
The Limulus lysate assay as a rapid and sensitive test of bacterial water quality
by Thomas Morgan Evans

A thesis submitted in partial fulfillment of the requirements for the degree of MASTER OF SCIENCE
in Microbiology
Montana State University
© Copyright by Thomas Morgan Evans (1975)

Abstract:
The Limulus lysate assay was used to measure the endotoxin content in stream water and was found to
reflect the degree of bacterial contamination as measured by coliform, enteric, gram-negative and
hetero-trophic bacteria. The firm clot method was found to be a less sensitive and reproducible
technique for the detection of endotoxin than the spectrophotometric modification of the Limulus lysate
assay. Bound endotoxin, as determined by the spectrophotometric modification of the Limulus lysate
assay, was found to be a better measure of the endotoxin associated with bacterial cells than total
endotoxin.

On the basis of high positive correlations between bound endotoxin and coliform, enteric,
gram-negative and heterotrophic bacteria, the measurement of bound endotoxin by the Limulus lysate
assay was proposed as a rapid and sensitive test of bacterial water quality.

Because of the assumptions that are inherent in using the LLA as a measure of bacterial water quality,
more research is needed before the LLA can be generally applied. 
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�8���� �����"�����<�B���,�� �������������"� ��� �-�������$� ���$��������������� ���������� �������������������������2�����������������������"��

�2���������(�������������� ���'�����������2�����$���������"���)���������!�����$�+������� �>�����������"������� �����"�,�3�� ������������

�"�������������"���$�������� ���������"���$���"�����$�����#�����'��� ������������ ���'���������,�� �����������2������ ������� �� ������������������

�����������������������"�����"���$�����#���� �"���#����� �����"����� ���� ���������� �������������������"�������,

�����������-�������������� � �����#���������)���������'���������2�����������!�����������'���)�����2��������������������������������

�������� ���������������������"���)�'�� ���������2���������������� ���	�������2�����$���������� ������������������������� ��������������

���������������� �����"�� ���������� � �����M�	�K���� �2�����$���������� ��������� ��������������� ���� ���������2�������� ��������������������

�����������,
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�� �$ �9 �* �������� �� �� �� �� �	 �� �� �	 �� �� �� �� ��

���.�b������������� �N��� ��� �N���(�� �������	�� ������
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�	 �� �< �& �� �� �� �A���� �;�3�2���,�6�1�3�4���3�+�#���,�+�5�#���#�9�1�+�����6�#�8�1�4�,���#�8�����<�,�� �,�3�(�����=�3�4�4�3���1�+�� �6�1�/�,�6
�5�6�3�1�+�3�-�,���8�#�6�� �(�3�>���4�1�+�-�� �5�3���,�(�� �������������&���������������&����������������
�,�3�2�<�����#�1�+�����6�,���6�,�(�,�+���(�����<�,�� �-�,�#�>�,���6�1�2�� �>�,�3�+�� �#�8�� �8�1�/�,
�6�,���4�1�2�3���,�� �(�3�>���4�,�(�� �,�+�7�>�,�6�3���,�5���;�0�����<�,���(���6�,�3�5�����4�3���,
���,�2�<�+�1�=�7�,��
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�	 �� �< �& �� �� �� �G�,�� �;�3�2���,�6�1�3�4�� �3�+�5���,�+�5�#���#�9�1�+�� ���6�#�8�1�4�,���#�8�����<�,���,�3�(�����-�3�4�4�3���1�+���6�1�/�,�6
�8�#�6�� �(�3�>���4�1�+�-���5�3���,�(���������������&�������������������3�+�5�������������������� �,�3�2�<�� ���#�1�+��
�6�,���6�,�(�,�+���(�����<�,���-�,�#�>�,���6�1�2�� �>�,�3�+���#�8���8�1�/�,���6�,���4�1�2�3���,���(�3�>���4�,�(
�,�+�7�>�,�6�3���,�5���;�0�����<�,���(���6�,�3�5�� ���4�3���,�����,�2�<�+�1�=�7�,��
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�� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� ���� �� �� �� �� � �� �� � �! �" �� �� ��

�0 �� ���� ���� ���� �������� ���7 �*��� �# �����$�� �� �� �� �$ � �� �� � �� ��

�; �< �� �������������� ���/�� �-�������.�����-������������
�����	������������ �� �$ ��
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�	 �� �< �& �� �� �� �@�,�� �;�3�2���,�6�1�3�4���3�+�5���,�+�5�#���#�9�1�+�����6�#�8�1�4�,�� �#�8�����<�,���,�3�(�����=�3�4�4�3���1�+���6�1�/�,�6
�5�6�3�1�+�3�-�,�� �8�#�6���(�3�>���4�1�+�-�� �5�3���,�(�� ���������������� �3�+�5�� ������������������ �,�3�2�<
���#�1�+�����6�,���6�,�(�,�+���(�� ���<�,�� �-�,�#�>�,���6�1�2�� �>�,�3�+�� �#�8���8�1�/�,�� �6�,���4�1�2�3���,
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�1 �1

