
I n sili c o a n d e m piri c al a n al ys es of t h e e v ol uti o n a n d a cti vit y of di v ers e A B 5  t o xi ns f o u n d wit hi n 

t h e S al m o n ell a  g e n us  

b y  

A d a o bi Oji a k or

A t h esis s u b mitt e d i n p arti al f ulfill m e nt of t h e r e q uir e m e nts f or t h e d e gr e e of  

M ast er of S ci e n c e  

D e p art m e nt of Bi ol o gi c al S ci e n c es  

U ni v ersit y of Al b ert a  

© A d a o bi Oji a k or, 2 0 2 3  



  
ii 

 

A bst r a ct  

      B a ct eri al A B 5  t o xi ns ar e s e cr et e d pr ot ei n c o m pl e x es c o m p os e d of a n e n z y m ati c A s u b u nit t h at 

disr u pts h ost c ell f u n cti o ns a n d a p e nt a m eri c B s u b u nit t h at f a cilit at es c ell ul ar e ntr y of t h e t o xi n 

b y bi n di n g t o s p e cifi c c ell s urf a c e r e c e pt ors. A B 5  t o xi ns ar e wi d el y r e c o g niz e d f or t h eir r ol es i n 

t h e p at h o g e n esis of s e v er al b a ct eri al p at h o g e ns fr e q u e ntl y as s o ci at e d wit h h u m a n dis e as e. I n  

S al m o n ell a , t w o disti n ct A B5  t o xi ns, Art A B a n d t y p h oi d t o xi n a p p e ar t o c o ntri b ut e t o t h e vir ul e n c e 

a n d dis e as e pr o p erti es of hi g hl y p at h o g e n i c str ai ns a n d s er o v ars li k e S al m o n ell a e nt eri c a  s er o v ar 

T y p hi m uri u m d efi niti v e p h a g e t y p e ( D T) 1 0 4 a n d S al m o n ell a e nt eri c a  s er o v ar T y p hi, b ot h of 

w hi c h c a us e s e v er e i nf e cti o ns i n h u m a ns. H o w e v er, t h e distri b uti o n a n d p ot e nti al r ol es of A B 5 

t o xi ns i n ot h er vir ul e nt S al m o n ell a  s er o v ars t h at ar e oft e n i m pli c at e d i n h u m a n dis e as e is n ot w ell 

u n d erst o o d.  

      U si n g a n arr a y of i n sili c o m et h o ds a n d m ol e c ul ar a n d c ell bi ol o g y t e c h ni q u es, t his t h esis 

e x pl or es t h e br o a d er ars e n al of A B 5 t o xi ns f o u n d wit hi n t h e S a l m o n ell a g e n us. W e pr o vi d e 

e vi d e n c e t h at m a n y S al m o n ell a  s er o v ars h ar b o ur g e n es e n c o di n g t h e Art A B a n d t y p h oi d t o xi ns 

a n d t h at t h er e is s u bst a nti al v ari ati o n a m o n g t h es e t o xi ns. T h e B s u b u nit s e q u e n c es of t h es e t o xi ns 

ar e p arti c ul arl y v ari a bl e, w hi c h is li k el y i n di c ati v e of diff er e nt gl y c a n bi n di n g pr ef er e n c es, 

i n di c ati n g t h at t h e t o xi ns pr o d u c e d b y diff er e nt li n e a g es li k el y e x hi bit diff er e n c es i n t h e n at ur e of 

t h e c ell t y p e(s) t h e y t ar g et. W e als o i d e ntif y t w o n o v el “ h y bri d ” A B5 t o xi ns, RI P-T T a n d RI P -H L T 

wit hi n t h e S al m o n ell a  g e n us t h at c o m bi n e s u b u nits fr o m w ell -est a blis h e d a n d disti n ct t o xi n 

f a mili es. P h yl o g e n eti c a n d s e q u e n c e a n al ys es s h o w e d t h at t h e A s u b u nit s e q u e n c es of RI P -T T a n d 

RI P -H L T e x hi bit si mil arit y t o t h e A s u b u nits of S hi g a f a mil y t o xi ns, b ut t h eir B s u b u nit s e q u e n c es 

e x hi bit s e q u e n c e si mil arit y t o t h e B s u b u nits of t h e u nr el at e d Art A B ( RI P -T T) a n d t y p e II h e at -

l a bil e t o xi ns ( RI P-H L T), r es p e cti v el y. E x a mi n ati o n of t h e g e n o mi c l o ci w h er e t h es e t o xi ns ar e 
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e n c o d e d r e v e al e d a li k el y r ol e f or pr o p h a g es a n d tr a n s p os as es i n t h e e v ol uti o n of b ot h t o xi ns. F or 

f urt h er a n al ys es, w e as s es s e d a n d c o nfir m e d A -B i nt er a cti o ns i n b ot h t o xi ns  usi n g m ol e c ul ar 

cl o ni n g a n d pr ot ei n p urifi c ati o n s yst e ms a n d s u bs e q u e ntl y i n v esti g at e d t h e c ell ul ar eff e cts of  

p urifi e d RI P -T T a n d RI P -H L T i n H e L a c ells usi n g a n M T T c yt ot o xi cit y as s a y. H er e, w e s h o w e d 

t h at b ot h t o xi ns i n d u c e si g nifi c a nt l e v els of c yt ot o xi cit y i n a d os e d e p e n d e nt m a n n er. I m p ort a ntl y, 

m ut ati o ns t o a mi n o a ci d r esi d u es p ost ul at e d t o b e es s e nti al f or t h eir e n z y m ati c a n d bi n di n g 

a cti viti es a b olis h t o xi n a cti vit y, i n di c ati n g t h at t h es e t o xi ns e nt er a n d i nt o xi c at e c ells usi n g t h e 

a nti ci p at e d p at h w a y. I nt er esti n gl y, w e o bs er v e d t h at t h e St x 2 a A s u b u nit c a n f or m s y nt h eti c h y bri d 

t o xi ns wit h t h e B p e nt a m ers of RI P -T T a n d RI P -H L T, a n d t h at b ot h of t h es e s y nt h eti c t o xi ns ar e 

c a p a bl e of c a usi n g c yt ot o xi cit y i n H e L a c ells. O ur c oll e cti v e fi n di n gs r e v e al a r e m ar k a bl y di v ers e 

ars e n al of A B 5  t o xi ns is e n c o d e d b y v ari o us  S al m o n ell a  s er o v ars a n d pr o vi d e f u n d a m e nt al i n si g hts 

i nt o t h e e v ol uti o n of A B5  t o xi ns. 
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      I a m i m m e ns el y gr at ef ul t o all m e m b ers of t h e F o wl er l a b f or t h eir c o nti n u o us s u p p ort d uri n g 

t his w or k. I a m es p e ci all y a p pr e ci ati v e of m y s u p er vi s or, Dr. C as e y F o wl er w h o pr o vi d e d m e wit h 

t h e o p p ort u nit y t o c o n d u ct t his r es e ar c h, a n d f or hi s c o nti n u o us p ati e n c e, e n c o ur a g e m e nt,  a n d 
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El h a n a w y f or pr o vi di n g  r el e v a nt i nsi g hts  a n d pr oj e ct g ui d a n c e d uri n g m y c o m mitt e e m e eti n gs  a n d 

t o Dr. Lis a St ei n  f or t a ki n g t h e ti m e t o g o o v er t his t h esis a n d pr o vi d e us ef ul f e e d b a c k a n d 

c o ntri b uti o ns.  

      I a m v er y gr at ef ul t o o ur c oll a b or at ors,  Dr. Z h e C h e n a n d Dr. Xi a n g G a o  at S h a n d o n g 

U ni v ersit y, Qi n g d a o, C hi n a  f or pr o vi di n g us ef ul str u ct ur al d at a o n A-B i nt er a cti o ns i n s e v er al 

S al m o n ell a  A B 5  t o xi ns r el e v a nt t o t his t h esis. A s p e ci al t h a n k y o u t o m y gr a d u at e c oll e a g u es, L u k e 

B arr ett o a n d P aris Br o w n f or t h eir u nr el e nti n g s u p p ort a n d fri e n ds hi p b ot h i n a n d o ut of t h e l a b. I 

a m als o gr at ef ul f or t h e a d diti o n al t e c h ni c al s u p p ort pr o vi d e d b y P aris, p arti c ul arl y i n t h e s et u p 

a n d m ai nt e n a n c e of  c ell c ult ur e e q ui p m e nt cr u ci al t o s e v er al of m y e x p eri m e nts.  A m as si v e th a n k 

y o u t o t h e U ni v ersit y of Al b ert a m ol e c ul ar bi ol o g y s er vi c e u nit ( M B S U) f or p er mitti n g t h e us e of 

s e v er al e q ui p m e nt t h at w er e n e c es s ar y t o t his pr oj e ct a n d t o m e m b ers of t h e D e n nis a n d R ai vi o l a b 

f or pr o vi di n g m e wit h e x p eri m e nt al as sist a n c e o n m ulti pl e o c c asi o ns a n d f or a d visi n g m e w h e n 

n e e d e d.  

      Fi n all y, t his w or k w o ul d n ot h a v e b e e n p os si bl e wit h o ut t h e c o nti n u o us s u p p ort I r e c ei v e d fr o m 

f a mil y a n d fri e n ds a n d I v er y gr at ef ul f or t his.  
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C h a pt e r 1: G e n e r al I nt r o d u cti o n  

 

1. 1  T h e S al m o n ell a  g e n u s a n d s al m o n ell osis 

      S al m o n ell a  is a g e n us of Gr a m -n e g ati v e b a ct eri a w hi c h ar e a l e a di n g c a us e of f o o d b or n e 

i nf e cti o ns w orl d wi d e ( 1). T h e S al m o n ell a  g e n us c o n t ai ns t w o s p e ci es, S . e nt eri c a  a n d S . 

b o n g ori . S. b o n g ori  c o m pris es at l e ast 2 2 s er ot y p es t h at m ostl y i nf e ct c ol d -bl o o d e d a ni m als li k e 

li z ar ds a n d s n a k es b ut ar e r ar el y i m pli c at e d i n h u m a n dis e as e  ( 2). S. e nt eri c a c o m pris es si x 

s u bs p e ci es i n cl u di n g e nt eri c a  (I), s al a m a e  (II), ariz o n a e  (III a), di ariz o n a e  (III b), h o ut e n a e  (I V) 

a n d i n di c a ( VI) t h at col o ni z e a n d i nf e ct a r a n g e of h o sts i n cl u di n g pl a nts, a ni m als , a n d h u m a ns. 

S. e nt eri c a  s u bs p e ci es e nt eri c a  w hi c h h ar b o urs o v er 2, 6 0 0  s er o v ars is t h e m ost st u di e d 

s u bs p e ci es d u e t o its fr e q u e nt as s o ci ati o n wit h h u m a n i nf e cti o ns  ( 3– 5) . T h er e is i m m e ns e 

di v ersit y wit hi n e nt eri c a  s u bs p e ci es i n t er ms of h ost r a n g e a n d dis eas e o ut c o m es a n d s er o v ars 

c a n b e cl as sifi e d b as e d o n t his i nt o t y p h oi d al a n d n o nt y p h oi d al S al m o n ell a  ( 6).  

 

1. 1. 1 N o nt y p h oi d al S al m o n ell a   

      N o n ty p h oi d al S al m o n ell a  ( N T S) e n c o m p as s s e v er al p at h o g e ni c s er o v ars i n cl u di n g S . 

e nt eri c a  s er o v ar T y p hi m uri u m  ((S . T y p hi m uri u m). H e n c ef ort h , all S. e nt eri c a  s er o v ars will b e 

r ef err e d t o usi n g t his s h ort h a n d: S.  (s er o v ar n a m e)),  S.  E nt eriti dis, S . D u bli n, S . I nf a ntis, S . 

G alli n ari u m  a n d S.  C h ol er a esi us t h at i nf e ct a wi d e r a n g e of h osts  ( 7). N T S i nf e cti o n t y pi c all y 

pr es e nts as a s elf -li miti n g g astr o e nt eritis wit h s y m pt o ms s u c h as f e v er, n a us e a, a b d o mi n al 

dis c o mf ort, a n d di arr h o e a  ( 7) a n d  ar e m ai nl y  tr a ns mitt e d vi a t h e c o ns u m pti o n of c o nt a mi n at e d 

f o o d a n d w at er ( 8– 1 0) . T h er e is a n a n n u al esti m at e of 9 3 milli o n c as es of s al m o n ell osis 

w orl d wi d e wit h o v er 1 5 0, 0 0 0 d e at hs  ( 1 1). S . E nt eriti dis a n d S . T y p hi m uri u m ar e t w o of t h e 
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m ost w ell c h ar a ct eri z e d N T S s er o v ars t h at c o nstit ut e t h e gr e at est dis e as e b ur d e n gl o b all y  ( 1 2–

1 4) . S.  E nt eriti dis c ol o ni z es a v ari et y of h osts b ut m ost i nf e cti o ns d u e t o t his s er o v ar r el at e t o 

p o ultr y , w h er e h u m a n i nf e cti o n t y pi c all y o c c urs f oll o wi n g c o ns u m pti o n of c o nt a mi n at e d 

pr o d u c ts li k e c hi c k e n a n d e g gs ( 1 5– 1 7) . I n c o m p aris o n, S.  T y p hi m uri u m g e n er all y i nf e cts a 

br o a d er h ost r a n g e a n d is m or e fr e q u e ntl y a s s o ci at e d wit h h u m a n i nf e cti o n  ( 1 8, 1 9). Alt h o u g h 

N T S i nf e cti o ns t e n d t o b e mil d, s e v er e  a n d i n v asi v e f or ms of dis e as e m a y o c c ur as a r es ult of 

s yst e mi c s pr e a d of t h e b a ct eri a t o e xtr a -i nt esti n al sit e s. T h er e h as b e e n a n i n cr e asi n g n u m b er of 

r e p orts of i n vasi v e N T S (i N T S) i nf e cti o ns s u c h as b a ct er a e mi a a n d m e ni n gitis i n s e v er al p arts 

of t h e w orl d  ( 2 0). I n S u b-S a h ar a n Afri c a, i N T S ar e of p arti c ul ar c o n c er n, pr e d o mi n a ntl y i n 

i m m u n o c o m pr o mis e d i n di vi d u als li k e t h os e wit h H u m a n I m m u n o d efi ci e n c y Vir us ( HI V), 

di a b et es, si c kl e c ell a n a e mi a a n d m ali g n a nt t u m o urs , wit h a n a n n u al i n ci d e n c e r at e esti m at e d t o 

b e b et w e e n 1 7 5 t o 3 8 8 p er 1 0 0, 0 0 0 p e o pl e  ( 1 0, 1 2, 2 0– 2 3) . Y o u n g c hil dr e n, el d erl y p ati e nts a n d 

i n di vi d u als r esi di n g i n r e gi o ns w h er e m al n utriti o n a n d m al ari a ar e e n d e mi c als o h a v e a n 

i n cr e as e d ris k of d e v el o pi n g i N T S i nf e cti on s  ( 2 1, 2 4). H o w e v er, h e alt h y a d ults ar e still 

s us c e pti bl e t o i N T S  i nf e cti o ns a n d a f e w c as es of b a ct eri al dis s e mi n ati o n t o d e e p e n d o v as c ul ar 

tis s u es h a v e b e e n r e p ort e d ( 7). 

B a ct er a e mi a is t h e m ost c o m m o n cli ni c al m a nif est ati o n s e e n i n p ati e nts wit h i N T S i nf e cti o n 

wit h ot h er c o m or bi diti es s u c h as h e p at os pl e n o m e g al y a n d r es pi r at or y distr es s o c c asi o n all y 

o bs er v e d  ( 2 3, 2 5). Tr e at m e nt of i N T S i nf e cti o ns in v ol v e a n e xt e nsi v e c o urs e of a nti mi cr o bi al 

t h er a p y f or a b o ut 1 0 t o 1 4 d a ys a n d t h e m aj orit y of i nf e ct e d p ati e nts ar e a bl e t o m a k e a f ull 

r e c o v er y wit h mi n or or n o c o m pli c ati o ns. H o w e v er, t h e c urr e nt ris e i n m ulti -dr u g r esist a nt 

str ai ns o f N T S c o u pl e d wit h t h e l a c k of eff e cti v e v a c ci n es c o m pli c at e t h e m a n a g e m e nt of i N T S 

l e a di n g t o dis e as e c o m pli c ati o ns a n d i n s o m e c as es, d e at h of aff e ct e d i n di vi d u als  ( 2 6). T h e N T S 
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s er o v ars m ostl y as s o ci at e d wit h e xtr a -i nt esti n al i nf e cti o n i n cl u d e S.  T y p hi m uri u m, S.  

C h ol er a esi us, S.  E nt eriti dis a n d S . D u bli n, s u g g esti n g s o m e s ort of u n d erl yi n g g e n eti c f a ct ors 

e n c o d e d b y t h es e s er o v ars t h at m a y pr o vi d e a n a d v a nt a g e i n t er ms of dis e as e  ( 2 7– 3 0) . 

 

1. 1. 2 T y p h oi d al S al m o n ell a  

      I n c o ntr ast t o N T S, ty p h oi d al S al m o n ell a  s er o v ar s w hi c h i n cl u d e S . T y p hi a n d S.  P ar at y p hi 

( A, B a n d C) ar e h u m a n -r estri ct e d a n d g e n er all y c a us e s e v er e i nf e cti o ns s u c h as t y p h oi d a n d 

p ar at y p h oi d f e v e r. T y p h oi d f e v er, als o k n o w n as e nt eri c f e v er, is a s e v er e a n d lif e-t hr e at e ni n g 

i nf e cti o n t h at i nf e cts a p pr o xi m at el y 1 1 t o 2 1 milli o n p e o pl e a n n u all y, w orl d wi d e wit h o v er 

1 2 0, 0 0 0 as s o ci at e d d e at hs  ( 1 2, 2 1). Cli ni c al m a nif est ati o n of t y p h oi d f e v er oft e n i n cl u d e s  

s y m pt o ms s u c h as f e v er, h e a d a c h e, m al ais e, l os s of a p p etit e a n d g astr o e nt eritis i n s o m e c as es, 

a n d dis e as e m a n a g e m e nt t y pi c all y r e q uir es a c o urs e of a nti mi cr o bi al tr e at m e nt, fl ui d 

r e pl a c e m e nt a n d o c c asi o n all y, s ur g er y if i nt esti n al d a m a g e o c c urs  ( 3 2– 3 4) . Wit h o ut i m m e di at e 

a n d a p pr o pri at e tr e at m e nt, t y p h oi d f e v er m a y pr o gr es s t o a m ulti -s yst e mi c i nf e cti o n t h at 

i n v ol v es or g a ns s u c h as t h e li v er, s pl e e n, g all bl a d d er, l y m p h n o d es a n d br ai n wit h a hi g h f at alit y 

r at e ~ 1 0 - 3 0 %  ( 3 1, 3 5). P ar at y p h oi d f e v er, a si mil ar b ut l es s pr o n o u n c e d f e bril e ill n es s is als o a 

m aj or c o ntri b ut or t o t h e m or bi dit y a n d m ort alit y r at es as s o ci at e d wit h t y p h oi d al S al m o n ell a  

wit h a n  a n n u al  esti m at e  of  fi v e milli o n c as es o c c urri n g gl o b all y ( 3 5, 3 6). O n e of t h e m ai n r o ut es 

of t y p h oi d al S al m o n ell a tr a ns mis si o n is vi a c o nt a mi n at e d f a e c al m att er ( 3 7, 3 8). M a n y p e o pl e 

r e m ai n asy m pt o m ati c c arri ers of t h e b a ct eri a f oll o wi n g a c ut e i nf e cti o n a n d c o nti n u o usl y s h e d 

b a ct eri a f or pr ol o n g e d p eri o ds w hi c h r a n ges  fr o m a f e w m o nt hs t o s e v er al y e ars , f a cilit ati n g 

tr a ns mis si o n ( 3 9, 4 0). T y p h oi d al S al m o n ell a  i nf e cti o n is m ostl y pr e v al e nt i n d e v el o pi n g 



  

4  

 

c o u ntri es i n S u b -S a h ar a n Afri c a a n d c ert ai n r e gi o ns of Asi a w h er e p o or h y gi e n e a n d s e w a g e 

c o nt a mi n ati o n is d o mi n a nt  ( 3 2, 3 5, 4 1).  

 

1. 2  S al m o n ell a  p at h o g e n esis  

      P at h o g e ni c  S al m o n ell a  s er o v ars e m pl o y a wi d e arr a y of vir ul e n c e f a ct ors t o s u c c es sf ull y 

i n v a d e a n d i nf e ct h osts.  T h es e vir ul e n c e f a ct ors i n cl u d e  fi m bri a e, fl a g ell a, li p o p ol ys a c c h ari d e 

( L P S), s e cr et e d e x ot o xi ns  a n d t y p e III s e cr eti o n s yst e ms  ( T 3 S S) t h at ar e e n c o d e d o n 

c hr o m os o m al r e gi o ns k n o w n as S al m o n ell a  p at h o g e ni cit y isl a n ds (( S PI)-1 a n d 2 ) ( 4 2– 4 4) . 

F oll o wi n g i n g esti o n of c o nt a mi n at e d f o o d or  w at er , S al m o n ell a  b y p as s es t h e m u c os al d ef e n c e 

m e c h a nis ms of t h e st o m a c h t o r e a c h t h e i nt esti n al m u c os a. H er e, t h e b a ct eri a utili z e s  eff e ct or 

pr ot ei ns t h at ar e s e cr et e d b y t h e S PI -e n c o d e d T 3 S S t o i n v a d e M ( mi cr of ol d) c ells a n d n o n-

p h a g o c yti c e pit h eli al c ells w hi c h f a cilit at es tr a ns mis si o n a cr os s t h e i nt esti n al e pit h eli al b arri er 

t o t h e l a mi n a pr o pri a  ( 4 5). T h e b a ct eri a ar e t h e n p h a g o c yt os e d  b y  m a cr o p h a g es  i nt o S al m o n ell a  

c o nt ai ni n g v a c u ol es ( S C V) , a pr o c es s w hi c h m a y al s o b e  m e di at e d b y t h e S PI -I T 3 S S . I n t h e 

S C V , eff e ct or pr ot ei ns s e cr et e d b y t h e S PI -2 e n c o d e d T 3 S S ar e s u g g est e d t o pr o m ot e 

i ntr a c ell ul ar s ur vi v al a n d r e pli c ati o n b y pr e v e nt i n g l ys os o m al m at ur ati o n a n d d e gr a d ati o n . 

      T h e h ost i nfl a m m at or y r es p o ns e eli cit e d d uri n g S al m o n ell a  i n v asi o n of t h e g ut e pit h eli u m 

is s u g g est e d t o v ar y b et w e e n N T S a n d t y p h oi d al S al m o n ell a a n d m a y p artl y a c c o u nt f or 

diff er e n c es i n dis e as e o ut c o m e s. D uri n g e arl y i nf e cti o n, N T S i n d u c e a r o b ust pr oi n fl a m m at or y 

r es p o ns e t h at i n v ol v es n e utr o p hil i nfl u x t o t h e g ut a n d t h e a cti v ati o n of c yt o ki n es s u c h as 

i nt erl e u ki n (I L)-1,I L -6, I L -8 a n d t u m o ur n e cr osis f a ct or ( T N F) -2  w hi c h  c o ntri b ut e s  t o i nt esti n al 

i nfl a m m ati o n a n d t h e s u bs e q u e nt est a blis h m e nt of a l o c al i z e d g astr oi nt esti n al i nf e cti o n ( 4 6, 4 7).  

I n c o ntr ast, d uri n g e arl y i nf e cti o n i n t h e g ut , S . T y p hi e m pl o y s m e c h a nis ms t o disr u pt cr u ci al 
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h ost c yt os k el et al pr o c es s es a n d s u p pr es s t h e a cti v ati o n of i m m u n e si g n alli n g m ol e c ul es  ( 4 8, 4 9). 

T h e S.  T y p hi Vi c a ps ul ar p ol ys a c c h ari d e, w hi c h is a bs e nt i n N T S, pl a ys a n i m p ort a nt r ol e i n 

s u p pr es si n g i n n at e i m m u ne d ef e n c e m e c h a nis ms s u c h as n e utr o p hil i nfl u x a n d i n hi biti n g 

c o m pl e m e nt a cti v ati o n i n t h e g ut. T his i n t ur n all o w s  t h e b a ct eri a t o e v a d e i m m u n e s yst e m 

cl e ar a n c e a n d est a blis h a m or e p ersist e nt a n d c hr o ni c i nf e cti o n ( 5 0).  

      T h e  dis p arit y in dis e as e s e v erit y o bs er v e d i n t h e S al m o n ell a  g e n us b et w e e n disti n ct s er o v ars 

a n d str ai ns i n di c at es  t h at t h er e ar e u n d erl yi n g g e n eti c f a ct ors t h at i nfl u e n c e t h e n at ur e of dis e as e 

o ut c o m es . I n c o m p aris o n t o N T S, t h e g e n o m es of t y p h oi d al S al m o n ell a  s er o v ars a p p e ar t o h a v e 

u n d er g o n e e xt e nsi v e d e gr a d ati o n d efi n e d b y a l os s of f u n cti o n i n s e v er al h o m ol o gs of es s e nti al 

g e n es e n c o d e d b y N T S  ( 5 1, 5 2). M a n y of t h e f u n cti o n al g e n es e n c o d e d b y S . T y p hi a n d S . 

P ar at y p hi A ar e g e ar e d  t o w ar ds effi ci e nt c ol o ni z ati o n a n d i n v asi o n i n h u m a ns, i n di c ati n g t h at 

t h es e s er o v ars h a v e a d a pt e d t o s p e cifi c h osts ( h u m a n s) ( 5 3, 5 4). Si mil arl y, g e n o mi c a n al ysis of 

t h e N T S s er o v ars t h at ar e m ost i m pli c at e d i n m or e s e v er e dis e as e t y p es r e v e al e d t h at t h e 

m aj orit y of t h es e s er o v ars h ar b o ur a d diti o n al g e n es t h at m a y e n h a n c e t h eir vir ul e n c e c a p a biliti es 

wit hi n h osts  ( 5 3, 5 5). A  t h or o u g h u n d erst a n di n g of t h e g e n eti c a n d m ol e c ul ar f a ct ors t h at 

i nfl u e n c e t h e vir ul e n c e pr o p erti es a n d dis e as e o ut c o m es i n di v ers e S al m o n ell a  str ai ns a n d 

s er o v ars  is t h er ef or e n e e d e d i n or d er t o att ai n a b ett er u n d erst a n di n g of t h e p at h o g e ni c p ot e nti al 

of hi g hl y vir ul e nt s al m o n ell a e. B a ct eri al A B -t y p e t o xi ns r e pr es e nt o n e of s u c h vir ul e n c e f a ct ors  

t h at ar e e n c o d e d b y s e v er al e nt eri c p at h o g e ns  t h at ar e c o m m o nl y as s o ci at e d wit h s e v er e h u m a n 

dis e as es .  
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1. 3  A B 5  t o xi n s: st r u ct u r e a n d f u n cti o n 

      A B t o xi ns ar e s e cr et e d pr ot ei ns t h at t ar g et a n d e nt er h ost c ells a n d disr u pt cr u ci al c ell ul ar 

a n d  bi ol o gi c al pr o c es s es  ( 5 6). A B t o xi ns ar e c o m p os e d of t w o disti n ct p ol y p e pti d e s u b u nits 

t h at as s e m bl e i nt o a m ulti m eri c pr ot ei n  c o nsisti n g of a n e n z y m ati c A ( a cti v e) s u b u nit t h at 

disr u pts n or m al h ost c ell f u n cti o ns  a n d a B  ( bi n di n g, or d eli v er y)  s u b u nit t h at t ar g ets c ells b y 

bi n di n g t o s p e cifi c r e c e pt ors t h at ar e pr es e nt o n t h e h ost  c ells  ( 5 7). A B -t y p e t o xi ns ar e pr o d u c e d 

b y s e v er al m e di c all y r el e v a nt p at h o g e ns i n cl u di n g C or y n e b a ct eri u m di p ht h eri a , B a cill us 

a nt hr a cis , Cl ostri di u m s p p., a n d C a m p yl o b a ct er j ej u ni , w h er e t h e y si g nifi c a ntl y c o ntri b ut e t o 

t h e est a blis h m e nt of dis e as e ( 5 8– 6 1) .  

      A B t o xi ns c a n b e f urt h er c at e g ori z e d b as e d o n st oi c hi o m etr y of t h e A a n d B s u b u nits  a n d 

i n cl u d e t o xi ns wit h si n gl e or m ulti pl e A a n d/ or B s u b u nits. A B 5  t o xi ns ar e c o m p os e d of a n 

e n z y m ati c A s u b u nit t h at is n o n -c o v al e ntl y li n k e d t o a h o m o p e nt a m er i c d eli v er y B pl atf or m  

( 6 2, 6 3) ( Fi g ur e 1. 1). T h e  A s u b u nit i n cl u d e s  a n N -t er mi n al A 1 fr a g m e nt t h at is att a c h e d t o a 

s m all er C -t er mi n al A 2 p e pti d e vi a a dis ul p hi d e b o n d f or m e d b et w e e n t w o c yst ei n e r esi d u es ( 6 4–

6 7)  ( Fi g ur e 1. 1). T h e A 1 fr a g m e nt c arri es o ut t h e e n z y m ati c a cti vit y of t h e t o xi n w hil e t h e A 2 

p e pti d e a n c h ors t h e A 1 fr a g m e nt t o t h e B p e nt a m er vi a its C -t er mi n al α -h eli c al l o o p t h at i ns erts 

i nt o t h e p e nt a m eri c B ri n g a n d i nt er a cts wit h t h e a mi n o a ci d r esi d u es t h at li n e t h e p or e of t h e 

p e nt a m eri c B s u b u nit ri n g ( Fi g ur e 1. 1). C ell ul ar e ntr y of t h e A B 5  h ol ot o xi n  is  m e di at e d b y B 

s u b u nit bi n di n g t o s p e cifi c gl y c a n r e c e p t ors pr es e nt o n t h e h ost c ell pl as m a m e m br a n e  ( 6 3). T h e 

A B 5  h ol ot o xi n i s t h e n i nt er n ali z e d i nt o e n d os o m es vi a r e c e pt or -m e di at e d e n d o c yt osis  a n d is 

s u bs e q u e ntl y tr a nsl o c at e d vi a a r etr o gr a d e p at h w a y t hr o u g h t h e tr a ns-G ol gi n et w or k t o t h e 

l u m e n of t h e e n d o pl as mi c r eti c ul u m ( E R) ( Fi g ur e 1. 2). I n t h e E R, e n z y m es s u c h as t h e  pr ot e i n 

dis ul p hi d e  is o m er as e ( P DI) bi n d a n d cl e a v e t h e dis ul p hi d e b o n d li n ki n g t h e A 1 a n d A 2 p e pti d es, 
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all o wi n g t h e  u nf ol d e d  A 1 fr a g m e nt t o  dis s o ci at e fr o m t h e t o xi n c o m pl e x  ( 6 2, 6 3). T h e A1  

s u b u nit tr affi cs o ut fr o m t h e E R t o t h e h ost c yt os ol b y hij a c ki n g t h e h ost c ell E R -as s o ci at e d 

d e gr a d ati o n ( E R A D) p at h w a y, a bi os y nt h eti c p at h w a y t h at c o nt ai ns E R c h a p er o n e s t h at 

r e c o g ni z e a n d f a cilit at e d e gr a d ati o n of misf ol de d  pr ot ei ns ( 6 4, 6 8). O n c e i n t h e c yt os ol, t h e A 

s u b u nit r ef ol ds  t o b e c o m e  a cti v e  a n d c a n t h e n r e a c h a n d m o dif y its s p e cifi c h ost c ell t ar g et 

pr ot ei n, l e a di n g t o c ell ul ar i nt o xi c ati o n  ( Fi g ure 1. 2 ) ( 6 9). Ulti m at el y, t his a cti vit y alt ers t h e h ost 

c ell bi ol o g y  a n d tri g g ers  a c as c a d e of i m m u n ol o gi c al a n d bi ol o gi c al eff e cts t h at ar e b e n efi ci al 

t o t h e b a ct eri u m a n d m a y m a nif est as s y m pt o ms of dis e as es oft e n as s o ci at e d wit h t h e b a ct eri al 

str ai ns a n d s er o v ars t h at pr o d u c e t h es e t o xi ns . A B5  t o xi ns h a v e e v ol v e d t o b e k e y pl a y ers i n t h e 

vir ul e n c e a n d dis e as e pr o p erti es of a n u m b er of Gr a m -n e g ati v e or g a nis ms  s u c h as Vi bri o 

c h ol er a e , B or d et ell a p ert us sis , c ert ai n Es c h eri c hi a c oli  p at h ot y p es a n d S al m o n ell a  s er o v ars . 

A B 5  t o xi n-dri v e n dis e as es r a n g e fr o m mil d c as es of f o o d b or n e i nf e cti o ns t o s e v er e a n d 

d e bilit ati n g ill n es s es a n d ar e c oll e cti v el y r es p o nsi bl e f or milli o ns of i nf e c ti o ns a n d h u n dr e ds of 

t h o us a n ds of d e at hs e a c h y e ar. T h e bi ol o g y of A B5  t o xi ns als o m a k e t h e m us ef ul t o ols i n 

t h er a p e uti c dis e as e tr e at m e nt a n d c ell bi ol o g y st u di e s . Gi v e n t h eir i m p ort a n c e i n h u m a n h e alt h 

a n d dis e as e, it is n e c es s ar y t o g ai n a d e e p er u n d erst a n di n g of t h e m e c h a nis ms u n d erl yi n g t h e 

e v ol uti o n a n d a cti vit y of A B 5 t o xi ns.   
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Fi g u r e 1. 1 . T h e C a n o ni c al A B 5  t o xi n a r c hit e ct u r e. S c h e m ati c d e pi cti o n of t h e t y pi c al str u ct ur e of a 

b a ct eri al A B 5  t o xi n s h o wi n g t h e c at al yti c A s u b u nit ( bl u e) w hi c h i n cl u d e s t h e A 1 a n d t h e A 2 m oi eti e s 

li n k e d vi a a dis ul p hi d e b o n d a n d t h e B s u b u nit ( gr e e n) w hi c h is m a d e u p of fi v e m o n om er s t h at f or m a 

p e nt a m eri c ri n g.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fi g u r e 1. 2 . G e n e r al A B5  i nt o xi c ati o n p at h w a y. C ell ul ar i nt o xi c ati o n is i niti at e d b y B s u b u nit bi n di n g 

t o s p e cifi c gl y c a ns o n t h e h ost c ell pl a s m a m e m br a n e w hi c h r e s ults i n r e c e pt or-m e di at e d t o xi n u pt a k e. 

