t o n  a n d  S t a n b r i d g e ,  1 9 7 2 ) ,  w e r e  

n o t  s i g n i f i c a n t  i n  e s t a b l i s h i n g  t h e  i n f e c t i o n  i n t r a c e r e b r a l l y  

i n  m i c e ,

T h e r e  was no i n d i c a t i o n  o f  d e g r a d a t i o n  i n  t h e  S t r ^  s t r a i n  

s u c h  a s  i n c r e a s e d  r e s i s t a n c e  t o  g r o w t h  i n h i b i t o r s  a s  r e p o r t e d  

by  B r a n e f o r s  ( 1 9 6 4 ) .  The S t r ^  s t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 R  was  d e s c r i b e d  a s  

a b l e  t o  g row i n  C o h en  a n d  W h e e l e r  medium w i t h o u t  s t a r c h  w h e r e a s
o

t h e  S t r  s t r a i n  4 4 1 2 2 / 7 S  w o u l d  n o t .  When r e t e s t e d ,  t h e s e  t w o  

s t r a i n s  a s  w e l l  a s  s e v e r a l  o t h e r  S t r ^  s t r a i n s  d i d  n o t  show a n y  

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

o r  i n  l i q u i d  m e d i a .  The s i z e  o f  t h e  i n o c u l u m  was  f o u n d  t o  be 

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

The s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n t  m u t a n t  w o u l d  n o t  be e x p e c t e d  t o  be  

d e g r a d e d  s i n c e  s e l e c t i o n  f o r  S t r ^  m u t a n t s  c o u l d  be s i m p l y  done  

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

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

( P a r k e r ,  1 9 7 8 ) .  E v e n  a f t e r  34 s u b - c u l t u r e s  on  TSA med i um t h e  

a t t e n u a t e d  s t r a i n  s t i l l  r e t a i n e d  some o f  i t s  p h a s e - I  c h a r a c t e r ­

i s t i c s  s u c h  a s  t h e  a g g l u t i n o g e n s .



A n o t h e r  t y p e  o f  m u t a n t  o f  B . p e r t u s s i s  h a s  b e e n  d e s c r i b e d ,  

Kumazawa a n d  Y o s h i k a w a  ( 1 9 7 8 )  d e s c r i b e d  t h e  c o n v e r s i o n  o f  

B . p e r t u s s i s  t o  B.  p a r a p e r t u s s i s  by  m u t a g e n e s i s ,  K l o o s  ejt a l . 

( 1 9 7 8 )  r e p o r t e d  a s i m i l a r  f i n d i n g .  I n  b o t h  s t u d i e s ,  h o w e v e r ,  

t h e  m u t a n t s  i s o l a t e d  s h o w e d  a g r e e m e n t  w i t h  some o f  t h e  

B.  p a r a p e r t u s s i s  c r i t e r i a ,  b u t  n o t  w i t h  a l l .

I n  t h i s  s t u d y  S t r ^  m u t a n t s  o b t a i n e d  e i t h e r  by  t r a n s f o r m a t i o n

o r  by  NTG m u t a g e n e s i s  s h ow e d  no  a g r e e m e n t  w i t h  B.  p a r a p e r t u s s i s

c r i t e r i a .  I n  f a c t ,  S t r ^  m u t a n t s  w e r e  f o u n d  t o  c o n t a i n  more  HSF
St h a n  e v e n  t h e i r  S t r  p a r e n t  s t r a i n  w h e r e a s  B.  p a r a p e r t u s s i s  

d o e s  n o t  s y n t h e s i z e  HSF,

The r e a s o n  f o r  t h e  d i f f e r e n c e  i n  mo u s e  v i r u l e n c e  i n t r a ­

c e r e b r a l l y  b e t w e e n  s t r e p t o m y c i n - r e s i s t a n t  a n d  s e n s i t i v e  s t r a i n s  

i s  n o t  known a t  p r e s e n t .  I n c r e a s e d  r e s i s t a n c e  t o  h o s t - d e f e n c e  

m e c h a n i s m s  may be r e s p o n s i b l e .  F a c t o r s  s u c h  a s  t h e  c o n t e n t  o f  

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

B.  p e r t u s s i s  s t r a i n s  ( A c k e r s  a n d  D o l b y ,  1 9 7 2 )  a n d  r e s i s t a n c e  t o  

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

p h a g e  (AM) o f  t h e  h o s t  r e p o r t e d  by  Muse ( 1 9 7 8 )  may be w o r t h y  

o f  i n v e s t i g a t i o n .  The two s t r a i n s  d i d  n o t  s how a n y  d i f f e r e n c e  

i n  b o t h  mouse  p r o t e c t i o n  t e s t  a n d  v i r u l e n c e  by  t h e  i n t r a n a s a l  

r o u t e .  V a r i a t i o n s  i n  s u r f a c e  p r o t e i n  c o m p o s i t i o n  a s s o c i a t e d  

w i t h  v i r u l e n c e  h a s  b e e n  r e p o r t e d  i n  N e i s s e r i a  g o n o r r h o e a e .