�������� ������������� ���������������)�����2���������)� �����"���� ���������������"�� ��� �������������"� ��� �-��������������

���������������>���"�������������)������ �?�K�,�� �������� ��������� ��� �����)� �����"�7������������ �)� �����"�7��� �������������"��

���������7��� �������������"� ��� �-�������������� �������������"���������	�������������?�M�,�� ��� �������������"� ��� �-������

�#���������"���?���M�M�M�%��� ���"�� ����� �����K�,�F�H�������7���������������H����� �� �?���M�F�@�������7������ ������ �M�	�K�,

�<���������������'���� ������ ����������� ������������� �������� � ���������"� ��� �-�����������$�����������"�����������������)��������

� �����)���$������������������� �������$�����������"�,�� �������� ��������� ��� �����)� �����"�7���������������"����� �-�������2������

���������������� ������ �������������8������ ������ �����"�����<�������2�����$�����2�������� ����������� �2�������� ������������ �������������"��

� �����8�'�������������� ���'�������$�������"�� ������������������ �<���������������������#�������� �����������$�����#�����'�,�� ��������

��������� ����� ���� ���������7�,�����������������"� ��� �-�������2���������������������� ���������	������ ���H�� �����"���M�	�K�,�� ��������

�$� ��������������� ���� �$� ���������$������������ � ���������"� ��� �-������ �I�)� �����"�� �����"����� �������J�� �#�������������)���$��������������

�������)�������� �������� ���������������>���"�� �����������)������ �?�H�,�� �������� �$� ��������������� �������)�����2����������� ��������

�����"� ��� �-�����������"������������� ����� �������$���� ���������%�������������#������ �������������$�������"�� �$� ������� �������)���$������������

�2���������������� ���������������������������M�,�G�������"�����������������$�������� ���������������?�R�� �����#�����,�� ���$������������

�"���������������� � ���� �������� ������������� �������������)�����2�������������"� ��� �-�����������"���)���$������������������� ��������

�������� ����� �2�����������	�������������� �?�?���� �?�K���� �?�H�� �����"���?�F�,�� �(� �����������������$��������������� ����������� ������

� ���� �������� �$� ���$��������������� ����� ���������"� ��� �-������ �����������$� �����������7������ �I�����7�����J�� �����"���)���$������������

�2�������� �$� �����������"�� ��� �������'�� ��� �� �"�������#���� ������������������������������� �������������)�����2����������� ��������

�����"� ��� �-�����������"���)���$���������������������)�������,�� �����"� ��� �-�������$� ���$��������������� �������2�����������-�0

�������������"�������������7������ ��� �������+���� �������� �$� ��������������� ������ �������������,�� ������ ����� �2�����������	��������������

�?�K���� �?�H�������"���?�F���� �������� ����������������� �������������������"� ����� ���� ���"���!�����������'���������� �������� �"�������,

������������������� ������� ���� � ���� �������� �"����������� ���������� �����������)����� �2��������������������������� �������������,

���������������'���)���������������������� � ��������������������������� ���������� ���������������������������"������������� �����M�	�K����

�2�����$���� �������� ������ �����������-�����������������"��� ���� �����������$�������,�� ������������ ��������������� �����������2� �����"



�����)�������?�K�,�� ������������� ���������������)�����2����������� �������������)� �����"���������"�����������������"� ��� �-�������������������������������<���������������������#������
�"��������������

�/�������� �����"��
��������

��� ��������
�(�����������7����

�	������
�(�����������7����

�:� �����"
�,���(�����������7����

�:� �����"
�	������

��������� ��
�:� �����"
��� ������

�3�� �	��������
��� ������

�A�7�H�7�A�B �%���3���,�,

���<�F �?�@�,�M�M �H�?�,�B�M�� �, �A�,�B�M �M�,�E�B �M�,�H�@ �M�,�E�?
�M�	�K�� �% �?���M�F�@�,�M�M �@�E�F�,�M�M �G�B�,�M�M�� �% �M�,�M�@ �M�,�M�G �M�,�@�K
���<�B �B�H�,�?�@ �H�A�,�A�M �?�B�,�F�@ �M�,�F�? �M�,�K�@ �M�,�A�?