T h e i nt er n ali z e d h ol ot o xi n t h e n tr affi c s fr o m e arl y e n d os o m e s t hr o u g h t h e tr a ns -G ol gi n et w or k t o t h e 

E R b y r etr o gr a d e tr affi c ki n g. O n c e i n t h e E R, t h e A s u b u nit diss o ci at e s fr o m t h e B p e nt a m er a n d e s c a p e s 

t o t h e c yt os ol vi a t h e h ost c ell E R-a ss o ci at e d d e gr a d ati o n ( E R A D) p at h w a y. H er e, t h e A s u b u nit r ef ol ds 

a n d c a n t h e n r e a c h a n d m o dif y its s p e cifi c h ost c ell t ar g et pr ot ei n, l e a di n g t o c ell ul ar i nt o xi c ati o n. 

Cr e at e d i n Bi o R e n d er. c o m.  
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1. 4  T h e e v ol uti o n  a n d di v e rsit y of A B 5  t o xi n s  

      All A B 5  t o xi ns a d o pt a stri ki n gl y si mil ar gl o b al str u ct ur al ar c hit e ct ur e i n w hi c h t h e A 

s u b u nit  sits at o p a p e nt a m eri c B s u b u nit ri n g (Fi g ur e 1. 1) . D es pit e t h is, t h e bi n di n g a n d 

tr affi c ki n g pr o p erti es, as w ell as  t h e e n z y m ati c a cti viti es of A B5  t o xi ns c a n v ar y si g nifi c a ntl y 

a n d disti n ct A B 5  t o xi ns m a y t ar g et diff er e nt tis s u es or c ell t y p es a n d eli cit v er y diff er e nt 

bi ol o gi c al eff e cts. H o w e v er, it is n ot u n c o m m o n f or d isti n ct A B5  t o xi ns t o s h ar e s o m e l e v el of  

str u ct ur al a n d f u n cti o n al si mil arit y eit h er i n t h e  e n z y m ati c a cti vit y of t h e ir A s u b u nit s  or t h e 

bi n di n g pr ef er e n c es of t h e B s u b u nit. A B 5  t o xi ns ar e oft e n gr o u p e d b as e d o n A s u b u nit a cti vit y 

a n d s e q u e n c e i d e ntit y  i nt o s e v er al f a mili es w hi c h i n cl u d e t h e C h ol er a  f a mil y t o xi ns, P ert us sis 

f a mil y t o xi ns , S hi g a f a mil y t o xi ns a n d T y p h oi d t o xi n  ( 6 3). H o w e v er, it is i m p ort a nt t o n ot e t h at 

t h e bi n di n g pro p erti es  of t h e di sti n ct  B s u b u nits d et er mi n e t h e c ell a n d tis s u e tr o pis m as w ell as 

t h e n at ur e of h ost s  c o m m o nl y as s o ci at e d wit h t h e b a ct eri al str ai ns t h at pr o d u c e t h es e t o xi ns  a n d 

c ells l a c ki n g t h e s p e cifi c bi n di n g r e c e pt ors f or disti n ct A B 5  t o xi ns ar e g e n er all y r esist a nt t o 

i nt o xi c ati o n. ( 7 0, 7 1). H e n c e, t h es e f u n cti o n al diff er e n c es i n gl y c a n bi n di n g b et w e e n diff er e nt B 

s u b u nits c a n si g nifi c a ntl y i m p a ct t h e c yt ot o xi cit y of A B5  t o xi ns w hi c h i n t ur n, dri v es v ari ati o ns 

i n t h eir bi ol o gi c al a cti vit y. 

 

1. 4. 1 A B 5  t o xi n s i n v esti g at e d i n t his t h esis  

      O v er t h e c o urs e of m y t h esis, I i n v esti g at e d s e v er al i m p ort a nt A B5  t o xi ns f o u n d wit hi n t h e 

S al m o n ell a  g e n us. T his i n cl u d es t h e w ell -est a blis h e d S al m o n ell a  t y p h oi d t o xi n ( d es cri b e d 

b el o w i n s e cti o n 1. 4. 4 . 1) a n d Art A B t o xi n ( d es cri b e d b el o w i n s e cti o n 1. 4.4. 2 ) w hi c h ar e 

e x a mi n e d i n c h a pt er 2. I n c h a pt er 3, w e pr es e nt t w o n o v el A B 5  t o xi ns f o u n d wit hi n t h e 

S al m o n ell a  g e n us t h at ar e c o m p os e d of h o m ol o g o us s u b u nits fr o m v ari o us t o xi n f a mili es 
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i n cl u di n g t h e C h ol er a  f a mil y t o xi ns , S hi g a f a mil y t o xi ns a n d P ert us sis f a mil y t o xi ns.  I n t h e 

s e cti o ns b el o w, r el e v a nt b a c k gr o u n d i nf or m ati o n is gi v e n i n or d er t o pr o vi d e i m p ort a nt a n d 

s uffi ci e nt c o nt e xt f or s u bs e q u e nt p arts of t his t h esis . 

 

1. 4 .2  S hi g a f a mil y of t o xi n s  

      T h e S hi g a f a mil y of t o xi ns ( St xs) ar e p ot e nt A B 5  t o xi ns t h at r e pr es e nt t h e pri n ci p al vir ul e n c e 

f a ct ors f or S hi g ell a d ys e nt eri a e  t y p e 1 a n d c ert ai n s er o gr o u ps of E. c oli  k n o w n as S hi g a -t o xi n 

pr o d u ci n g E. c oli  ( S T E C) ( 7 2). S T E C str ai ns c a u s e a r a n g e of i nf e cti o ns fr o m mil d f o o d 

p ois o ni n g t o lif e -t hr e at e ni n g ill n es s es lik e h e m orr h a gi c c olitis a n d h e m ol yti c ur a e mi c s y n dr o m e 

( H U S) ( 7 3, 7 4). H U S is a d e bilit ati n g dis e as e c h ar a ct eri z e d b y t hr o m b o c yt o p e ni a, a n a e mi a, a n d 

r e n al f ail ur e, t h at o c c asi o n all y r es ults i n c o m pli c ati o ns s u c h as s ei z ur es a n d irr e v ersi bl e r e n al 

d a m a g e. S T E C str ai ns ar e esti m at e d t o c a us e a p pr o xi m at el y  3 milli o n a c ut e i nf e ct i o ns a n n u all y, 

a n d S T E C i n d u c e d H U S is a l e a di n g c a us e of a c ut e ki d n e y f ail ur e i n i nf a nts a n d y o u n g c hil dr e n  

( 7 5, 7 6). D u e t o t h e n at ur e a n d s e v erit y of dis e as es as s o ci at e d wit h S T E C, of w hi c h St x pl a ys a 

c e ntr al r ol e, t h e St x f a mil y of t o xi ns ar e a m o n g t h e m ost w ell -st u di e d A B 5  t o xi ns.  

      T h e St x h ol ot o xi n a d o pts t h e c a n o ni c al A B 5  ar c hit e ct ur e c o m p os e d a 3 2 k D a A s u b u nit n o n -

c o v al e ntl y b o u n d t o fi v e i d e nti c al 7. 7 k D a B s u b u nit m o n o m ers t h at m a k e u p t h e r e c e pt or 

bi n di n g B oli g o m er  ( 7 7). T h e St x A s u b u nit is a t y p e II ri b os o m e-i n a cti v ati n g pr ot ei n ( RI P) 

wit h N -gl y c osi d as e a cti vit y t h at c at al ys es t h e d e p uri n ati o n of ri b os o m es b y dis pl a ci n g a n 

a d e ni n e r esi d u e fr o m t h e 2 8 S ri b os o m al R N A of t h e 6 0 S s u b u nit of e u k ar y oti c ri b os o m es, w hi c h 

pl a ys a vit al r ol e i n p e pti d yl tr a nsf er d uri n g pr ot ei n s y nt h esis  ( 7 8). T his a cti vit y ulti m at el y 

disr u pts e u k ar y oti c pr ot ei n s y nt h esis a n d tri g g ers t h e Ri b ot o xi c str es s r es p o ns e, w hi c h is 

c h ar a ct eri z e d b y t h e s e q u e nti al a cti v ati o n a n d p h os p h or yl ati o n of si g n alli n g m ol e c ul es li k e t h e 



  

1 1  

 

c -J u n N H 2  t er mi n al ki n as es (J N K) a n d t h e p 3 8 mit o g e n a cti v at e d pr ot ei n ki n as e ( M A P K), w hi c h 

tri g g er t h e a cti v ati o n of c as p as es a n d t h e s e creti o n of pr oi nfl a m m at or y c yt o ki n es, r es ulti n g i n 

c ell d e at h  ( 7 9, 8 0) ( Fi g ur e 1. 3). T h e RI P a cti vit y of t h e St x f a mil y of t o xi ns c o nstit ut e a n 

i m p ort a nt p art of Ch a pt er 3 of t his t h esis .  

      T h e f u n cti o n al r e c e pt ors t o w hi c h t h e St x B s u b u nit bi n d ar e gl y c os p hi n g oli pi ds, i n m ost 

c as es s h o wi n g str o n g s p e cifi cit y f or gl o b otri a os yl c er a mi d e ( G b 3)  ( 8 1).  T h e a b u n d a n c e of G b 3 

v ari es b y c ell a n d tis s u e t y p e a n d is k n o w n t o b e p arti c ul arl y a b u n d a nt i n t h e c ell m e m br a n es of 

e n d ot h eli al c ells of t h e ki d n e y a n d br ai n  ( 8 2, 8 3). F oll o wi n g St x B bi n di n g t o G b 3, t h e St x 

h ol ot o xi n u n d er g o es r e c e pt or m e di at e d e n d o c yt osis a n d is tr affi c k e d t o E R vi a a r etr o gr a d e 

p at h w a y w h er e t h e A s u b u nit dis s o ci at es fr o m t h e B p e nt a m er. T h e disl o d g e d St x A s u b u nit 

es c a p es t o t h e c yt os ol b y hij a c ki n g t h e e u k ar y oti c E n d o pl as mi c -r eti c ul u m as s o ci at e d pr ot ei n 

d e gr a d ati o n ( E R A D) w h er e it r ef ol ds a n d c a n t h e n r e a c h t h e e u k ar y oti c ri b os o m e ( 8 4, 8 5). 

F oll o wi n g S T E C c ol o ni z ati o n, s e cr et e d St x is tr a n sl o c at e d a cr os s t h e i nt esti n al b arri er a n d 

t hr o u g h t h e cir c ul at or y s yst e m t o r e n al mi cr o v as c ul ar, m es a n gi al, a n d gl o m er ul ar e n d ot h eli al 

c ells t h at ar e a b u n d a nt wit h G b 3  ( 8 6). T h e d o w nstr e a m bi ol o gi c al eff e cts t h at r es ult fr o m St x 

i nt o xi c ati o n i n cl u d e i nt esti n al i nfl a m m ati o n t h at r es ults i n bl o o d y di arr h o e a a n d u pr e g ul ati o n of 

a nti -i nfl a m m at or y m ol e c ul es s u c h as i nt erl e u ki n-1(I L -1) t h at b o ost St x -m e di at e d c yt ot o xi cit y 

a n d c o ntri b ut e t o r e n al tis s u e d a m a g e  ( 8 0). St x i nt o xi c ati o n m a y als o r es ult i n n e ur ol o gi c al 

c o m pli c ati o ns s u c h as f a ci al p als y , d ys p h asi a a n d s ei z ur es a n d a f e w c as es of H U S a c c o m p a ni e d 

b y s e v er e n e ur ol o gi c al d a m a g e h a v e b e e n r e p ort e d  ( 7 6, 8 7, 8 8). H o w e v er, t h e m e c h a nisti c d et ails 

as s o ci at e d wit h t h e  d e v el o p m e nt of t h es e s y m pt o ms ar e n ot w ell u n d erst o o d .   

      St xs ar e cl as sifi e d i nt o t w o e v ol uti o n aril y r el at e d, b ut a nti g e ni c all y a n d f u n cti o n all y disti n ct 

s u bt y p es k n o w n as St x 1 a n d St x 2 wit h m ulti pl e s u bt y p es f o u n d wit hi n b ot h gr o u ps. St x 1 is v er y  
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si mil ar t o t h e St x pr o d u c e d b y S hi g el l a d ys e nt eri a e t y p e 1 (9 9 % a mi n o s e q u e n c e si mil arit y) a n d 

i n cl u d es s u bt y p es St x 1 a, St x 1 c a n d St x 1 d, w hil e St x 2 s h ar es o nl y a b o ut 5 0 -6 0 % s e q u e n c e 

i d e ntit y t o St x/ St x 1 a n d i n cl u d es s u bt y p es St x 2 a, St x 2 b, St x 2 c, St x 2 d, St x 2 e, St x 2f, St x 2 g as 

w ell as ot h er r e c e ntl y i d e ntifi e d s u bt y p es  ( 8 9, 9 0). T h e pr ot ot y pi c St x 1 a a n d St x 2 a dis pl a y 

dr a m ati c diff er e n c es i n c ell ul ar a n d bi ol o gi c al eff e cts, wit h St x 2 a b ei n g si g nifi c a ntl y m or e 

p ot e nt t h a n St x 1 a  ( 2 1, 2 2, 2 3). S T E C str ai ns t h at pr o d u c e St x 2 a al o n e ar e as s o ci at e d wit h m or e 

s e v er e i nf e cti o ns li k e H U S c o m p ar e d t o str ai ns pr o d u ci n g St x 1 a or b ot h St x 1 a a n d St x 2 a. S hi g a 

t o xi n s u bt y p es St x 1 a, St x 2 a, St x 2 c a n d St x 2 d ar e c o m m o nl y is ol at e d fr o m h u m a n i nf e cti o n, 

w hil e ot h er s u bt y p es m ai nl y i nf e ct a ni m als a n d ar e r ar el y i m pli c at e d i n h u m a n dis e as e  ( 9 3, 9 4). 

T h e v ari ati o n i n St x p ot e n c y, h ost s p e cifi cit y a n d dis e as e o ut c o m es ar e m ostl y d u e t o t h e bi n di n g 

pr o p erti es of t h e B s u b u nits  or t h e v ari ati o ns i n t h e St x A 2  s u b u nit C -t er mi n al r esi d u es t h at 

i nt er a ct wit h t h e p e nt a m eri c B ri n g si n c e t h e e n z y m ati c a cti vit y of t h e St x A 1 fr a g m e nt  is 

f u n cti o n all y c o ns er v e d r e g ar dl es s of t h e St x t y p e or s u bt y p e ( 9 5, 9 6).  

      T h e st x g e n es ar e e n c o d e d o n di v ers e pr o p h a g es a n d s e cr eti o n of t h e as s e m bl e d St x 

h ol ot o xi n is pri m aril y dri v e n b y p h a g e -m e di at e d b a ct eri al c ell l ysis. T h e di v ersit y of St x p h a g es 

si g nifi c a nt l y dri v es t h e e m er g e n c e of n o v el St x s u bt y p es a n d is li k el y r es p o nsi bl e f or s o m e of 

t h e f u n cti o n al diff er e n c es o bs er v e d i n diff er e nt St x s u bt y p es ( 9 7). T h e g e n es e n c o di n g St x h a v e 

als o b e e n i d e ntifi e d i n r ar e str ai ns of ot h er b a ct eri al s p e ci es s u c h as E nt er o b a ct er Cl o a c a e, 

S hi g ell a s o n n ei , S hi g ell a fl e x n eri, C. fr e u n dii a n d Vi bri o  s p e ci es, alt h o u g h it is n ot cl e ar w h at 

r ol es t h e y m a y pl a y i n t h e vir ul e n c e a n d dis e as e pr o p erti es of t h es e or g a nis ms  ( 9 8, 9 9).  
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Fi g u r e 1. 3 . C ell ul a r a cti vit y a n d eff e ct s of t h e ri b os o m e i n a cti v ati n g St x A s u b u nit . U p o n B s u b u nit 

bi n di n g t o G b 3 r e c e pt or s o n t h e h ost c ell pl a s m a m e m br a n e, t h e St x h ol ot o xi n is i nt er n ali z e d vi a 

r e c e pt or-m e di at e d e n d o c yt osis. T h e t o xi n e s c a p e s t h e e n d os o m e a n d tr affi c s i ntr a c ell ul arl y t hr o u g h t h e 

tr a ns-G ol gi n et w or k t o t h e E R. I n t h e E R, t h e St x A s u b u nit diss o ci at e s  fr o m t h e t o xi n c o m pl e x a n d 

utili z e s t h e E R A D p at h w a y t o e s c a p e t o t h e c yt os ol. H er e, t h e A 1 s u b u nit r ef ol ds a n d t ar g ets t h e 2 8 S 

ri b os o m al R N A of t h e 6 0 S ri b os o m e vi a its N-gl y c osi d a s e a cti vit y w hi c h l e a ds t o pr ot ei n s y nt h e sis 

i n hi biti o n. T his a cti vit y trig g er s t h e h ost c ell Ri b ot o xi c str e ss r e s p o ns e w hi c h s e ns e s t h e c ell ul ar d a m a g e 

c a us e d b y t h e RI P a cti vit y of t h e St x A s u b u nit a n d i n d u c e s a c a s c a d e of si g n alli n g e v e nts li k e t h e 

p h os p h or yl ati o n of t h e ki n a s e s ( Z A K, M A P 2 K a n d J N K) w hi c h a cti v at e s c a s p a s e s a n d i nfl a m m at or y 

m e di at or s li k e c yt o ki n e s a n d c h e m o ki n e s t h at dri v e a p o pt oti c c ell d e at h. St x a cti vit y m a y als o r e s ult i n 

n e cr osis, b ut t his is l e ss c o m m o nl y o bs er v e d.  Cr e at e d i n Bi o R e n d er. c o m .   

 

 

1. 4 . 2 T h e C h ol e r a t o xi n f a mil y 

      C h ol er a t o xi n ( Ct x) is t h e pr e d o mi n a nt vir ul e n c e f a ct or of  V. c h ol er a e , t h e c a us ati v e a g e nt 

of c h ol er a, a hi g hl y vir ul e nt i nf e cti o n c h ar a ct eri z e d b y pr of us e w at er y di arr h o e a, v o miti n g, 
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irrit a bilit y a n d f ati g u e ( 1 0 0, 1 0 1). C h ol er a aff e cts ~ 3 milli o n p e o pl e a n n u all y, a si g nifi c a nt 

pr o p orti o n of w hi c h m a y r es ult i n f at alit y i n t h e a bs e n c e of eff e cti v e tr e at m e nt  ( 1 0 1, 1 0 2). T h e 

Ct x h ol ot o xi n c o nsists of t h e e n z y m ati c A s u b u nit, Ct x A n o n -c o v al e ntl y b o u n d t o a 

h o m o p e nt a m er of t h e bi n di n g a n d d eli v er y s u b u nit, Ct x B  ( 1 0 3). Ct x A is a n A D P -ri b os yl 

tr a nsf er as e t h at c o v al e ntl y m o difi es e u k ar y oti c m e m br a n e  G α s pr ot ei ns, r es ulti n g i n t h e 

irr e v ersi bl e a cti v ati o n of a d e n yl at e c y cl as e, a n e n z y m e t h at disr u pts e u k ar y oti c c ell ul ar  c y cli c 

a d e n osi n e m o n o p h os p h at e ( c A M P) - d e p e n d e nt i o n tr a ns p ort . In t h e i nt esti n al l u m e n, t his 

disr u pti o n cr e at es a n i m b al a n c e of s alt a n d el e ctr ol yt es t h at e v e nt u all y l e a ds t o t h e s e cr eti o n of 

c o pi o us a m o u nts of w at er fr o m i nt esti n al c ells w hi c h m a nif ests i n t h e f or m of di arr h o e a, t h e 

h all m ar k s y m pt o m f or c h ol er a  ( 1 0 4, 1 0 5, 1 0 5). T h e dr asti c l os s of w at er t h at e ns u es f or Ct x 

a cti vit y c a n l e a d t o s e v er e d e h y dr ati o n a n d m a y f a cilit at e V. c h ol er a e  tr a ns mis si o n 

( 1 0 1, 1 0 6, 1 0 7). Ct x e ntr y i nt o e u k ar y oti c c ells is pri m aril y m e di at e d b y hi g h affi nit y bi n di n g of 

Ct x B t o  g a n gli osi d e s, p arti c ul arl y M o n osi al ot etr a h e x os yl g a n gli osi d e ( G M 1), c ell si g n ali n g 

m ol e c ul es t h at ar e f o u n d o n t h e pl as m a m e m br a n e of i nt esti n al e pit h eli al c ells a n d c ells of t h e 

n er v o us s yst e m  ( 1 0 8– 1 1 1) . T h e Ct x B p e nt a m er al s o bi n ds wit h a m u c h l o w er affi nit y t o 

f u c os yl at e d gl y c o pr ot ei ns, als o e x pr es s e d o n i nt esti n al e pit h eli al c ells a n d m a y f a cilit at e c ell ul ar 

e ntr y of t h e Ct x h ol ot o xi n  ( 1 1 2).  

      T h e Ct x f a mil y of t o xi ns i n cl u d e s  t h e h e at -l a bil e e nt er ot o xi n ( L T), w hi c h ar e i m p ort a nt 

vir ul e n c e f a ct or s  i n E nt er ot o xi g e ni c E. c o li ( E T E C) p at h ot y p es w hi c h c a us e a g astr oi nt esti n al 

ill n es s k n o w n as tr a v ell er’s di arr h o e a  ( 1 1 3). L T is di vi d e d i nt o t w o a nti g e ni c all y disti n ct t y p es, 

d esi g n at e d L T -I a n d L T-II wit h c o nsi d er a bl e di v ersit y wit hi n b ot h t y p es ( 1 1 4, 1 1 5). T h e L T -I 

h ol ot o xi n is str u ct ur all y a n d f u n cti o n all y si mil ar t o Ct x a n d b ot h t o xi ns s h ar e ~  8 0 % a mi n o a ci d 

s e q u e n c e si mil arit y  i n b ot h t h e A a n d B s u b u nits ( 1 1 6, 1 1 6). L T -I-pr o d u ci n g E T E C g e n er all y 
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c a us e a mil d er di arr h o e al i nf e cti o n t o c h ol er a, alt h o u g h a f e w c as es of s e v er e c h ol er a -li k e 

dis e as e h a v e  b e e n r e p ort e d  ( 8 7, 1 1 7). Li k e Ct x, t h e L T -I B s u b u nit e x hi bits a str o n g affi nit y f or 

G M 1, a n d c ell ul ar e ntr y a n d i nt o xi c ati o n of L T -I is m e di at e d b y L T-I B bi n di n g t o G M 1  

r e c e pt ors pr es e nt o n i nt esti n al e pit h eli a  ( 1 1 3, 1 1 8). T h e L T-I A s u b u nit als o t ar g ets a n d m o difi es 

e u k ar y oti c G α s pr ot ei ns w hi c h i n d u c es a si mil ar c as c a d e of c ell ul ar a n d bi ol o gi c al eff e cts t o Ct x  

( 1 1 9). L T -I h as als o b e e n f o u n d t o bi n d t h e r el at e d g an gli osi d es, G M 2 w hi c h d o es n ot c o nt ai n 

t h e t er mi n al g al a ct os e r esi d u e i n G M 1, a n d t h e si ali c a ci d d efi ci e nt asi al o g a n gli o -N -

t etr a os yl c er a mi d e (asi al o -G M 1 ), w hi c h is e x pr es s e d o n c ells of t h e  i n n at e i m m u n e s yst e m li k e 

m a cr o p h a g es a n d b as o p hils  ( 6 5, 1 2 0– 1 2 2) .  

      I n C h a pt er 3 of t his t h esis, w e i d e ntif y a n d c h ar a ct eri z e a n u n us u al A B 5 -t y p e t o xi n wit h a 

t y p e II h e at-l a bil e-li k e B s u b u nit. I n c o m p aris o n t o Ct x a n d L T-I, t h e L T-II t o xi ns ar e r el ati v el y 

r e c e ntl y c h ar a ct eri z e d, a n d t h e E. c oli  str ai ns t h at e n c o d e t h es e t o xi ns ar e r ar el y as s o ci at e d wit h 

h u m a n i nf e cti o n b ut h a v e b e e n  is ol at e d fr o m f ar m a ni m als a n d f o o d s o ur c es ( 1 2 3, 1 2 4). L T -II 

t o xi ns ar e g e n er all y e n c o d e d o n pr o p h a g es f o u n d i n di v ers e E. c oli  str ai ns t h at h a v e b e e n 

is ol at e d fr o m v ari o us a ni m al h osts a n d it is b eli e v e d t h at s u c h str ai ns mi g ht b e l es s a d a pt e d t o 

i nf e ct h u m a ns. L T -II i n cl u d es  t hr e e s u bt y p es , L T -II a, L T-II b a n d L T-II c w hi c h a d o pt a si mil ar 

str u ct ur e t o Ct x a n d L T -I a n d c at al ys e t h e A D P -ri b os yl ati o n of G  s pr ot ei ns. L T -II a a n d L T-II b 

ar e t h e m ost w ell -st u di e d L T -II s u bt y p es . T h e A s u b u nits of L T-II a a n d L T-II b s h ar e ~ 8 5 % 

s e q u e n c e si mil arit y a n d ~ 6 0 % s e q u e n c e si mil arit y t o t h e A s u b u nit of L T -I ( 1 1 4, 1 2 5). H o w e v er, 

t h e C-t er mi n al s e q u e n c es of t h e A 2 p e pti d es t h at m e di at e i nt er a cti o ns wit h t h e p or e of t h e 

p e nt a m eri c L T -II B pl atf or m ar e ~ 3 8 % i d e nti c al i n L T -II a a n d L T-II b a n d o nl y 2 1 % i d e nti c al 

t o t h e A 2 s e q u e n c e of L T-I ( 1 2 6, 1 2 7). T h e B s u b u nit of L T -IIa a n d L T -II b e x hi bit ~ 5 8 % 

s e q u e n c e i d e ntit y a n d s h ar e littl e t o n o si g nifi c a nt s e q u e n c e si mil arit y  t o t h e Ct x a n d L T-I B 
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s u b u nits ( 1 1 4, 1 2 5). D es pit e t his, t h e L T -II t o xi ns e x hi bit a si g nifi c a nt l e v el of str u ct ur al 

si mil arit y t o Ct x a n d L T -I a n d t h e L T-II B s u b u nits als o r e c o g ni z e a n d bi n d g a n gli osi d es , b ut 

wit h diff er e nt s p e cifi cit y. L T -IIa a n d L T -IIb pr ef er e nti all y bi n d G D 1 g a n gli osi d es a n d bi n d 

w e a kl y t o G M 1  ( 1 2 8). H o w e v er, e v e n w it hi n t h e L T-II s u bt y p es, t h er e is si g nifi c a nt v ari ati o n i n 

gl y c a n bi n di n g pr ef er e n c e s. L T -II a e x hi bits hi g h affi nit y bi n di n g t o G D 1 b b ut als o bi n ds G D 1 a  w hil e 

L T -II b e x hi bits a str o n g er affi nit y f or G D 1a  g a n gli osi d e s  a n d bi n ds a v ari et y of ot h er g a n gli osi d e s 

i n cl u di n g G D 1 b, G T 1 b, G M 2 a n d G M 3 al b eit wit h a r e d u c e d affi nit y. I nt er e sti n gl y, L T -II c w hi c h s h ar e s 

~ 7 0 -8 0 % s e q u e n c e si mil arit y t o t h e A s u b u nits of L T -II a a n d L T-II b a n d ~ 5 3 % s e q u e n c e 

si mil arit y t o t h eir B s u b u nits h a s b e e n s h o w n t o pr ef er e nti all y bi n d G M 1 g a n gli osi d e s wit h l o n g -c h ai n 

f att y a c yl c er a mi d e s i n m uri n e m o d els of i nf e cti o n  ( 1 2 3, 1 2 8). T his bi n di n g pr ef er e n c e is v er y disti n ct 

fr o m w h at is us u a ll y f o u n d i n L T -II a a n d L T-II b a n d is li k el y a s a r e s ult of m ut ati o ns i n t h e B s u b u nit 

s e q u e n c e t h at h a s c o nf err e d bi n di n g s p e cifi cit y t o diff er e nt g a n gli osi d e s a n d  diff er e nt h ost s t o w h at i s 

t y pi c all y o bs er v e d i n L T -II a a n d L T-II b. Li k e L T -II a a n d L T-II b, t h e B s u b u nit of L T-II c e x hi bits n o 

si g nifi c a nt si mil arit y t o t h os e of Ct x a n d L T -I alt h o u g h t h eir A s u b u nits s h ar e ~ 5 7 % s e q u e n c e 

si mil arit y t o Ct x A a n d L T -I A ( 1 2 8).  

      I n a d diti o n t o diff er e n c es i n bi n di n g pr ef er e n c es, L T -I a n d L T-II als o diff er i n t h e ori e nt ati o n 

a n d i nt er a cti o ns of t h e A a n d B p ol y p e pti d es w hi c h m a y i nfl u e n c e t h e as s e m bl y of i n di vi d u al 

h ol o t o xi ns. C oll e cti v e fi n di n gs fr o m c o m p aris o ns b et w e e n t h e ar c hit e ct ur es of L T -I a n d L T-II 

t o xi ns, p arti c ul arl y t h e diff er e n c es i n a mi n o a ci d s e q u e n c es of th eir bi n di n g s u b u nits i n di c at e 

t h at L T-II m a y b e e v ol uti o n aril y di v er g e d fr o m L T-I a n d Ct x a n d E. c oli  str ai ns e n c o di n g t h es e 

t o xi ns m a y h a v e a c q uir e d a si g nifi c a ntl y diff er e nt  B s u b u nit  vi a h ori z o nt al g e n e tr a nsf er t h at is 

a bl e t o as s o ci at e wit h a n L T -I A s u b u nit ( 1 2 5). T h e s e diff er e n c es m a y als o c o ntri b ut e t o t h e 

v ari ati o ns i n h ost r a n g e a n d cli ni c al o ut c o m es b et w e e n t h e t w o L T t y p es.  
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1. 4. 3 P e rt u s sis f a mil y t o xi n s  

      P ert us sis t o xi n ( Pt x) is a m aj or vir ul e n c e f a ct or of B. p ert us sis , a h u m a n-r estri ct e d p at h o g e n 

a n d t h e c a us ati v e a g e nt of w h o o pi n g c o u g h, a n ill n es s t h at m ostl y aff e cts i nf a nts a n d y o u n g 

c hil dr e n a n d m a nif ests as a l o w -gr a d e f e v er, p ar o x ys m al c o u g h a n d v o m iti n g ( 1 2 9). T h e 

c urr e ntl y a d mi nist er e d D T P ( di p ht h eri a, t et a n us, a n d p ert us sis) v a c ci n es, w hi c h i n cl u d e p urifi e d 

Pt x as a m aj or c o m p o n e nt, h a v e b e e n us ef ul i n pr ot e cti n g b ot h c hil dr e n a n d a d ults a g ai nst s e v er e 

p ert us sis i nf e cti o n . D es pit e t his, ~ 2 4 milli o n p e o pl e ar e esti m at e d t o b e i nf e ct e d e a c h y e ar, a 

si g nifi c a nt pr o p orti o n of w hi c h r es ult i n p ul m o n ar y c o m pli c ati o ns li k e p n e u m o ni a e a n d 

o c c asi o n all y d e at h ( 1 2 9, 1 3 0). I n c ert ai n d e v el o pi n g c o u ntri es, p ert us sis i nf e cti o n is a m aj or 

c a us e of m or bi dit y a m o n g n o n -i m m u ni z e d y o u n g c hil dr e n wit h a p pr o xi m at el y 4 0 0, 0 0 0 d e at hs 

o c c urri n g y e arl y  ( 1 3 1) . 

      T h e Pt x h ol ot o xi n is m a d e u p of fi v e disti n ct s u b u nits n a m e d S 1 t o S 5 . T h e S 1 s u b u nit s er v es 

as t h e e n z y m ati c s u b u nit a n d is c o u pl e d t o a h et er o p e nt a m eri c d eli v er y B pl atf or m c o nsisti n g 

of  s u b u nit S 2, S 3, t w o S 4 s u b u nits a n d a n S 5 s u b u ni t. T h e h et er o m eri c n at ur e of t h e Pt x d eli v er y 

pl atf or m is u n pr e c e d e nt e d i n t h e A B 5  t o xi n fi el d a n d is t h o u g ht t o c o nf er a n e v ol uti o n ar y 

a d v a nt a g e t o Pt x b y e x p a n di n g t h e p o ol of c ell t y p e s t h at t h e t o xi n c a n bi n d  ( 1 3 2). E pit h eli al 

c ells of t h e h u m a n r es pir at or y tr a ct t h at e x pr es s a v ari et y of si al yl at e d a n d n o n si al yl at e d 

gl y c oli pi ds a n d gl y c o pr ot ei ns s u c h as G D 1 a g a n gli o si d es, t oll -li k e r e c e pt ors, N-li n k e d gl y c a ns 

a n d si al o -oli g os a c c h ari d es ar e p arti c ul arl y s e nsiti v e t o t h e eff e cts of t h e Pt x S 1 s u b u nit w hi c h 

c at al y z es t h e A D P -ri b os yl ati o n of t h e α -s u b u nit of h et er otri m eri c G i/ o pr ot ei ns , m e m br a n e 

pr ot ei ns t h at pl a y i m p ort a nt r ol es i n e u k ar y oti c c ell si g n alli n g  ( 2 4, 1 1 8, 1 3 2, 1 3 3). Ulti m at el y, S 1 

a cti vit y l e a ds t o a n a c c u m ul ati o n of c A M P l e v els ( 1 3 3).  T his c a n tri g g er a v er y wi d e r a n g e of 

bi ol o gi c al eff e cts t h at d e p e n d o n t h e c ell a n d tis s u e t y p es t h at ar e i nt o xi c at e d.  T h e eff e ct s of 
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Pt x ar e t h o u g ht t o dir e ctl y c o ntri b ut e t o v ari o us s y m pt o ms as s o ci at e d wit h p ert us sis i n cl u di n g 

hist a mi n e s e nsiti z ati o n, alt er ati o n of gl u c os e h o m e ost asis, l e u k o c yt osis a n d t h e disti n cti v e 

w h o o pi n g c o u g h t h at is a h all m ar k of p ert us sis i nf e cti o n  ( 1 3 0, 1 3 2). Pt x is s u g g est e d t o b e 

i m p ort a nt i n B. p ert us sis  h ost -p at h o g e n i nt er a cti o ns a n d m a y als o ai d i n t h e d e v el o p m e nt of 

s e v er e dis e as e b y s u p pr es si n g t h e a cti v ati o n of pr oi n fl a m m at or y c yt o ki n es d uri n g e arl y 

i nf e cti o n ( 1 3 4– 1 3 6) .  

      A B -t y p e to xi ns t h at h a v e s u b u nits wit h h o m ol o g y t o t h e Pt x f a mil y of t o xi ns h a v e b e e n 

i d e ntifi e d i n s e v er al  ot h er p at h o g e ni c b a ct eri a i n cl u di n g cli ni c al is ol at es of E. c oli , Y er si ni a  

s p e ci es a n d S al m o n ell a s er o v ars. D es pit e est a blis h e d diff er e n c es i n a cti vit y, t h es e t o xi ns 

g e n er all y s h ar e si g nifi c a nt l e v els of str u ct ur al a n d f u n cti o n al si mil ariti es.  T h e S al m o n ell a  

Art A B t o xi n w hi c h is p arti c ul arl y r el e v a nt t o t his t h e sis  ( dis c us s e d b el o w) is c o m p os e d of Pt x -

li k e A a n d B s u b u nits. Art A B h as b e e n s h o w n t o bi n d si ali c a ci d t er mi n at e d gl y c o pr ot ei ns  a n d 

t ar g et e u k ar y oti c G-pr ot ei ns  si mil ar t o Pt x . 