La mb de n  e_t aj^.  ( 1 9 7 9 )  s h ow ed  t h a t  t h e  h e a t - m o d i f i a b l e  o u t e r -  

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

g o n o c o c c u s .



s  RThe p r o f i l e s  o f  S t r  a n d  S t r  s t r a i n s  o b t a i n e d  b y  p o l y ­

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

d i d  n o t  show a n y  d i f f e r e n c e s  i n  e n v e l o p e  p r o t e i n s .  H o w e v e r ,  

a n  e x t r a  m a j o r  b a n d  i n  t h e  c y t o p l a s m i c  p r o t e i n s  wa s  o b s e r v e d  i n  

t h e  S t r ^  s t r a i n  w h i c h  c o u l d  be r e l a t e d  e i t h e r  t o  v i r u l e n c e  o r

s t r e p t o m y c i n  r e s i s t a n c e .  I n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  c y t o p l a s m i c
S Rp r o t e i n  p r o f i l e s  o f  v i r u l e n t  S t r  s t r a i n s  a n d  a v i r u l e n t  S t r

s t r a i n s  m i g h t  h e l p  t o  r e s o l v e  t h e  p r o b l e m .

5.  D e v e l o p m e n t  o f  a m i n i m a l  s o l i d  medium

I n  c o n t r a s t  t o  t h e  f i n d i n g s  o f  P a r k e r  ( 1 9 7 6 )  a n d  K l o o s

e t  a l . ( 1 9 7 8 )  t h e  a d d i t i o n  o f  D o w e x - 1 - c h l o r i d e , c h a r c o a l  o r  

s t a r c h  t o  s o l i d i f i e d  S t a i n e r  a n d  S c h o l t e  l i q u i d  med i um d i d  n o t  

g i v e  s a t i s f a c t o r y  g r o w t h  f o r  t h e  p r o p o s e d  g e n e t i c  s t u d i e s .  I t  

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

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

a u t o c l a v i n g  o f  t h e  me d i um,  o r  d u r i n g  g r o w t h  o f  t h e  c e l l s .

The  u n s u i t a b i l i t y  o f  s u c h  me d ia  f o r  g e n e t i c  s t u d i e s  i n  

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

o r g a n i s m  i s  v e r y  l o w .  I f  s u c h  m e d i a  w e r e  u s e d ,  t h e  i s o l a t i o n  

o f  t r a n s f o r m e d  c e l l s  m i g h t  be m i s s e d  s i n c e  o n l y  a s m a l l  r a t i o

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

t h a t  t h e  f ew  c o l o n i e s  w h i c h  w e r e  a b l e  t o  g r o w  on  s o l i d i f i e d  

s u p p l e m e n t e d  S t a i n e r  a n d  S c h o l t e  medium f a i l e d  t o  g r o w  when  

s u b c u l t u r e d  o n t o  t h e  same med ium.  T h e i r  i n i t i a l  g r o w t h  was  

p r e s u m a b l y  due  t o  c a r r y - o v e r  o f  e s s e n t i a l  g r o w t h  f a c t o r s  f r o m  

t h e  B-G medium f r o m  w h i c h  t h e y  w e r e  i n o c u l a t e d .



D e g r a d e d  s t r a i n s  w o u l d  g r o w  on t h e  m i n i m a l  med i um,  h u t  

t h e s e  s t r a i n s  u n l i k e  t h e  p h a s e - I  s t r a i n s  a l s o  g r e w  on  n u t r i e n t  

a g a r .  The d e v e l o p m e n t  o f  a t r u l y  e f f i c i e n t  a n d  r e p r o d u c i b l e  

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

m e r i t  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  a s  i t  w o u l d  be u s e f u l  f o r  i s o l a t i o n  

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

s t u d i e s .



