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�������	
 B. pseudomallei  ���� Ara+  strains E287 
�� E261 ����
�������	���� MVBM broth (������ 9)

�� intercellular slime matrix ����
�����!��
�������
�����������"#� intercellular slime matrix $
����	


���� Ara-  strains G207 
�� A2 ����������	���� MVBM  
������"%��������& intercellular slime

matrix $
����	
���� Ara+  �#	� 2 strains (E287 
�� E261) ����
�������	���� MVBM broth "%�#�����""���

����
�������	���� BHI broth (������ 7) '*����,�"����#���.�/�"�����3���!4����#������&��5
:;�4��#�


�������������� 1 
���������� 2 ���
���������	
���� Ara+  "%�����<�������5
:;�4����

(�) (�)

�����	 8  =��>�""��
�>.����?�4
���3��
�$
����	
 B. pseudomallei  ���� Ara- ����
�������	���� MVBM   

(") strain G207  ($) strain A2   ���#"@&�"�����"�.��"#���,� microcolonies 5���� intercellular 

slime matrix (��"?�) ��""�������
�������	���� BHI (������ 6) �
">�"��	 intercellular slime matrix

$
����	
 strain G207 �#��"��"#���,�"�.��"�
������$����!C�"��� intercellular slime matrix $
����	
 

strain A2 ("D��#�$��� x 40,000)
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(�) (�)

�����	 9 =��>�""��
�>.����?�4
���3��
�$
����	
 B. pseudomallei ���� Ara+ ����
�������	���� MVBM      

(") strain E287  ($) strain E261  �� intercellular slime matrix ����
�����!��
�������
������

�����"#� intercellular slime matrix $
����	
���� Ara- strains G207 
�� A2 ����������	����

MVBM ("D��#�$��� x 40,000)
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�
������
����
��
��������������� B. pseudomallei  ��	���
��
�����!��
���	��"��#������	��"$�%��

�"���

�������	
��
�������������
�������������������� � LD50 ���"#$%� B. pseudomallei  strains
G207, A2, E287 ���  E261 &��'#� Reed-Muench Formula  �
��'��������
 3-6

�������� 3   	
��
�������
�������������� LD50 	������� Ara- B. pseudomallei  �
�&'�*�!��	���
��
��

���!��"��
���	��" (strain G207)  ����!"� Reed-Muench Formula

Cumulated survival values

MortalityBacterial

Dilution

Mortality

Ratio

Died Survived

Died Survived Ratio Percent

35

34

33

32

31

5/5

5/5

3/5

2/5

0/5

5

5

3

2

0

0

0

2

3

5

15

10

5

2

0

0

0

2

5

10

15/15

10/10

5/7

2/7

0/10

100

100

71

28

0

������������ LD50  	������� B. pseudomallei  strain G207

Proportionate distannce = (% mortality at dilution next above 50%)-(50%)
   (% mortality at dilution next above 50%)- (% mortality at dilution next below)
=  (71 – 50)/(71-28) =0.49

Negative logarithm of LD50 end point titer = negative logarithm of the dilution above the 50%
mortality plus the proportionate distance factor
(corrected for dilution series used)

Negative logarithm of the lower dilution (next above 50% mortality) =  3.0
Proportionate distance (0.49) x dilution factor (log of 3.0)                  = -(0.49 x 0.5)

Log3 LD50 titer       = 3 - 0.245 = 2.755
LD50 titer        = 32.76

= 20.74  CFU
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�������� 4   	
��
�������
�������������� LD50 	������� Ara- B. pseudomallei  �
�&'�*�!��	���
��
��

���!��"�������	��" (strain A2)  ����!"� Reed-Muench Formula

Cumulated survival values

MortalityBacterial

Dilution

Mortality

Ratio

Died Survived

Died Survived Ratio Percent

36

35

34

33

32

5/5

5/5

4/5

5/5

2/5

5

5

4

5

2

0

0

1

0

3

21

16

11

7

2

0

0

1

1

4

21/21

16/16

11/12

7/8

2/6

100

100

92

88

33

������������ LD50  	������� B. pseudomallei  strain A2

Proportionate distannce = (% mortality at dilution next above 50%)-(50%)