 

1. 4 .4  S al m o n ell a  A B 5  t o xi n s: A rt A B a n d T y p h oi d t o xi n  

      P at h o g e ni c S al m o n ell a s er o v ars h a v e n ot hist ori c all y b e e n t h o u g ht of as h a vi n g a n 

e n d ot o xi n -dri v e n vir ul e n c e a n d m ost  i nf e cti o ns h a v e b e e n b eli e v e d t o b e d u e t o a c o m bi n ati o n 

of ot h er vir ul e n c e f a ct ors . M ost N T S i nf e cti o ns ar e als o c a us e d b y s er o v ars t h at l a c k A B -t y p e 

t o xi ns. O v er t h e p ast ~ 1 5 y e ars, t w o t o xi ns , Art A/ ArtB  ( h e n c ef ort h r ef err e d t o as “ Art A B ”) a n d 

t y p h oi d t o xi n h a v e b e e n i d e ntifi e d t h at a p p e ar t o b e i m p ort a nt vir ul e n c e f a ct ors of s o m e 

p arti c ul arl y vir ul e nt S al m o n ell a  s er o v ars a n d str ai n s t h at c a us e s e v er e i nf e cti o ns i n h u m a ns  

( 1 3 7– 1 3 9) .  
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1. 4. 4 . 1 A rt A B t o xi n  

      Art A B is a p ert us sis f a mil y t o xi n c o m p os e d of A a n d B s u b u nits t h at ar e  h o m ol o g o us t o t h e 

Pt x S 1  s u b u nit ( A) a n d  t h e Pt x S 2 a n d S 3  s u b u nits  ( B) r es p e cti v el y ( 1 3 9– 1 4 1) . Art A B w as first 

i d e ntifi e d i n S . T y p hi m uri u m d efi niti v e p h a g e-t y p e ( D T) 1 0 4, a hi g hl y vir ul e nt as s ort m e nt of 

str ai ns t h at h a v e b e e n is ol at e d fr o m h u m a ns a n d a ni m als li k e c attl e, pi gs, a n d s h e e p ( 1 4 2, 1 4 3). 

I n a ni m als, S. T y p hi m uri u m D T 1 0 4 i nf e cti o n pr es e nt s as w at er y or bl o o d y di arr h o e a, f e v er a n d 

d e h y dr ati o n w hi c h m a y pr o gr es s t o s e pti c a e mi a  ( 1 4 4). S. T y p hi m uri u m D T 1 0 4 i nf e cti o ns ar e 

e n d e mi c i n E n gl a n d a n d c ert ai n E ur o p e a n r e gi o ns wit h a n i n cr e asi n g n u m b er of c as es b ei n g 

r e p ort e d i n t h e U nit e d St at es a n d C a n a d a ( 1 4 3, 1 4 4). I n t h e l ast s e v er al d e c a d es, t h er e h as b e e n 

a si g nifi c a nt ris e i n m ulti -dr u g r esist a nt str ai ns of t his p at h o g e n t o c o m m o nl y us e d a nti bi oti cs 

li k e chl or a m p h e ni c ol, t etr a c y cli n e, a m pi cilli n, a n d tri m et h o pri m, c a usi n g a c h all e n g e i n t h e 

c o ntr ol of i nf e cti o ns c a us e d b y D T 1 0 4  str ai n s  ( 1 4 4– 1 4 6) . M ulti-dr u g r esist a nt S . T y p hi m uri u m 

D T 1 0 4 h as als o b e e n li n k e d t o mi n or o ut br e a ks of g a str o e nt eritis i n h u m a ns, wit h s o m e p ati e nt s 

d e v el o pi n g i n v asi v e dis e as e a n d r e q uiri n g h os pit ali z ati o n a n d t h e  Art A B t o xi n is s u g g est e d t o 

i m p a ct t h e vir ul e n c e pr o p erti es of t h es e str ai ns  ( 1 4 6).  

      Art A B a d o pts t h e c a n o ni c al A B 5  ar c hit e ct ur e wit h a 2 7 k D a A s u b u nit ( Art A) a n d fi v e 1 3. 8  

k D a B s u b u nits t h at m a k e u p t h e p e nt a m eri c B oli g o m er  ( Art B) ( 1 4 0). Art A bel o n gs t o t h e 

gr o u p of  A D P -ri b os ylati n g t o xi ns a n d s h ar es si g nifi c a nt s e q u e n c e si mil arit y wit h  t h e A s u b u nit 

of t h e Pt x  a n d , t o a l es s er e xt e nt, t h e Ct x f a mil y t o xi ns. Si mil ar t o t h es e t o xi ns, Art A c at al ys es 

t h e A D P-ri b os yl ati o n of e u k ar y oti c p ert us sis -s e nsiti v e G pr ot ei ns , pr es u m a bl y r es ulti n g i n 

i n cr e as e d i ntr a c ell ul ar c A M P l e v els a n d bi ol o gi c al  eff e cts t h at ar e n ot w ell -u n d er st o o d  ( 1 4 0). 

Art B s h ar es a p pr o xi m at el y ~ 2 6 -3 0 %  a mi n o a ci d s e q u e n c e si mil arit y t o t h e S 2 a n d S 3 s u b u nits 

of Pt x  b ut l a c ks t h e h et er o p e nt a m eri c ar c hit e ct ur e of t h e Pt x B oli g o m er  ( 1 4 0, 1 4 2, 1 4 7). Art B 
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r e c o g ni z es a n d bi n ds si al o gl y c a n s, a c h e mi c all y di v ers e s p e ctr u m of si ali c a ci d -c o nt ai ni n g 

gl y c a ns t h at ar e wi d el y distri b ut e d i n  s e v er al m a m m ali a n c ells a n d tis s u es a n d ot h er v ert e br at es - 

wit h v ar yi n g affi nit y  ( 7 0, 1 4 8, 1 4 9). W hil e t h e s p e cifi c n at ur al r e c e pt or(s) f or Art B r e m ai ns 

u n cl e ar, it h as b e e n s h o w n t o bi n d b ot h N -a c et yl n e ur a mi ni c a ci d ( N e u 5 A c) a n d N -

gl y c ol yl n e ur a mi ni c a ci d ( N e u 5 G c ) t er mi n at e d si al o gl y c a ns w hi c h ar e f o u n d i n m a n y 

m a m m ali a n gl y c oli pi ds a n d gl y c o pr ot ei ns  ( 1 4 9– 1 5 1) . N e u 5 A c is a d o mi n a nt si ali c a ci d i n 

h u m a ns a n d pl a ys a r ol e i n h ost s us c e pti bilit y t o b a ct eri al a n d vir al i nf e cti o ns. N e u 5 G c, w hi c h 

diff ers fr o m N e u 5 A c b y a n a d diti o n al h y dr o x yl gr o u p is n ot s y nt h esi z e d b y h u m a ns b ut is 

pr es e nt i n m a n y a ni m als  ( 1 5 2).  

      I n S . T y p hi m uri u m D T 1 0 4, t h e g e n es t h at e n c o d e t h e Art A B t o xi n ar e l o c at e d o n a gifs y-1 

pr o p h a g e a n d t h e e x pr es si o n of t h e art A  a n d art B  g e n es is d e p e n d e nt o n pr o p h a g e  i n d u cti o n, 

w hi c h als o r es ults i n  b a ct eri al c ell l ysis a n d t h us  r el e as e of t h e as s e m bl e d h ol ot o xi n. I n S.  

T y p hi m uri u m D T 1 0 4 i t h as b e e n s h o w n t h at a d di n g  c o m p o u n ds t o b a ct eri al c ult ur es t h at i n d u c e 

t h e S O S r es p o ns e a n d tri g g er pr o p h a g e i n d u cti o n , s u c h as mit o m y ci n C a n d h y dr o g e n p er o xi d e 

( H2 O 2 ), tri g g ers  t h e e x pr es si o n of t h e art A B  g e n es  ( 1 4 2, 1 5 3). Alt h o u g h s e v er al st u di es h a v e 

pr o p os e d a r ol e f or Art A B t o xi n i n p at h o g e n esis, t h e pr e cis e c o ntri b uti o n of t his t o xi n t o dis e as e 

d e v el o p m e nt is n ot k n o w n. Art A B t o xi n h as b e e n s h o w n t o b e c yt ot o xi c i n v ari o us c ell li n es 

i n cl u di n g H e L a  c ells, V er o c ells, C hi n es e H a mst er O v a r y ( C H O) c ells a n d c ol o ni c h u m a n 

e pit h eli al a n d br ai n mi cr o v as c ul ar c ells. C ell ul ar i nt o xi c ati o n h as b e e n s h o w n t o r es ult i n t h e 

u pr e g ul ati o n of pr o -i nfl a m m at or y c h e m o ki n es a n d c yt o ki n es at b ot h l o c al a n d s yst e mi c sit es, 

w hi c h mi g ht c o ntri b ut e t o dis e as e. ( 6 2, 1 5 4, 1 5 5). C oll e cti v el y, t h es e st u di es hi g hli g ht a p ot e nti al 

r ol e f or Art A B i n S al m o n ell a  p at h o g e n esis t hr o u g h m o d ul ati o n of h ost i nfl a m m at or y  r es p o ns e 

pr o m ot e i nf e cti o n a n d p ot e nti all y  a gr e at er pr o p e nsit y t o c a us e i n v asi v e  dis e as e.  
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1. 4. 4 . 2 T y p h oi d t o xi n  

      S.  T y p hi pr o d u c es a u ni q u e A 2 B 5 t o xi n k n o w n as t y p h oi d t o xi n w hi c h pl a ys a cr u ci al r ol e i n 

t h e d e v el o p m e nt of t y p h oi d f e v er ( 1 4 7, 1 5 6, 1 5 7). T y p h oi d t o xi n is c o m p os e d of t w o disti n ct 

e n z y m ati c s u b u nits, Plt A a n d C dt B t h at f or m a c o m pl e x wit h t h e p e nt a m eri c d eli v er y B s u b u nit, 

Plt B  ( Fi g ur e 1. 4) ( 1 5 6). Li k e Art A a n d Art B, Plt A a n d Plt B ar e P ert us sis t o xi n-li k e s u b u nits 

a n d b ot h s u b u nits s h ar e ~ 3 0 % s e q u e n c e si mil arit y t o Pt x S 1, S 2 a n d S 3 . Plt A e x hi bits a hi g h er 

s e q u e n c e si mil arit y t o Art A ( ~ 6 0 % ) w hil e t h e Plt B a n d Art B s e q u e n c es ar e ~ 3 0 % i d e nti c al . 

Plt A p os s es s es A D P -ri b os yl tr a nsf er as e a cti vit y, h o w e v er its c ell ul ar t ar g et is y et t o b e i d e ntifi e d  

( 1 5 4, 1 5 8). Plt B als o bi n ds c ell s urf a c e si al o gl y c a ns si mil ar t o Art B, alt h o u g h it h as b e e n s h o w n 

t o h a v e a n arr o w er s p e cifi cit y f or N e u 5 A c -t er mi n at e d gl y c a ns a n d is u n a bl e t o bi n d N e u 5 G c . 

C dt B , t h e s e c o n d e n z y m ati c s u b u nit of t y p h oi d t o xi n, is a h o m ol o g o f t h e a cti v e s u b u nit of a n 

A B -t y p e t o xi n k n o w n as C yt ol et h al Dist e n di n g T o xi n ( C D T ) w hi c h is pr o d u c e d b y s e v er al 

Gr a m -n e g ati v e p at h o g e ns ( Fi g ur e 1. 4) ( 6 1). C dt B is a d e o x yri b o n u cl e as e ( D N as e) t h at i n d u c es 

d o u bl e -str a n d e d br e a ks i n e u k ar y oti c c ell ul ar D N A r es ulti n g i n c ell c y cl e arr est i n t h e G 2/ M 

p h as e a n d e v e nt u all y, c ell d e at h  a n d t h e c ell ul ar eff e ct s o bs er v e d i n c ells tr e at e d wit h t h e t y p h oi d 

h ol ot o xi n is m ai nl y attri b ut e d t o C dt B  ( 1 5 9, 1 6 0). Plt A i nt er a cts wit h t h e h y dr o p h o bi c p or e of 

t h e Plt B p e nt a m er vi a i ns erti o n of its C-t er mi n al h eli x a n d s er v es as t h e m aj or str u ct ur al li n k 

b et w e e n C dt B a n d Plt B  ( 6 3, 1 5 6).  

      D u e t o t h e h ost -r estri cti v e n at ur e of S . T y p hi, el u ci d ati n g t h e r ol e of t y p h oi d t o xi n i n S . 

T y p hi p at h o g e n esis is c o nsi d er a bl y hi n d er e d b y t h e l a c k of s uit a bl e a ni m al m o d els of i nf e cti o n 

t h at ar e n e c es s ar y t o  st u d y s e v er al k e y as p e cts of th e bi ol o g y of S . T y p hi. S e v er al st u di es h a v e 

i m pli c at e d t h e us e of c yti di n e m o n o p h os p h o-N -a c et yl n e ur a mi ni c a ci d h y dr o x yl as e ( C M A H) -

n ull  mi c e t h at l a c k t h e C M A H e n z y m e r e q uir e d i n t h e s y nt h esis of N e u 5 G c gl y c a ns , w hi c h is 
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als o a bs e nt i n h u m a ns  ( 1 3 7, 1 6 1). A d mi nistr ati o n of p urifi e d t y p h oi d t o xi n t o C M A H -n ull mi c e 

h as b e e n s h o w n t o r e pr o d u c e s o m e of t h e s y m pt o m s of t y p h oi d f e v er i n cl u di n g l e u c o c yt osis, 

m al ais e, l os s of a p p etit e a n d c e ntr al n er v o us s yst e m i m p air m e nt  ( 1 5 0, 1 5 6). T h e C dt B-i n d u c e d 

c ell ul ar D N A d a m a g e is s u g g est e d t o c o ntri b ut e t o t h e c hr o ni c c ol o ni z ati o n a n d t h er e is s o m e 

e vi d e n c e t h at t y p h oi d t o xi n m a y e n a bl e  S. T y p hi m a y pl a y a r ol e i n s u p pr es si n g t h e h ost 

i nt esti n al i nfl a m m at or y r es p o ns e, w hi c h m a y f a cilit at e est a blis h m e nt of a p ersist e nt i nf e cti o n  

( 1 6 2, 1 6 3). I n s u m m ar y, c oll e cti v e fi n di n gs s o f ar i n di c at e t h at  t y p h oi d t o xin li k el y  pl a y s  a 

bi g g er r ol e i n t h e d e v el o p m e nt a n d pr o gr es si o n of c hr o ni c t y p h oi d f e v er a n d m a y b e l es s 

i m p ort a nt d uri n g t h e e arl y st a g es of i nf e cti o n.  

      T y p h oi d t o xi n is u ni q u e a m o n gst c h ar a ct eri z e d A B 5  t o xi ns i n t h at it is pr o d u c e d b y 

i ntr a c ell ul ar b a ct eri a (S . T y p hi t h at r esi d e i n a S C V wit hi n a h ost c ell) ( 1 6 4– 1 6 6) . T h e  

e x pr es si o n of t h e t y p h oi d t o xi n g e n es is ti g htl y c o ntr oll e d b y r e g ul at or y s yst e ms w hi c h ar e 

i n d u c e d b y e n vir o n m e ntal str es s ors pr es e nt wit hi n t h e S C V th at e ns ur e t h at t h e t o xi n is 

e x cl usi v el y pr o d u c e d fr o m wit hi n t his e n vir o n m e nt . T h e P h o P/ P h o Q t w o-c o m p o n e nt s yst e m 

h as b e e n i d e ntifi e d as t h e m ast er r e g ul at or of t y p h oi d t o xi n g e n e e x pr es si o n i n t h e S C V . I n l o w 

m a g n esi u m a n d l o w p H c o n diti o ns, t h e i n n er m e m br a n e s e ns or, P h o Q a cti v at es t h e r es p o ns e 

r e g ul at or, P h o P vi a p h os p h or yl ati o n, w hi c h r es ults i n t h e tr a ns cri pti o n of t h e t y p h oi d t o xi n 

g e n es  a n d as s e m bl y of t h e A 2 B 5 c o m pl e x  ( 1 6 4, 1 6 7). F oll o wi n g its pr o d u cti o n, t y p h oi d t o xi n is 

s e cr et e d usi n g a u ni q u e m e c h a nis m t h at i n v ol v es r e m o d elli n g t h e c ell w all t o p er mit sl o w t o xi n 

r el e as e u p o n p ert ur b ati o n of t h e  o ut er m e m br a n e  b y a g o nists pr es e nt i n t h e S C V. O n c e i n t h e 

S C V l u m e n, t h e  h ol ot o xi n is t h e n p a c k a g e d i nt o v esi cl e c arri ers w hi c h ar e t h e n tr affi c k e d o ut 

of t h e c ell t o t h e e xtr a c ell ul ar s p a c e  ( 1 6 5, 1 6 6, 1 6 8).  Fr o m t his e n vir o n m e nt, t y p h oi d t o xi n c a n 

a d o pt t h e tr a diti o n al A B5  i nt o xi c ati o n m e c h a nis ms, bi n di n g r e c e pt ors o n t h e s urf a c e of t ar g et 
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c ells . C ell ul ar a cti viti es t h at i nt erf er e wit h t h e  e x pr es si o n,  s orti n g or tr affi c ki n g of t y p h oi d t o xi n 

h a v e b e e n s h o w n t o r es ult i n a n u n pr o d u cti v e i nt o xi c ati o n, e m p h asi zi n g t h e i m p ort a n c e of t h es e 

f e at ur es i n t h e bi ol o g y a n d f u n cti o n of t y p h oi d t o xi n( 1 6 5, 1 6 9). 

      A n ot h er u ni q u e as p e ct of t y p h oi d t o xi n ’s bi ol o g y w as r e c e ntl y r e v e al e d w h e n it w as 

dis c o v er e d t h at S . T y p hi pr o d u c e t w o diff er e nt t y p h oi d t o xi ns. I n a d diti o n t o t h e “ Plt B t y p h oi d 

t o xi n ” d es cri b e d a b o v e, S . T y p hi als o e n c o d es a n ot h er B s u b u nit, Plt C, w hi c h is a bl e t o as s e m bl e 

a n A B 5  c o m pl e x wit h Plt A a n d C dt B, r e pl a ci n g Plt B as t h e h o m o p e nt a m eri c B s u b u nit i n t h e 

t y p h oi d t o xi n c o m pl e x ( 1 7 0). Alt h o u g h Plt C s h ar es o nl y ~ 3 0 % a mi n o a ci d s e q u e n c e si mil arit y  

t o Plt B ,th e u n d erl yi n g m ol e c ul ar f a ct ors g o v er ni n g t h e i nt er a cti o ns of Plt B a n d Plt C wit h Plt A 

ar e r el ati v el y w ell c o ns er v e d, all o wi n g b ot h s u b u nit s t o c o m p et e f or i n cl usi o n i n t h e t y p h oi d 

t o xi n c o m pl e x. T h e t w o f or ms of t y p h oi d t o xi n diff er i n t h eir d o w nstr e a m bi ol o gi c al eff e cts 

f oll o wi n g c ell ul ar i nt o xi c ati o n. T h e Plt C -t y p h oi d t o xi n is m or e str o n gl y li n k e d t o t h e 

s u p pr es si o n of h ost i m m u n e r es p o ns e i n a ni m al m o d els of i nf e cti o n b ut d o es n ot eli cit t h e 

e xt e nsi v e n e ur ol o gi c al d a m a g e  o bs er v e d i n mi c e a d mi nist er e d t h e Plt B -t y p h oi d t o xi n ( 1 7 0). 

Alt h o u g h plt C  e x pr es si o n als o r e q uir es t h e i ntr a c ell ul ar c o n diti o ns of t h e S C V, t h e t w o t o xi ns 

ar e diff er e nti all y r e g ul at e d a n d plt C  e x pr es si o n is m ai nl y c o ntr oll e d b y t h e S Sr A/ S Sr B t w o -

c o m p o n e nt r e g ul at or y s yst e m , w hi c h als o r e g ul at es t h e e x pr es si o n of t h e S PI-2 T 3 S S  

( 4 4, 1 7 0, 1 7 1). I n t his s yst e m, t h e i n n er m e m br a n e hi sti di n e ki n as es, S Sr A p h os p h or yl at es t h e 

S Sr B r es p o ns e r e g ul a t or u n d er  c ert ai n c o n diti o ns w hi c h m a y i n cl u d e  a ci di c p H a n d p h os p h at e 

st ar v ati o n , r es ulti n g i n t h e e x pr es si o n of plt C  ( 1 7 0– 1 7 2) . I n s u p p ort of t his, m ut ati o ns i n 

s s r A/s s r B  h a v e b e e n s h o w n t o s u bst a nti all y r e d u c e t h e e x pr es si o n l e v els of plt C i n S. T y p hi 

i nf e ct e d e pit h eli al c ells. T h e P h o P/ P h o Q t w o -c o m p o n e nt s yst e m h as als o b e e n f o u n d t o a cti v at e 

t h e e x pr es si o n or s s r A a n d s sr B a n d m a y i n dir e ctl y pl a y a m u c h l es s er r ol e i n plt C  e x pr es si o n  
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( 1 7 3, 1 7 4). B e c a us e b ot h v ersi o ns of t y p h oi d t o xi n r et ai n t h eir A s u b u nit str u ct ur e a n d f u n cti o n, 

t h e o bs er v e d diff er e n c es b et w e e n t h e Plt B- a n d Plt C -t y p h oi d t o xi ns ar e d u e t o f u n cti o n al 

v ari ati o ns i n t h eir B s u b u nit s . Plt C d o es n ot e x hi bit t h e N e u 5 A c s p e cifi cit y o bs er v e d f or Plt B 

a n d bi n ds a n as s ort m e nt of N e u 5 A c a n d N e u 5 G c t er mi n at e d gl y c a ns  ( 7 0). Str u ct u r al a n al ys es 

h a v e r e v e al e d t h at Plt C  a n d its e v ol uti o n ar y c o usi n , Art B  s h ar e ~ 7 0 % s e q u e n c e si mil arit y a n d 

b ot h s u b u nits c o nt ai n a n e xtr a gl y c a n bi n di n g p o c k et c o m p ar e d t o Plt B t h at is l o c at e d o n t h e 

b as al  si d e of t h e B oli g o m er  t h at li k el y c o ntri b ut es t o th e bi n di n g diff er e n c es b et w e e n t h es e 

pr ot ei ns  ( 7 0). T h e  r e m ar k a bl e e v ol uti o n ar y t wist of pr o d u ci n g t w o diff er e nt A B 5  t o xi ns 

di v ersifi es t h e f u n cti o n of t y p h oi d t o xi n, alt h o u g h w e d o n ot y et h a v e a c o m pl et e u n d erst a n di n g 

of t h e bi ol o gi c al r a mifi c ati o ns of t his .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fi g u r e 1. 4 . S c h e m ati c di a g r a m d e pi cti n g t h e u ni q u e a r c hit e ct u r e of t h e S al m o n ell a  t y p h oi d t o xi n 

t h at r e s ult e d t h r o u g h a c o m bi n ati o n of h o m ol o g o u s A a n d B s u b u nit s f r o m t w o disti n ct A B -t y p e 

t o xi n s. T h e u ni q u e ar c hit e ct ur e of t y p h oi d t o xi n is a s a r e s ult of t h e a m al g a m a ti o n of h o m ol o gs of t h e 

B. p e rt ussis  S 1 a n d S 2 s u b u nits w hi c h m a k e u p t h e Plt A/ Plt B c or e of t y p h oi d t o xi n wit h t h e e n z y m ati c 

s u b u nit of C yt ol et h al dist e n di n g t o xi ns ( C dt B), a n A B 2 -t y p e t o xi n fr o m a diff er e nt or g a nis m i n a si n gl e 

t o xi n. ( A d a pt e d fr o m ( 1 7 5)). 
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Fi g u r e 1. 5 . S . T y p hi p r o d u c e s t w o f o r m s of t y p h oi d t o xi n wit h i d e nti c al e n z y m ati c A s u b u nit s b ut 

diff e r e nt bi n di n g B s u b u nit s.  S c h e m ati c ill ustr ati o n of t h e S. T y p hi plt B  t y p h oi d t o xi n l o c us t h at 

c o nt ai ns t h e g e n e s e n c o di n g t h e Plt B - t y p h oi d h ol ot o xi n a n d t h e dist a nt l o c us t h at e n c o d e s, Plt C w hi c h 

s er v e s a s a n alt er n at e d eli v er y s u b u nit i n t h e t y p h oi d t o xi n c o m pl e x a n d c o nf er s a d diti o n al bi n di n g 

s p e cifi cit y t o t h e t y p h oi d t o xi n. Plt C e x hi bits a hi g h er s e q u e n c e si mil arit y t o t h e Art B s u b u nit fr o m t h e 

S . T y p hi m uri u m D T 1 0 4 Art A B t o xi n (~ 7 0 %)  c o m p ar e d t o Plt B ( ~ 3 0 %). All t hr e e B s u b u nits c a n bi n d 

a n a ss ort m e nt of N e u 5 A c -t er mi n at e d gl y c a ns, h o w e v er Plt C a n d Art B c a n als o bi n d N e u 5 G c -t er mi n at e d 

gl y c a ns w hi c h Plt B d o e s n ot bi n d. C ol o ur e d arr o w s i n t h e g e n e di a gr a ms d e pi ct t h e str u ct ur al g e n e s t h at 

e n c o d e t h e A a n d B s u b u nits of b ot h v er si o ns of t h e t y p h oi d h ol ot o xi n ( Plt B a n d Plt C -t y p h oi d t o xi n). 

G e n e s sit u at e d wit hi n t h e r e d b ar i n di c at e s h ar e d s u b u nits b et w e e n b ot h t o xi ns ( C dt B a n d Plt A). T h e 

gr e y b o x e s d e pi ct ps e u d o g e n e s w hil e w hit e arr o w s i n di c at e ot h er f u n cti o n al g e n e s f o u n d o n b ot h l o ci. 

( A d a pt e d fr o m ( 1 7 0)).  
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Fi g u r e 1. 6 . S c h e m ati c di a g r a m s h o wi n g t h e s e q u e n c e di v e r sit y f o u n d i n t h e S hi g a a n d C h ol e r a 

f a mil y t o xi n s. S hi g a a n d C h ol er a/ H e at -l a bil e t o xi ns ar e a m aj or p art of C h a pt er 3 of t his t h e sis. B ot h 

t o xi n f a mili e s e x hi bit v er y diff er e nt e n z y m ati c a cti viti e s ( N-gl y c osi d a s e vs. A D P -ri b os yl tr a nsf er a s e) 

a n d bi n d diff er e nt gl y c a ns. T h e m aj or St x s u bt y p e s , St x 1 a a n d St x 2 a w hi c h s h ar e ~ 5 6 -6 0 % s e q u e n c e 

si mil arit y  pr ef er e nti all y bi n d G b 3 r e c e pt or s. I n c o ntr a st, t h e Ct x f a mil y of t o xi ns e x hi bit hi g h affi nit y 

bi n di n g t o a r a n g e of g a n gli osi d e s. Ct x a n d L T -I w hi c h s h ar e r o u g hl y 8 0 % s e q u e n c e i d e ntit y bi n d m ost 

str o n gl y t o G M 1 g a n gli osi d e s, w hil e t h e m aj or L T-II s u bt y p e s ( L T-II a a n d L T-II b) e x hi bit hi g h affi nit y 

bi n di n g t o G D 1 g a n gli osi d e s. L T -II c w hi c h is a r el ati v el y r e c e ntl y c h ar a ct eri z e d L T -II s u bt y p e h a s b e e n 

s h o w n t o s p e cifi c all y bi n d G M 1 g a n gli osi d e s wit h l o n g -c h ai n f att y a c yl c er a mi d e s. T h e L T -II t o xi ns 

e x hi bit hi g h er s e q u e n c e si mil ariti e s i n t h eir A s u b u nits ( ~ 6 0 -8 5 %)  c o m p ar e d t o t h e B s u b u nits ( ~ 5 4 -

5 8 %) . T h e A s u b u nits of L T-II t o xi ns als o s h ar e ~ 6 0 % s e q u e n c e si mil arit y t o t h os e of L T -I b ut n o 

si g nifi c a n t s e q u e n c e si mil arit y is o bs er v e d i n t h eir B s u b u nits ( N. S = N ot Si g nifi c a nt). A st eris ks (* ) 

i n di c at e t h at t h e s e t o xi ns bi n d ot h er g a n gli osi d e s ( wit h l e ss er affi nit y) ot h er t h a n t h os e st at e d h er e.  

 

 

1. 4. 4 .3 Di v e rsit y of S al m o n ell a  A B 5  t o xi n s 

      M ost of o ur c urr e nt k n o wl e d g e a b o ut t y p h oi d t o xi n c o m es fr o m S . T y p hi, b ut t h e t y p h oi d 

t o xi n g e n es ar e als o s p or a di c all y distri b ut e d i n v ari o u s S.  e nt eri c a  s er o v ars b el o n gi n g t o disti n ct 

li n e a g es or cl a d es ( 1 7 6– 1 7 9) . S . J a vi a n a, a m aj or N T S s er o v ar t h at c a us es f o o d -b or n e i nf e cti o ns 

w orl d wi d e , h as s er v e d as a m o d el s yst e m f or st u d yi n g t y p h oi d t o xi n o utsi d e of S.  T y p hi.  
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Alt h o u g h g e n eti c all y si mil ar, t h e S. J a vi a n a t y p h oi d t o xi n e x hi bits f u n cti o n al diff er e n c es i n b ot h 

c ell c ult ur e a n d a ni m al m o d els of i nf e cti o n c o m p ar e d t o t h e S.  T y p hi t y p h oi d t o xi n  t h at h a v e 

b e e n tr a c e d t o a f e w a mi n o a ci d diff er e n c es i n t h e B s u b u nits  ( 1 7 9, 1 8 0).  T h es e fi n di n gs pr o vi d e 

a gli m ps e i nt o t h e e n or m o us f u n cti o n al di v ersit y a m o n gst S al m o n ell a  t y p h oi d t o xi ns. A n 

i m p ort a nt b ut l ar g el y u n e x pl or e d as p e ct of S al m o n ell a  p at h o g e n esis is t o u n d erst a n d t h e r ol e 

t h at di v ers e A B 5 -t y p e t o xi ns pl a y i n di ct ati n g t h e n at ur e a n d s e v erit y of i nf e cti o ns. H o w e v er, 

i n v esti g ati n g t h e p ot e nti al c o ntri b uti o ns of A B5  t o xi ns i n di v ers e S al m o n ell a  str ai ns a n d 

s er o v ars h as b e e n hi n d er e d b y t h e i m m e ns e di v ersit y a n d irr e g ul ar distri b uti o n of A B 5  t o xi n 

g e n es i n S al m o n ell a . I n C h a pt er 2 of t his t h esis, w e t a k e a n i n sili c o a p pr o a c h t o e x pl or e t h e 

e v ol uti o n, distri b uti o n a n d f u n cti o n al i m pli c ati o ns of t h e di v ers e c oll e cti o n of t h e Art A B a n d 

t y p h oi d t o xi n g e n es i n S al m o n ell a  as a f u n d a m e nt al st e p i n d e ci p h eri n g t h e p ot e nti al r ol es of 

Art A B a n d t y p h oi d t o xi n i n ot h er vir ul e nt S al m o n ell a  str ai ns a n d s er o v ars.  

 

1. 5  F u n cti o n al i m pli c ati o n s of A B 5  t o xi n e v ol uti o n a n d fl e xi bilit y  

      Alt h o u g h all c h ar a ct eri z e d A B 5 t o xi ns e x hi bit str u ct ur al si mil ariti es a n d utili z e si mil ar 

m e c h a nis ms t o e nt er c ells a n d r e a c h t h eir t ar g ets, t h er e is a c o nsi d er a bl e a m o u nt of di v ersit y 

a m o n gst t h e diff er e nt A B 5  t o xi n f a mili es a n d als o wit hi n disti n ct f a mili es t h at h as r es ult e d i n 

v ari ati o ns i n t h e c ell ul ar a n d bi ol o gi c al eff e cts  of dist a ntl y a n d cl os el y r el at e d A B 5  t o xi ns 

( 6 3, 1 8 1). T h e e v ol uti o n a n d d i v ersit y of A B5  t o xi ns m a y b e dri v e n b y h ori z o nt al g e n e tr a nsf er  

of pr o p h a g e e n c o d e d A B 5  g e n eti c el e m e nts , g e n eti c r e c o m bi n ati o n e v e nts , f u n cti o n al m ut ati o ns 

i n t h e A or B p ol y p e pti d es a n d t h e s pr e a d of m o bil e g e n eti c el e m e nts  ( 1 8 2, 1 8 3). I n s o m e c as es, 

t h e r es ulti n g eff e ct is th e e m er g e n c e of n o v el A B 5 -t y p e t o xi ns t h at as s e m bl e fr o m h o m ol o g o us 

c o m p o n e nts or s u b u nits fr o m  disti n ct t o xi n f a mili es or n o v el A B 5 -t y p e t o xi ns wit h n e wl y 
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a c q uir e d s u b u nits. N o v el A B 5 -t y p e t o xi ns wit h n e wl y a c q uir e d A s u b u nits i n c o m bi n ati o n wit h 

h o m ol o gs of B s u b u nits fr o m w ell -c h ar a ct eri z e d t o x i n f a mili es l e a ds t o diff er e n c es i n e n z y m ati c 

a cti viti es  of t h es e t o xi ns w hi c h m a y h a v e s e v er e bi ol o gi c al c o ns e q u e n c es . F or e x a m pl e, t h e 

C fx A B a n d E c x A B t o xi ns w hi c h h a v e b e e n i d e ntifi e d i n c ert ai n str ai ns of Citr o b a ct er fr e u n dii  

a n d E. c oli  ar e  b ot h  c o m p os e d of a Ct x/ L T -I B s u b u nit. H o w e v er, t h eir A s u b u nits s h ar e n o 

si mil arit y t o t h e Ct x f a mil y of t o xi ns ( 1 8 4). B ot h Ct x A B a n d E c x A B h a v e b e e n s h o w n t o 

as s e m bl e i nt o a f u n cti o n al A B 5  c o m pl e x t h at c a n i n d u c e m or p h ol o gi c al c h a n g es i n c ert ai n c ell 

li n es ( 1 8 5). S u btil as e t o xi n ( S u b A B), a r el ati v el y r e c e ntl y e m er g e d A B 5  t o xi n pr o d u c e d b y a 

c ert ai n S T E C  str ai ns  is c o m p os e d of a B s u b u nit ( S u b B) t h at s h ar es si mil ariti es wit h t h e Pt x S 2 

s u b u nit. H o w e v er, t h e A s u b u nit, S u b A is a s eri n e pr ot e as e t h at t ar g ets a n e n d o pl as mi c 

r eti c ul u m c h a p er o n e k n o w n as Bi p a n d is f u n cti o n all y disti n c t fr o m t h e Pt x S 1 s u b u nit. T h e 

g e n es e n c o di n g S u b A B  h a v e  si n c e b e e n i d e ntifi e d i n o v er 3 0 S T E C str ai ns , a f e w of w hi c h h a v e 

b e e n as s o ci at e d wit h s e v er e dis e as e  ( 1 8 6, 1 8 7). C o n v ers el y, n e wl y a c q uir e d B s u b u nits m a y 

r es ult in t o xi ns t h at bi n d v er y diff er e nt gl y c a ns a n d c ell t y p es or e x hi bit s u btl e diff er e n c es i n 

bi n di n g s p e cifi citi es t o t h eir h o m ol o gs  w hi c h c a n als o h a v e s eri o us i m pli c ati o ns.  