APPENDIX



APPENDIX 1

Preparation of Media

B o r d e t - G e n g o u  p l a t e s

<400 ml B-G a g a r  b a s e  ( G i b c o  B i o - C u l t  D i a g n o s t i c s ,  

P a i s l e y ,  S c o t l a n d )  m e l t e d  a n d  c o o l e d  t o  4 5 ^ 0 ,

20  ml  g l y c e r o l  ( a u t o c l a v e d )

1 00  ml  f r e s h  c i t r a t e d  h o r s e  b l o o d  ( G i b c o )  

wa r me d  t o  3 7 ° C .

Add g l y c e r o l  t o  t h e  a g a r  a n d  a d d  t h e  b l o o d  a s e p t i c a l l y .  

Mix g e n t l y  by r o l l i n g  a n d  p o u r  i n t o  90 mm d i a m e t e r ,  t r i p l e ­

v e n t ,  p l a s t i c  p e t r i - d i s h e s . Remove s u r f a c e  b u b b l e s  by  l i g h t  

f l a m i n g .  P l a t e s  w e r e  s t o r e d  i n  t h e  c o l d  r oom a n d  u s e d  w i t h i n  

t h r e e  we e k s  o f  p r e p a r a t i o n .

S t a i n e r  a n d  S c h o l t e  medium ( S t a i n e r  a n d  S c h o l t e ,  1 9 71 )  

I n g r e d i e n t s  ;

L - g l u t a m a t e  ( m o n o s o d i u m  s a l t ) 1 0 . 7 2  g

L - p r o l i n e 0 . 2 4  g

NaCl 2 . 5  g

KH2 PO4 0 . 5  g

KOI 0 . 2  g

MgCl^ .ôH^O 0 . 1  g

CaCl^ 0 . 0 2  g

T r i s  ( h y d r o x y m e t h y l - m e t h y l a m i n e ) 6 . 0 7 5 g

L - c y s t e i n e 0 . 0 4  g

FeSO^.TH^O 0 . 1  g

A s c o r b i c  a c i d 0 . 0 2  g



N i c o t i n i c  a c i d  

G l u t a  t h i o n e

0,004g
0.1 g

D i s s o l v e  i n g r e d i e n t s  1 - 8  i n  800 ml d i s t i l l e d  w a t e r .  

A d j u s t  pH t o  7 . 4  w i t h  2 . 5N H C l .  Make up v o l u m e  t o  9 9 0  ml  

w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r .  A u t o c l a v e  a t  15 p . s . i .  f o r  15 m i n .  

I m m e d i a t e l y  b e f o r e  u s e  d i s s o l v e  i n g r e d i e n t s  9 - 1 3  i n  10  ml  

d i s t i l l e d  w a t e r ,  f i l t e r  s t e r i l i z e  w i t h  M i l l i p o r e  f i l t e r  o f  

0 . 4 5  fim p o r e  s i z e  ( M i l l i p o r e  S . A .  M o l s h e i n ,  F r a n c e ) ,  a n d  a d d  

a s e p t i c a l l y  t o  b u l k  m e d i u m .

1% C a s a m i n o  a c i d s  s o l u t i o n

10 g c a s a m i n o  a c i d s  ( D i f c o  T e c h n i c a l ) .

O . l g  MgClg.OH^O

0 . 0 1 6  g CaCl g  ( " ^ :n h y d r o u s )

5 g NaCl

D i s s o l v e  i n  1 l i t r e  o f  d i s t i l l e d  w a t e r .  A d j u s t  t h e  pH 

t o  7 . 0  w i t h  IN NaOH. A u t o c l a v e  f o r  15 mi n  a t  15 p . s . i .

M o d i f i e d  H o r n i b r o o k  Medium ( P a r t o n  a n d  W a r d l a w ,  1 9 7 5 )

1 .  C a s a m i n o  a c i d s  ( D i f c o  T e c h n i c a l )

2 .  N i c o t i n a m i d e  ( 0 . 1 %  ( w / v )  s o l u t i o n )

3 .  CaCl ^  ( A n h y d r o u s )

4 .  NaCl

5.  MgCl ^ . ô Hg O,  1% ( w / v )  s o l u t i o n

6 .  KCl

7 .  KgHPO^, 10% ( w / v )  s o l u t i o n

8 .  S o l u b l e  s t a r c h

9 .  D i s t i l l e d  w a t e r

1 0 .  G l u t a t h i o n e ,  0 .1% ( w / v )  s o l u t i o n

log

1ml  

0 . 0 0 2 g  .