   (% mortality at dilution next above 50%)- (% mortality at dilution next below)

=  (88 – 50)/(88-33) =0.69

Negative logarithm of LD50 end point titer = negative logarithm of the dilution above the 50%

mortality plus the proportionate distance factor

(corrected for dilution series used)

Negative logarithm of the lower dilution (next above 50% mortality) =  3.0

Proportionate distance (0.69) x dilution factor (log of 3.0)                = -(0.69 x 0.5)
Log3 LD50 titer        = 3-0.345 = 2.655

LD50 titer        = 32.66

= 18.58  CFU
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�������� 5   	
��
�������
�������������� LD50 	������� Ara+ B. pseudomallei  �
�&'�*�!��	���
��
��

���!��"��
���	��" (strain E287)  ����!"� Reed-Muench Formula

Cumulated survival values

MortalityBacterial

Dilution

Mortality

Ratio

Died Survived

Died Survived Ratio Percent

108

107

106

105

104

4/4

3/8

4/8

0/5

0/5

4

3

4

0

0

0

5

4

5

5

11

7

4

0

0

0

5

9

14

19

11/11

7/12

4/13

0/14

0/19

100

58.33

30.77

0

0

������������ LD50  	������� B. pseudomallei  strain E287

Proportionate distannce = (% mortality at dilution next above 50%)-(50%)

   (% mortality at dilution next above 50%)- (% mortality at dilution next below)

=  (58.33 – 50)/(58.33-30.77) =0.3

Negative logarithm of LD50 end point titer = negative logarithm of the dilution above the 50%

mortality plus the proportionate distance factor

(corrected for dilution series used)

Negative logarithm of the lower dilution (next above 50% mortality) =  7.0

Proportionate distance (0.3) x dilution factor (log of 10.0)                = -(0.3 x 1)
Log LD50 titer        = 7-0.3 = 6.7

LD50 titer        = 106.7

= 0.5 x 107  CFU
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�������� 6   	
��
�������
�������������� LD50 	������� Ara+ B. pseudomallei  �
�&'�*�!��	���
��
��

���!��"�������	��" (strain E261)  ����!"� Reed-Muench Formula

Cumulated survival values

MortalityBacterial

Dilution

Mortality

Ratio

Died Survived

Died Survived Ratio Percent

109

108

107

106

105

6/6

8/8

2/8

0/8

0/5

6

8

2

0

0

0

0

6

8

5

16

10

2

0

0

0

0

6

14

19

16/16

10/10

2/8

0/14

0/19

100

100

25

0

0

������������ LD50  	������� B. pseudomallei  strain E261

Proportionate distannce = (% mortality at dilution next above 50%)-(50%)

   (% mortality at dilution next above 50%)- (% mortality at dilution next below)

=  (100 – 50)/(100 - 25) =0.67

Negative logarithm of LD50 end point titer = negative logarithm of the dilution above the 50%

mortality plus the proportionate distance factor

(corrected for dilution series used)

Negative logarithm of the lower dilution (next above 50% mortality) =  8.0

Proportionate distance (0.67) x dilution factor (log of 10.0)                = -(0.67 x 1)
Log LD50 titer        = 8 – 0.67 = 7.33

LD50 titer        = 107.33

= 2.14 x 107  CFU
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#��!$���%
��"���#������&"���������5
:;�4�$
����	
 B. pseudomallei  ���� Ara- 25 strains 
�� Ara+

25 strains 5��"����� modified microtiter-plate test �#	� ���������	
 B. pseudomallei strain UE5 ��,� 

reference �."3�+%�"�$
�����"�$
�3D���&�����&"���������5
:;�4�$
����	

���� strain ��,�
#�������

��
���	
 B. pseudomallei strain UE5 
��� >������<�����������3���
�"����$
������&"���������

5
:;�4�$
����	
 B. pseudomallei 
���� strain ���>�"3��
#��������#	�  >�"/�"��?*"@������&"��

�������5
:;�4�5��"����� modified microtiter plate test ����� 
��������	
���� Ara- �����!C������<

�������5
:;�4������""������	
���� Ara+ 
�������	
���� Ara- >D����!�*������������5
:;�4��������\"#�

���	
���� Ara+ (������ 1)

����
?*"@���5
:;�4�$
����	
 B. pseudomallei  ����#�].4����������5
:;�4������"����.�
����
�

����.��#	����� Ara- (strains G207, A2) 
�� Ara+ (strains E287, E261) ����"��
�>.����?�4 �����  ���	


�#�
�����#	� 4 strains �!�/���" (positive) ��
 PAS stain 
������ ���	
�#	� 4 strains ��	��"����������

>D���"3��45��^���� (carbohydrate)  �
">�"��	/�>�""��?*"@���5
:;�4�$
����	
�#	� 4 strains ����

"��
�>.����?�4
���3��
� ��������	
���� Ara- strains G207 
�� A2 ���#"@&�"�����"�.��"#���,�  

microcolonies ��""������	
���� Ara+ strains E287 
�� E261 
���#��� intercellular slime matrix ��

"�.�� microcolonies $
����	
����  Intercellular slime matrix �!�����	���>���,����>D���"3��45��^����

������!�/���"����
��
����� PAS 
�� ruthenium red 
���"����$�
�"#�"���"��"�����"�.��"#���,�  

microcolonies $
����	


/�"��?*"@����#�3����.�
����"��"�
5�3 (Level of virulence) $
����	
 B. pseudomallei ��

!�����
���"��?*"@���	����� LD50 $
����	
���� Ara- strains G207 
�� A2 ��3������"#� 20.74 
�� 

18.58 CFU ����D��#� ���� LD50 $
����	
���� Ara+ strains E287 
�� E261 ��3������"#� 0.5 x107 
��

2.14 x107 ����D��#�  3�� LD50 $
����	
��"��?*"@���	�
�3��
�"#�"��?*"@�$
� Ulett 
��3&�(45) ���

���?*"@����#�3����.�
����"��"�
5�3$
����	
 B. pseudomallei  ���� Ara- 42 strains 
������ Ara+

2 strains ��!�����
� (BALB/c) ����� ���#�3����.�
����"��"�
5�3$
����	
 B. pseudomallei 
���� Ara- 
�����!���� < 10 CFU <*� > 107 CFU �������	
 B. pseudomallei ���� Ara+ �����#�3����.�


����"��"�
5�3
�����!���� 2 x 105 CFU <*� 107 CFU  �
">�"��	�#��
�3��
�"#�"��?*"@�$
� 

Russell and Bell(46) '*�����������3�� minimum lethal dose $
����	
 B. pseudomallei  ���� Ara+ ��!��

���
� (BALB/c) �����3������"#� >106 CFU  

��������"��?*"@���"�����������	��� ���	

�3��������������<�������5
:;�4�
���>��C����5�


���=������5
:;�4���3������������


����
�� (antibodies)  ���j������ (antibiotics) 
�� �������

���	
>.���� (antibacterial agents) ����\�����""���
�3���������������"#����
�""#�
�����,��'��4������\ 

(planktonic cells) �
">�"��	��5
:;�4��#������<�"�q
����	

�3������>�"����=���3.��"#�$
� host ��� 
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���� �"�q
����	

�3������>�" complement activation 
�� phagocyte-mediated killing (27, 35-41, 47, 48)


����$&������"#� ��5
:;�4�"%�����<>D�"#�"�����
������@ (toxin) 
�� metabolites 
���\ $
����	


����#	�3��3.�"��!�.�

"$
� planktonic cells >*��D��!�3��������<$
����	
��"��"�
5�3
��

�z�����#� (acute inflammatory disease) ��������  �#��#	����	

�3����������>��C����5�
���=������5


:;�4�>*��#"�"����$�
�"#�"���"��5�3�������	
�#� (chronic phase), asymptomatic infection (dormant 

stage) 
��"��"�#���,�'	D� (relapse) $
�5�3   ����
�>�"�����$
���5
:;�4���"��""���"��5�3����



�5�����#������,��������
���#�>�<*�$&���	 
��$�
���>�""��?*"@���	 ��������	
 B. pseudomallei 
���� Ara- ����������5
:;�4���"����.� (strain G207) 
����
�����.� (strain A2) �!�3�� LD50 �"���3���"#�

��!�����
� 
�����D��
������"#�����
����������� LD50 $
����	
���� Ara+ ����������5
:;�4���"���

�.� (strain E287) 
����
�����.� (strain E261) ��!�����
�"%�������3�� LD50 �"���3���"#����������"#����

�������	
���� Ara- '*�����!��
������5
:;�4�
�>>�������������
"���"�� lethal effect  
������"%���

"������������� LD50 $
����	
3��� strain 
�>>�
]����/�"�����
������"��������	
�#	��
��#�
�>��

�{>>#�
���\�
"�!��
>�"��5
:;�4����
�"����"#�  �#��#	�/����>#�>*�������
������������"��?*"@� LD50

$
����	
 B. pseudomallei strain G207 ����������	���� BHI �����������"#�����
�������	���� MVBM 

broth  ����
�>�"/�"��?*"@������&��5
:;�4�$
����	
 B. pseudomallei ����"��
�>.����?�4
���3 

��
� ��������	
��"������� intercellular slime matrix ����
�������	���� MVBM ��""�������
�������	��

�� BHI broth (������ 6 
�� 8) '*��
���������	
��"���������5
:;�4���"$*	�����
�������	���� MVBM  /�

"��?*"@� LD50 ��������	
 B. pseudomallei strain G207 ����������	���� BHI �!�3�� LD50 �"���3���"#�����


�������	���� MVBM broth  �#��#	�>*���,��������� "���������5
:;�4���"!��
��
�$
����	

�>����D�

�!�5�3�.�
����"$*	�!��
��
��� ����
�>�"�����������&��5
:;�4�>���"!��
��
�"%�����<>D�"#�"��

���
������@ (toxin) $
����	

��3��3.�"��!�.�

"$
� planktonic cells ����#�"����
���$������ 


������"%��� "�����
��#�"������,�"���#���@|��������	
 B. pseudomallei  ���� Ara+ 
�� Ara- ����D�

��?*"@� LD50 ��!�����
� (in vivo ) >��������5
:;�4����������"#����?*"@��� microtiter plate (in 

vitro) 
��
�>��,������������	
�#	����� Ara+ 
�� Ara- ��"���������5
:;�4��� in vivo ����>�"  in vitro 

'*��>D���,���
���"��?*"@������������
��


��/�"��?*"@�3�#	���	�!�$�
������	
���������	�!��!%������5
:;�4�$
����	
 B. pseudomallei 
�>>�

������������
"���"�� lethal effect  
���#���������<�
"��������5
:;�4���/���
3����.�
��$
�5�3

��"�&������,� chronic infections !��
���  ����
�>�""���������5
:;�4���"!��
��
�$
����	
 B.
pseudomallei 
�>�"����$�
�"#�3������������


����
�� (antibodies)  ���j������ (antibiotics) 
��

����������	
>.���� (antibacterial agents) ����\ �D��!����	
��	
��
��
���"��"��"�#���,�'	D�$
�5�3���

��"$*	�'*����,��{C!��D�3#C
����!�*������������
���/���}������

�5���� '*���������%��#�"������	"%�#�

��
�"��"��?*"@������������
��
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1.  MgSO4 7H2O 0.2   g

Citric acid (anhydrous) 2.0   g

NaNH4HPO4 3.5   g

K2HPO4 10.0  g

Dissolved in order listed in glass-distilled water to a final volume of 919 ml with a

final pH of 7.2

2.   After autoclaving, 1 ml of CaCl2 2H2O from a stock of 36 g/100 ml and 80 ml of a 25%

solution of D-gluconate were added; both of these were filter sterilized.
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