I n C h a pt er 3 of t his t h esis, w e hi g hli g ht s o m e of t h e f u n cti o n al i m pli c ati o ns of A B 5  e v ol uti o n 

b y c h ar a ct eri zi n g t w o n o v el “ h y bri d ”  t o xi ns, e a c h wit h u ni q u e s u b u nit c o m bi n ati o ns t h at c a n 

as s e m bl e i nt o p ot e nt A B 5  c o m pl e x e s c a p a bl e of i nt o xi c ati n g c ells.  

 

1. 6 T h esis o bj e cti v es  

1.  T o e x pl or e t h e e v ol uti o n, distri b uti o n a n d f u n cti o n al i m pli c ati o ns of t h e di v ers e as s ort m e nt 

of S al m o n ell a  art A B -li k e g e n eti c el e m e nts usi n g a v ari et y of i n sili c o m et h o ds.  
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2.  T o i n v esti g at e t h e e v ol uti o n a n d a cti vit y  of n o v el “ h y bri d ” A B 5 -t y p e t o xi ns f o u n d wit hi n 

t h e S al m o n ell a  g e n us t hr o u g h a c o m bi n ati o n of bi oi nf or m ati c a n d e x p eri m e nt al a n al ys es . 

 

T h e o bj e cti v es o utli n e d a b o v e w er e a d dr es s e d t hr o u g h t w o s e p ar at e, b ut r el at e d pr oj e cts  ai m e d 

at pr o vi di n g a b ett er u n d erst a n di n g of A B 5  t o xi n e v ol uti o n. R es e ar c h a d dr es si n g o bj e cti v e 1 is 

d es cri b e d i n C h a pt er 2 a n d R es e ar c h a d dr es si n g o bj e cti v e 2 is d es cri b e d i n C h a pt er 3.  
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C h a pt e r 2: T h e e v ol uti o n a r y di v e r sifi c ati o n of t h e S al m o n ell a  a rt A B t o xi n 

l o c us 

B y: A d a o bi Oji a k or, R a c h el N. Gi b bs, Z h e C h e n, Xi a n g G a o, a n d C as e y C. F o wl er  

 

P r ef a c e  

      T his c h a pt er e x pl or es t h e e v ol uti o n ar y di v ersifi c ati o n of S al m o n ell a  art A B -li k e g e n eti c 

el e m e nts a n d is m o difi e d fr o m a p a p er p u blis h e d u n d er a Cr e ati v e C o m m o ns C C -B Y li c e n c e i n 

Fr o nti ers i n Mi cr o bi ol o g y i n N o v e m b er, 2 0 2 2  as:  A d a o bi Oji a k or , R a c h el N. Gi b bs , Z h e C h e n ,  

Xi a n g G a o , a n d C as e y C. F o wl er  ( 2 0 2 2) “ T h e e v ol uti o n ar y di v ersifi c ati o n of t h e S al m o n ell a  

art A B  t o xi n l o c us ” a n d is a v ail a bl e at d oi: 1 0. 3 3 8 9/f mi c b. 2 0 2 2. 1 0 1 6 4 3 8 .  

      T his w or k w as a c oll a b or ati o n b et w e e n t h e F o wl er l a b a n d G a o l a b. M y  c o ntri b uti o ns t o 

t his st u d y w er e pri m aril y d at a e xtr a cti o n, s e q u e n c e a n al ys es, d at a i nt er pr et ati o n, a n d b ei n g 

i n v ol v e d i n pr o d u ci n g fi g ur es/t a bl es. T o b e m or e s p e cifi c, m y c o ntri b uti o ns t o t his w or k i n cl u d e 

c o m pili n g s e q u e n c e d at a fr o m t h e diff er e nt Art A B a n d Plt C gr o u ps fr o m l ar g e n u m b ers of 

s al m o n ell a e, as w ell as a n al y zi n g t h es e d at a b y t h e g e n er ati o n of p er c e nt i d e ntit y m atri c es a n d 

p h yl o g e n eti c tr e es s h o wi n g pr e di ct e d e v ol uti o n ar y r el ati o ns hi ps b et w e e n t h e 7  Art A B s u bt y p es 

a n d t h e f o ur Plt C gr o u ps.  I a d diti o n all y c o ntri b ut e d t o t h e a n al ys es of t h eir g e n o m e l o c ali z ati o ns 

a n d t h eir as s o ci ati o n wit h pr o p h a g es a n d t h e a n al ysis of t h es e pr o p h a g es. T his w or k a n d t h e 

t a bl es/fi g ur es g e n er at e d ar e f o u n d b ot h i n t h e m ai n arti cl e ( Fi g ur es 1 a n d 3, w hi c h ar e pr es e nt e d 

as Fi g ur es  2. 3. 1 a n d 2. 3. 3 i n t his t h esis) a n d i n s u p pl e m e nt ar y fil es i n cl u di n g t h e s u p pl e m e nt ar y 

d at a fil es ( c o nt ai ni n g t h e r a w d at a us e d f or t h e st u d y) a n d t h e s u p pl e m e nt ar y Fi g ur es/t a bl es 

( S2. 1, S 2 . 2, S2. 5, S 2. 6 a n d T a bl e S 2. 1).   

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ojiakor%20A%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Gibbs%20RN%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Chen%20Z%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Gao%20X%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Fowler%20CC%5BAuthor%5D
https://doi.org/10.3389%2Ffmicb.2022.1016438
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      M y s u p er vis or, Dr. F o wl er, a n d ot h er a ut h ors c o ntri b ut e d t o writi n g a n d e diti n g t h e 

m a n us cri pt a n d I pr o vi d e d f e e d b a c k a n d e dits f or t h e m a n us cri pt. S p e cifi c c o ntri b uti o ns of ot h er 

a ut h ors ar e a v ail a bl e at:  htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 3 3 8 9/f mi c b. 2 0 2 2. 1 0 1 6 4 3 8 . 
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2. 1 I nt r o d u cti o n  

      S al m o n ell a e nt eri c a is a wi d es pr e a d s p e ci es of e nt eri c b a ct eri a t h at c a n b e br o k e n i nt o si x 

s u bs p e ci es a n d m or e t h a n 2, 5 0 0 s er ol o gi c al v ari a nts ( s er o v ars), a s u bs et of w hi c h ar e i m p ort a nt 

h u m a n p at h o g e ns ( 2, 6, 1 8). T h e h u m a n a d a pt e d T y p hi a n d P ar at y p hi A s er o v ars c a us e pr ol o n g e d 

s yst e mi c i nf e cti o ns t h at u n d erli e t h e dis e as e ( p ar a)t y p h oi d f e v er, a m aj or h e alt h is s u e i n t h e 

e c o n o mi c all y d e v el o pi n g w orl d ( 3 1, 3 3, 3 4, 1 8 8). C ert ai n ot h er li n e a g es, m ost n ot a bl y 

S al m o n ell a T y p hi m uri u m s e q u e n c e t y p e 3 1 3 ( S T 3 1 3), c a us e i n v asi v e n o n -t y p h oi d al 

s al m o n ell osis, w hi c h is pr e d o mi n a ntl y e n d e mi c t o Afri c a w h er e it c a us es si g nifi c a nt m or bi dit y 

a n d m ort alit y ( 1 8 9, 1 9 0). I n t h e e c o n o mi c all y d e v el o p e d w orl d, h o w e v er, S al m o n ell a is b est 

k n o w n as a l e a di n g c a us e of f o o d p ois o ni n g, w hi c h t y pi c al l y pr es e nts as a s elf-li mit e d 

g astr o e nt eritis b ut c a n als o tri g g er m or e s eri o us c o m pli c ati o ns, p arti c ul arl y i n y o u n g c hil dr e n, 

ol d er a d ults or i m m u n o c o m pr o mis e d i n di vi d u als ( 7). Alt h o u g h a f e w s er o v ars, s u c h as 

T y p hi m uri u m a n d E nt eriti dis, a c c o u nt f or a si g nif i c a nt pr o p orti o n of all S al m o n ell a 

g astr o e nt eritis c as es, a v er y wi d e r a n g e of ot h er s al m o n ell a e als o r o uti n el y c a us e n o n -t y p h oi d al 

dis e as e ( 1 3 9, 1 9 1, 1 9 2). T h e pr o p orti o n of i nf e cti o ns c a us e d b y diff er e nt s er o v ars v ari es 

si g nifi c a ntl y a cr os s g e o gr a p hi c r e gi o ns a n d o v er ti m e, a n d t h e h ost r a n g es a n d dis e as e pr o p erti es 

of diff er e nt s al m o n ell a e ar e k n o w n t o b e v ari a bl e at b ot h t h e s er o v ar a n d str ai n l e v els 

( 1 3 9, 1 9 1, 1 9 3, 1 9 4). I d e ntif yi n g g e n eti c c h ar a ct eristi cs t h at c o nf er m or e s e v er e vir ul e n c e 

pr o p erti es will h a v e i m p ort a nt i m pli c ati o ns f or o ur a bilit y t o di a g n os e, pr e v e nt a n d tr e at 

s al m o n ell osis w orl d wi d e.  

      R e c e ntl y, A B 5 -t y p e pr ot ei n t o xi ns h a v e e m er g e d as a k e y f a ct or u n d erl yi n g t h e di v ersit y of 

S al m o n ell a vir ul e n c e pr o p erti es. T h es e s e cr et e d, pr ot ei n a c e o us t o xi ns c o nsist of t w o disti n ct 

s u b u nits or d o m ai ns: A ( or a cti v e) s u b u nits t h at m o dif y s p e cifi c h ost c ell t ar g et m ol e c ul es or 
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str u ct ur es a n d B ( or d eli v er y) s u b u nits t h at m e di at e t h e bi n di n g of t h e t o xi n t o r e c e pt ors –  

t y pi c all y gl y c a ns - o n t h e s urf a c e of t h e h ost c ell, r es ulti n g i n t h e u pt a k e a n d tr affi c ki n g of t h e 

t o xi n t o its sit e of a cti vit y ( 6 3, 6 7, 1 9 5). A B5 -t y p e t o xi n s a d o pt a c o m m o n str u ct ur al c o nfi g ur ati o n 

w h er ei n a n a cti v e s u b u nit sits at o p a d o n ut -s h a p e d d eli v er y pl atf or m c o m pris e d of fi v e B 

s u b u nits. N u m er o us A B 5 -t y p e t o xi ns wit h h et er o g e n e o us s e q u e n c es a n d bi ol o gi c al a cti viti es 

h a v e b e e n i d e ntifi e d a n d c h ar a ct eri z e d, m a n y of w hi c h ar e affili at e d wit h e nt eri c p at h o g e ns 

( 1 3 2, 1 8 7, 1 9 6– 1 9 8) . D es pit e littl e or n o si g nifi c a nt s e q u e n c e si mil arit y b et w e e n diff er e nt 

f a mili es of A B5 t o xi ns, t h eir c o m m o n ar c hit e ct ur e s u g g ests t h e y ar e li k el y t o b e e v ol uti o n aril y 

c o n n e ct e d ( 6 3, 6 7, 1 9 5, 1 9 9).  T h e c o nsi d er a bl e di v ersit y t h at e xists b ot h wit hi n a n d b et w e e n t h e 

diff er e nt A B 5  t o xi n f a mili es i n di c at es t h at t h e A B5 s c aff ol d h as b e e n p arti c ul arl y a m e n a bl e t o 

e v ol uti o n ar y di v ersifi c ati o n, yi el di n g a l ar g e, v ers atil e ars e n al of t o xi ns t h at utili z e t his c o m m o n 

str u ct ur al arr a n g e m e nt. A B 5 -t y p e t o xi ns pl a y a m aj or r ol e i n s h a pi n g t h e vir ul e n c e pr o p erti es 

of b a ct eri al p at h o g e ns s u c h as B or d et ell a p ert us sis , Vi bri o c h ol er a e , S hi g ell a d ys e nt eri a e a n d 

c ert ai n  Es c h eri c hi a c oli p at h ot y p es a n d t h us h a v e a m aj or i m p a ct o n h u m a n h e alt h 

( 1 1 3, 1 3 2, 1 8 7, 1 9 6, 1 9 7, 2 0 0– 2 0 2) . T w o A B5 -t y p e t o xi ns h a v e b e e n i d e ntifi e d i n S al m o n ell a : 

t y p h oi d t o xi n a n d Art A/ Art B ( h e n c ef ort h Art A B) t o xi n ( 1 3 7– 1 3 9) . B ot h of t h es e t o xi ns w er e 

i d e ntifi e d wit hi n hi g hl y vir ul e nt s al m o n ell a e a n d h a v e b e e n i m pli c at e d i n t h eir m or e s e v er e 

dis e as e pr o p erti es ( 1 4 0– 1 4 2, 1 5 6, 1 6 6, 1 7 0, 2 0 3) .  

      T y p h oi d t o xi n w as ori gi n all y i d e ntifi e d i n S . T y p hi as a u ni q u e A2 B 5  t o xi n c o m pris e d of 

t hr e e s u b u nits: Plt B, t h e d eli v er y s u b u nit, a n d t w o a cti v e s u b u nits, Plt A a n d C dt B ( 1 6 6). Plt B 

a n d Plt A ar e m e m b ers of t h e p ert us sis f a mil y of t o xi ns a n d as s e m bl e i n t o a c a n o ni c al A B5  

str u ct ur e ( 1 5 6) C dt B, a h o m ol o g of t h e a cti v e s u b u nit of C yt ol et h al dist e n di n g t o xi n, d o es n ot 

dir e ctl y c o nt a ct t h e d eli v er y pl atf or m, b ut is st a bl y i n c or p or at e d i nt o t h e t o xi n vi a a si n g l e 
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dis ulfi d e b o n d t h at c o v al e ntl y att a c h es C dt B a n d Plt A, gi vi n g t y p h oi d t o xi n its u n us u al A 2 B 5  

c o nf or m ati o n ( 2 0 4). Plt A is a n A D P-ri b os yl tr a nsf er a s e, ho w e v er its h ost c ell t ar g et(s) h a v e n ot 

y et b e e n i d e ntifi e d a n d all p h e n ot y p es c urr e ntl y as s o ci at e d wit h t y p h oi d t o xi n st e m fr o m t h e 

a cti vit y of C dt B, a D N as e t h at i n d u c es d o u bl e -str a n d e d br e a ks i n h ost c ell g e n o mi c D N A, 

l e a di n g t o c ell c y cl e arr est or c ell d e at h ( 1 6 0, 1 6 6, 2 0 4). T y p h oi d t o xi n is d eli v er e d usi n g its Plt B 

p e nt a m er, w hi c h bi n ds r e c e pt ors c o nt ai ni n g N -A c et yl n e ur a mi ni c a ci d - ( N e u 5 A c) t er mi n at e d 

gl y c a ns t o m e di at e t o xi n u pt a k e a n d tr affi c ki n g ( 1 5 0, 2 0 4). T y p h oi d t o xi n is hi g hl y u n us u al i n 

t h at it is pr o d uc e d b y i ntr a c ell ul ar b a ct eri a, a n d Plt B als o m e di at es t y p h oi d t o xi n e x o c yt osis 

fr o m t h e i ntr a c ell ul ar c o m p art m e nt w h er e it is pr o d u c e d ( 1 3 9, 1 6 4, 1 6 6). A si g nifi c a nt p o ol of 

e vi d e n c e i n di c at es t h at t y p h oi d t o xi n is a k e y vir ul e n c e f a ct or f or S . T y p hi a n d t h at it m a y b e 

dir e ctl y r es p o nsi bl e f or s o m e s y m pt o ms as s o ci at e d wit h s e v er e t y p h oi d f e v er 

( 1 6 0, 1 6 6, 17 0, 1 8 0, 2 0 3 – 2 0 5) . T y p h oi d t o xi n is n ot e n c o d e d b y S al m o n ell a s er o v ars s u c h as 

T y p hi m uri u m a n d E nt eriti dis t h at m ost c o m m o nl y c a us e g astr o e nt eritis, b ut it is wi d el y ( b ut 

s p or a di c all y) distri b ut e d i n t h e S al m o n ell a g e n us a n d it is cl e ar t h at t y p h oi d t o xi n  is n ot t h e s ol e 

f a ct or t h at c o nf ers t h e t y p h oi d al s er o v ars wit h t h eir u ni q u e vir ul e n c e pr o p erti es 

( 1 7 0, 1 7 6, 1 7 7, 2 0 6). T y p h oi d t o xi n is n ot t h o u g ht t o pl a y a n i m p ort a nt r ol e i n t h e e arl y st a g es of 

S . T y p hi i nf e cti o n, b ut is pr o p os e d t o pl a y a k e y r ol e at t h e l at er (s yst e mi c) st a g es of i nf e cti o n 

( 1 3 8, 2 0 7). C ert ai n n o nt y p h oi d al s er o v ars t h at e n c o d e t y p h oi d t o xi n h a v e b e e n o bs er v e d t o c a us e 

i n v asi v e dis e as e at a hi g h er r at e t h a n t h e T y p hi m uri u m a n d E nt eriti dis s er o v ars, w hi c h is 

c o nsist e nt wit h e x p eri m e nt al d at a t h at i n di c at e t y p h oi d t o xi n c a n pr o m ot e s yst e mi c s pr e a d or 

p ersist e n c e i n a ni m al m o d els of i nf e cti o n ( 1 6 2, 1 7 9, 1 9 1, 1 9 3, 1 9 4, 2 0 3). T h es e m or e i n v asi v e 

li n e a g es eli cit a r a n g e of s e v er e dis e as e o ut c o m es, i n cl u di n g t h os e cli ni c all y-si mil ar t o t y p h o i d 

f e v er ( 1 3 9, 1 9 3, 2 0 8, 2 0 9). S e q u e n c e diff er e n c es i n t h e t y p h oi d t o xi ns pr o d u c e d b y n o nt y p h oi d al 
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s er o v ars c a n si g nifi c a ntl y alt er t h eir a cti vit y c o m p ar e d t o S . T y p hi t y p h oi d t o xi n i n c ell c ult ur e 

a n d a ni m al m o d els of i nt o xi c ati o n ( 1 8 0). T his is n ot u n e x p e ct e d si n c e it is w ell-k n o w n t h at 

diff er e nt A B t o xi n s e q u e n c e v ari a nts (s u bt y p es) c a n eli cit v er y diff er e nt vir ul e n c e or dis e as e 

pr o p erti es ( 9 3, 2 1 0, 2 1 1). T h e g e n eti c v ari ati o n i n t y p h oi d t o xi ns a n d h o w diff er e nt v ari a nts 

c o ntri b ut e t o dis e as e i n n o nt y p h oi d al s al m o n ell a e is a n i m p ort a nt a n d l ar g el y u n e x pl or e d 

s u bj e ct.  

      Art A B is a n A D P -ri b os yl tr a nsf er as e t o xi n t h at w as ori gi n all y i d e ntifi e d i n S al m o n ell a 

e nt eri c a s er o v ar T y p hi m uri u m d efi niti v e p h a g e t y p e 1 0 4 ( S . T y p hi m uri u m D T 1 0 4) ( 1 4 2). Li k e 

Plt A/ Plt B, t h e Art A B t o xi n is a m e m b er of t h e p ert us sis f a mil y of A B 5  t o xi ns; Art A is ~ 6 0 % 

i d e nti c al t o Plt A a n d Art B is ~ 3 0 % i d e nti c al t o Plt B, s u gg esti n g t h at, alt h o u g h t h e y h a v e 

di v er g e d si g nifi c a ntl y, t h e A B 5 c or e of t y p h oi d t o xi n a n d Art A B s h ar e a c o m m o n a n c estr y 

( 1 4 7). Art A B is c yt ot o xi c i n c ell c ult ur e m o d els of i nt o xi c ati o n a n d Art A h as b e e n r e p ort e d t o 

t ar g et t h e α-s u b u nit of h ost G -pr ot ei ns, si mil ar t o p ert us sis t o xi n ( 1 4 0, 1 4 1). Art A B eli cits 

t o xi cit y i n a ni m al m o d els of i nt o xi c ati o n a n d pr o v o k es s o m e of t h e s a m e s y m pt o m ol o g y as 

p ert us sis t o xi n, alt h o u g h it d o es n ot i n d u c e l e u k o c yt os is, s u g g esti n g t h er e ar e i m p ort a nt 

f u n cti o n al diff er e n c es b et w e e n Art A B a n d p ert us sis t o xi n ( 1 4 0). Alt h o u g h t h e f u n cti o n of 

Art A B a n d h o w its a cti vit y mi g ht i nfl u e n c e dis e as e o ut c o m es is n ot y et cl e ar, it h as b e e n 

pr o p os e d t h at t his t o xi n mi g ht pl a y a r ol e i n m a ni p ul ati n g t h e h ost i m m u n e r es p o ns e f oll o wi n g 

S al m o n ell a -i n d u c e d i nt esti n al i nfl a m m ati o n ( 1 3 9).  

      Pr e vi o us r e p orts h a v e s h o w n t h at di v ers e S al m o n ell a str ai ns e n c o d e a n Art A B t o xi n a n d t h at 

t h er e c a n b e v ari a bilit y a m o n gst t h es e t o xi ns ( 1 4 0). I n a d diti o n, r e c e nt r e p orts h a v e s h o w n th at 

c ert ai n S al m o n ell a li n e a g es h ar b o ur a n art A B - li k e l o c us i n w hi c h t h e art A g e n e is d e gr a d e d ( a 

ps e u d o g e n e) a n d t h e B s u b u nit h as e v ol v e d t o s er v e a s a n alt er n at e d eli v er y s u b u nit f or t y p h oi d 
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t o xi n, r e pl a ci n g Plt B i n a n a n al o g o us c o m pl e x wit h Plt A a n d Cdt B ( 7 0, 1 7 0, 1 7 6, 1 7 9). B e c a us e 

t h es e Art B h o m ol o gs s er v e a diff er e nt f u n cti o n, t h e y h a v e b e e n n a m e d Plt C t o r efl e ct t h eir 

i n v ol v e m e nt i n t y p h oi d t o xi n bi ol o g y. T h e v ersi o n of t y p h oi d t o xi n f e at uri n g Plt C as its d eli v er y 

s u b u nit h as b e e n s h o w n t o a d o pt a si mil ar o v er all str u ct ur e c o m p ar e d t o t h e Plt B v ersi o n of 

t y p h oi d t o xi n, b ut t h e Plt C v ersi o n h as disti n ct gl y c a n bi n di n g pr o p erti es, disti n ct tr affi c ki n g 

pr o p erti es i n c ell c ult ur e m o d els of S . T y p hi i nf e cti o n, a n d eli cits diff er e nt s y m pt o m ol o g y i n 

a ni m al m o d els of i nt o xi c ati o n ( 7 0, 1 7 0). T h es e st u di e s ill ustr at e t h at t h e e v ol uti o n of Plt C as a n 

alt er n at e d eli v er y pl atf or m h as c o nf err e d si g nifi c a nt f u n cti o n al v ers atilit y t o t y p h oi d t o xi n. 

T h er e is t h er ef or e  s u bst a nti al e vi d e n c e t h at art A B/ plt C -li k e g e n eti c el e m e nts c a n pl a y a n 

i m p ort a nt r ol e i n t h e p at h o g e n esis of t h e S al m o n ell a li n e a g es t h at pr o d u c e t h e m. H o w e v er, 

d e ci p h eri n g t h e i m p a ct of art A B /plt C is c o m pli c at e d b y t h e c o nsi d er a bl e g e n eti c a n d f u n cti o n al 

di v ersit y a m o n gst t h es e el e m e nts, as w ell as t h eir dis c o nti n u o us p h yl o g e n eti c distri b uti o n.  

      I n t his st u d y, w e e m pl o y a n arr a y of i n sili c o a p pr o a c h es t o a n al y z e t h e c oll e cti o n of 

art A B /plt C t o xi n g e n eti c el e m e nts, h o w t h e y ar e distri b ut e d wit hi n t he S al m o n ell a g e n us, h o w 

t h e y m a y h a v e e v ol v e d, a n d t h e f u n cti o n al i m pli c ati o ns of t his di v ersit y. O ur r es ults pr o vi d e a 

fr a m e w or k f or as s es si n g t h e bi ol o g y of t h e s ur prisi n gl y di v ers e as s ort m e nt plt C a n d art A B 

el e m e nts i n t h e S al m o n ell a li n e a g e a n d pr o vi d e i nsi g hts i nt o t h e m e c h a nis ms of e v ol uti o n ar y 

di v ersifi c ati o n of A B 5 -t y p e t o xi ns.  
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2. 2 M at e ri als a n d m et h o d s  

2. 2. 1 I d e ntifi c ati o n a n d a n al ysis of art A B g e n eti c el e m e nts a n d A rt A B t o xi n s u bt y p es  

      I n or d er t o i d e ntif y Art A B t o xi ns, t h e S . T y p hi m uri u m D T 1 0 4 Art A a n d Art B s e q u e n c es 

w er e us e d as t h e q u er y s e q u e n c e f or t B L A S T n s e ar c h es of c o m pl et e S al m o n ell a g e n o m es wit hi n 

t h e N C BI n o nr e d u n d a nt n u cl e oti d e ( nr/ nt) D N A s e q u e n c e d at a b as e ( w hi c h c o nt ai ns > 20 0 0 s u c h 

s e q u e n c es fr o m di v ers e S al m o n ell a li n e a g es). T h es e s e ar c h es ( a n d a n al o g o us s e ar c h es of t his 

d at a b as e d es cri b e d b el o w) w er e p erf or m e d i n D e c e m b er 2 0 2 1. F or t h e Art A s e ar c h, a s e q u e n c e 

i d e ntit y t hr es h ol d of 6 5 % a n d a q u er y c o v er a g e t hr e s h ol d of 8 0 % w er e s et i n or d er t o e x cl u d e 

Plt A ( ~ 6 0 % i d e nti c al t o Art A) fr o m t h e r es ults; all hits wit h a n e v al u e l es s t h a n 0. 0 5 w er e 

c o nsi d er e d f or t h e Art B s e ar c h. T h e c o m pl et e s et of Art A -e n c o di n g g e n o m es w as t h e n cr os s -

r ef er e n c e d wit h t h e Art B s e ar c h r es ults i n ord er t o i d e ntif y g e n o m es wit h a n art A B t o xi n l o c us. 

T o a n al y z e t h e s e q u e n c es of Art A B t o xi ns i d e ntifi e d a n d t o gr o u p t h e m i nt o t o xi n s u bt y p es, t h e 

c o m pl et e c oll e cti o n of Art A a n d Art B s e q u e n c es w er e a n al y z e d usi n g it er ati v e t B L A S T n 

s e ar c h es of i n di vi d u al t o xi n s u b u nits fr o m t his c oll e cti o n. Art A B t o xi ns i n w hi c h t h e Art A a n d 

Art B s u b u nits w er e b ot h m or e t h a n 9 0 % i d e nti c al w er e t h e n gr o u p e d i nt o a t o xi n s u bt y p e. T his 

t hr es h ol d w as g ui d e d i n p art b y t h e n at ur al s pr e a d ( br e a k p oi nts) i n t h e s e q u e n c e di v ersit y 

o bs er v e d, a n d stri k es a r e as o n a bl e b al a n c e b et w e e n e ns uri n g t h er e is s u bst a nti al s e q u e n c e 

di v ersit y b et w e e n diff er e nt s u bt y p es, b ut wit h o ut gr o u pi n g g e n eti c all y di v er g e nt s e q u e n c es i nt o 

a si n gl e gr o u p. T his t hr es h ol d ( 9 0 %) w as als o us e d f or plt C gr o u pi n gs. T o c o m p ar e t h e D N A 

a n d pr ot ei n s e q u e n c es of t h e diff er e nt t o xi n s u bt y p e s, a si n gl e r e pr es e nt ati v e m e m b er of e a c h 

gr o u p w as s el e ct e d. T h e s el e cti o ns of r e pr es e nt ati v e m e m b ers h er e a n d els e w h er e w er e 

ar bitr ar y, b ut w er e g ui d e d b y t h e r es ults of t h e it er ati v e  B L A S T s e ar c h es i n or d er t o a v oi d 

s el e cti n g m e m b ers w h os e s e q u e n c es w er e o utli ers fr o m t h e gr o u p at l ar g e. M ulti pl e s e q u e n c e 
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ali g n m e nts of t h e r e pr es e nt ati v e m e m b ers w er e t h e n c o n d u ct e d usi n g t h e E M B L -E BI s uit e of 

ali g n m e nt t o ols usi n g Cl ust al O m e g a ( d ef a u lt p ar a m et ers; G o n n et tr a nsiti o n m atri x, 6 bit g a p 

o p e ni n g p e n alt y, 1 bit g a p e xt e nsi o n p e n alt y) ( 2 1 2). T h e r es ults of t h es e ali g n m e nts w er e t h e n 

us e d t o g e n er at e p er c e nt i d e ntit y m atri c es, as w ell a s t o g e n er at e p h yl o g e n eti c tr e es usi n g t h e 

M E G A ( M ol e c ul ar E v ol uti o n ar y G e n eti cs A n al ysis) V 1 1 s oft w ar e wit h t h e p ar a m et ers n ot e d i n 

t h e Fi g ur e l e g e n ds ( 2 1 3). T h e N C BI nr/ nt d at a b as e w as s el e ct e d f or t h es e a n al ys es - as w ell as 

t h e plt C a n al ys es d es cri b e d b el o w –  b e c a us e it c o nt ai ns a l ar g e n u m b er of c o m pl et e g e n o m e 

s e q u e n c es fr o m  di v ers e S al m o n ell a s u bs p e ci e s a n d s er o v ars, a n d b e c a us e it is 

a c c es si bl e/ c o m p ati bl e wit h a r a n g e of bi oi nf or m ati c t o ols (s u c h as N C BI s e q u e n c e c o m p aris o n 

a n d a n al ysis t o ols a n d P H A S T E R) t h at w e us e d t o a n al y z e t his d at a s et. T o d et er mi n e w hi c h 

art A B - e n c o di n g g e n o m es ( a n d plt C -e n c o di n g g e n o m es) als o e n c o d e t y p h oi d t o xi n, t h e 

c o m pl et e s e q u e n c e of t h e S . T y p hi T Y 2 t y p h oi d t o xi n (st art of c dt B c o di n g s e q u e n c e t hr o u g h 

st art of plt B c o di n g s e q u e n c e) isl et w as us e d f or B L A S T n s e ar c h es t h at w er e cr os s - r ef er e n c e d 

wit h o ur list of art A B -e n c o di n g g e n o m es ( or plt C - e n c o di n g g e n o m es). G e n o m es t h at ali g n e d 

si g nifi c a ntl y o v er > 8 0 % of t h e i n p ut s e q u e n c e w er e c o nsi d er e d t o h a v e a t y p h oi d t o xi n isl et. T o 

e ns ur e t h at t y p h oi d t o xi n isl ets wit h di v er g e nt s e q u e n c es w er e n ot b e i n g mis s e d b y t his a n al ysis, 

s e ar c h es w er e als o c o n d u ct e d wit h di v er g e nt t y p h oi d t o xi n isl et s e q u e n c es fr o m t h e S. b o n g ori 

a n d s u bs p. di ariz o n a e li n e a g es; t h es e s e ar c h es yi el d e d t h e s a m e r es ults as t h os e usi n g t h e T y p hi 

isl et.  

 

2. 2. 2 I d e ntifi c ati o n a n d a n al ysis of plt C g e n eti c el e m e nts  

      C o m pl et e S al m o n ell a g e n o m es wit hi n t h e N C BI n o nr e d u n d a nt n u cl e oti d e ( nr/ nt) D N A 

s e q u e n c e d at a b as e t h at e n c o d e a plt C g e n eti c el e m e nt w er e i d e ntifi e d usi n g B L A S T n s e ar c h es 
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usi n g t h e S . T y p hi T Y 2 s e q u e n c e s p a n ni n g fr o m t h e st art of t h e st y 1 3 6 2 s e q u e n c e t hr o u g h t h e 

e n d of t h e plt C s e q u e n c e. O nl y hits t h at r es ult e d i n a si n gl e ali g n m e nt t h at s p a n n e d > 9 0 % of t h e 

f ull q u er y s e q u e n c e w er e c o nsi d er e d f urt h er. T o d et er mi n e w h et h er t h e i d e ntifi e d s e q u e n c es 

e n c o d e a n i nt a ct Plt C h o m ol o g, t h e r es ults w er e cr os s -r ef er e n c e d wit h a t B L A S T n s e arc h usi n g 

S . T y p hi Plt C as t h e q u er y s e q u e n c e. T h e (f e w) str ai ns i n w hi c h plt C w as f o u n d t o b e a 

ps e u d o g e n e w er e e x cl u d e d fr o m f urt h er a n al ysis. T o d et er mi n e w hi c h plt C el e m e nts w er e 

l o c at e d wit hi n a n isl et at t h e s a p l o c us, w e di d a B L A S T s e ar c h of t h e S . T y p hi s e q u e n c e 

s p a n ni n g plt C t hr o u g h s a p B a n d cr os s -r ef er e n c e d t his list wit h o ur m ast er list of hits. T h e 

g e n o mi c l o c ati o ns of a n y plt C el e m e nts t h at w er e n ot i d e ntifi e d t o b e at t h e s a p l o c us usi n g t his 

a p pr o a c h w er e m a n u all y i ns p e ct e d usi n g t h e N C BI g e n o m e br o w s er. Plt C s e q u e n c e 

c o m p aris o ns w er e c o n d u ct e d as d es cri b e d a b o v e f or Art A a n d Art B.  