5g

.2 . 5ml 

0 . 2 g

2 . 5 m l

I g

8 0 0 m l

1ml



P r e p a r e  s o l u t i o n s ,  2 ,  5 a n d  7 J u s t  b e f o r e  u s e .  D i s s o l v e  

i n g r e d i e n t s  1 ,  3 ,  4 a n d  6 i n  ÔOOml d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  a d d  

s o l u t i o n s  2 ,  5 a n d  7 .  S u s p e n d  s t a r c h  i n  25  ml  d i s t i l l e d  

w a t e r .  S e p a r a t e l y  b o i l  up 175 ml o f  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  a d d  

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

b u l k  me d i um.  Make v o l u m e  up t o  1 l i t r e  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r .  

B r i n g  pH t o  7 . 0  w i t h  a p p r o x i m a t e l y  0 . 4 5 g  o f  Na^CO^.  D i s p e n s e  

i n  100  ml  a m o u n t s  i n  s c r e w  c a p  b o t t l e s  a n d  a u t o c l a v e  a t  121°C 

f o r  15 m i n .  S t o r e  a t  4 ° C .

e
Co h en  a n d  W h e e j r  Medium ( 194&)

1 . B a c t o - C a s a m i n o  a c i d s  ( D i f c o - T e c h n i c a l ) 10 g

2 . Y e a s t  e x t r a c t  ( D i f c o ) 2 . 5 g

3 . S o l u b l e  s t a r c h 1 , 5 g

4 . M g C l ^ . è H ^ O ,  25% s o l u t i o n 1 . 6 ml

5. C a C l g ,  1 0 % s o l u t i o n 0 . 1 ml

6 . F e S 0 ^ . 7H2 0  1% s o l u t i o n 1 . 0 ml

7 . CuS0 ^ . 5H20  s o l u t i o n 0 . 0 5 m l

8 . L - a r g i n i n e ,  0 ,01% s o l u t i o n 1 . 0 ml

9 . L - h i s t i d i n e ,  0 .005% s o l u t i o n 1 . 0 ml

1 0 . KH2 PO4 0 . 5 g

1 0 0 0 ml d i s t i l l e d HgO

pH 7 . 8

S o l i d  medium was  p r e p a r e d  by a d d i n g  1 .5% ( w / v )  B a c t o -

a g a r  ( D i f c o )  t o  t h e  l i q u i d  med i um.  A f t e r s t e r i l i z a t i o n a n d

c o o l i n g  t o  4 5 ° C ,  10% ( v / v )  h o r s e  b l o o d  was  a d d e d .



APPENDIX 2
2 . 1  C o m b i n a t i o n  o f  c o m p u t e d  r e s u l t s  f r o m  f o u r  i n d e p e n d e n t  

e x p e r i m e n t s  w i t h  B.  p e r t u s s i s  s t r a i n s  4 4 1 2 2 / 7 8  a n d  4 4 1 2 2 / 7 R .

Experiment  2

44122/7R

44122/73

Bose ( c fu )  
p e r  mouse

9060

906

90.6

198000

19800

1980

198

Log dose

5.9571

2.9571

1.9571

5.2967

4.2967

5.2967

2.2967

Tes ted

10
10
10

10
10
10
10

Respond.ing

9

6

5

2

1

2

0

Average s lope  = O.516

E-Tes t  o f  n o n - p a r a l l e l i s m  = 2.27 

E- Tes t  o f  h e t e r o g e n e i t y  = I . I 3

E 5PC = 3.84

E 5PC = 2.61

R e l . p o t .

7R

78 0.00012 0.000

95 PC l i m i t s

0.004

™50

254.7

LogR WLogR

2 . 1x10 - 3.9155  0 .04



Experiment 4

44122/7R

B o se  ( c f u )  

p e r  m ouse

54000

5400

540

54

L og  d o s e

4.7524

5.7524

2.7524

1.7524

T e s t e d

5

5

5

5

R e s p o n d in g

5

4

4

1

44122/78 29000

2900

290

29

4.4624

5.4624

2.4624

1.4624

A v e ra g e  s l o p e  = 0 .9 5 9

E - T e s t  o f  n o n - p a r a l l e l i s m  = - 0 . 0 0  E 5P0 = 5 .8 4

E - T e s t  o f  h e t e r o g e n e i t y  = O.4I  E 5P0 = 2.37

R e l . p o t .  95  PO l i m i t s  ED

7R

50 

259.4

L o ^ WLo^

78 0.0006  0.000  0.077  42554.8  - 2.2498 0 .23



Procedure fo r  combining the r e s u lt s  o f two in d iv id u a l experim ents 

(g iven  on pages 154 and 155) u sin g  the va lu es fo r  the logarithm  o f the  

r e la t iv e  potency (L o ^ ) and th e ir  w eighted va lu es (WLo^) g iven  in  the  

computer p r in t-o u ts .