�A�7�A�7�A�B
���H �K�,�F�H�� �, �?�,�H�B �?�,�M�G �M�,�G�M �M�,�F�F �M�,�B�E
���F �B�,�H�? �K�,�E�A �]�K�,�E�B �M�,�@�@ �M�,�B�M �M�,�B�M
���B �?�?���]���A�M �H�,�A�M �G�,�M�M �K�,�?�E �=�� �M�,�E�G �,���M�,�H�K

�A�7�G�7�A�B
���	�� �@�,�A�M �@�,�M�M �M�,�A�M �M�,�M�G �,�M�,�M�A �M�,�@�H
�8�� �?�E�,�?�M�� ���" ���" ���" ���" ���"���*
���<�B�� �F�M�,�A�M �?�K�,�M�M �K�G�,�A�M �K�,�H�@ �M�,�A�? �M���K�@

�A�7�@�7�A�B
�,�� ���<�F���, �K�K�,�?�M �?�B�,�H�M �E�,�G�M �M�,�F�F �M�,�H�? �M�,�E�@

�M�	�K �K�B�K�,�M�M �?�A�?�,�M�M �G�?�,�M�M �M�,�F�A �M�,�H�K �M�,�E�G
���<�B �K�F�,�H�M �?�M�,�G�M �?�H�,�B�M �M�,�H�K �,�� �M�,�B�E �M�,�F�F

�����^�� �"�������+���������2������������������ �����,����� �������������������������&�����#�����������'��
���"���%����� �����"�����������������"



�����)������ �?�K�,�� �I�$� �������������"�J

��������� ��
�/�������������"������������ ��� ������

�(�����������7����
�	������

�(�����������7����
�:� �����"��

�(�����������7����
�,�:� �����"
�	������

�:� �����"
��� ������

�	������
��� ������

�A�7�?�M�7�A�B
���H �F�,�G�M �H�,�?�B �?�,�E�B �M�,�B�K �M�,�H�F �M�,�E�E
�����%�� �3 �B�,�H�? �H�,�?�B �K�,�?�E �M�,�E�@ �M�,�F�? �M�,�B�@
���B �K�?�,�M�M �,�� �@�,�F�B �?�?�,�B�B �?�,�K�K �M�,�B�B �M�,�F�B

�A�7�?�?�7�A�B
�]���<�F �?�G�,�@�M �?�M�,�G�M �G�,�?�M �M�,�A�B �M�,�F�H �M�,�B�A
�M�	�K �A�B�E�,�M�M �E�G�F�,�M�M �A�K�,�M�M �M�,�?�? �M�,�?�M �M�,�@�M
���<�B �F�E�,�G�M �?�A�,�F�M �K�@�,�F�M �?�,�E�@ �M�,�E�H �M�,�H�A�� �$����

�M�M

�A�7�?�F�7�A�B
���	�� �%�� �K�,�E�F ���,�G� �,�� �M�,�G�F �M�,�F�A�� �, �M�,�E�G �M�,�H�K
�8�� �,�,�� �K�F�,�E�M �A�,�B�M �?�A�,�?�M �K�,�K�G �M�,�A�M �M�,�H�M

�%�� ���<�B�����1 �F�G�,�E�M �?�E�,�K�M �H�K�,�F�M �K�,�M�M �M�,�E�A �M�,�H�H

�A�7�?�B�7�A�B �Z

�O�����	���� �, �K�,�E�A �?�,�B�M �?�,�?�A �M�,�A�G �M�,�F�F �,�� �M�,�B�E
�8�� �?�K�,�E�@ �A�,�F�? �B�,�K�G �M�,�A�? �,���M�,�F�K �M�,�B�G

�,���<�B���,���, �F�F�,�?�M �?�E�,�K�M �K�A�,�@�M�� �, �,�� �?�,�A�K �,�,���M�,�E�H �M�,�H�A

�������� �?�,�?�@ �,�� �?�,�?�M �M�,�M�@ �M�,�M�G �M�,�@�K �M�,�M�G�� �,



���
���

���
���

���
	��

���
��/

���
���

�V
���

���
���

���
���

���
���

���
��
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�%���������������� �� �� �/������

�� �� �/�� �� �� ���� �� ���� ��

� � � � �� �������������� �� ����������

���	���� �8���� ���H�� ���F�� ������ ���G�F�� ���	�K�� �������� ���<��� 
��������

�	���<�&������ �?�M�,���������������������������� �������4�������� �����������*�� �/�������*�� �������� ������������ �������������������"
�������������������� ���������������������� ������ �������	���������������������������� �������������� ���/��
�������� ���������������� �������������� �����������*�� ���������� �������������� ��������������������
�����������-������ ���/�� �� �� �� �� ���������������-�� ������������ �/������ �����	���� �� ���� �� �"






































