 

2. 2. 3 A n al y zi n g r at es of n o n -s y n o n y m o u s a n d s y n o n y m o u s m ut ati o ns ( d N/ d S)  

      T o e x pl or e w h et h er t h er e is e vi d e n c e t h at t h e Art B/ Plt C B s u b u nits h a v e b e e n s u bj e ct e d t o 

p ositi v e ( di v ersif yi n g) s el e cti o n, w e a n al y z e d t h e D N A s e q u e n c es of t y p e 1 art B g e n es a n d plt C 

g e n es usi n g t h e B U S T E D a n al ysis t o ol ( h ost e d b y w e b m o n k e y. or g) ( 2 1 4). T his t o ol us es t h e 

r at es of n o n-s y n o n y m o us a n d s y n o n y m o us m ut ati o ns a m o n gst h o m ol o g o us g e n es t o d et er mi n e 

w h et h er t h er e is e vi d e n c e ( o n a g e n e -wi d e l e v el) t h at t h e g e n e h as b e e n s u bj e ct e d t o di v ersif yi n g 

s el e cti o n. F or t h is a n al ysis, w e us e d t h e D N A s e q u e n c es of e a c h of t h e r e pr es e nt ati v e plt C 

gr o u ps ( plt C s a p , plt C p h a g e 1 , plt C p h a g e 2 , plt C p h a g e 3 ) a n d e a c h of t h e t y p e 1 art B gr o u ps ( 1 a, 

1 b, 1 c, 1 d). T y p e 2 art B s e q u e n c es w er e n ot i n cl u d e d si n c e t h e y s h ar e mi ni m al pr ot ei n s e q u e n c e 

si mil arit y a n d n o si g nifi c a nt D N A s e q u e n c e si mil arit y. B e c a us e t his t o ol w or ks b ett er wit h 

l ar g er a n d m or e di v ers e d at as ets, w e als o i n cl u d e d t h e s e q u e n c e of t h e m ost di v er g e nt m e m b er 
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of  e a c h of t h es e gr o u ps/s u bt y p es ( m e m b er wit h t h e l o w est % a mi n o a ci d s e q u e n c e i d e ntit y 

c o m p ar e d t o t h e r e pr es e nt ati v e m e m b er) i n t h e a n al y sis f or a n y gr o u ps/s u bt y p es w h er e at l e ast 

o n e m e m b er of t h e gr o u p is < 9 8 % i d e nti c al t o t h e r e pr es e nt ati v e m e m b er. T h e a c c es si o n 

n u m b ers of t h e “ di v er g e nt ” m e m b ers us e d w er e: plt C s a p ( C P 0 8 2 3 8 1. 1), plt C p h a g e 2 

( C P 0 4 2 4 4 1. 1) a n d plt C p h a g e 3 ( C P 0 1 4 9 9 6. 1). D N A s e q u e n c es f or e a c h of t h e g e n es d es cri b e d 

a b o v e w er e ali g n e d usi n g Cl ust al o m e g a a n d t his ali g n m e nt fil e w as s u b mitt e d t o  B U S T E D f or 

a n al ysis vi a t h e w e b m o n k e y. or g w e b s er v er.  

 

2. 2. 4 I d e ntifi c ati o n a n d a n al ysis of p r o p h a g es e n c o di n g art A B a n d plt C  

      T o d et er mi n e w h et h er i d e ntifi e d t o xi ns w er e e n c o d e d fr o m wit hi n pr o p h a g e, w e us e d t h e 

P H A S T E R w e b -b as e d p h a g e i d e ntifi c at i o n a n d a n al y sis t o ol ( 2 1 5, 2 1 6). P H A S T E R w as us e d t o 

i d e ntif y t h e c o m pl et e s et of pr o p h a g es i n e a c h of t h e g e n o m es e n c o di n g a n Art A B t o xi n as w ell 

as all Plt C -e n c o di n g g e n o m es w h er e plt C w as f o u n d t o b e o utsi d e t h e s a p l o c us. T h e g e n o mi c 

l o c ati o ns of all of t h e i d e ntifi e d pr o p h a g es wit hi n e a c h of t h es e g e n o m es w er e t h e n cr os s -

r ef er e n c e d wit h t h e g e n o mi c l o c ati o ns of t h e t o xi n l o ci. T o a n al y z e a n d c o m p ar e t h e p h a g e, t h eir 

c o m pl et e s e q u e n c es w er e e x p ort e d fr o m P H A S T E R a n d c o m p ar e d usi n g it er ati v e s e q u e n c e 

ali g n m e nts usi n g t h e B L A S T n p air wis e s e q u e n c e ali g n m e nt t o ol t o c o m p ar e q u er y p h a g es t o 

all ot h er i d e ntifi e d p h a g es. P h a g es w hi c h e x hi bit e d si g nifi c a nt s e q u e n c e si mil arit y t h at s p a n n e d 

> 8 0 % of t h e s m all er p h a g e a n d > 5 0 % of t h e l ar g er p h a g e w er e d e e m e d t o b e i n t h e s a m e gr o u p 

( diff er e nt t hr es h ol ds w er e n e c es s ar y si n c e t h e si z es of t h e pr o p h a g es i d e ntifi e d w er e hi g hl y 

v ari a bl e). T his t hr es h ol d all o w e d us t o c a pt ur e t h e s u bst a nti al p h a g e di v ersit y t h at e xists i n o ur 

d at as et wit h o ut p arsi n g a p art g e n eti c all y si mil ar p h a g es wit h o nl y s u btl e v ari ati o ns. P h a g e 

s e q u e n c e c o m p aris o n di a gr a ms w er e g e n er at e d wit h t h e as sist a n c e of E as y Fi g ur e V 2. 2. 2 ( 2 1 7). 
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2. 2. 5 St r u ct u r al a n al ysis of B s u b u nit i nt e r a cti o n s wit h A s u b u nits a n d wit h gl y c a n s  

      Str u ct ur al a n al ys es, i n cl u di n g str u ct ur al ali g n m e nts a n d m o d elli n g, w er e c o n d u ct e d usi n g 

P y m ol V 2. 0 ( P y m ol , 2 0 1 5). A n al ysis of t h e A-B i nt er a cti o ns w as c o n d u ct e d usi n g t h e str u ct ur e 

of Plt C t y p h oi d h ol ot o xi n ( P B D I D: 7 E E 6) a n d t h e str u ct ur e of t h e Art B h o m o p e nt a m er ( P D B 

I D: 5 W H V), w h er e t h e i nt erf a c e b et w e e n Art B a n d Plt A w as m o d ell e d b y dis pl a yi n g e a c h c h ai n 

of t h e B s u b u nit i n di vi d u all y a n d m e as uri n g its i nt er a cti o ns wit h t h e A s u b u nit. A n al ys is of 

gl y c a n i nt er a cti o ns utili z e d t h e N e u 5 A c a 2 - 3 G al b 1 -3 Gl c -b o u n d str u ct ur es of b ot h Art B ( P D B 

I D: 5 W H U) a n d Plt C ( P B D I D: 7 E E 5).  
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2. 3 R es ults  

2. 3. 1 M ulti pl e s u bt y p es of t h e A rt A B t o xi n a r e e n c o d e d b y di v e rs e p r o p h a g es wit hi n t h e 

S al m o n ell a li n e a g e  

      It h as b e e n o bs er v e d t h at as s ort e d S al m o n ell a str ai ns pr o d u c e Art A B t o xi ns t h at i n s o m e 

i nst a n c es h a v e diff er e nt s e q u e n c es, h o w e v er t h e s e q u e n c e di v ersit y a n d p h yl o g e n eti c 

distri b uti o ns of S al m o n ell a Art A B t o xi ns h a v e n ot b e e n c o m pr e h e nsi v el y a n al y z e d ( 1 4 0). T o 

e x pl or e t his is s u e, w e mi n e d t h e N C BI nr D N A s e q u e n c e d at a b as e a n d c o m pil e d a c o m pl et e list 

of all S al m o n ell a g e n o m es i n t his d at a b as e t h at e n c o d e a n i nt a ct, f ull -l e n gt h h o m ol o g of S . 

T y p hi m uri u m D T 1 0 4 Art A. U si n g a 6 5 % s e q u e n c e i d e ntit y c ut -off t o o mit Plt A fr o m o ur 

a n al ysis, w e i d e ntifi e d a t ot al of 6 0 g e n o m es t h at e n c o d e Art A . W e f o u n d t h at a n i nt a ct Art B is 

e n c o d e d i m m e di at el y a dj a c e nt t o Art A i n 5 9 of t h e 6 0 str ai ns, s u g g esti n g t h es e str ai ns h a v e t h e 

c a p a cit y t o pr o d u c e a n Art A B t o xi n ( a n art B g e n e is pr es e nt i n t h e ot h er str ai n - S. b o n g ori 

str ai n N C T C 1 2 4 1 9 a c c es si o n n u m b er L R 1 3 4 1 3 7. 1 - b ut it is a ps e u d o g e n e a n d t h us t his str ai n 

w as e x cl u d e d fr o m f urt h er a n al ysis). W e t h e n c o m p ar e d t h e a mi n o a ci d s e q u e n c es of t h e 5 9 

Art A a n d Art B pr ot ei ns a n d f o u n d t h at t h er e is c o nsi d er a bl e di v ersit y a m o n gst t h e t o xi ns 

e n c o d e d b y t h es e str ai ns. I n a c c or d a n c e wit h t h e n o m e n cl at ur e est a blis h e d f or ot h er A B 5 -t y p e 

t o xi ns, w e di vi d e d t h es e diff er e nt Art A B t o xi ns i nt o disti n ct t y p es a n d s u bt yp es. O n t h e b asis 

of b ot h s e q u e n c e si mil arit y a n d g e n e or d er ( art A B v ers us art B A ), t h e i d e ntifi e d t o xi ns o v ertl y 

cl ust er e d i nt o t w o cl a d es, w hi c h w e h a v e d u b b e d t y p e 1 a n d t y p e 2 ( Fi g ur e 2. 3. 1 A; 

S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e S 2. 1). T h e gr o u pi n g of Art A B t o xi ns i nt o t h es e t w o t y p es is als o 

s u p p ort e d b y p h yl o g e n eti c a n al ys es usi n g b ot h Art A a n d Art B a mi n o a ci d s e q u e n c es 

( S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e S 2. 2). T o d efi n e s u bt y p es, w e s et a t hr es h ol d of < 9 0 % a mi n o a ci d 

s e q u e n c e i d e ntit y t o e xisti n g s u bt y p es f or at l e ast o n e of t h e t w o s u b u nits. T h e 5 9 Art A B t o xi ns 
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i d e ntifi e d cl ust er e d i nt o s e v e n s u bt y p es, 1 a-1 d a n d 2 a -2 c ( Fi g ur e 1 A). Ot h er t h a n t y p e 2 a, w h er e 

a m o d est a m o u nt of s e q u e n c e di v ersit y w as o bs er v e d, all m e m b ers of t h e ot h er s u bt y p es w er e 

> 9 9 % i d e nti c al t o o n e a n ot h er at t h e a mi n o a ci d l e v el f or b ot h Art A a n d Art B, i n di c ati n g t h at 

t h e s u bt y p es w er e m ostl y h o m o g e n e o us. T o a n al y z e t h e s e q u e n c e di v ersit y b et w e e n s u bt y p es, 

w e p erf or m e d m ulti pl e s e q u e n c e ali g n m e nts f or Art A a n d Art B usi n g o n e r e pr es e nt ati v e fr o m 

e a c h s u bt y p e ( S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e S 2. 1) a n d c o m pil e d p air wis e p er c e nt i d e ntit y m atri c es a n d 

g e n er at e d p h yl o g e n eti c tr e es ( Fi g ur es 2. 3. 1 B, C; S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e S 2 . 2). I nt er esti n gl y, w e 

f o u n d t h at t h er e w as c o nsi d er a bl y m or e s e q u e n c e v ari ati o n a m o n gst t h e B s u b u nits t h a n t h e A 

s u b u nits. I n d e e d, t h e a v er a g e p er c e nt i d e ntit y a m o n gst A s u b u nits fr o m t h e diff er e nt s u bt y p es 

w as w ell o v er 8 0 %, w h er e as B s u b u nits a v er a g e d ~ 5 0 % i d e ntit y b et w e e n s u bt y p es. T his 

dis p arit y i n t h e c o ns er v ati o n of t h e A a n d B s u b u nits is e vi d e nt w h e n c o m p ari n g wit hi n t h e t w o 

m aj or t y p es ( e. g., c o m p ari n g t y p e 1 s u bt y p es t o o n e a n ot h er), b ut is m ost o v ert w h e n c o m p ari n g 

t y p e 1 t o xi ns t o t y p e 2. I n d e e d, s o m e c o m bi n ati o ns of t y p e 1/t y p e 2 t o xi ns h a v e Art A s u b u nits 

t h at ar e > 9 0 % i d e nti c al, b ut ArtB s u b u nits t h at ar e < 3 0 % i d e nti c al. C oll e cti v el y, t h es e d at a 

i n di c at e t h at s al m o n ell a e e n c o d e a di v ers e c oll e cti o n of Art A B t o xi n s u bt y p es a n d t h at m ost of 

t his di v ersit y is f o u n d wit hi n t h e d eli v er y s u b u nits of t h es e t o xi ns. 
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Fi g u r e 2. 3. 1 . S e v e r al diff e r e nt A rt A B t o xi n s u bt y p e s a r e e n c o d e d b y di v e r s e p r o p h a g e s i n 

S al m o n ell a . ( A) S u m m ar y of t h e s e v e n Art A B t o xi n s u bt y p e s i d e ntifi e d i n t his st u d y i n cl u di n g: a g e n e 

di a gr a m t h at us e s a c ol o ur s c al e t o s h o w t h e p er c e nt s e q u e n c e i d e ntiti e s of t h e art A  a n d art B  g e n e s 

c o m p ar e d t o S . T y p hi m uri u m D T 1 0 4 art A /art B , t h e n u m b er of g e n o m e s i n th e N C BI nr D N A s e q u e n c e 

d at a b a s e t h at e n c o d e t h at s u bt y p e a n d h o w m a n y of t h os e g e n o m e s als o e n c o d e a t y p h oi d t o xi n isl et 

[ # G e n ( T T)], a n d t h e S al m o n ell a  li n e a g e ( s) i d e ntifi e d t h at e n c o d e t his s u bt y p e. P er c e nt i d e ntit y v al u e s 

d et er mi n e d usi n g a si n gl e r e p r e s e nt ati v e of e a c h t o xi n s u bt y p e. ( B, C) P er c e nt a mi n o a ci d s e q u e n c e 

i d e ntit y m atri c e s c o m p ari n g t h e diff er e nt Art A B t o xi n s u bt y p e s f or Art A ( B) a n d Art B ( C). V al u e s 

g e n er at e d usi n g m ulti pl e s e q u e n c e ali g n m e nts of t h e r e pr e s e nt ati v e m e m b er of e a c h t o xi n.  (D)  G e n o m e 

di a gr a ms c o n v e yi n g t h e m os ai c n at ur e of t h e pr o p h a g e s t h at e n c o d e Art A B t o xi ns. Di a gr a ms ar e s h o w n 

f or f o ur r e pr e s e nt ati v e Art A B-e n c o di n g pr o p h a g e gr o u ps ( Gr.); r e gi o ns of si g nifi c a nt s e q u e n c e 

si mil arit y b et w e e n c o m bi n ati o ns of t h e s e pr o p h a g e s ar e s h o w n usi n g a c ol or s c al e t o i n di c at e t h e p er c e nt 

s e q u e n c e i d e ntit y. T h e art A  a n d art B  g e n e s ar e s h o w n i n gr e e n. ( E) G e n e di a gr a ms s h o wi n g t h e T y p e 

1 c Art A B t o xi n -e n c o di n g pr o p h a g e l o c us i n S . B ar eill y str ai n R S E 0 3, a n d t h e s a m e g e n o mi c l o c us i n a 

str ai n  fr o m t his s er o v ar t h at l a c ks t his pr o p h a g e. T his c o m p aris o n s u g g e sts t h at a t y p h oi d t o xi n isl et is 

p art of t h e art A B -e n c o di n g pr o p h a g e.  
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      Art A B fr o m S . T y p hi m uri u m D T 1 0 4 is k n o w n t o b e e n c o d e d b y a Gifs y-1 -li k e pr o p h a g e, 

a n d gi v e n t h eir irr e g ul ar p h yl o g e n eti c distri b uti o n, w e r e as o n e d t h at m a n y or all t h e ot h er 

i d e ntifi e d Art A B t o xi ns mi g ht als o b e p h a g e-e n c o d e d ( 1 4 2, 2 1 8). T o e x pl or e t his h y p ot h esis, w e 

us e d t h e P H A S T E R w e b s er v er, a w ell -est a blis h e d t o ol f or i d e ntif yi n g pr o p h a g es i n b a ct eri al 

g e n o m i c D N A s e q u e n c es, t o pr e di ct t h e c o m pl et e s et of pr o p h a g es pr es e nt i n e a c h of t h e 

g e n o m es w h er e a p ut ati v e Art A B t o xi n w as i d e ntifi e d ( 2 1 5, 2 1 6). U si n g t his a p pr o a c h, w e 

d et er mi n e d t h at all of t h e i d e ntifi e d art A B l o ci m a p t o pr e di ct e d pr o p h a g es, alt h o u g h s o m e 

p h a g es w er e pr e di ct e d t o b e i n c o m pl et e. A c o m p aris o n of t h e v ari o us pr o p h a g es i n di c at e d t h at, 

alt h o u g h t h er e ar e e v ol uti o n ar y r el ati o ns h i ps b et w e e n m a n y of t h e p h a g es i d e ntifi e d, a 

h et er o g e n e o us as s ort m e nt of diff er e nt p h a g es c arr y a rt A B i n S al m o n ell a . S etti n g a t hr es h ol d of 

> 8 0 % s e q u e n c e i d e ntit y o v er > 8 0 % of t h e pr o p h a g e s e q u e n c e, w e c at e g oris e d t h e i d e ntifi e d 

p h a g es i nt o 1 1 diff er e nt gr o u ps . W hil e t h es e p h a g e gr o u pi n gs c orr el at e w ell wit h t h e t o xi n 

s u bt y p es f o u n d wit hi n, t h er e ar e i nst a n c es w h er e p h a g es wit hi n a si n gl e gr o u pi n g e n c o d e 

diff er e nt t o xi n s u bt y p es. C o nsist e nt wit h p h a g e m os ai cis m a n d t h e pr o mi n e nt r ol e t h at 

h ori z o nt al g e n e tr a nsf er pl a ys i n p h a g e e v ol uti o n, t h e diff er e nt p h a g e gr o u ps s h ar e str et c h es of 

hi g h s e q u e n c e h o m ol o g y wit h ot h er gr o u ps ( 2 1 9). T h e e xt e nt of s e q u e n c e h o m ol o g y b et w e e n 

diff er e nt p h a g e gr o u ps v ari es wi d el y fr o m 7 8 % of t h e f ull l o c us d o w n t o l es s t h a n 1 % ( Fi g ur e 

2. 3. 1 D; S u p pl e m e nt ar y T a bl e S 2. 1) .  

      T h e str ai ns w e i d e ntifi e d t h at e n c o d e art A B  ar e wi d el y distri b ut e d a cr os s t h e S al m o n ell a  

g e n us. T y p e 1 t o xi ns w er e g e n er all y f o u n d i n str ai n s fr o m S. e nt eri c a s u bs p. e nt eri c a , w hil e 

t y p e 2 t o xi ns w er e g e n er all y e n c o d e d b y S al m o n ell a b o n g ori or b y S. e nt eri c a s u bs p e ci es ot h er 

t h a n e nt eri c a ( Fi g ur e 2. 3. 1 A). I nt er esti n gl y, w e f o u n d t h at c ert ai n Art A B t o xi n s u bt y p es w er e 

in v ari a bl y e n c o d e d b y str ai ns t h at als o e n c o d e t y p h oi d t o xi n, w h er e as ot h er s u bt y p es w er e r ar el y 
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or n e v er f o u n d i n g e n o m es wit h a t y p h oi d t o xi n isl et ( Fi g ur e 2. 3. 1 A). All 1 4 t y p e 2 Art A B 

t o xi ns i d e ntifi e d h er e ar e f o u n d i n t y p h oi d t o xi n-e n c o di n g str ai ns, w h il e t y p e 1 t o xi ns ar e 

g e n er all y i n str ai ns t h at l a c k t y p h oi d t o xi n. I n d e e d, t y p h oi d t o xi n is o nl y e n c o d e d b y 1 of t h e 4 1 

g e n o m es wit h t y p e 1 a, 1 b or 1 d Art A B t o xi ns, s u bt y p es t h at ar e g e n er all y e n c o d e d b y 

n o nt y p h oi d al s er o v ars fr o m s u bs p. e nt eri c a cl a d e A;  it h as pr e vi o usl y b e e n n ot e d t h at s u c h 

s er o v ars v er y r ar el y e n c o d e t y p h oi d t o xi n ( 1 7 7). S ur prisi n gl y, all f o ur t y p es 1 c Art A B t o xi ns ar e 

f o u n d i n str ai ns t h at e n c o d e a t y p h oi d t o xi n isl et, d es pit e b ei n g fr o m s u bs p e ci es e nt eri c a , cl a d e 

A. A cl os er i ns p e cti o n of t h es e g e n o m es r e v e al e d t h at t h e t y p h oi d t o xi n isl et is i m m e di at el y 

a dj a c e nt t o t h e art A B pr o p h a g e b o u n d ar y i d e ntifi e d b y P H A S T E R. B as e d o n g e n o m e 

c o m p aris o ns wit h ot h er str ai ns fr o m t h es e s er o v ars t h at l a c k t his pr o p h a g e, it is li k el y t h at t his 

t y p h oi d t o xi n isl et is a p art of t h e plt C-e n c o di n g pr o p h a g e ( Fi g ur e 2. 3. 1 E). T a k e n t o g et h er, t h es e 

d at a i n di c at e t h at art A B t o xi ns h a v e b e e n e xt e nsi v el y tr a nsf err e d a m o n gst pr o p h a g es, pr o vi di n g 

a v e hi cl e f or t h eir e v ol uti o n ar y di v ersifi c ati o n, a n d f urt h er s u g g est t h at t h er e is a c orr el ati o n 

b et w e e n e n c o di n g Art A B a n d e n c o di n g t y p h oi d t o xi n t h at is d e p e n d e nt o n Art A B t o xi n  s u bt y p e.  

 

2. 3. 2 E v ol uti o n a r y a d a pt ati o n s of t h e plt C l o c u s  

      I n a d diti o n t o g e n eti c el e m e nts t h at e n c o d e a n Art A B t o xi n, a r el at e d el e m e nt t h at e x hi bits 

a hi g h d e gr e e of s e q u e n c e si mil arit y is als o f o u n d i n S al m o n ell a as a plt C l o c us. D es pit e t h eir 

cl os e e v ol uti o n ar y r el ati o ns hi p, t h e plt C g e n eti c el e m e nt h as b e e n d e m o nstr at e d t o b e 

f u n cti o n all y disti n ct fr o m i nt a ct art A B el e m e nts, si n c e t h eir A s u b u nit is a ps e u d o g e n e a n d t h eir 

B s u b u nit s er v es as a t y p h oi d t o xi n d eli v er y s u b u nit ( 1 7 0, 1 7 9). W e s et o ut t o i d e ntif y a n d 

c h ar a ct eri z e t h e diff er e n c es b et w e e n t h e plt C a n d art A B g e n eti c el e m e nts t o s h e d li g ht o n t h e 

e v ol uti o n ar y e x a pt ati o n of t his l o c us. W e s el e ct e d t h e S . T y p hi plt C l o c us a n d t h e S . 
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T y p hi m uri u m D T 1 0 4 art A B l o c us f or t h es e a n al ys es si n c e t h es e ar e t h e b est-st u di e d 

r e pr es e nt ati v es a n d b e c a us e t h e y e x hi bit a hi g h l e v el of D N A s e q u e n c e i d e ntit y, s u g g esti n g a 

cl os e e v ol uti o n ar y r el ati o ns hi p ( S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e S 2. 3). T h e art A B g e n es i n S. 

T y p hi m uri u m D T 1 0 4 ar e l o c at e d wit hi n a Gifs y -1 pr o p h a g e d o w nstr e a m of a p ut ati v e 

a ntit er mi n ati o n pr ot ei n a n d u pstr e a m of p h a g e h oli n/  

e n d ol ysi n g e n es i n v ol v e d i n b a ct eri al c ell l ysis ( Fi g ur e 2. 3. 2 A). T his is a c o m m o n s y nt e n y als o 

o bs er v e d f or s o m e ot h er p h a g e -e n c o d e d b a ct eri al t o xi ns, s u c h as E. c oli h e at l a bil e t o xi n a n d 

S hi g a t o xi n ( 2 2 0, 2 2 1). T his l o c ali z ati o n pr o vi d es a m e c h a nis m f or t h es e t o xi ns t o b e e x pr es s e d 

a n d s u bs e q u e ntl y r el e as e d fr o m t h e b a ct eri al c ell; u p o n p h a g e a cti v ati o n t h eir e x pr es si o n is 

dri v e n b y a n u pstr e a m p h a g e pr o m ot er a n d t h e t o xi n’s r el e as e is f a cilit at e d b y p h a g e -m e di at e d 

c ell l ysis ( 2 2 0– 2 2 2) . C o nsist e nt wit h t his, t h e pr o d u cti o n of Art A B t o xi ns a n d t h eir r el e as e i nt o 

c ult ur e s u p er n at a nts h as b e e n s h o w n t o b e a cti v at e d b y a g e nts k n o w n t o tri g g er p h a g e i n d u cti o n, 

s u c h as mit o m y ci n C a n d q ui n ol o n e -f a mil y a nti bi oti cs ( 1 4 2, 2 2 3). T h e S . T y p hi plt C l o c us, b y 

c o ntr ast, is f o u n d wit hi n a s m all g e n o mi c isl et t h at i nt err u pts t h e s a p A-s a p E o p er o n ( 1 7 0). T his 

isl et d o es n ot c o nt ai n t h e p h a g e el e m e nts t h at n ei g h b o ur art A B  b ut d o es c o nt ai n a n as s ort m e nt 

of D N A s e q u e n c es t h at a p p e ar t o r e pr es e nt r e m n a nt s of g e n es as s o ci at e d wit h m o bil e g e n eti c 

el e m e nts, i n cl u di n g p h a g e el e m e nts ( Fi g ur e 2. 3. 2 A). T h e plt C -e n c o di n g isl et is r e pl et e wit h 

ps e u d o g e n es, i n cl u di n g t h e art A ps e u d o g e n e st y 1 3 6 2 ; ot h er t h a n s m all ( < 5 0 a mi n o a ci ds) 

p ut ati v e O R Fs of u n k n o w n f u n cti o n, t h e o nl y g e n e t h at is i nt a ct i n t his isl et is plt C . Th e r e gi o n 

w h er e si g nifi c a nt h o m ol o g y c a n b e f o u n d b et w e e n t h e plt C a n d art A B el e m e nts is li mit e d t o t h e 

t w o-g e n e t o xi n l o c us a n d s h ort s e g m e nts i m m e di at el y u pstr e a m a n d d o w nstr e a m ( Fi g ur e 2. 3. 2 

A; S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e S 2. 3). Wit hi n t h e h o m ol o g o us r e gi o n, m ost stri ki n g diff er e n c e is a 

3 5 9 b p d el eti o n i n t h e plt C l o c us t h at s p a ns t h e fi n al 2 5 2 b p of art A t hr o u g h t h e first 1 0 7 b p of 
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t h e i nt er g e ni c r e gi o n b et w e e n art A a n d art B ( Fi g ur e 2. 3. 2 A). A n ot h er s ali e nt f e at ur e of st y 1 3 6 2 

is a fr a m es hift cr e at e d b y a 1 nt d el eti o n t h at pr o d u c e s a st o p c o d o n fi v e c o d o ns i nt o t h e st y 1 3 6 2 

s e q u e n c e ( Fi g ur e 2. 3. 2 A; S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e S 2. 3; ( 1 7 6)).  
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Fi g u r e 2. 3. 2 . E v ol uti o n a r y di v e r g e n c e of t h e plt C a n d art B g e n eti c el e m e nt s.  ( A) C o m p aris o n of t h e 

S . T y p hi m uri u m D T 1 0 4 art A B a n d S . T y p hi plt C g e n o mi c l o ci. T h e h o m ol o g o us r e gi o n s h ar e d b y t h e s e 

t w o l o ci is s h o w n usi n g bl a c k br a c k ets a n d t his r e gi o n is f urt h er diss e ct e d i n t h e i ns et. T h e i ns et 

hi g hli g hts k e y diff er e n c e s b et w e e n t h e s e l o ci, w hi c h i n cl u d e s a 3 5 9 b p d el eti o n i n t h e plt C l o c us, a n d a 

si n gl e b a s e d el eti o n (r e d arr o w h e a d) i n t h e art A ps e u d o g e n e st y 1 3 6 2 t h at r e s ults i n a pr e m at ur e st o p 

c o d o n aft er o nl y 4 a mi n o a ci ds. I nt a ct g e n e s ar e s h o w n a s bl a c k arr o w s a n d ps e u d o g e n e s a s w hit e b o x e s.  

( B) Ri b b o n di a gr a m s h o wi n g t h e str u ct ur e of Plt C t y p h oi d t o xi n ( P D B I D: 7 E E 6) o v erl ai d wit h t h e 

str u ct ur e of t h e m o d ell e d t y p h oi d t o xi n t h at f e at ur e s Art B ( P D B I D: 5 W H U) i n pl a c e of Plt C. T h e i ns et 

s h o ws t h e v er y si mil ar str u ct ur e s of t h e c e ntr al p or e s of t h e B s u b u nit h o m o p e nt a m er s of Plt C a n d Art B 

a n d t h e ori e nt ati o n of t h e Plt A C -t er mi n al h eli x wit hi n t h e s e p or e s. ( C) C ut -a w a y t o p -d o w n vi e w of t h e 

A -B i nt er a cti o ns i n t h e str u ct ur e s d e s cri b e d f or ( B) f e at uri n g d et ail e d vi e w s of k e y i nt er m ol e c ul ar 

i nt er a cti o ns wit hi n t h e B s u b u nit p or e a n d o n t h e a pi c al surf a c e of t h e B s u b u nit h o m o p e nt a m er. ( D) 

Ri b b o n di a gr a m of t h e str u ct ur e s d e s cri b e d f or ( B) s h o wi n g t h e i nt er a cti o ns i n v ol vi n g t h e Plt C r e si d u e s 

A s n 8 7, L ys 9 0 a n d T hr 9 4 wit h t h e C -t er mi n al h eli x of Plt A, a n d t h e a bs e n c e of m a n y of t h e s e i nt er a cti o ns 

i n t h e m o d ell e d Art B str u ct ur e. B o x e s s h o w t h e i n di vi d u al Plt C/ Art B c h ai ns t h at m a k e u p t h e 

h o m o p e nt a m er.  

 

 

      A D N A s e q u e n c e c o m p aris o n of t h e plt C a n d t y p e 1 art A B el e m e nts i n di c at es t h at t h er e is 

a hi g h er d e gr e e of si mil arit y wit hi n t h e art A /st y 1 3 6 2 r e gi o n t h a n wit hi n t h e art B /plt C r e gi o n 

( S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e S2. 3). P s e u d o g e n es (s u c h a s st y 1 3 6 2 ) ar e g e n er all y c o nsi d er e d t o b e 

n e utr al t o g e n eti c drift, a n d t h us a c c u m ul at e m ut ati o ns f ast er t h a n m ost f u n cti o n al g e n es i n a 

g e n o m e, w hi c h ar e s u bj e ct t o n e g ati v e ( p urif yi n g) s el e cti o n ( 2 2 4, 2 2 5). B y c o ntr ast, g e n es u n d er 

p ositi v e s el e cti o n (i. e., t h er e is a s el e cti v e b e n efit t o m o dif y t h eir s e q u e n c e/ pr o p erti es) w o ul d 

b e pr e di ct e d t o a c c u m ul at e m ut ati o ns f ast er t h a n n o n -f u n cti o n al D N A, s u c h as a ps e u d o g e n e 

( 2 2 4, 2 2 5). T o f urt h er e x pl or e t h e p os si bilit y t h at plt C h as b e e n s u bj e ct e d t o p ositi v e s el e cti v e 

pr es s ur e, w e a n al y z e d di v ers e plt C a n d t y p e 1 art B s e q u e n c es usi n g B U S T E D, w hi c h us es t h e 

r at es of n o n-s y n o n y m o us a n d s y n o n y m o us m ut ati o n s ( d N/ d S) a m o n gst h o m ol o g o us g e n es t o 
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d et er mi n e if t h er e is e vi d e n c e f or p ositi v e ( di v ersif yi n g) s el e cti o n ( 2 1 4). T his a n al ysis f o u n d 

e vi d e n c e ( v al u e of p < 0. 0 5) of g e n e - wi d e e pis o di c di v ersif yi n g s el e cti o n (s e e m et h o ds s e cti o n). 

C oll e cti v el y, o ur d at a t h er ef or e s u g g est t h at plt C h as b e e n s u bj e ct e d t o s el e cti v e pr es s ur e t o 

a d a pt t o its n e wf o u n d r ol e as a t y p h oi d t o xi n d eli v er y s u b u nit.  