Experiment S tra in L o ^ WLogR

2 78 - 5.9155 0 .04

4 78 - 2.2498 0 .23

The b est-e st im a te  o f the logarithm  o f the r e la t iv e  poten cy (Xôgjt) 

i s  given by

LSgi = ^ (WLO^ . logR )

£ WLo^

S u b stitu tin g  the v a lu es  g iven  above

L o ^  = ( 0 .04  X - 3 . 9155) + (0 .23  X - 2 . 2498)

0.23  + 0.04

LogR = - 0.1565  + - 0.5175
0.27

= - 2.4954

Taking a n t ilo g s  y ie ld s

ÏÏ = .0032

The 95% confidence l im it s  are g iven  by

A n tilog L o ^  -  \ fL o ^

r  Log R = 0.27  
Lim its = - 2,4954  + 1,9245

= ( - 4 .4 1 9 9  , - 0 . 5 7 0 9 )

Taking a n t i l o g s  y i e l d s  (O.OOOO4 , O.2685)

.*, t h e  potency  (r ) o f  B. p e r t u s s i s  s t r a i n  44122/ 7S r e l a t i v e  t o  t h a t  o f  

s t r a i n  44122/ 7R i n  t h e  i n t r a c e r e b r a l  v i r u l e n c e  t e s t

= 0.0032  * (0.00  , 0 , 27)

o r ,  S t r a i n  JR i s  approx ima te ly  310- fo ld  more v i r u l e n t  than  78

* Footnote : This value rep resen ts the r e s u lt s  o f only two o f the experim ents
given in  Table I 3, the remainder not being su ita b le  fo r  the computer 
programme because o f  the extrem ely low v iru len ce  o f s tr a in  78.



APPENDIX 2.2

I n t r a c e r e b r a l  v i r u l e n c e  t e s t  d a t a .  C o m p u t e d  r e s u l t s

R SS t r  t r a n s f o r m a n t s  a n d  m u t a n t  c o m p a r e d  w i t h  t h e i r  S t r

p a r e n t  s t r a i n .

Dose  ( c f u ) p e r  mouse  Log d o s e T e s t e d  R e s p o n d i n g

7S 7 50 0 0 4 . 8 7 5 1 10 8

7 5 0 0 3 . 8 7 5 1 10 8

750 2 , 8 7 5 1 10 3
75 1 . 8 7 5 1 1 0 1

T r a n s . X  7 3 2 0 0 4 . 8 6 4 5 10 1 0

7320 3 . 8 6 4 5 10 10
732 2 . 8 6 4 5 10 10

7 3 . 2 1 . 8 6 4 5 10 7

M u t a n t - X  8 8 0 0 0 4 . 9 4 4 5 10 10

8 8 0 0 3 . 9 4 4 5 10 10
880
g g

2 . 9 4 4 5
1 . 9 4 4 5

10
10

10
8

T r a n s , E  7 8 0 0 0 4 . 8 9 2 1 10 10

7 8 0 0 3 . 8 9 2 1 10 10
780 2 , 8 9 2 1 10 9

78 1 . 8 9 2 1 10 ?

Re 1 .  p o t .
7S
T r a n s . X  2 2 7 , 5 7 2

9 5 p c

2 6 . 4 8 0

l i m i t s  EDcn 
2 4 8 7 . 7 1  

* * *  1 0 , 9 3

Logj^ WLog^ 

2 , 3 5 7 1  0 , 6 9

LOEDcn
3 . 3 9 8 7
1 . 0 3 8 7

WLED
3 . 1 7
0 . 8 8

M u t a n t - X 3 6 2 , 6 7 0 3 4 . 0 7 7 * * *  6 . 8 6 2 , 5 5 9 5  0 , 5 5 0 , 8 3 6 3 0 , 6 7
T r a n s . E  1 1 5 , 3 4 8 1 5 . 5 8 8 * * *  2 1 . 5 7 2 . 0 6 2 0  0 . 8 3 1 . 3 3 3 8 1 . 1 3

50



I n t r a c e r e b r a l  v i r u l e n c e  t e s t  d a t a  

C a l c u l a t e d  r e s u l t s

Dose  Log  d o s e T e s t e d  R es p o n d i n g

4 4 1 2 2 / 7 8 4 . 3 2 z l o 4  4- .635 5 4
4 . 3 2 x 1 0 ^  3 . 6 3 5 c 2

4 . 3 2 x 1 0 ^  2 . 6 3 5 5 1

4 3 . 2  1 . 6 3 5 5 0

Mutant  S 1 . 1 x 1 0 ^  5 . 0 4 5 5
l . l x l O ^  4 . 0 4 5 4
1 . 1 x 1 0 ^  3 . 0 4 > 4
1 . 1 x 1 0 ^  2 . 0 4 2

R e l .  p o t .  95 pc l i m i t s 3 0 5 0

78 575,  6 p9 X 10^ 1.6 X 10 ^

Mutant  Q 80 2 8 . 8 , 1-38 X 10^ 2 0 0

APPENDIX 2 . 3

I n t r a n a s a l  v i r u l e n c e t e s t  d a t a .

C ompu t ed  r e s u l t s

Dose  p e r  mouse Log d o s e T e s t e d R e s p o n d i n g
( c f u  X 1 0 ^)

78 430 2 . 6 3 3 5 5 4

43 1 . 6 3 3 5 5 2

4 . 3 0 . 6 3 3 5 5 0

7R 1520 3 . 1 8 1 8 5 5

152 2 . 1 8 1 8 5 5

1 5 . 2 1 . 1 8 1 8 5 0

1 . 5 0 . 1 8 1 8 5 0

No. o f  c y c l e s  = 4



D o s e s  XMEAN

7S 3 1 . 9 4 7 7

7R 4 1 . 6 8 1 8

A v e r a g e  s l o p e  = 

G

YMEAN CSx2 CSxX CSY, FDEV

4 . 9 7 7  1 . 0 7 5 0  1 . 0 3 8 8  1 . 4 1 4 8  0 . 4 1  

5 . 0 0 0  1 , 1 3 8 4  3 . 7 8 7 0 1 2 . 7 0 2 4  0 . 0 5

2 . 1 8 0

0 . 3 6 5

S l o p e

0 . 9 7

3 . 3 3

F - t e s t  o f  n o n  p a r a l l e l i s m  = 3 . 0 8  

F - t e s t  o f  h e t e r o g e n e i t y  = 0 . 1 7

F 5 pc 3 . 8 4 ,  DF 
F 5 pc 2 . 6 1 ,  DF

R e l .  p o t .  95 pc l i m i t s  ED^^ Log^  WLog^

7S

7R 1 . 8 8 9
9 0 . 7 9

0 . 3 1 5  1 1 . 6 5 2  4 8 . 0 7  0 . 2 7 6 2  1 . 6 3

1 / l N F
3 / l N F

LOED 50 
1 . 9 5 8 1  
1 . 6 8 1 8

WLED^q

3 . 2 5
3 . 2 5

APPENDIX 3

HSF DATA

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

a s s a y s  ( A . G .  W a r d l a w ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .
To i l l u s t r a t e  t h e  p r o c e d u r e  u s e d  t o  c o m b i n e  t h e  r e s u l t s  o f  

t wo  o r  more  HSF o r  MPT a s s a y s ,  t a k e  t h e  f o l l o w i n g  s e t s  o f

c o m p u t e d  HSF r e s u l t s ,  

t a k e n  f o r  c o m b i n i n g .

E x p e r i m e n t

The b l o c k e d - i n  f i g u r e s  a r e  t h e  v a l u e s

7S

7R

Dose  p e r  mouse  
( o u  ml )