      Plt C’s e v ol uti o n ar y a d a pt ati o ns pr es u m a bl y i n cl u d e d t h e n e e d t o a d a pt t o o pti m all y e n g a g e 

wit h Plt A (r at h er t h a n Art A) i n or d er t o f or m a t y p h oi d t o xi n c o m pl e x. T o e x pl or e h o w t h e 

s e q u e n c e diff er e n c es i n Plt C r el ati v e t o Art B c o ul d p ot e nti all y e n h a n c e Plt C ’s a bilit y t o f or m a 

c o m pl e x wit h Plt A, w e t o o k a d v a nt a g e of t h e hi g h -r es ol uti o n str u ct ur es t h at h a v e b e e n 

g e n er at e d f or t h e Plt C h ol ot o xi n a n d t h e Art B h o m o p e nt a m er ( 7 0, 1 4 7). Li k e ot h er A B5 -t y p e 

t o xi ns, t h e pri m ar y A-B i nt er a cti o ns i n t h e Plt C t y p h oi d t o xi n i n v ol v e t h e C -t er mi n al Α-h eli x 

of t h e A s u b u nit, w hi c h i ns erts i n t o t h e c e ntr al p or e of t h e B p e nt a m er, i nt er a cti n g wit h t h e 

h eli c es t h at li n e t his p or e. W e m o d ell e d Art B i nt o t h e Plt C h ol ot o xi n str u ct ur e a n d f o u n d t h at 

Art B e x hi bits s h a p e c o m pl e m e nt arit y wit h Plt A a n d t h at Art B f or ms a c e ntr al p or e t h at is 

c o m p ati bl e w it h Plt A, f or mi n g st a bili zi n g i nt er a cti o n s wit h its C-t er mi n al h eli x ( Fi g ur e 2. 3. 2 B; 

S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e S 4). T his is c o nsist e nt wit h pr e vi o us e x p eri m e nt al fi n di n gs t h at h a v e 

f o u n d t h at Art B c a n as s e m bl e i nt o a st a bl e A B5 t o xi n wit h Plt A ( 1 4 7). H o w e v er, w e o bs er v e d 

t h at m a n y of t h e Plt C r esi d u es t h at f or m i nt er m ol e c ul ar i nt er a cti o ns wit h Plt A ar e diff er e nt i n 

Art B ( Fi g ur es 2. 3. 2 C, D). Of p arti c ul ar n ot e ar e A s n 8 7 a n d T hr 9 4 of Plt C, w hi c h li n e t h e Plt C 

c e ntr al p or e a n d f or m k e y i nt er a cti o ns wit h t h e C -t er mi n al Plt A h eli x; Art B h as al a ni n e r esi d u es 

at t h es e t w o p ositi o ns a n d t h us m a n y of t h es e i nt er a cti o ns ar e n ot o bs er v e d i n t h e m o d ell e d Art B 

str u ct ur e ( Fi g ur es 2. 3. 2 C, D). A d diti o n all y, L ys 9 0 i n Plt C f or ms dir e ct h y dr o g e n b o n ds wit h 

Plt A Gl u 2 3 7, Il e 2 3 9, L e u 2 4 0 a n d S er 2 4 1 t hr o u g h its si d e c h ai n t h at ar e n ot o bs er v e d i n Art B, 

w hi c h h as a n ar gi ni n e at t his p ositi o n. I nt er esti n gl y, i n Art B, Ar g 9 0 pl a ys a r ol e i n 



  

5 1  

 

P e nt a m eri z ati o n, s u g g esti n g t h at t h e f u n cti o n of t his r esi d u e h as b e e n di v ert e d fr o m st a bili zi n g 

t h e B s u b u nit p e nt a m er i n Art B t o st a bili zi n g t h e A s u b u nit i nt er a cti o n i n Plt C. Plt C als o 

i nt er a cts wit h Plt A vi a its a pi c al s urf a c e, a n d t h er e ar e als o i nt er a cti o ns at t his l o c ati o n t h at ar e 

n ot o bs er v e d i n t h e m o d ell e d Art B str u ct ur e. S p e cifi c all y, S er 1 2 9 a n d S er 1 3 2 i n Plt C ( T hr 1 2 9 

a n d A s p 1 3 2 i n Art B) f or m dir e ct h y dr o g e n b o n d s wit h Ar g 8 0 a n d S er 1 5 5 of Plt A t h at ar e l ost 

wit h Art B ( Fi g ur e 2. 3. 2 C). C oll e cti v el y, t h es e d at a s u g g est t h at Plt C e v ol v e d fr o m a n Art B -li k e 

pr e c urs or t h at h a d t h e c a p a cit y t o i nt er a ct wit h Plt A, b ut t h at Plt C h as si n c e a d a pt e d t o yi el d 

n u m er o us a d diti o n al c h e mi c al i nt er a cti o ns wit h Plt A t h at e n h a n c e its c a p a cit y t o f or m a st a bl e 

t y p h oi d t o xi n c o m pl e x.  

 

2. 3. 3 Wi d es p r e a d dist ri b uti o n of plt C el e m e nts i n di c at es a p e r v asi v e r ol e i n e x p a n di n g t h e 

f u n cti o n al v e rs atilit y of t y p h oi d t o xi n s  

      E x p eri m e nt al e vi d e n c e h as d e m o nstr at e d t h at Plt C is a b o n a fi d e t y p h oi d t o xi n s u b u nit f or 

b ot h t h e T y p hi a n d J a vi a n a s er o v ars a n d pr e vi o us r e p orts h a v e s u g g est e d t h at Plt C’s r ol e i n 

t y p h oi d t o xi n bi ol o g y is li k el y t o b e wi d es pr e a d i n S al m o n ell a ( 7 0, 1 7 0, 1 7 6, 1 7 9). W e c o m p ar e d 

t h e D N A s e q u e n c es of t h e plt C el e m e nts (s p a n ni n g fr o m t h e art A ps e u d o g e n e t hr o u g h plt C ) 

fr o m t h e T y p hi a n d J a vi a n a s er o v ars a n d f o u n d t h at t h e y ar e ~ 9 7. 5 % i d e nti c al a n d t h at t h e 

m ar q u e e c h ar a ct eristi cs t h at disti n g uis h t h e plt C a n d art A B l o ci n ot e d a b o v e - t h e 3 5 9 b p 

d el eti o n a n d t h e st o p c o d o n a f e w a mi n o a ci ds i nt o t h e art A ps e u d o g e n e - w er e c o ns er v e d i n t h e 

J a vi a n a s e q u e n c e as w ell ( S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e S 2. 3). T o f urt h er e x pl or e t h e di v ersit y a n d 

distri b uti o n of t his g e n eti c el e m e nt, w e mi n e d t h e N C BI nr D N A s e q u e n c e d at a b as e t o i d e ntif y 

t h e c o m pl et e s et of g e n o m es wit hi n t his d at a b as e t h at e n c o d e a plt C l o c us. T h e 3 5 9 b p d el eti o n 

i n plt C s er v e d as a disti n g uis hi n g c h ar a ct eristi c t h at all o w e d us t o r e a dil y e xtri c at e plt C g e n eti c 
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el e m e nts fr o m i nt a ct art A B s e q u e n c es. W e i d e ntifi e d a t ot al of 3 8 3 g e n o m es t h at e n c o d e a plt C 

el e m e nt, a n u m b er w hi c h f ar e x c e e ds  t h e n u m b er of g e n o m es t h at e n c o d e art A B el e m e nts ( 5 9) 

i n t his d at a b as e. W e a n al y z e d t h e g e n o mi c l o c ati o ns of t h e plt C el e m e nts a n d d et er mi n e d t h at, 

c o nsist e nt wit h pr e vi o us fi n di n gs, i n m ost g e n o m es plt C is l o c ali z e d wit hi n a g e n o mi c isl et t h at 

i nt err u pts t h e s a p l o c us. D at a pr es e nt e d h er e a n d els e w h er e i n di c at es t h at e n c o di n g a plt C isl et 

t h at i nt err u pts t h e s a p l o c us is a hi g hl y c o ns er v e d f e at ur e of t h e g e n o m es of b ot h t h e 

T y p hi/ P ar at y p hi A s er o v ars a n d of t h e s u bs p. e nt eri c a cl a d e B li n e a g e ( 1 7 0, 1 7 7). H o w e v er, w e 

als o i d e ntifi e d 2 4 g e n o m es o utsi d e of t h es e p h yl o g e ni es t h at e n c o d e a plt C el e m e nt t h at is n ot 

f o u n d at t h e s a p l o c us, i n cl u di n g str ai ns fr o m ( n o nt y ph oi d al) s u bs p. e nt eri c a cl a d e A s er o v ars 

s u c h as I n v er n es s a n d W elt e vr e d e n, a n d str ai n s fr o m s u bs p. s al a m a e a n d h o ut e n a e . 

I nt er esti n gl y, 9 of t h es e 2 4 str ai ns e n c o d e plt C at t w o diff er e nt g e n o m e l o c ati o ns. I m p ort a ntl y, 

t h e 3 5 9 b p d el eti o n is c o ns er v e d i n all plt C el e m e nts r e g ar dl es s of t h eir g e n o mi c l o c ati o n, 

i n di c ati n g t h at t h e y li k el y all d es c e n d fr o m a c o m m o n a n c estr al s e q u e n c e t h at f e at ur e d a 

d e gr a d e d art A g e n e a n d a n or p h a n B s u b u nit. C o nsist e nt wit h Plt C’s f u n cti o n al as s o ci ati o n wit h 

t y p h oi d t o xi n, w e f o u n d t h at 3 8 2 of t h e 3 8 3 g e n o m es t h at e n c o d e plt C als o e n c o d e a t y p h oi d 

t o xi n l o c us ( > 9 9. 7 %); t h e s ol e e x c e pti o n w as a S . T y p hi str ai n t h at h as a fr a g m e nt of t h e t y p h oi d 

t o xi n isl et a n d a n I S 2 0 0-t y p e tr a ns p os as e at t h e t y pi c al t y p h oi d t o xi n l o c us, s u g g esti n g t h at t h e 

t y p h oi d t o xi n l o c us w as r e c e ntl y l ost fr o m t his str ai n. C o u pl e d wit h r e c e nt e x p eri m e nt al 

fi n di n gs, t his str o n gl y i n di c at es t h at, r e g ar dl es s of its g e n o mi c or p h yl o g e n eti c c o nt e xt, Plt C 

f u n cti o ns as a t y p h oi d t o xi n d eli v er y s u b u nit a n d t h at plt C is f u n cti o n all y disti n ct fr o m cl os el y- 

r el at e d art A B g e n eti c el e m e nts.  

      Gi v e n plt C ’s e v ol uti o n ar y c o n n e cti o n wit h art A B a n d t h e i n v ari a bl e as s o ci ati o n of art A B 

wit h pr o p h a g e, w e r e as o n e d t h at plt C mi g ht b e c arri e d b y pr o p h a g e i n t h e str ai ns w h er e plt C is 
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e n c o d e d o utsi d e of t h e s a p l o c us. U si n g P H A S T E R, w e f o u n d t h at all 3 3 of t h e plt C g e n eti c 

el e m e nts (i n 2 4 diff er e nt g e n o m es) t h at w e i d e ntifi e d t h at ar e e n c o d e d o ut si d e t h e s a p l o c us ar e 

l o c at e d wit hi n pr e di ct e d pr o p h a g e, alt h o u g h s o m e of t h es e p h a g es w er e i d e ntifi e d as 

i n c o m pl et e. T o e x pl or e w h et h er t h er e ar e g e n eti c diff er e n c es b et w e e n s a p l o c us-e n c o d e d a n d 

pr o p h a g e -e n c o d e d Plt C, w e a n al y z e d all 3 9 2 Plt C s e q u e n c es.  U si n g a t hr es h ol d of < 9 0 % 

s e q u e n c e i d e ntit y, w e f o u n d t h at all i d e ntifi e d s e q u e n c es s ort e d i nt o f o ur gr o u ps ( Fi g ur e 2. 3. 3 A; 

S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e S 2. 5). T h e p h a g e - e n c o d e d Plt C s e q u e n c es f ell i nt o 3 gr o u ps 

( Plt Cp h a g e 1 -Plt C p h a g e 3 ), a n d all Plt C s e q u e n c es e nc o d e d at t h e s a p l o c us cl ust er e d i nt o a 

si n gl e gr o u p ( Plt C s a p ). It is n ot e w ort h y t h at t h e s e g m e nt of t h e plt C l o c us t h at c o nt ai ns t h e Plt C 

c o di n g s e q u e n c e is m u c h m or e v ari a bl e a m o n gst t h e f o ur plt C gr o u ps t h a n t h e s e g m e nt t h at 

c o nt ai ns t h e art A ps e u d o g e n e , s u g g esti n g t h at t h er e h as b e e n s el e cti v e pr es s ur e f or f u n cti o n al 

c h a n g es i n Plt C ( Fi g ur e 2. 3. 3 A). P h yl o g e n eti c a n al y sis b as e d o n D N A s e q u e n c es c o m p aris o ns 

of t h e f o ur gr o u ps of plt C l o ci a n d t h e gr o u p 1 art A B s u bt y p es ( plt C s e q u e n c es ar e all hi g hl y 

di v er g e nt fr o m t y p e 2 art A B s) s u g g est t h at t h e plt C all el e li k el y e v ol v e d fr o m a n art A B t y p e 

1 a/ 1 b -li k e a n c est or ( S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e S2. 6). H o w e v er, s e q u e n c e c o m p aris o ns of t h es e 

g e n eti c el e m e nts r e v e al t h at t h e v ari o us plt C gr o u p s ar e all a p pr o xi m at el y e q u all y di v er g e nt 

fr o m art A B a n d, if t h e 3 5 9 b p d el eti o n is disr e g ar d e d, s o m e plt C l o ci s h ar e as m u c h s e q u e n c e 

i d e ntit y wit h art A B as t h e y d o wit h e a c h ot h er ( Fi g ur e 2. 3. 3 A). B y t h e s a m e t o k e n, a p air wis e 

a mi n o a ci d s e q u e n c e c o m p ar is o n of all t y p e 1 Art B s u bt y p es a n d all Plt C gr o u ps r e v e als t h at, 

wit h f e w e x c e pti o ns, Art B s u bt y p es ar e as si mil ar t o t h e v ari o us Plt Cs  as t h e y ar e t o e a c h ot h er, 

a n d vi c e v ers a ( Fi g ur e 2. 3. 3 B). C o u pl e d wit h pr e vi o us st u di es t h at s h o w t h at plt C is al m ost 

u bi q uit o us i n cl a d e B of t h e e nt eri c a s u bs p e ci es, i m pl yi n g t h at it w as pr es e nt i n t h e m ost r e c e nt 

c o m m o n a n c est or of t his li n e a g e, t his s u g g ests t h at plt C di v er g e d fr o m art A B l o n g a g o a n d t h at 



  

5 4  

 

b ot h of t h es e g e n eti c el e m e nts h a v e si n c e u n d er g o n e c o nsi d er a b l e e v ol uti o n ar y di v ersifi c ati o n 

( 1 7 7). 

 

 

 

 

 

 

 

Fi g u r e 2. 3. 3 . T h e plt C  g e n eti c el e m e nt h as b e e n s u bj e ct t o si g nifi c a nt di v e r sifi c ati o n a n d h o ri z o nt al 

t r a n sf e r wit hi n t h e S al m o n ell a  li n e a g e. ( A) S u m m ar y of k e y f e at ur e s a n d d at a f or t h e diff er e nt gr o u ps 

of plt C g e n eti c el e m e nts i d e ntifi e d i n t his st u d y i n cl u di n g: a g e n e di a gr a m t h at us e s a c ol o ur s c al e t o 

s h o w t h e p er c e nt s e q u e n c e i d e ntiti e s of t h e art A ps e u d o g e n e s a n d  plt C  g e n e s c o m p ar e d t o t h e S. T y p hi 

l o c us (t h e r e pr e s e nt ati v e m e m b er of t h e Plt Cs a p gr o u p), t h e n u m b er of g e n o m e s i n t h e N C BI nr D N A 

s e q u e n c e d at a b a s e t h at e n c o d e t h at s u bt y p e a n d h o w m a n y of t h os e g e n o m e s als o e n c o d e a t y p h oi d t o xi n 

isl et [ # G e n ( T T)], w h et h er or n ot t h e s e s u bt y p e s h a v e t h e s ali e nt plt C -s p e cifi c f e at ur e s hi g hli g ht e d i n 

Fi g ur e 2 A i n cl u di n g t h e 3 5 9 b p d el eti o n a n d t h e d el eti o n of t h e 1 2t h b a s e p air of t h e art A c o di n g 

s e q u e n c e, a n d t h e p er c e nt D N A s e q u e n c e i d e ntit y of t h e s e g e n eti c el e m e nts c o m p ar e d t o S. 

T y p hi m uri u m D T 1 0 4 art A B ( disr e g ar di n g t h e 3 5 9 b p d el eti o n). F or s e q u e n c e c o m p aris o ns, t h e 

r e pr e s e nt ati v e m e m b er of e a c h plt C gr o u p w a s us e d. ( B) P er c e nt pr ot ei n s e q u e n c e i d e ntit y m atri c e s 

c o m p ari n g t h e diff er e nt Art B s u bt y p e s a n d Plt C gr o u ps. V al u e s g e n er at e d usi n g m ulti pl e s e q u e n c e 

ali g n m e nts of t h e r e pr e s e nt ati v e m e m b er of e a c h s u bt y p e/ gr o u p. ( C) G e n e di a gr a ms c o m p ari n g 

di v er g e nt pr o p h a g e s t h at e n c o d e b ot h a plt C l o c us a n d a t y p h oi d t o xi n l o c us. R e gi o ns of si g nifi c a nt 

s e q u e n c e si mil arit y b et w e e n t h e s e pr o p h a g e s ar e s h o w n usi n g a c ol or s c al e t o i n di c at e t h e p er c e nt 

s e q u e n c e i d e ntit y. ( D) G e n e di a gr a ms a n d D N A s e q u e n c e c o m p aris o ns of t h e t y p h oi d t o xi n a n d plt C 

l o ci of t h e pr o p h a g e s s h o w n i n ( C).  
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      A n al ysis of t h e plt C -e n c o di n g p h a g es i d e ntifi e d a h et er o g e n e o us gr o u p of p h a g es t h at s h ar e 

hi g hl y v ari a bl e e xt e nts of s e q u e n c e o v erl a p, si mil ar t o w h at w e o bs er v e d f or t h e art A B -e n c o di n g 

p h a g es ( S u p pl e m e nt ar y T a bl e S 2. 1). M ost p h a g es t h at c arr y plt C als o e n c o d e a t y p h oi d t o xi n 

isl et at a disti n ct ( a n d dist a nt) l o c us wit hi n t h e pr o p h a g e. O ur a n al ysis r e v e als t h at a m o n gst 

p h a g es t h a t c arr y b ot h of t h es e t o xi n l o ci, t h er e is s u bst a nti al di v ersit y i n t h e t y p h oi d t o xi n l o ci, 

i n t h e plt C l o ci, a n d i n t h e c or e p h a g e g e n es. T his i n di c at es t h at t h es e t w o t o xi n l o ci h a v e b e e n 

s u bj e ct t o e xt e nsi v e h ori z o nt al g e n e tr a nsf er a m o n gst p h a g es, a n d t h at plt C el e m e nts ar e 

c o nsist e ntl y f o u n d o n t y p h oi d t o xi n -e n c o di n g p h a g es d es pit e t h eir dist a nt g e n eti c l o c ati o ns 

wit hi n p h a g es. A s a n e x a m pl e of t h e di v ersit y i n plt C -e n c o di n g p h a g es, w e c o m p ar e d t h e 

pr o p h a g es f o u n d i n s er o v ar W elt e vr e d e n str ai n 1 6 5 5 a n d  s er o v ar I n v er n es s str ai n 

C F S A N 0 0 8 7 8 9; b ot h of t h es e s er o v ars ar e fr o m s u b s p. e nt eri c a cl a d e A a n d g e n er all y d o n ot 

e n c o d e plt C or t y p h oi d t o xi n g e n es ( Fi g ur e 2. 3. 3 C). I nt er esti n gl y, t h e t y p h oi d t o xi n l o ci f o u n d 

wit hi n t h es e t w o p h a g es ar e hi g hl y di v er g e nt t hr o u g h o ut t h e e ntir e t o xi n g e n e cl ust er, e x hi biti n g 

a n a v er a g e of o nl y ~ 7 5 % D N A s e q u e n c e i d e ntit y ( Fi g ur e 2. 3. 3 D). T h e plt C l oci wit hi n t h es e 

t w o p h a g es e x hi bit a v er y hi g h l e v el of D N A s e q u e n c e i d e ntit y ( ~ 9 6 %), b ut d es pit e t his, t h e 

Plt C pr ot ei ns s h ar e o nl y ~ 8 8 % s e q u e n c e i d e ntit y ( Fi g ur e 2. 3 . 3D). O utsi d e of t h e r e gi o ns t h at 

e n c o d e plt C a n d t y p h oi d t o xi n, t h es e t w o p h a g es ar e v er y diff er e nt a n d s h ar e o nl y a f e w s h ort 

r e gi o ns of si g nifi c a nt s e q u e n c e o v erl a p ( Fi g ur e 2. 3. 3 C). C oll e cti v el y, t h es e r es ults i n di c at e t h at 

S al m o n ell a li n e a g es t h at d o n ot t y pi c all y e n c o d e t y p h oi d t o xi n c a n c arr y diff er e nt pr o p h a g es 

t h at c o nf er t h e a bilit y to pr o d u c e t y p h oi d t o xi ns wit h di v ers e s e q u e n c es.  
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2. 3. 4 S e q u e n c e di v e rsit y a m o n gst A rt B/ Plt C gl y c a n bi n di n g r esi d u es  

      A s n ot e d a b o v e, t h e B s u b u nits of t h e art A B /plt C g e n eti c el e m e nts i d e ntifi e d h er e e x hi bit 

m ar k e dl y m or e s e q u e n c e di v ersit y t h a n t h e as s o ci at e d A s u b u nits, e v e n a m o n gst t h e plt C 

el e m e nts w h er e t h e A s u b u nit is a ps e u d o g e n e ( Fi g ur es 2. 3. 1 B, C, 2. 3. 3 A, B). T o e x pl or e t h e 

f u n cti o n al i m pli c ati o ns of t his di v ersit y, w e e x pl oit e d t h e hi g h -r es ol uti o n str u ct ur es of gl y c a n-

b o u n d S . T y p hi m uri u m D T 1 0 4 Art B a n d S . T y p hi Plt C t o e x a mi n e h o w t his s e q u e n c e v ari ati o n 

c o ul d i m p a ct r e c e pt or bi n di n g ( 7 0, 1 4 7). B ot h of t h es e B s u b u nits h a v e t w o gl y c a n bi n di n g sit es: 

(i) a bi n di n g sit e l o c at e d o n t h e l at er al si d e of t h e pr ot ei n t h at is als o f o u n d i n m or e dist a ntl y -

r el at e d h o m ol o gs s u c h as Plt B (t y p h oi d t o xi n) a n d S u b B (s u bti l as e t o xi n); t his sit e c o nt ai ns a 

c o ns er v e d s eri n e r esi d u e ( S er 3 1 i n Art B/ Plt C) t h at is es s e nti al f or li g a n d bi n di n g at t his sit e, a n d 

(ii) a bi n di n g sit e l o c at e d o n t h e b as al si d e of t h e pr ot ei n t h at is f or m e d i n l ar g e p art b y a f o ur  

a mi n o a ci d i ns erti o n  (r el ati v e t o Plt B, f or e x a m pl e) i n Art B/ Plt C w hi c h f or ms a n e xt e n d e d 

“s p o o n -li k e ” l o o p. T his l o o p c o nt ai ns a s eri n e r esi d u e ( S er 4 5 i n Art B/ Plt C) w hi c h pl a ys a n 

es s e nti al r ol e i n li g a n d bi n di n g at t his sit e ( Fi g ur e 2. 3. 4 A; ( 7 0, 1 4 7, 1 5 0)). W e a n al y z e d t h e 

s e q u e n c es of t h e B s u b u nits fr o m e a c h of t h e Art A B s u bt y p es a n d Plt C gr o u ps t o d et er mi n e 

w h et h er t h es e t w o bi n di n g sit es ar e c o ns er v e d. W e f o u n d t h at t h e k e y s eri n e r esi d u es f or b ot h 

t h e l at er al a n d t h e b as al sit es ar e c o ns er v e d a m o n gst all Plt C gr o u ps a n d t y p e 1 Art B s u bt y p es 

( Plt Cp h a g e 3 h as a T hr 4 5 r esi d u e, a c o ns er v ati v e s u bstit uti o n w hi c h r et ai ns t h e cr u ci al h y dr o x yl 

si d e gr o u p), as is t h e f o ur a mi n o a ci d i ns erti o n t h at c o m pris es t h e e xt e n d e d l o o p at t h e b as al sit e 

( Fi g ur es 2. 3. 4 A, B). T his s u g g ests t h at all Plt C gr o u ps a n d Art B t y p e 1 s u bt y p es us e t h e t w o 

pr e vi o usl y i d e ntifi e d bi n di n g p o c k ets t o r e c o g ni z e h ost gl y c a ns, a n d t h at t h e y li k el y all 

s el e cti v el y bi n d si ali c a ci d t er mi n at e d gl y c a ns. I nt er esti n gl y, h o w e v er, w e fi n d t h at n eit h er  of 

t h e criti c al s eri n e r esi d u es ar e c o ns er v e d i n a n y of t h e Art B t y p e 2 s u bt y p es, a n d t h at t h e 
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e xt e n d e d l o o p t h at f or ms t h at b as al bi n di n g p o c k et is als o a bs e nt. T his s u g g ests t h at t h e gl y c a n 

bi n di n g m e c h a nis ms, as w ell as t h e n at ur e of t h e gl y c a ns r e c o g n i z e d, ar e li k el y t o diff er f or t y p e 

2 Art A B t o xi ns.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

5 8  

 

Fi g u r e 2. 3. 4 . A n al ysis of t h e di v e r sit y wit hi n t h e gl y c a n bi n di n g p o c k et s of diff e r e nt S al m o n ell a  

A rt B s u bt y p e s a n d Plt C g r o u p s.  ( A) C o ns er v ati o n of t h e b a s al gl y c a n bi n di n g sit e. Ri b b o n di a gr a m 

s h o ws t h e o v erl ai d str u ct ur e s of t h e b a s al bi n di n g sit e s fr o m S . T y p hi m uri um D T 1 0 4 Art B a n d S . T y p hi 

Plt C a s w ell a s t h e str u ct ur e of Plt B, w hi c h l a c ks t h e b a s al bi n di n g sit e. S e q u e n c e ali g n m e nts of e a c h 

Art B s u bt y p e a n d Plt C gr o u p s h o w t h e f o ur a mi n o a ci d i ns erti o n t h at yi el ds t h e e xt e n d e d l o o p t h at f or ms 

a k e y str u ct ur e of t h e b a s al bi n di n g sit e, a s w ell a s t h e criti c al gl y c a n -bi n di n g s eri n e r e si d u e wit hi n t his 

l o o p. T h e a bs e n c e of t h e s e f e at ur e s i n t y p e 2 Art B s u bt y p e s s u g g e sts t h at t h e y l a c k t his bi n di n g sit e. ( B) 

C o ns er v ati o n of t h e l at er al gl y c a n bi n di n g p o c k et. S e q u e n c e ali g n m e nt s h o ws t h e c o ns er v ati o n of a 

s eri n e r e si d u e (l a b ell e d S 3 1, its p ositi o n i n Plt C/ Art B) t h at is e ss e nti al f or gl y c a n bi n di n g at t his sit e i n 

v ari o us B s u b u nits fr o m t his f a mil y of t o xi ns, i n cl u di n g e a c h t y p e 1 Art B s u bt y p e a n d Plt C gr o u p. T his 

ali g n m e n t s u g g e sts t h at t y p e 2 Art B s u bt y p e s mi g ht l a c k t his bi n di n g p o c k et, or t h at it mi g ht v ar y 

s u bst a nti all y fr o m t h e p o c k et i n t y p e 1 Art B s u bt y p e s. ( C) El e ctr ost ati c p ot e nti al s urf a c e vi e w of t h e 

N e u 5 A c a 2 -3 G al b 1 -3 Gl c -b o u n d str u ct ur e s of S . T y p hi Plt C a n d S . T y p hi m uri u m D T 1 0 4 Art B ( s u g ar s 

ar e s h o w n a s sti c ks), hi g hli g hti n g t h e s h a p e a n d c h ar g e distri b uti o n wit hi n t h eir gl y c a n bi n di n g p o c k ets. 

I ns et s h o ws a z o o m e d i n vi e w of t h e b a s al ( S 4 5) bi n di n g sit e. ( D, E) Ri b b o n di a gr a ms of t h e bi n di n g 

p o c k ets of S . T y p hi Plt C a n d S . T y p hi m uri u m D T 1 0 4 Art B a n d o v erl a ys t h at hi g hli g ht k e y v ari a bl e 

r e gi o ns of t h e s e p o c k ets. A c c o m p a n yi n g s e q u e n c e ali g n m e nts s h o w t h e p erti n e nt r e gi o n of e a c h t y p e 1 

Art B s u bt y p e a n d Plt C gr o u p. ( D) T h e l at er al bi n di n g sit e. ( E) T h e b a s al bi n di n g  sit e. T h e P D B 

i d e ntifi er s f or t h e str u ct ur e s s h o w n ar e: Art B; 5 W H U, Plt C; 7 E E 4, Plt B; 5 W H T. 

 

 

      A c o m p aris o n of t h e gl y c a n bi n di n g p o c k ets i n t h e str u ct ur es of S . T y p hi m uri u m D T 1 0 4 

Art B a n d S . T y p hi Plt C r e v e als t h at, alt h o u g h t h e y ar e o v er all q uit e si mil ar, t h er e ar e diff er e n c es 

i n t h e g e o m etr y a n d c h ar g e distri b uti o ns at b ot h bi n di n g sit es ( Fi g ur e 2. 3. 4 C). T o e x pl or e t h e 

p ot e nti al di v ersifi c ati o n of t his p o c k et a m o n gst Plt C a n d Art B (t y p e 1) s e q u e n c es, w e a n al y z e d 

t h e s e q u e n c es of a mi n o a ci d r esi d u es t h at ar e i n v ol v e d i n gl y c a n bi n di n g at t h e l at er al a n d b as al 

bi n di n g sit es. C o nsist e nt wit h t h e n oti o n t h at t h es e pr ot ei ns all r e c o g ni z e si ali c a ci d t er mi n at e d 

gl y c a ns, s e v er al r esi d u es t h at c o nt a ct c or e si ali c a ci d m oi eti es (i n a d diti o n t o t h e S e r 3 1/ S er 4 5 

r esi d u es n ot e d a b o v e) ar e c o ns er v e d a m o n gst all Plt C/ Art B t y p e 1 s u bt y p es ( S u p pl e m e nt ar y 
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Fi g ur e S 2. 7). T h e stri ct c o ns er v ati o n of T yr 1 0 3 i n t h e l at er al bi n di n g p o c k et is n ot e w ort h y, si n c e 

t his r esi d u e f or ms a k e y h y dr o g e n b o n d wit h t h e e xtr a h y dro x yl gr o u p t h at disti n g uis h es 

N e u 5 G c fr o m N e u 5 A c ( 7 0, 1 5 0). T his t yr osi n e r esi d u e is c o ns er v e d a m o n gst m e m b ers of t his 

f a mil y t h at ar e a bl e t o bi n d N e u 5 G c-t er mi n at e d si ali c a ci ds ( Art B, Plt C, S u b B) b ut n ot i n Plt B, 

w hi c h e x cl usi v el y bi n ds N e u 5 A c ( 7 0, 1 4 9, 1 5 0). I n c o ntr ast t o a mi n o a ci ds t h at c o nt a ct t h e si ali c 

a ci d c or e, r esi d u es t h at c o nt a ct p eri p h er al si ali c a ci d f u n cti o n al gr o u ps ar e s o m e of t h e m ost 

v ari a bl e p ositi o ns a m o n gst Plt C/ Art B t y p e 1 pr ot ei ns ( Fi g ur es 2. 3. 4 D, E; S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e 

S 2. 7). Of p arti c ul ar n ot e is t h e hi g hl y v ari a bl e str et c h r u n ni n g fr o m a mi n o a ci ds 5 9 – 6 5, w hi c h 

d efi n es o n e b o u n d ar y o f t h e l at er al bi n di n g sit e; t h e o nl y c o ns er v e d r esi d u e i n t his str et c h, S er 6 1, 

d o es n ot f a c e t h e bi n di n g p o c k et ( Fi g ur e 2. 4 D). T hi s p orti o n of t h e bi n di n g p o c k et f or ms t h e 

e n vir o n m e nt t h at s urr o u n ds ( a n d dir e ctl y c o nt a cts) t h e C 7 -C 9 p ositi o ns of t h e si ali c  a ci d, w hi c h 

ar e k n o w n t o b e c o m m o n sit es w h er e si ali c a ci ds ar e c h e mi c all y m o difi e d ( 2 2 6). Alt h o u g h t h e 

b as al bi n di n g sit e is b ett er c o ns er v e d t h a n t h e l at er al sit e, t h er e is v ari a bilit y at p ositi o ns 4 6, 5 0 

a n d 7 5, w hi c h ar e r esi d u es t h at pl a y a r ol e i n gl y c a n bi n di n g i n t h e Plt C a n d/ or Art B str u ct ur es. 

B ut t h e m ost c o ns pi c u o us v ari a bilit y i n t h e b as al bi n di n g p o c k et is at r esi d u e 1 0 9 ( T h r i n t y p e 

1 a Art B), w hi c h is o n e of t h e m ost v ari a bl e p ositi o n s a m o n gst t h es e pr ot ei ns d es pit e e n g a gi n g 

i n s u bst a nti al p ol ar i nt er a cti o ns wit h t h e gl y c a n i n t h e S . T y p hi m uri u m D T 1 0 4 Art B str u ct ur e. 

C oll e cti v el y, t h es e d at a i n di c at e t h at t y p e 1 Art B a n d Plt C gl y c a n bi n di n g p o c k ets h a v e 

u n d er g o n e a n e v ol uti o n ar y “fi n e t u ni n g, ” a n d t h at t y p e 2 Art A B t o xi ns a p p e ar t o h a v e v er y 

diff er e nt m e c h a nis ms of gl y c a n bi n di n g c o m p ar e d t o t h e r est of t his f a mil y.  
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2. 4 Dis c u s si o n   

      I n t his st u d y, w e i d e ntif y t hr e e c at e g ori es of Art A B -li k e g e n eti c el e m e nts wit hi n t h e 

S al m o n ell a  g e n us: t h os e t h at e n c o d e a t y p e 1 Art A B t o xi n, t h os e t h at e n c o d e a t y p e 2 Art A B 

t o xi n, a n d t h os e t h at e n c o d e Plt C. T y p e 1 Art A B t o xi ns ar e g e n er all y e n c o d e d b y s u bs p e ci es 

e nt eri c a  cl a d e A s er o v ars t h at d o n ot e n c o d e t y p h oi d t o xi n, i n cl u di n g t h os e w hi c h c o m m o nl y 

c a us e g astr o e nt eritis i n h u m a ns, s u c h as T y p hi m uri u m. T y p e 2 Art A B t o xi ns h a v e si mil ar Art A 

s e q u e n c es as t y p e 1 Art A B t o xi ns b ut c a n b e disti n g uis h e d fr o m t y p e 1 b as e d o n t h eir r e v ers e d 

g e n e or d er a n d t h eir s u bst a nti all y diff er e nt B s u b u nit s e q u e n c es. U nli k e t y p e  1 t o xi ns, g e n o m es 

e n c o di n g t y p e 2 Art A B t o xi ns als o g e n er all y e n c o d e t y p h oi d t o xi n. T y p e 2 Art A B t o xi ns ar e 

t y pi c all y f o u n d o utsi d e of S. e nt eri c a  s u bs p. e nt eri c a  a n d ar e c o m m o n i n t h e S. b o n g ori  s p e ci es. 

T h es e li n e a g es g e n er all y i nf e ct or c ol o ni z e c ol d -b l o o d e d h osts s u c h as r e ptil es, i m pl yi n g t h at 

t h es e t o xi ns h a v e n ot e v ol v e d t o t ar g et a m a m m ali a n h ost a n d t h er ef or e mi g ht b e l es s p ot e nt 

a g ai nst t h es e h osts ( 2 2 7). T his is s u p p ort e d b y r e c e nt e x p eri m e nt al d at a c o m p ari n g t h e eff e cts 

of p urifi e d Art A B t o xi ns fr o m S. b o n g ori  (t y p e 2 a Art A B) t o Art A B t o xi ns fr o m S . 