Log d o s e T e s t e d R e s p o n d i n g

8 . 0 0 0 . 9 0 3 1 4 2

2 . 0 0 0 . 3 0 1 0 4 0

0 .  500 0 . 3 0 1 0 4 0

0 . 1 2  5 0 . 9 0 3 1 4 0

8 . 0 0 0 , 9 0 3 1 4 3
2 . 0 0 0 . 3 0 1 0 , 4 1

0 . 5 0 0 - 0 . 3 0 1 0 4 0

0 . 1 2 5 - 0 . 9 0 3 1 4 0

R e l .  p o t .  95 pc  l i m i t s  ED 50

7S
7R 2 . 1 7 8

8 . 8 1
0 . 4 5 4  3 9 . 5 6 4  4 . 0 4

Logj^ WLog^

0 . 3381  1 .0 6

LOED^q

0 . 9 4 4 9

WLED 50
1 . 5 2

0 . 6 0 6 8  2 . 6 7



±DU

E x p e r i m e n t

Dose Log d o s e

7S 8 . 0 0 0 . 9 0 3 1
2 . 0 0 0 . 3 0 1 0

0 ,  500 - 0 . 3 0 1 0

• 0 . 1 2  5 - 0 . 9 0 3 1

7R 8 . 0 0 0 , 9 0 3 1
2 . 0 0 0 . 3 0 1 0
0 . 5 0 0 - 0 . 3 0 1 0

0 . 1 2  5 - 0 . 9 0 3 1

R e l .  p o t . 95 pc  l i m i t s

78

7R 0 . 5 0 8 0 . 1 5 1  1 . 7 3 3

E x p e r i m e n t  2
Dose Log d o s e

78 8 . 0 0 0 . 9 0 3 1
4 . 0 0 0 . 6 0 2 1

2 . 0 0 0 . 3 0 1 0
1 . 0 0 0 . 0 0

7R 2 . 0 0 0 . 3 0 1 0

1 . 0 0 0 . 0 0

0 .  500 - 0 . 3 0 1 0
0 . 2 5 0 - 0 . 6 0 2 1

R e l .  p o t . 95 pc  l i m i t s

78

7R 2 . 9 7 7  . 1 . 4 9 2  5 . 1 5 4

T e s t e d

5
5
6

4

6

5 

5 

4

Re s p e n d i n g

4
4 
0 
0

5 
1 

0 
0

0 . 2 9 4 5  3 . 5 6

LOED^q WLED^^

0 . 2 9 1 5  7 . 1 1  
0 . 5 8 6 0  7 . 0 5

T e s t e  d 

5 
5 

5 
5

5

5
5
5

R e s p o n d i n g

4
1

0
0

3
0
0
0

WLog

0 . 4 7 3 8  1 3 . 8 11 . 9 0

L O E D j q  w l e d ^ q

0 . 7 5 3 1  0 . 0 7  
0 . 2 7 9 2  2 4 . 3 4



E x p e r i m e n t  jL

Dose Log d o s e T e s t e d R e s p o n d i n g

7S 8 . 0 0 0 . 9 0 3 1 5 5

2 . 0 0 0 . 3 0 1 0 5 0

0 .  500 - 0 . 3 0 1 0 5 0

0 . 1 2 5 - 0 . 9 0 3 1 5 0

7R 8 . 0 0 0 . 9 0 3 1 5 5
2 . 0 0 0 . 3 0 1 0 5 0
0 .  500 - 0 . 3 0 1 0 5 0

0 . 1 2 5 - 0 . 9 0 3 1 t 0

R e l .  p o t . 95 pc  l i m i t s WLogj^ LOED^o WLED^q

78 3 . 9 2 0 . 5 9 3 1 2 . 8 9

7R 1 . 0 0 0 . 1 5 6  6 . 4 1 5 3 . 9 2 0 . 0 0 1 . 5 3 0 . 5 9 3 1 2 . 8 9

B.  p e r t u s s i s 4 4 1 2 2 / 7 S  v a c c i n e  i s t a k e n a s  t h e s t a n d a r d

a n d a s s i g n e d  a r e l a t i v e  p o t e n c y o f  1 . 0 0  ( i . e . R = :L.OO)

E x p t S t r a i n  L o g ^ WLogjj

4 7R 0 . 3 3 8 1 1 . 0 6

3 7R - 0 . 2 9 4 5 3 . 5 6

2 7R 0 . 4 7 3 8 1 3 . 8 1

1 7R 0 . 0 0 1.-53



The c o m b i n e d  e s t i m a t e  o f  R e l a t i v e  p o t e n c y  (R)  o f  

4 4 1 2 2 / 7 R  v a c c i n e  i s  g i v e n  by  :

Log = £ ' (LogR.WLoga)

EWlogjj

= ( 0 . 0 0 x 1 .  53)+ ( 0 . 4 7 3 8 x 1 3 .  8 1 ) +  ( - 0 . 2 9 4 5 x 3 .  56)4-( 0 . 3 3 8 1 x 1 . 0 6 )  

1 . 5 3  + 1 3 . 8 1  + 3 . 5 6  + 1 . 0 6  

= 0 + 6 . 5 4 3 2  + - 1 . 0 4 8 4  + 0 . 3 5 8 4

1 9 . 9 6

= 0 . 2 9 3 2

Ê = 1 . 9 6

l i m i t s  = A n t i l o g  j ^ l o g R -  / : W l o g R

+ Vi= A n t i l o g  1 ^ 0 . 2 9 3 2  -  

= A n t i l o g  ^ . 2 9 3 2  -  ^ / 4 . 4 6 7 7 |

= A n t i l o g  £ 0 . 2 9 3 2  ■- 0 . 2 2 3 ^
= A n t i l o g  0 . 5 1 7  a n d  0 . 0 6 9 4  
= 3 . 2 8 8  a n d  1 . 1 7