T y p hi m uri u m D T 1 0 4 a n d S . W ort hi n gt o n (t y p e 1 a a n d 1 b t o xi ns r es p e cti v el y) i n a m uri n e 

m o d el of i nt o xi c ati o n, w h er e t h e L D 5 0  f or t h e t y p e 2 t o xi n w as ~ 1 0-f ol d hi g h er t h a n t h e t y p e 1 

t o xi ns ( 1 4 0). Art A B t y p e 1 an d t y p e 2 t o xi ns ar e b ot h i n v ari a bl y e n c o d e d b y pr o p h a g es, a n d t h e 

di v ersit y of t h es e p h a g es i n di c at es t h at t h es e t o xi ns h a v e b e e n s u bj e ct t o e xt e nsi v e h ori z o nt al 

g e n e tr a nsf er. plt C  g e n eti c el e m e nts, b y c o ntr ast, c a n b e f o u n d i n a s m all g e n o mi c isl et t h at  

i nt err u pts t h e s a p  l o c us i n c ert ai n li n e a g es (s u c h as s u bs p e ci es e nt eri c a  cl a d e B s er o v ars a n d t h e 

T y p hi/ P ar at y p hi A s er o v ars) a n d wit hi n pr o p h a g es i n ot h er li n e a g es. plt C  g e n eti c el e m e nts ar e 

g e n eti c all y si mil ar t o art A B , b ut t h e art A  h o m ol o g is d e gr a d e d  ( a ps e u d o g e n e) a n d plt C  

el e m e nts c a n b e r e a dil y disti n g uis h e d b y t h e c o ns er v e d 3 5 9  b p d el eti o n of t h e C -t er mi n al p orti o n 
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of t h e A s u b u nit g e n e. Plt C pr ot ei ns a n d t y p e 1 Art B pr ot ei ns h a v e si mil ar s e q u e n c es; i n f a ct, 

t h e s e q u e n c es of s o m e Plt C gr o u ps ar e just as si mil ar t o s o m e t y p e 1 Art B s u bt y p es as t h e y ar e 

t o e a c h ot h er. H o w e v er, i n st ar k c o ntr ast t o t y p e 1 Art A B t o xi ns, Plt C is c o nsist e ntl y f o u n d i n 

g e n o m es t h at e n c o d e t y p h oi d t o xi n, r e g ar dl es s of t h e li n e a g e or t h e g e n eti c c o nt e xt. T his st u d y 

t h er ef ore f urt h er s oli difi es t h at Plt C is a t y p h oi d t o xi n s u b u nit a n d is f u n cti o n all y disti n ct fr o m 

Art B ( 7 0, 1 7 0, 1 7 6, 1 7 9).  

      I n a d diti o n t o t h e v ari ati o n b et w e e n t h e t hr e e c at e g ori es of Art A B -li k e g e n eti c el e m e nts 

o utli n e d a b o v e, t h er e is als o s u bst a nti al s e q u e n c e v ari ati o n (s u bt y p es or gr o u ps) wit hi n e a c h 

c at e g or y. T h e N C BI nr D N A s e q u e n c e d at a b as e us e d h er e t o i d e ntif y art A B -li k e g e n eti c 

el e m e nts c o nt ai ns ~ 2, 0 0 0 c o m pl et e S al m o n ell a  g e n o m es, a n d alt h o u g h cli ni c all y -r el e v a nt 

li n e a g es ar e o v er-r e pr es e nt e d, t his d at as et i n cl u d es s u bst a nti al di v ersit y o n t h e s p e ci es, 

s u bs p e ci es a n d s er o v ar l e v els. U si n g t his d at a b as e, w e h a v e u n v eil e d s u bst a nti al plt C  a n d art A B  

s e q u e n c e di v ersit y t h at pr o vi d es a fr a m e w or k f or u n d erst a n di n g t h e v ari ati o n t h at e xists i n t h es e 

t o xi n s u b u nits. H o w e v er, gi v e n t h e r e m ar k a bl e di v er sit y pr es e nt wit hi n t h e S al m o n ell a  li n e a g e, 

t h er e ar e u n q u esti o n a bl y art A B  a n d plt C  s e q u e n c e v ari a nts t h at ar e n ot c a pt ur e d b y t h e d at as et 

us e d h er e. W e b eli e v e t h at t h e pr o visi o n al s u bt y p es/ gr o u ps pr o p os e d h er e, w hi c h ar e b as e d o n 

a mi n o a ci d s e q u e n c e diff er e n c es, will b e us ef ul f or f ut ur e st u di es t h at e x pl or e S al m o n ell a  t o xi n 

di v e rsit y. H o w e v er, as a d diti o n al s e q u e n c e v ari a nt s ar e i d e ntifi e d a n d as w e g ai n a b ett er 

u n d erst a n di n g of t h e p h e n ot y pi c pr o p erti es of t h es e as s ort e d t o xi ns, r e -cl as sif yi n g t h es e t o xi n 

s u b u nits o n t h e b asis of t h eir f u n cti o n al c h ar a ct eristi cs mi g ht pr o v e t o b e m or e pr a cti c al.  

      T h e e v ol uti o n of diff er e nt s u bt y p es h as b e e n o bs er v e d f or diff er e nt f a mili es of A B -t y p e 

t o xi ns a n d c a n h a v e i m p ort a nt f u n cti o n al i m pli c ati o n s. F or e x a m pl e, S hi g a t o xi n s u bt y p es t h at 

v ar y b y o nl y a f e w a mi n o a ci ds c a n diff er i n p ot e n c y b y or d ers of m a g nit u d e i n a ni m al m o d els 
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of i nt o xi c ati o n, w hi c h is als o r efl e ct e d i n t h e pr o p e nsiti es of str ai ns e n c o di n g t h es e s u bt y p es t o 

c a us e s e v er e dis e as e i n h u m a ns ( 9 3). T h e pr o p erti es a n d p ot e n ci es of t h e v ari o us Art A B t o xi ns 

a n d Plt C t y p h oi d t o xi ns i d e ntifi e d h er e mi g ht t h er ef or e v ar y s u bst a nti all y fr o m t h e S . 

T y p hi m uri u m D T 1 0 4 a n d S . T y p hi t o xi ns t h at h a v e b e e n st u di e d. S al m o n ell a  i nf e cts or c ol o ni z e 

a wi d e v ari et y of a ni m al h osts a n d diff er e nt li n e a g e s c a n h a v e v er y diff er e nt h ost r a n g es a n d 

e c ol o gi es ( 2 2 7, 2 2 8). O ur d at a s u g g est t h at diff er e nt Plt C gr o u ps a n d t y p e 1 Art B s u bt y p es h a v e 

e v ol v e d t o fi n e t u n e t h eir gl y c a n bi n di n g p o c k ets, w hi c h pr es u m a bl y h as e n a bl e d t h es e t o xi ns 

t o a d a pt t o eff e cti v el y t ar g et s p e cifi c c ell or tis s u e t y p es i n diff er e nt h ost s p e ci es. Plt C/ Art B ar e 

m e m b ers of a f a mil y of B s u b u nits t h at r e c o g ni z e si ali c a ci d t er mi n at e d gl y c a ns, a br o a d 

dis ti n cti o n t h at e n c o m p as s es tr e m e n d o usl y di v ers e gl y c oli pi ds a n d gl y c o pr ot ei ns t h at c a n b e 

f o u n d o n t h e s urf a c es of c ells. F urt h er si al o gl y c a n di v ersit y c a n b e c o nf err e d t h o u g h c h e mi c al 

m o difi c ati o ns t o t h e si ali c a ci d r esi d u es t h e ms el v es, a n d a v er y br o a d s p e ctr u m of s u c h 

m o difi c ati o ns ar e k n o w n t o b e pr o d u c e d n at ur all y b y a ni m al c ells ( 2 2 6). I n d e e d, s u c h 

m o difi c ati o ns w er e r e c e ntl y f o u n d t o pl a y a r ol e i n r e c e pt or bi n di n g f or t y p h oi d t o xi ns ( 2 2 9). 

Fi n all y, Plt B a n d Art B t o xi ns c o nt ai n a t ot al of 1 0 gl y c a n bi n di n g sit es (t w o f or e a c h m o n o m er) 

a n d si m ult a n e o usl y e n g a gi n g m ulti pl e r e c e pt ors is t h o u g ht t o b e i m p ort a nt f or A B 5  t o xi ns t o 

pr o vi d e a s uffi ci e nt bi n di n g a vi dit y t o effi ci e ntl y bi n d a n d e nt e r t ar g et c ells ( 7 6). T h e g e o m etr y 

a n d fl e xi bilit y r e q uir e d wit hi n gl y c a n bi n di n g sit es i n or d er t o si m ult a n e o usl y e n g a g e m ulti pl e 

r e c e pt ors is t h er ef or e a n i m p ort a nt l a y er of c o m pl e xit y t h at is n ot c a pt ur e d b y t h e a v ail a bl e 

str u ct ur al d at a. Gi v e n t his c o m pl e x arr a y of f a ct ors, t h e c o nsi d er a bl e bi n di n g s u b u nit s e q u e n c e 

di v ersit y i d e ntifi e d h er e is n ot s ur prisi n g. F ut ur e st u di es wi ll b e r e q uir e d t o e x pl or e t h e 

h y p ot h es es g e n er at e d h er e r e g ar di n g t h e f u n cti o n al i m pli c ati o ns of t h e o bs er v e d s e q u e n c e 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2022.1016438/full#ref78
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di v ersit y. E x pl ori n g h o w t his di v ersit y i m p a cts t h e pr o p erti es of t h es e t o xi ns as w ell as t h eir 

r ol e i n h u m a n dis e as e will b e a n i m p ort a nt ar e a of f ut ur e r es e ar c h.  

      T h e a n al ys es pr es e nt e d h er e pr o vi d e i nsi g ht i nt o h o w t h e di v ers e as s ort m e nt of art A B -li k e 

g e n eti c el e m e nts t h at w e s e e t o d a y mi g ht h a v e e v ol v e d. B as e d o n t h es e o bs er v ati o ns, w e 

h y p ot h esi z e t h at Plt C e v ol v e d t o s er v e as a n alt er n at e t y p h oi d t o xi n d eli v er y s u b u nit i n t h e 

c o nt e xt of a p h a g e t h at c arri e d b ot h a t y p e 1 Art A B t o xi n a n d a t y p h oi d t o xi n l o c us. I n t his 

s c e n ari o, t h e Art B g e n e, w hi c h w e s h o w is str u ct ur all y -c o m p ati bl e wit h Plt A, pr o vi d e d a n 

e v ol uti o n ar y a d v a nt a g e as a t y p h oi d t o xi n d eli v er y m e c h a nis m t h at o ut w ei g h e d a n y a d v a nt a g e 

it pr o vi d e d as a n Art A d eli v er y m e c h a nis m. T his w o ul d h a v e l e d t o a s el e cti v e pr es s ur e t o 

disr u pt art A  i n or d er t o pr e v e nt it fr o m c o m p eti n g wit h t y p h oi d t o xi n f or Art B. Plt C 

s u bs e q u e ntl y e v ol v e d n u m er o us a d diti o n al i nt er m ol e c ul ar i nt er a cti o ns t o e n h a n c e its a bilit y t o 

f or m a c o m pl e x wit h Plt A, all o wi n g it to m or e eff e cti v el y c o m p et e wit h Plt B t o f or m a s e c o n d 

p o ol of t y p h oi d t o xi n wit h disti n ct r e c e pt or -bi n di n g pr o p erti es. T his h y p ot h esis is s u p p ort e d b y 

o ur i d e ntifi c ati o n of i n di vi d u al p h a g es t h at c arr y b ot h Art A B t o xi n a n d t y p h oi d t o xi n, as w ell 

as n u m er o u s p h a g es t h at c arr y b ot h t y p h oi d t o xi n a n d plt C . 

      O ur r es ults als o hi g hli g ht a p ot e nti al e v ol uti o n ar y p at h f or t h e t w o Art A B t o xi n t y p es t h at 

w e i d e ntifi e d. Dis c o u nti n g N -t er mi n al a mi n o a ci ds pr e di ct e d t o b e r e m o v e d b y S e c s e cr eti o n 

m a c hi n er y, t h e s u b t y p e 1 a a n d 2 a Art A s e q u e n c es ar e > 9 6 % i d e nti c al o v er t h e C-t er mi n al 2 2 5 

a mi n o a ci ds of t h e pr ot ei n, b ut t h eir B s u b u nits s h ar e o nl y ~ 2 6 % s e q u e n c e i d e ntit y. C o u pl e d 

wit h t h e r e v ers e d g e n e or d er b et w e e n t h es e l o ci, t his s u g g ests t h at t h e t w o disti n ct Art A B t y p es 

li k el y e v ol v e d as a r es ult of a h ori z o nt al g e n e tr a nsf er e v e nt. A cl os er i ns p e cti o n of t h e t y p e 2 

art A B  t o xi n l o ci r e v e al e d t h at i n s o m e i nst a n c es a n I S 6 0 5-f a mil y tr a ns p os as e is e n c o d e d 

i m m e di at el y d o w nstr e a m of art A  ( e. g., E WI 7 3 _ 1 8 2 2 5 fr o m S. b o n g or i str. 0 4 – 0 4 4 0), 
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s u g g esti n g t h at art A  m a y h a v e b e e n tr a nsf err e d vi a  tr a ns p ositi o n t o a l o c us t h at e n c o d e d a n 

e v ol uti o n aril y disti n ct B s u b u nit, r es ulti n g i n t h e e m er g e n c e of t y p e 2 Art A B t o xi ns. C o nsist e nt 

wit h t his, w e f o u n d t h at m a n y str ai ns of S. b o n g or i ( a li n e a g e t h at c o m m o nl y e n c o d es t y p e 2 

Art A B t o xi ns) e n c o d e a p ut ati v e pr ot ei n t h at e x hi bits ~ 7 0 % s e q u e n c e h o m ol o g y t o t y p e 2 Art B 

at a disti n ct g e n o mi c l o c us ( e. g., E WI 7 3 _ 0 1 2 4 5 fr o m S. b o n g ori  str. 0 4 – 0 4 4 0); a r el ati v e of t his 

g e n e t h er ef or e mi g ht h a v e  s er v e d as t h e e v ol uti o n ar y s o ur c e of t h e t y p e 2 Art B. T h e e v ol uti o n 

of Plt C a n d of t y p e 2 Art A B t o xi ns t h er ef or e s h o w c as es t h e fl e xi bilit y of t h e A -B i nt erf a c e of 

A B 5 -t y p e t o xi ns a n d h o w t his c a n b e e x pl oit e d b y e v ol uti o n t o yi el d n o v el t o xi ns wit h disti nct 

pr o p erti es.  
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2. 5 G e n e r al c o n cl u si o n s a n d li n k t o C h a pt e r 3  

      O ur us e of bi oi nf or m ati c a n d str u ct ur al t o ols as a n a p pr o a c h t o e x pl or e t h e e v ol uti o n ar y 

di v ersifi c ati o n of art A B/ plt C  g e n eti c el e m e nts i n S al m o n ell a  r e v e al e d i m p ort a nt fi n di n gs t h at 

m a y b e us ef ul i n d e ci p h eri n g t h e r ol es of Art A B a n d t y p h oi d t o xi n i n S al m o n ell a  p at h o g e n esis 

a n d dis e as e. T h e f u n cti o n al i m pli c ati o ns as s o ci at e d wit h t h e bi ol o g y a n d fl e xi bilit y of A B 5 

t o xi ns is b e c o mi n g m or e e vi d e nt as n ov el A B 5 -t y p e t o xi ns wit h vir ul e n c e p ot e nti al e m er g e. T h e 

r es ults o bt ai n e d fr o m t his st u d y c orr o b or at e pr e vi o u s fi n di n gs t h at i n di c at e t h at t his di v ersit y 

a n d distri b uti o n of A B 5  t o xi ns i n t h e S al m o n ell a  g e n us li k el y h ol ds i m p ort a nt bi ol o gi c al 

r el e v a n c e a n d t h us, r e q uir es a m or e i n-d e pt h a n al ysis. C o nsi d eri n g t h e n e g ati v e i m p a ct of 

S al m o n ell a  i nf e cti o ns o n h u m a n h e alt h a n d t h e ris e i n m ulti-dr u g r esist a nt str ai ns, el u ci d ati n g 

t h e m ol e c ul ar m e c h a nis ms of A B5  t o xi n e v ol uti o n a n d bi ol o g y m a y i ns pir e t h e d e v el o pm e nt of 

t o ols a n d c o ntr ol str at e gi es n e e d e d t o all e vi at e t h e b ur d e n of s al m o n ell osis w orl d wi d e. I n 

a d diti o n t o t his, m a n y st u di es ai m e d at u n d erst a n di n g t h e m ol e c ul ar f a ct ors u n d erl yi n g 

S al m o n ell a  p at h o g e n esis s o f ar h a v e b e e n l ar g el y f o c us e d o n a n arr o w r a n g e of s er o v ars s u c h 

as S.  T y p hi m uri u m a n d S . T y p hi as a r es ult of t h eir fr e q u e nt as s o ci ati o n wit h h u m a n dis e as e. 

H o w e v er, wit h i n cr e asi n g r e p orts of i nf e cti o ns c a us e d b y ot h er S al m o n ell a  str ai ns, i n cl u di n g 

m a n y t h at e n c o d e A B 5  t o xi ns, it is n e c es s ar y t o r e dir e ct a n d e x p a n d o ur f o c us t o a wi d er r a n g e 

of str ai ns a n d s er o v ars b e y o n d t h e hist ori c all y us e d m o d el str ai ns, si n c e t h e y t o o h a v e t h e 

p ot e nti al t o c a us e s e v er e dis e as e a n d m a y h a v e u ni q u e as p e cts t o t h eir p at h o g e n esis.  
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S u p pl e m e nt a r y D at a a n d Fi g u r es ( C h a pt e r 2) 

 
T a bl e S 2. 1 . P er c e nt q u er y c o v er a g e m atri x b et w e e n t h e i d e ntifi e d gr o u ps of art A B  a n d plt C -e n c o di n g 

S al m o n ell a  p h a g e s.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
T a bl e S 1.  P er c e nt q u er y c o v er a g e m atri x b et w e e n t h e i d e ntifi e d gr o u p s of art A B  a n d plt C - e n c o di n g 
S al m o n ell a  p h a g e s.  
 
 
 

 P e rc e n t Q u e ry  c o v e ra g e a ,b  

P H A G E  
G R O U P   

1  2  3  4  5  6  7  8  9  1 0  1 1  A  B  C  D  E  F  G  

1  1 0 0  7 8  2 7  2 1  4  5  1 2  5 4  6 8  6  6  6  6  5 0  3 5  5 2  3  3 2  

2  6 9  1 0 0  4 3  3 5  4  4  1 1  4 3  5 0  5  0  6  6  4 3  3 0  4 6  3  2 8  

3  2 6  4 7  1 0 0  4 0  4  4  4  5  5  5  0  5  5  6  6  6  2  4  

4  1 9  3 6  3 8  1 0 0  3  5  5  5  5  4 6  1  4 6  4 6  5  3  5  2  4  

5  4  5  4  4  1 0 0  3  8  1  2  2  7  2 8  4  2 3  2 2  2 5  1  1 2  

6  5  6  4  6  3  1 0 0  4 7  3 2  1 8  1 7  1 8  5  5  6  7  5  1  3  

7  1 0  1 1  4  4  6  3 7  1 0 0  4 6  2 1  2 3  5 1  4  4  1 3  1 1  7  0  9  

8  4 6  4 1  4  4  1  2 5  4 5  1 0 0  6 0  1 8  1 6  5  5  3 6  2 4  4 0  0  2 2  

9  5 9  4 9  5  5  1  1 4  2 1  6 2  1 0 0  1 5  1 5  5  5  4 3  2 8  4 4  1  2 6  

1 0  6  6  5  4 7  2  1 4  2 4  2 0  1 6  1 0 0  1 0  4 8  4 8  5  3  4  0  3  

1 1  5  0  0  1  5  1 1  4 4  1 4  1 3  8  1 0 0  0  0  7  2  2  0  2  

A  5  6  5  4 4  2 2  4  4  5  5  4 4  0  1 0 0  6 2  2 8  2 0  3 2  9  2 4  

B  6  6  5  5 0  4  4  4  5  5  5 0  0  7 0  1 0 0  1 8  1 1  2 3  1 0  1 9  

C  3 4  3 3  4  3  1 4  3  1 0  2 9  3 4  4  7  2 2  1 3  1 0 0  6 4  6 1  6  3 0  

D  2 5  2 4  5  2  1 4  4  9  2 0  2 3  2  2  1 6  8  6 6  1 0 0  4 7  3  4 5  

E  4 6  4 5  5  5  2 0  4  7  4 2  4 5  4  5  3 2  2 1  7 8  5 8  1 0 0  1 1  5 1  

F  2 2  2 2  1 8  1 8  7  5  5  5  1 4  5  0  6 6  6 6  6 3  3 4  8 4  1 0 0  6 6  

G  2 8  2 7  3  4  9  3  9  2 4  2 6  3  2  2 5  1 7  3 8  5 6  5 1  9  1 0 0  

a : P er c e nt q u er y c o v er a g e w h e n d oi n g p air wi s e D N A s e q u e n c e ali g n m e nt s b et w e e n t h e r e pr e s e nt ati v e 
m e m b er s of t h e t w o p h a g e gr o u p s b ei n g c o m p ar e d  
b : T h e li g ht er s h a d e d r e gi o n s h o w s v al u e s o bt ai n e d fr o m u si n g t h e p h a g e gr o u p fr o m t h e r o w ( al o n g t h e 
si d e) a s t h e q u er y s e q u e n c e.  T h e d ar k er s h a d e d r e gi o n s h o w s v al u e s o bt ai n e d fr o m u si n g t h e p h a g e 
gr o u p fr o m t h e c ol u m n ( al o n g t h e t o p) a s t h e q u er y s e q u e n c e. T h e s e v al u e s, alt h o u g h si mil ar, ar e n ot 
e q ui v al e nt b e c a u s e of si z e diff er e n c e s a m o n g st t h e p h a g e b ei n g c o m p ar e d.  
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Fi g u r e S 2. 1 . A mi n o a ci d s e q u e n c e ali g n m e nt of t h e s u b u nit s of diff e r e nt A rt A B t o xi n s u bt y p e s. 

Pr ot ei n s e q u e n c e ali g n m e nts f or r e pr e s e nt ati v e m e m b er s of t h e 7 diff er e nt Art A B t o xi n s u bt y p e s ( s e e 

S u p pl e m e nt al D at a Fil e 1) w er e p erf or m e d usi n g Cl ust al O m e g a f or ( A) Art A a n d ( B) Art B . A st eris ks 

( *) d e n ot e p ositi o ns i n t h e ali g n m e nt w h er e t h er e is c o m pl et e c o ns er v ati o n of a mi n o a ci d r e si d u e s a m o n g 

all s u bt y p e s. D u e t o t h e di v er g e nt n at ur e of t h e t y p e 1 a n d t y p e 2 B Art B s e q u e n c e s, t w o a d diti o n al 

h o m ol o gs fr o m t his t o xi n f a mil y ( S . T y p hi Plt B a n d E. c oli  S u b B) w er e i n cl u d e d a s o ut gr o u ps t o i m pr o v e 

t h e ali g n m e nt, b ut ar e n ot s h o w n a b o v e.   
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Fi g u r e S 2. 2 . P h yl o g e n eti c t r e e s d e pi cti n g t h e r el ati o n s hi p s b et w e e n t h e a mi n o a ci d s e q u e n c e s 

e n c o d e d b y diff e r e nt S al m o n ell a  art A B -li k e g e n eti c el e m e nt s. A mi n o a ci d s e q u e n c e ali g n m e nts f or 

t h e r e pr e s e nt ati v e m e m b er s f or e a c h t h e s e v e n Art A B t o xi n s u bt y p e s ( F or A s u b u nit ali g n m e nts ( A) a n d 

f or B s u b u nit ali g n m e nts ( B)) a n d t h e Plt C gr o u ps ( B) w er e us e d t o g e n er at e p h yl o g e n eti c tr e e s usi n g 

t h e M E G A ( M ol e c ul ar E v ol uti o n ar y G e n eti c s A n al ysis) V 1 1 s oft w ar e usi n g t h e m a xi m u m li k eli h o o d 

m et h o d a n d a W A G + G +I s u bstit uti o n m o d e l. A b o otstr a p m et h o d wit h 5 0 0 t ot al r e pli c at e s w a s us e d 

a n d t h e n u m b er s at t h e n o d e s r e pr e s e nt t h e s u p p ort v al u e s. F or t h e B s u b u nit tr e e ( B), t w o ot h er m e m b er s 

of t h e p ert ussis f a mil y of B s u b u nits w er e i n cl u d e d a s o ut gr o u ps; Plt B ( S . T y p hi, str ai n T Y 2) a n d S u b B 

(E. c oli , str ai n 9 8 N K 2). T h e diff er e nt Art A B t y p e s a n d Plt C gr o u ps ar e c ol o ur-c o d e d f or vis u al cl arit y.  
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Fi g u r e S 2. 3 . D N A s e q u e n c e ali g n m e nt of t h e S.  T y p hi m u ri u m D T 1 0 4 a rt A B l o c u s a n d t h e plt C 

l o ci of S.  T y p hi T Y 2 a n d S . J a vi a n a C F S A N 0 0 1 0 7 0. T h e s e q u e n c e s of t h e art A g e n e ( D T 1 0 4) or 

ps e u d o g e n e s  ( T y p hi, J a vi a n a) ar e s h o w n i n bl u e, t h e plt C a n d art B s e q u e n c e s ar e s h o w n i n gr e e n a n d 

t h e i nt er g e ni c s e q u e n c e s ar e s h o w n i n bl a c k. T h e r e d tri a n gl e s h o ws t h e si n gl e b a s e d el eti o n i n t h e plt C 

l o ci t h at r e s ults i n a pr e m at ur e st o p c o d o n (r e d) i n t h e A s u b u nit ps e u d o g e n e. T h e 3 5 9 b p d el eti o n i n t h e 

J a vi a n a a n d  T y p hi s e q u e n c e s is s h o w n usi n g r e d d a s h e s. T h e i ns et s h o ws t h e p er c e nt i d e ntit y of e a c h 

str ai n r el ati v e  t o t h e ot h er s ( e x cl u di n g t h e 3 5 9 b p d el eti o n). Ali g n m e nts p erf or m e d usi n g t h e Cl ust al 

O m e g a ali g n m e nt  t o ol ( E ur o p e a n Bi oi nf or m ati c s I nstit ut e). 

 
 

Fi g. S 3.  D N A s e q u e n c e ali g n m e nt of t h e S . T y p hi m uri u m D T 1 0 4 art A B  l o c u s a n d t h e plt C  l o ci of S . 
T y p hi T Y 2 a n d S . J a vi a n a C F S A N 0 0 1 0 7 0. T h e s e q u e n c e s of t h e art A  g e n e ( D T 1 0 4) or p s e u d o g e n e s 
( T y p hi, J a vi a n a) ar e s h o w n i n bl u e, t h e plt C  a n d art B  s e q u e n c e s ar e s h o w n i n gr e e n a n d t h e i nt er g e ni c 
s e q u e n c e s ar e s h o w n i n bl a c k. T h e r e d tri a n gl e s h o w s t h e si n gl e b a s e d el eti o n i n t h e plt C  l o ci t h at r e s ult s 
i n a pr e m at ur e st o p c o d o n (r e d) i n t h e A s u b u nit p s e u d o g e n e. T h e 3 5 9 b p d el eti o n i n t h e J a vi a n a a n d 
T y p hi s e q u e n c e s i s s h o w n u si n g r e d d a s h e s. T h e i n s et s h o w s t h e p er c e nt i d e ntit y of e a c h str ai n r el ati v e 
t o t h e ot h er s ( e x cl u di n g t h e 3 5 9 b p d el eti o n).  Ali g n m e nt s p erf or m e d u si n g t h e Cl u st al O m e g a ali g n m e nt 
t o ol ( E ur o p e a n Bi oi nf or m ati c s I n stit ut e). 

C G T G C A G A C A A T A G T T T C T A C A G C C T T C C G C C G T C T G T T G C T T A T A T T G A G T T A T G T G G T A T C C A G T T T G G T C A T T T T G A G C G A G T G A T G A T G C G G T

C G T G C A G A C A A T A G T T T C T A C A G C C T T C C G C C G T C T G T T G C T T A T A T T G A G T T A T G T G G T A T C C A G T T T G G T C A T T T T G A G C G A G T G A T G A T G C A G T

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

A T G A T A A A A A A - G T A A T A T T A T T T T T A G - - T A T T T T T T T G G T C A T T C A G G T G C C G T T G A T T T T G T A T A T C G T G T T G A C T C G A G A C C T T C A G A T G T G A1 -

T T T T T C G G G A T G G T T T T G C T T C T C A C G G A A A T A A C A G G A A T C T T C A G C A A C A T A T A A G A G A T G A C T C C T G T G T A T C C G G T A G T C G A G A C A G T - A C T A9 5 -

T A T T G C G A C T A T C T C A G A T A T T A A T G A G G C T T A T A A T A T A G C A C G A T T A T A T T A C T C C A G A G C A A C A T T T A G C G G C A G G T T G T A C A G A T A C A G A A T C1 9 1 -

2 8 8 -

T A C A A A G T G A G T A T G T A T C T G T A A A T T C T A T C C C A A T T G A A A A T A T C C A T G A A G C A G T T G A G C T T G T T T A C G A T A G A A A T A C A A G T - - - - - - - - - - -3 8 5 -

A A G G T T C T G A C T C T T G C T C T T G C G T C A A T A T C C A G T G T T T G T T A T G C A G C T A T G G C T G A T T A T G A T A C G T A T G T G A G T A A T G T T C A G A T T A A C A A C C5 1 1 -

A T G A T A A A A A A - G T A A T A T T A T T T T T A G - - T G T T T T T C T G A T T A T G C A A G T G C C G T T G A T T T T G T A T A T C G T G T T G A C T C G A G A C C T T C A G A T G T G A1 -

T T T T T C G G G A T G G T T T T G C T T C G C A C G G T A A T A A C A G G A A T C T T C A G C A A C A T A T A A G A G A T G A C T C C T G T G C A T C C G G T A G T C G A G A C A G T - A C T A9 5 -

T A T T G C G A C T A T C T C A G A T A T T A A T G A G T C T T A T A A T A T A G C A C G A T T A T A T T A C T C C A G A G C A A C A T T T A G C G G C A G G T T G T A C A G A T A C A G A A T C1 9 1 -

1 9 5 -

2 8 8 -

T A C A A A G T G A G T A T G T A T C T G T A A A T T C T A T C C C A A T T G A A A A T A T C C A T G A A G C A G T T G A G C T T G T T T A C G A G A G A A A T G C A A G T - - - - - - - - - - -3 8 5 -

A A G G T T C T G A C T C T T G C T C T T G C G T C A T T A T C C A G T G T T T G T T A T G C A G C T A T G G C T G A T T A T G A T A C G T A T G T G A G T A A T G T T C A G A T T A A A A A C C5 1 1 -

T G T C T T A T G G T G T G T A T A C G T C A G G G G G T A A G G A A A C T C A G T T T T T T T G T A T C G G A C T G A A G C A C G G G A G T G A A G C T A T T A G T A T C A A T G C C A T G T G6 0 8 -

T G T C T T A T G G T G T G T A T A C G T C A G G G G A T A A G G A A A C T C A G T T T T T T T G T A T C G A A C T G A A G C G C G G G A G T G A G G C T A T T A G T G T C A A T G C C A T G T G6 0 8 -

A T G A T A A A A A A A G T A A T A T T A T T T T T A G C A T T T T T T T C T G G T T A T G C A A G T G C T G T T G A T T T T G T A T A T C G T G T T G A C T C G A G A C C T C C G G A T G T G A1 -

T T T T C C G T G A T G G T T T T A A T T C T C A T G G T A A T A A C A G G A A T C T T C A G C A A C A T A T T A G A G G T G A C T C G T G T T C C G C C G G T A G T C G G G A C A G T A A C T A9 8 -

C A T T G C G A C T A C C T C A G A T A T T A A T G A G A C T T A T A A C A T A G C A C G G G T A T A T T A C T C C A G A A C A A C A T T T A G C G G C A G G T T G T A T A G A T A C A G A A T C

C G T G C A G A C A A T A G T T T C T A C A G C C T T C C G C C G T C T G T C G C T T A T A T T G A G T C A C G T G G T A T C C A G T T T A G T C A T T T T G A G C G A G T G A T G A T G C G G T2 9 2 -
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Fi g u r e S 2. 4 . Plt C a n d Art B h a v e si mil ar c e ntr al p or e s c a p a bl e of a c c o m m o d ati n g t h e Plt A C -t er mi n al 

a - h eli x.  T o p -d o w n vi e w s of t h e ri b b o n di a gr a m str u ct ur e s of S . T y p hi m uri u m D T 1 0 4 Art B ( P D B I D: 

5 W H U) a n d S . T y p hi Plt C ( P D B I D: 7 E E 6), s h o wi n g t h e p ositi o ni n g of t h e Plt A h eli x ( sti c k di a gr a m) 

i n t h e c e ntr al p or e. T h e Plt A h eli x s h o w n i n t h e Plt C str u ct ur e is b a s e d o n its p o siti o n i n t h e h ol ot o xi n 

str u ct ur e, w hi c h w a s us e d t o ori e nt ( m o d el) t his h eli x wit hi n t h e a n al o g o us Art B p e nt a m er str u ct ur e.  

 

 

 

 

 

 

 

Fi g u r e S 2. 5 . P h yl o g e n eti c t r e e s d e pi cti n g t h e r el ati o ns hi p s b et w e e n t h e a mi n o a ci d s e q u e n c e s of 

t h e v a ri o u s Plt C g r o u p s i d e ntifi e d i n t his st u d y. A mi n o a ci d s e q u e n c e ali g n m e nts w er e g e n er at e d f or 

t h e r e pr e s e nt ati v e m e m b er s f or e a c h of t h e f o ur Plt C gr o u ps i d e ntifi e d ( “ R e p ”) a s w ell a s t h e m e m b er of 

e a c h of t h e s e gr o u ps wit h t h e l o w e st % s e q u e n c e i d e ntit y c o m p ar e d t o t h e r e pr e s e nt ati v e m e m b er ( m ost 

di v er g e nt m e m b er; “ Di v ”); o nl y o n e P h a g e 1 s e q u e n c e is u s e d si n c e t his gr o u p is c o m pris e d of a si n gl e 

m e m b er. T his ali g n m e nt w a s us e d t o g e n er at e p h yl o g e n eti c tr e e s usi n g t h e M E G A ( M ol e c ul ar 

E v ol uti o n ar y G e n eti c s A n al ysis) V 1 1 s oft w ar e usi n g t h e m a xi m u m li k eli h o o d m et h o d a n d a W A G + G 

+I s u bstit uti o n m o d el. A b o otstr a p m et h o d wit h 5 0 0 t ot al r e pli c at e s w a s us e d a n d t h e n u m b er s at t h e 

n o d e s r e pr e s e nt t h e s u p p ort v al u e s. A c c e ssi o n n u m b er s f or t h e g e n o m e s f or e a c h of t h e Plt C s e q u e n c e s 

us e d ar e a s f oll o w s: S a p R e p ( A E 0 1 4 6 1 3. 1), S a p Di v ( C P 0 8 2 3 8 1. 1), P h a g e 1 R e p ( C P 0 5 4 7 1 5. 1), P h a g e 2 

R e p ( C P 0 1 9 1 8 1. 1), P h a g e 2 Di v ( C P 0 4 2 4 4 1. 1), P h a g e 3 R e p ( C P 0 3 4 6 9 7. 1), P h a g e 3 Di v ( C P 0 1 4 9 9 6. 1).   
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Fi g u r e S 2. 6 . P h yl o g e n eti c t r e e s d e pi cti n g t h e r el ati o n s hi p s  b et w e e n t h e D N A s e q u e n c e s of t h e 

v a ri o u s art A B  t y p e 1 a n d plt C  g e n eti c el e m e nt s i d e ntifi e d i n t his st u d y. D N A s e q u e n c e ali g n m e nts 

f or t h e r e pr e s e nt ati v e m e m b er s f or e a c h t h e s e v e n art A B t o xi n s u bt y p e s a n d e a c h of t h e plt C gr o u ps 

w er e us e d t o g e n er at e p h yl o g e n eti c tr e e s usi n g t h e M E G A ( M ol e c ul ar E v ol uti o n ar y G e n eti c s A n al ysis) 

V 1 1 s oft w ar e usi n g t h e m a xi m u m li k eli h o o d m et h o d a n d a T a m ur a -3 + G +I s u bstit uti o n m o d el. A 

b o otstr a p m et h o d wit h 1 0 0 0 t ot al r e pli c at e s w a s us e d a n d t h e n u m b er s at t h e n o d e s r e pr e s e nt  t h e s u p p ort 

v al u e s. T h e disti n g uis hi n g 3 5 9 b p s e g m e nt t h at is pr e s e nt i n art A B b ut a bs e nt fr o m plt C w a s r e m o v e d 

f or t h e p ur p os e s of t his a n al ysis. T h e diff er e nt art A B t y p e s a n d plt C gr o u ps ar e c ol o ur -c o d e d f or vis u al 

cl arit y.   