. .  Combi ned  e s t i m a t e  o f  R ( a n d  95% c o n f i d e n c e  l i m i t s  f o r  

B.  p e r t u s s i s  4 4 1 2 2 / 7 R  v a c c i n e  f r o m  4 i n d e p e n d e n t  HSF 

e x p e r i m e n t s  = 1 . 9 6  ( 1 . 1 7 ,  3 . 2 8 8 ) .



APPENDIX 4

C o m b i n a t i o n  o f  c o m p u t e d  r e s u l t s  f r o m  HLT E x p t ,  1 a n d  2

E x p t . S t r a i n  R e l . p o t . L o g ^  WLog^

7S 1 . 2 3 9  0.0931 1 1 . 3 4

7S 4 . 4 4 3  0 . 6 4 7 7  1 4 . 5 1

Log = ^  ( l o g g . W L o g j j )  ^ ( 1 1 . 3 4 x 0 . 0 9 3 1 )  + ( 1 4 . 5 1 x 0 . 6 4 7 7 )

S WLogjj 1 1 . 3 4  + 1 4 . 5 1

1 . 0 5 5  + 9 . 3 9 8  = 4 . 0 4 4

2 5 . 8 5  

Ê = 2 . 5 3 7
I   + '/r-------

C o n f i d e n c e  l i m i t s  -  A n t i l o g  1 L o g ^  - x/EWLog^

= A n t i l o g  f o . 4 0 4 4  -  j F 5 l ^

= A n t i l o g  1 ^ . 4 0 4 4  - 0 . 1 9 6 7 ]

= A n t i l o g  0 . 2 0 7 7  a n d  O . 6 O I I  

1 . 6 1 3  3 . 9 9 1

>.  R ( c o m b i n e d  e s t i m a t e  o f  r e l a t i v e  p o t e n c y  ( a n d  95% c o n f i d e n c e  

l i m i t )  o f  7S w i t h  r e s p e c t  t o  HLT)

= 2 . 5 3 7  ( 1 . 6 1 3 , 3 . 9 9 1 ) .



APPENDIX 5

Mouse Protection test data

S a m p l e  Dose  p e r  mouse Log d o s e T e s t e d R e s p o n d i n g
( o u  ml)

4 4 1 2 2 / 7 S  5 . 0 0 0 . 6 9 9 10 7
1 . 0 0 0 . 0 0 10 2
0 . 2 0 - 0 . 6 9 9 10 1

4 4 1 2 2 / 7 R  5 . 0 0 0 . 6 9 9 10 7
1 . 0 0 0 . 0 0 10 3
0 . 2 0 - 0 . 6 9 9 10 1

No.  o f  c y c l e s  = 3

D o s e s  XMEAN YMEAN 08X2 CSXY CSY2 FDEV S l o p e

4 4 1 2 2 / 7 5  3 0 . 1 3 7 5  4 . 6 3 1 4 . 2 9 8 7  58543 8 . 6 0 4 3 0 . 6 3  1 . 3 6
4 4 1 2 2 / 7 R  3 0 . 0 7 8 9  4 . 7 9 1 4 , 6 7 3 0  4 6085 5 . 0 7 4 5 0 . 5 3  0 . 9 9

A v e r a g e ' s l o p e  = I . I 66  

G = 0 . 3 1 5

F - t e s t  o f  n o n - p a r a l l e l i s m  = 0 . 3 2  F 5pc = 3 . 8 4 , DF 1 / l N F
F - t e s t  o f  h e t e r o g e n e i t y  = 0 . 58 F 5pc = 3 . 0 0 , DF 2 / l N F

R e l . p o t .  95 pc  l i m i t s  ED^^ L o g ^  Wl og^  LOED^^ WLED

4 4 1 2 2 / 7 S  1 . 0 0
4 4 1 2 2 / 7 R  1 . 5 7 0

2 . 8 5  0 . 4 5 4 2  2 . 9 4
0 . 3 3 2  9 . 9 1 7  1 . 8 1  0 . 1 9 5 8  I . 8 4  0 . 2 5 8 3  3 . 5 7
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