 

 

 

 

 

Fi g u r e S 2. 7 . C o n s e r v ati o n of gl y c a n -bi n di n g r e si d u e s a m o n gst t h e diff e r e nt A rt B t y p e 1 s u bt y p e s 

a n d Plt C g r o u p s . M ulti pl e s e q u e n c e ali g n m e nts of t h e v ari o us Art B t y p e 1 s u bt y p e s a n d Plt C gr o u ps. 

T h e c o ns er v ati o n of s el e ct e d a mi n o a ci ds p r e vi o usl y d et er mi n e d t o c o nt a ct t h e gl y c a n i n t h e b a s al ( S 4 5) 

or l at er al ( S 3 1) bi n di n g sit e s i n t h e gl y c a n -b o u n d str u ct ur e s of S . T y p hi m uri u m Art B ( P B D: 5 W H U) a n d 

S . T y p hi Plt C ( P D B: 7 E E 4, 7 E E 5) is s h o w n f or e a c h Plt C gr o u p a n d Art B t y p e 1 s u bt y p e. B ol d n u m b er s 

d e n ot e a mi n o a ci d p ositi o ns of gl y c a n -bi n di n g a mi n o a ci d r e si d u e s.  
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C h a pt e r 3: I d e ntifi c ati o n a n d c h a r a ct e ri z ati o n of t w o n o v el p ut ati v e A B 5  

t o xi ns i d e ntifi e d i n S al m o n ell a   

 

P r ef a c e  

      T his c h a pt er c o v ers t h e m aj orit y of t h e eff orts fr o m m y gr a d u at e r es e ar c h a n d is c o m p os e d 

pri m aril y of e x p eri m e nts i n d e p e n d e ntl y c o n d u ct e d b y m e. H o w e v er, ot h er m e m b ers of t h e 

F o wl er l a b als o c o ntri b ut e d t o s o m e of t h e w or k pr es e nt e d h er e:  

 - T h e dis c o v er y a n d i niti al a n al ysis of t h e t w o n o v el A B 5  t o xi ns i ntr o d u c e d h er e ( RI P-T T a n d 

RI P -H L T) w as m a d e b y Dr. C as e y F o wl er pri or t o m y arri v al i n t h e l a b.   

 - M ol e c ul ar cl o ni n g of a f e w pl as mi ds us e d i n t hi s st u d y w as c o m pl et e d b y u n d er gr a d u at e 

r es e ar c h ers i n th e F o wl er l a b. S p e cifi c all y, t h e cl o ni n g of t h e pl as mi ds e n c o di n g t h e RI P -H L T 

R 1 9 2 A c at al yti c m ut a nt, W T St x 2 a a n d t h e s y nt h eti c h y bri d St x 2 a A/ RI P -H L T B t o xi ns w as 

d o n e b y Eri c S c h ult z a n d Gilli a n C a m er o n.  
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3. 1 I nt r o d u cti o n  

      B a ct eri al A B 5  t o xi ns c o nstit ut e i m p ort a nt vir ul e n c e f a ct ors i n s e v er al h u m a n a n d a ni m al 

p at h o g e ns, m a n y of w hi c h c a us e s e v er e dis e as es. D es pit e o b vi o us diff er e n c es i n e n z y m ati c A 

a cti viti es a n d bi n di n g pr o p erti es, m ost A B 5  t o xi ns s h ar e str u ct ur al a n d f u n cti o n al si mil ariti es i n 

o n e or b ot h s u b u nits t o ot h er A B 5  t o xi ns, i n di c ati n g t h at t h es e t o xi ns ar e c o n n e ct e d a n d li k el y 

e v ol uti o n aril y r el at e d. F or e x a m pl e, t h e A D P -ri b os yl ati n g t o xi ns w hi c h i n cl u d e Pt x, Ct x, L T 

a n d Art A B s h ar e a g e n er all y c o ns er v e d e n z y m ati c a cti vit y d efi n e d b y t h e m o difi c ati o n of h ost 

c ell G pr ot ei ns  vi a t h e tr a nsf er of a n A D P -ri b ose  m o i et y t o s p e cifi c h ost c ell pr ot ei ns, a pr o c es s 

w hi c h is m e di at e d b y  t h eir A s u b u nits ( 2 3 0). S hi g a t o xi ns ( St x), h o w e v er, h a v e n o si g nifi c a nt 

s e q u e n c e si mil ariti es i n eit h er t h eir A or B s u b u nits t o ot h er c h ar a ct eri z e d f a mili es of A B 5  t o xi ns 

a n d t h e e n z y m ati c RI P a cti vit y of t h e St x A s u b u nit h as n ot b e e n pr e vi o usl y as s o ci at e d wit h a n y 

ot h er c h ar a ct eri z e d A B 5  t o xi n. T h e e v ol uti o n ar y c o n n e cti o n of t h e S hi g a f a mil y of t o xi ns t o 

ot h er A B 5  t o xi n f a mili es, if s u c h a c o n n e cti o n e xists, i s c urr e ntl y u n k n o w n.  C o nsi d eri n g t h e r ol e 

of St x i n s e v er e h u m a n a n d a ni m al dis e as es, eff orts ai m e d at cl arif yi n g t h e e v ol uti o n a n d bi ol o g y 

of t h es e t o xi ns c o ul d h a v e us ef ul t h er a p e uti c i m pli c ati o ns t h at w o ul d h el p all e vi at e t h e c urr e nt 

b ur d e n as s o ci at e d wit h S T E C str ai ns w orl d wi d e.  

      B as e d o n t h e c u m ul ati v e fi n di n gs fr o m o ur pr e vi o us st u d y ( C h a pt er 2) o n t h e di v ersit y a n d 

distri b uti o n or A B 5  g e n eti c el e m e nts i n S al m o n ell a  a n d t h e i n h er e nt fl e xi bilit y e x hi bit e d b y A B 5  

t o xi ns, w e e xt e n d e d o ur us e of bi oi nf or m ati c t o ols t o i nv esti g at e ot h er A B 5 -t y p e t o xi ns t h at m a y 

b e e n c o d e d b y S al m o n ell a . O ur l a b ( Dr. F o wl er) u n c o v er e d t w o n o v el p ut ati v e A B5  t o xi ns 

e n c o d e d b y a v ari et y of S al m o n ell a  str ai ns, b ot h of w hi c h p os s es s St x -li k e A s u b u nit g e n es a n d 

ar e t h us e x p e ct e d t o e n c o d e ri b os o m e i n a cti v ati n g pr ot ei n ( RI P) A s u b u nits wit h a si mil ar 

i nt o xi c ati o n m e c h a nis m as S hi g a t o xi ns. T h e first p ut ati v e t o xi n, w hi c h w as d esi g n at e d “ RI P -



  

7 4  

 

T T ”, w as f o u n d o n a l o c us e n c o di n g a n art B/ plt C  h o m ol o g n e xt t o t h e ri p  g e n e ( Fi g ur e 3. 1). 

T h e s e c o n d i d e nt ifi e d t o xi n, d esi g n at e d “ RI P-H L T ”, w as m a p p e d t o a l o c us i n w hi c h t h e ri p  

g e n e is a dj a c e nt t o a h o m ol o g of t h e B s u b u nit of t y p e II h e at -l a bil e t o xi ns ( L T-II) ( Fi g ur e 3. 1). 

T h es e g e n eti c arr a n g e m e nts s u g g est e d a n as s o ci ati o n b et w e e n St x -li k e A s u b u nits a n d B 

s u b u nits fr o m v er y dist a nt A B 5  t o xi n f a mili es. T his w o ul d s u g g est t h at t h e A-B i nt erf a c e of 

A B 5 t o xi ns e x hi bits a r e m ar k a bl e a m o u nt of fl e xi bilit y a n d w o ul d h a v e s u bst a nti al i m pli c ati o ns 

f or u n d erst a n di n g h o w t h e S hi g a f a mil y of t o xi ns c o ul d b e e v ol uti o n aril y c o n n e ct e d t o ot h er 

A B 5  t o xi n f a mili es. 

      Ri b os o m e i n a cti v ati n g pr ot ei ns li k e St x ar e hi g hl y p ot e nt pr ot ei n t o xi ns w hi c h ar e a bl e t o 

i n d u c e s u bst a nti al c yt ot o xi cit y at r el ati v el y l o w c o n c e ntr ati o ns a n d as a r es ult of t his, t h e St x 

f a mil y of t o xi ns ar e o n e of t h e m ost w ell-st u di e d b a ct eri al A B 5  t o xi ns. C o nsi d eri n g t h e 

bi ol o gi c al a n d m e di c al r el e v a n c e of St xs a n d L T i n h u m a n h e alt h, as w ell as t h e s u g g est e d r ol e 

of A B 5  t o xi n g e n eti c el e m e nts i n t h e e m er g e n c e of vir ul e nt b a ct eri al str ai ns t h at h a v e b e e n 

li n k e d t o s e v er e dis e as e, c h ar a ct eri zi n g t h es e u n us u al t o xi ns mi g ht pr o vi d e us wit h s o m e us ef ul 

i nf or m ati o n n e e d e d t o u n d erst a n d t h e c o m pl e xiti es oft e n as s o ci at e d wit h A B 5  t o xi n e v ol uti o n 

a n d pr o vi d e i nsi g ht i nt o t h e u ni q u e bi ol o g y of St x. T his c h a pt er of m y t h esis ai ms t o pr o vi d e 

us e f ul i nsi g hts t h at mi g ht c o ntri b ut e t o o ur o v er all u n d erst a n di n g of A B 5  t o xi n e v ol uti o n, 

bi ol o g y, a n d c ell ul ar a cti vit y.  
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Fi g u r e 3. 1 . S c h e m ati c r e p r e s e nt ati o n of t h e p r e di ct e d a r c hit e ct u r e s of t w o n o v el A B 5  t o xi n s 

i d e ntifi e d i n S al m o n ell a  a n d t h ei r r el ati o n s hi p s t o ot h e r k n o w n A B 5  t o xi n s. T w o p ut ati v e A B 5 -t y p e 

t o xi ns wit h u ni q u e A a n d B s u b u nit c o m bi n ati o ns h a v e b e e n i d e ntifi e d i n S al m o n ell a . T h e fir st t o xi n, 

d u b b e d “ RI P -T T ” r e pr e s e nts a St x -li k e A s u b u nit ( w hi c h is a RI P e n z y m e) i n c o m pl e x wit h a n 

Art B/ Plt C -li k e B s u b u nit. T h e s e c o n d t o xi n, d u b b e d “ RI P-H L T ” als o h a s a St x -li k e A s u b u nit, b ut i n a 

c o m pl e x wit h a L T t y p e II -li k e B s u b u nit.  
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3. 2 M at e ri als a n d M et h o d s  

3. 2. 1 I d e ntifi c ati o n a n d a n al ys is of p ut ati v e A B5  t o xi n s i n S al m o n ell a   

3. 2. 1. 1 I d e ntifi c ati o n of t h e R I P -T T a n d R I P -H L T t o xi n s i n S al m o n ell a   

      T h e RI P -T T a n d RI P -H L T t o xi ns w er e dis c o v er e d b y Dr. C as e y d uri n g a s cr e e ni n g of t h e 

N ati o n C e nt er f or Bi ot e c h n ol o g y I nf or m ati o n ( N C BI ) d at a b as e t o i d e ntif y ot h er p ut ati v e A B 5  

g e n eti c el e m e nts pr es e nt wit hi n t h e S al m o n ell a  g e n us. Dr. F o wl er i d e ntifi e d g e n o mi c s e q u e n c es 

wit h stri ki n g si mil ariti es t o w ell -c h ar a ct eri z e d A B 5  t o xi n s u b u nits s e q u e n c es.  

 

3. 2. 1. 2 A n al ysis of t h e e v ol uti o n, di v e r sit y a n d dist ri b uti o n of R I P -T T a n d RI P -H L T 

wit hi n t h e S al m o n ell a  g e n u s  

      All S al m o n ell a  g e n o m es wit hi n t h e N C BI n o nr e d u n d a nt pr ot ei n s e q u e n c e d at a b as e t h at 

e n c o d e a ri p -li k e A s u b u nit g e n e a dj a c e nt t o eit h er a n art B /plt C -li k e B s u b u nit g e n e or a n lt-II-

li k e B s u b u nit g e n e w er e i d e ntifi e d usi n g B L A S T p s e ar c h es usi n g t h e f ull -l e n gt h S al m o n ell a  

e nt eri c a  s u bs p. e nt eri c a  s er o v ar St a nl e y vill e R S EI RI P pr ot ei n s e q u e n c e. T h es e s e ar c h es w er e 

d o n e i n S e pt e m b er 2 0 2 1 a n d g e n o m es c o nt ai ni n g b ot h A a n d B pr ot ei n s e q u e n c es f or b ot h RI P-

T T a n d RI P -H L T w er e c o m pil e d ( > 1 0 0 g e n o m es f or RI P -T T a n d 2 g e n o m es f or RI P -H L T.    

M ulti pl e s e q u e n c e ali g n m e nts o n A a n d B pr ot ei n s e q u e n c es fr o m RI P -T T, RI P -H L T a n d 

r el at e d t o xi ns w er e d o n e usi n g Cl ust al  O m e g a  s e q u e n c e ali g n m e nt pr o gr a m  ( E M B L-E BI) wit h 

t h e s a m e d ef a ult p ar a m et ers d es cri b e d i n 2. 2. 1. P h yl o g e n eti c tr e es w er e c o nstr u ct e d usi n g 

c o m pil e d pr ot ei n s e q u e n c es d o w nl o a d e d fr o m t h e N C BI d at a b as e a n d i m p ort e d i nt o t h e M E G A  

( M ol e c ul ar E v ol uti o n ar y G e n eti cs A n al ysis) X s oft w ar e pr o gr a m ( v ersi o n 1 0. 2. 1)  ( 2 1 3).  
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3. 2. 2  B a ct e ri al st r ai n s, pl as mi d s, a n d g r o wt h c o n diti o n s  

      All b a ct eri al str ai ns a n d pl as mi ds us e d i n t his st u d y ar e list e d i n T a bl e 3.2. 1 a n d all r e a g e nts 

ar e list e d i n T a bl e 3. 2. 2  All b a ct eri al str ai ns a n d pl as mi ds w er e st o c k e d b y r es us p e nsi o n i n 

l ys o g e n y br ot h ( L B) s u p pl e m e nt e d wit h 1 5 % gl y c er ol a n d st or e d at -8 0 ° C . E. c oli  str ai ns 

B L 2 1( D E 3) a n d D H 5 α  w e r e r o uti n el y c ult ur e d i n L B ( 10 g/ L tr y pt o n e; 5 g/ L y e ast e xtr a ct a n d 

5 g/ L S o di u m c hl ori d e ( N a Cl)) at 3 7 ° C  i n a r ot ati n g i n c u b at or ( V W R S ci e ntifi c, C a n a d a). 

B a ct eri al c ult ur es w er e s u p pl e m e nt e d wit h 5 0 μ g/ ml  a m pi cilli n w h e n r e q uir e d.  

 

 
T a bl e 3. 2. 1 . List of b a ct e ri al st r ai n s, pl as mi d s a n d m a m m ali a n c ells u s e d i n t his st u d y.  
 
B a ct e ri al st r ai ns, pl as mi ds, a n d 
m a m m ali a n c ell s  

S o u r c e  D e s c ri pti o n/ Us e  

St r ai ns  

E. c oli  D H 5 α  F o wl er l a b  M ol e c ul ar cl o ni n g of pl a s mi d c oll e cti o n  

E. c oli  B L 2 1( D E 3)  F o wl er l a b  Us e d i n pr ot ei n p urifi c ati o n  

Pl as mi ds  

p E T -2 2 b ( +)  N o v a g e n e  P ar e nt al v e ct or us e d t o d e si g n a n d o v er e x pr e s s pl as mi ds  

p E T 2 2 -RI P -T T wil d t y p e  F o wl er l a b  Pl as mi d e n c o di n g wil d t y p e RI P -T T  

p E T 2 2 -RI P -T T B  F o wl er l a b  Pl as mi d e n c o di n g o nl y t h e B s u b u nit of RI P -T T   

p E T 2 2 -RI P -T T ( R 1 9 2 A)  F o wl er l a b  Pl as mi d e n c o di n g RI P -T T c at al yti c m ut a nt  

p E T 2 2 -RI P -T T ( S 3 1 A/ S 4 5 A)  F o wl er l a b  Pl as mi d e n c o di n g RI P -T T d o u bl e bi n di n g m ut a nt  

p E T 2 2 -RI P -H L T wil d t y p e  F o wl er l a b  Pl as mi d e n c o di n g wil d t y p e RI P -H L T  

p E T 2 2 -RI P -H L T B  F o wl er l a b  Pl as mi d e n c o di n g o nl y t h e B s u b u nit of RI P -H L T   

p E T 2 2 -RI P -H L T ( R 1 9 2 A)  F o wl er l a b  Pl as mi d e n c o di n g RI P -H L T c at al yti c m ut a nt  

p E T 2 2 -RI P -H L T ( T 3 6I/ T 3 7I)  F o wl er l a b  Pl as mi d e n c o di n g RI P -H L T d o u bl e bi n di n g m ut a nt  

p E T 2 2 -St x 2 a  F o wl er l a b  Pl as mi d e n c o di n g t h e wil d t y p e E. c oli  St x 2 a  

p E T 2 2 -St x 2 a A/ RI P -T T B  F o wl er l a b  Pl as mi d e n c o di n g h y bri d St x 2 a A/ RI P -T T B  

p Et 2 2 -St x 2 a A/ RI P -H L T B  F o wl er l a b  Pl as mi d e n c o di n g h y bri d St x 2 a A/ RI P -H L T B  

M a m m ali a n c ell s  

H e L a c ells   Us e d i n c ell c ult ur e / c ell vi a bilit y M T T a s s a ys  
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T a bl e 3. 2. 2 . List of r e a g e nt s u s e d i n t his st u d y.  

R e a g e nt/ R e s o u r c e  S o u r c e  U s e  

R e a g e nt  

D ul b e c c o’s M o difi e d E a gl e M e di u m ( D M E M)  Gi b c o  C ell c ult ur e  

F o et al B o vi n e S er u m ( F B S)  Gi b c o  C ell c ult ur e  

P h os p h at e B uff er e d S ali n e ( P B S)  Gi b c o  C ell c ult ur e  

Tr y psi n/ Et h yl e n e di a mi n e t etr a a c eti c a ci d ( E D T A)  Gi b c o  C ell c ult ur e  

H a n k’s B al a n c e d S alt S ol uti o n ( H B S S)  Gi b c o  C ell c ult ur e  

3 -( 4, 5-di m et h ylt hi a z ol -2 -yl) -2, 5 -di p h e n yl -2 H -

t etr a z oli u m br o mi d e ( M T T) 

E M D Milli p or e  C ell vi a bilit y a s s a ys  

M et h a n ol  Fis h er C h e mi c als  C o o m a s si e st ai ni n g  

Gl a ci al a c eti c a ci d  Fis h er C h e mi c als  C o o m a s si e st ai ni n g  

1 0 % S o di u m d o d e c yl S ul p h at e ( S D S)  Fis h er Bi or e a g e nts  C o o m a s si e st ai ni n g  

N a Cl   C o o m a s si e st ai ni n g  

2 -M er c a pt a et h a n ol   C o o m a s si e st ai ni n g  

4 0 % A cr yl a mi d e Bis -A cr yl a mi d e  Fis h er Bi or e a g e nts  C o o m a s si e st ai ni n g  

N, N’, N’, N’ -T etr a m et h yl -et h yl e n e di a mi n e ( T E M E D)  Fis h er Bi or e a g e nts  C o o m a s si e st ai ni n g  

A m m o ni u m P ers ul p h at e ( A P S)  Fis h er Bi or e a g e nts  C o o m a s si e st ai ni n g  

Br o m o p h e n ol bl u e  Fis h er Bi or e a g e nts  Pr ot ei n p urifi c ati o n  

A g ar os e   G el el e ctr o p h or e sis  

Gl y c er ol ( 9 9 %) Fis h er Bi or e a g e nts  Pr e p ari n g c o m p et e nt c ells, 

b a ct eri al str ai ns, a n d pl as mi d 

st o c ks  

Di m et h yl s ulf o xi d e ( D M S O)  Fis h er Bi or e a g e nts  C ell vi a bilit y M T T a ss a ys  

Is o pr o p a n ol  Fis h er Bi or e a g e nts  C o o m a s si e st ai ni n g  

α -T ol u e n e s ulf o n yl fl u ori d e  ( P M S F) Fis h er S ci e ntifi c  Pr ot ei n p urifi c ati o n  

Is o pr o p yl β- d -1 -t hi o g al a ct o p yr a n osi d e (I P T G) Fis h er Bi or e a g e nts  Pr ot ei n p urifi c ati o n  

D e o x yri b o n u cl e a s e I ( D N a s e), b o vi n e p a n cr e as  Fis h er S ci e ntifi c  Pr ot ei n p urifi c ati o n  

L ys o z y m e  Bi os h o p  Pr ot ei n p urifi c ati o n  

Et hi di u m Br o mi d e  Fis h er S ci e ntifi c  G el el e ctr o p h or e sis  
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3. 2. 3  Pl as mi d d esi g n  

3. 2. 3 . 1 I n s e rt a m plifi c ati o n of A a n d B s u b u nit s e q u e n c es  

      All  pri m ers us e d i n t his st u d y a n d ar e list e d i n T a bl e 3. 2. 3. T h e i ns erts w er e a m plifi e d b y 

p ol y m er as e c h ai n r e a cti o n ( P C R) fr o m pr e vi o usl y c o nstr u ct e d pl as mi ds e n c o di n g o n e or b ot h 

t o xi n s u b u nits a n d fr o m s y nt h eti c D N A g Bl o c ks (I nt e gr at e d D N A T e c h n ol o gi es, C a n a d a). A 

p ol y histi di n e ( His 6 ) t a g s e q u e n c e w as cl o n e d i nt o a n d att a c h e d t o t h e C-t er mi n al of all B 

s u b u nits. All RI P -T T a n d RI P -H L T t o xi ns i n cl u di n g m ut a nts a n d s y nt h eti c h y bri d St x 2 a A/ RI P -

T T B a n d St x 2 A/ RI P -H L T B t o xi ns w er e a m plifi e d vi a cr os s -o v er P C R i n t w o s e p ar at e r o u n ds 

of a m plifi c ati o n. I n t h e first r o u n d, t h e d esir e d u p str e a m a n d d o w nstr e a m s e q u e n c es w er e 

s e p ar at el y a m plifi e d usi n g pri m ers wit h b uilt -i n o v erl a p pi n g s e q u e n c es t h at all o w e d t h e li g ati o n 

of t h e r es ulti n g D N A fr a g m e nts i n a s e c o n d r o u n d of a m plifi c ati o n. P C R pr o d u cts w er e p urifi e d 

usi n g t h e QI A q ui c k P C R p urif i c ati o n kit a c c or di n g t o t h e m a n uf a ct ur er’s i nstr u cti o ns ( Qi a g e n, 

G er m a n y) or r u n o n a 1 % a g ar os e g el w/ v i n T A E b uff er ( 0. 4 M Tris, p H 8. 4, 0. 0 1 M E D T A, 

0. 2 M Gl a ci al A c eti c A ci d) c o nt ai ni n g a 1: 6 dil uti o n of 1 0 m g/ ml Ultr a P ur e ™  et hi di u m br o mi d e 

(Fis h er S ci e ntifi c , U S A, c at. n o. 1 5 5 8 5 0 1 1 ) a n d d esir e d b a n ds e x cis e d a n d p urifi e d usi n g t h e 

G e n eJ E T g el e xtr a cti o n kit ( T h er m o Fis h er S ci e ntifi c, Lit h u a ni a , c at. n o. K 0 6 9 1) a c c or di n g t o 

t h e m a n uf a ct ur er’s i nstr u cti o ns.   

 

3. 2. 3 . 2 R est ri cti o n e n z y m e cl o ni n g 

      T h e p E T 2 2 b ( +) o v er e x pr es si o n v e ct or w hi c h c o nt ai ns a T 7 pr o m ot er w as us e d t o cl o n e all 

t o xi ns us e d i n t his st u d y a n d all c o nstr u cts w er e d esi g n e d b y r estri cti o n e n z y m e cl o ni n g. 

P urifi e d pl as mi d v e ct ors a n d i ns erts w er e di g est e d wit h t h e c orr es p o n di n g r estri cti o n e n z y m es 

i n di c at e d i n T a bl e 3.2 . 4. T h e di g est e d p E T 2 2 b ( +) v e ct or w as li g at e d i n a 1: 1 r ati o wit h e a c h 
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i ns ert usi n g t h e T 4  D N A li g as e  (N e w E n gl a n d Bi ol a b s, C a n a d a, c at. n o. M 0 2 0 2 L)  a n d i n c u b at e d 

o v er ni g ht at 4 ° C. Li g at e d pl as mi d D N A w as tr a nsf or m e d i nt o el e ctr o c o m p et e nt E. c oli D H 5 α 

vi a el e ctr o p or ati o n a n d p ositi v e cl o n es w er e i d e ntifi e d b y c ol o n y P C R usi n g  pri m ers t h at b o u n d 

s e q u e n c es l o c at e d ~  3 0 0 b p u pstr e a m a n d d o w nstr e a m of t h e D N A i ns erti o n sit e or b y r estri cti o n 

di g ests wit h t h e s a m e e n z y m es us e d i n cl o ni n g. I d e ntifi e d p ositi v e tr a nsf or m a nts w er e 

c o nfir m e d b y s e q u e n ci n g.  

 

T a bl e 3. 2. 3 . P ri m e r s u s e d i n t his st u d y.  

                 

P ri m e r n a m e  P ri m e r s e q u e n c e ( 5’ t o 3’)  Us e  

p E T 2 2 -U S -F or  G C A A G G A A T G G T G C A T G C A A G  P C R a m plifi c ati o n of v e ct or pl as mi d a n d s e q u e n ci n g  
p E T 2 2 -D S -R e v  C C G G A T A T A G T T C C T C C T T T C A G  P C R a m plifi c ati o n of v e ct or pl as mi d a n d s e q u e n ci n g  
C F -A 3 9 -p E T 2 2 -F or  G T A G A G G A T C G A G A T C T C G A T C C  S e q u e n ci n g  
C F -A 4 0 -p E T 2 2 -R e v  G C T A G T T A T T G C T C A G C G G T G  S e q u e n ci n g  
RI P -T T -Bs u b + 3 5 0 -F or  C G A C C C C G A T T T C A A A T G T G G  P C R a m plifi c ati o n of RI P -T T B  
R I P-T T -Bs u b -S 3 1 A -D S -F or  G A G T A T G G C T G A T T A T A A T A A T T A

T A C G G C T G A A G T T C A T A T T A A G A
A T C T G T C C T A T G  

P C R a m plifi c ati o n of RI P -T T S 3 1 A bi n di n g m ut a nt  

R I P-T T -Bs u b -S 3 1 A -U S -R e v  C A T A G G A C A G A T T C T T A A T A T G A
A C T T C A G C C G T A T A A T T A T T A T A A
T C A G C C A T A C T C  

P C R a m plifi c ati o n of RI P -T T S 3 1 A bi n di n g m ut a nt  

R I P-T T -Bs u b -S 4 5 A -D S -F or  G A A T C T G T C C T A T G G C G T G T A T A A
A G C A G G G G A G A A G G A G A C T C A G  

P C R a m plifi c ati o n of RI P -T T S 4 5 A bi n di n g m ut a nt  

R I P-T T -Bs u b -S 4 5 A -U S -R e v  C T G A G T C T C C T T C T C C C C T G C T T T
A T A C A C G C C A T A G G A C A G A T T C  

P C R a m plifi c ati o n of RI P -T T S 4 5 A bi n di n g m ut a nt  

   
RI P -T T -Bs u b -S 3 1 A -D S -F or  G A G T A T G G C T G A T T A T A A T T A T A C

G G C T G A A G T T C A T A T T A A G A A T C T
T A T T A A G A A T C T G T C C T A T G  

P C R a m plifi c ati o n of RI P -T T S 3 1 A bi n di n g m ut a nt  

RI P -T T -Bs u b -S 4 5 A -U S -R e v  C T G A G T C T C C T T C T C C C C T G C T T T
A T A C A C G C C A T A G G A C A G A T T C  

P C R a m plifi c ati o n of RI P -T T S 3 1 A bi n di n g m ut a nt  

R H L T -Fi x -Us -R e v  G G C G T T C T T C C C C T G G G A C T G T C T
G G A G A A A A T T A C G A C T T A G T T G A
C  

P C R a m plifi c ati o n of RI P -H L T W T  

R H L T -Fi x -D S -F or  G T C A A C T A A G T C G T A A T T T T C T C C
A G A C A G T C C C A G G G G A A G A A C G C
C  

P C R a m plifi c ati o n of RI P -H L T W T  

RI P -H L T -Bs u b -T 1 3I -4 -M ut -D  G A T T T T G A A G C T T C A T G T A G T G C A
A T C A T C G C G T C T G C A T G G A A A A A
T A T C A A  

P C R a m plifi c ati o n of RI P -H L T T 3 6I/ T 3 7I bi n di n g m ut a nt  

RI P -H L T -Bs u b -T 1 3I -4 -M ut -U  T T G A T A T T T T T C C A T G C A G A C G C G
A T G A T T G C A C T A C A T G A A G C T T C A
A A A T C  

P C R a m plifi c ati o n of RI P -H L T T 3 6I/ T 3 7I bi n di n g m ut a nt  

RI P -T T -St x A 2 -D S -F or  G A T C C G A G A A G G A G A T T A T T C A A
T G A A G T G T A T A T T A T T T A A A T G G G
T A C T G  

P C R a m plifi c ati o n of h y bri d St x 2 a A/ RI P -T T B  

RI P -T T -St x A 2 -U S -R e v  C A G T A C C C A T T T A A A T A A A C A C T T
C A T T G A A T T A T C T C C T T C T A G C C G
G A T C  

P C R a m plifi c ati o n of h y bri d St x 2 a A/ RI P -T T B  

p E T 2 2 -St x A 2 -Ds -R e v  A T G A T G C G G A T C C T T A T T T A C C C G
T T G T A T A T A A A A A C T G T G A C  

P C R a m plifi c ati o n of h y bri d St x 2 a A/ RI P -T T B  
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T a bl e 3. 2. 4 . R e st ri cti o n e n z y m e s u s e d i n cl o ni n g t h e c oll e cti o n of pl as mi d s u s e d i n t his st u d y . 

 

 

 

3. 2. 4  P u rifi c ati o n of His 6 -t a g g e d p r ot ei n s 

3. 2. 4 . 1 G r o wt h  a n d o v e r e x p r es si o n of R I P -T T, R I P -H L T a n d r el at e d t o xi n s  

      T h e p E T 2 2 b ( +) pl as mi ds e n c o di n g all v ersi o ns of t h e RI P -T T a n d RI P -H L T pr ot ei ns as 

w ell as t h e St x 2 a h ol ot o xi n w er e tr a nsf or m e d i nt o E. c oli  B L 2 1 ( D E 3) f oll o wi n g c o nfir m ati o n 

of c o nstr u cts b y s e q u e n ci n g. Tr a nsf or m e d b a ct eri al c ells w er e gr o w n o v er ni g ht i n  5 ml of L B 

s u p pl e m e nt e d wit h 5  μl a m pi cilli n. T h e n e xt d a y, b a ct eri al c ult ur es w er e b a c k dil ut e d 1: 4 0 i n 

5 0 0 ml of fr es h L B s u p pl e m e nt e d wit h 5 0 0 μl a m pi cilli n a n d gr o w n i n a s h a ki n g i n c u b at or at a 

R e v ol uti o ns p er mi n ut e ( R P M) of 2 0 0 at 3 7 ° C till a n o pti c al d e nsit y ( O D 6 0 0 ) of ∼ 0. 8 w as 

r e a c h e d. Pr ot ei n e x pr es si o n w as i n d u c e d b y t h e a d diti o n of  Is o pr o p yl β - d -1 -

t hi o g al a ct o p yr a n osi d e (I P T G) (0. 2 m M f or W T RI P-T T, RI P -T T R 1 9 2 A, W T RI P -H L T, RI P -

H L T R 1 9 2 A, s y nt h eti c h y bri d St x 2 a A/ RI P -T T B a n d St x 2 a A/ RI P -H L T B t o xi ns a n d 1 m M 

Pl as mi d  R e st ri cti o n e n z y m e s  S o u r c e  

p E T 2 2 -RI P -T T wil d t y p e  N d eI a n d B a m HI  N e w E n gl a n d Bi ol a bs  

p E T 2 2 -RI P -T T B  N d eI a n d B a m HI  N e w E n gl a n d Bi ol a bs  

p E T 2 2 -RI P -T T ( R 1 9 2 A)  N d eI a n d B a m HI  N e w E n gl a n d Bi ol a bs  

p E T 2 2 -RI P -T T ( S 3 1 A/ S 4 5 A)  N d eI a n d B a m HI  N e w E n gl a n d Bi ol a bs  

p E T 2 2 -RI P -H L T wil d t y p e  X b aI a n d X h oI  N e w E n gl a n d Bi ol a bs  

p E T 2 2 -RI P -H L T B  X b aI a n d X h oI  N e w E n gl a n d Bi ol a bs  

p E T 2 2 -RI P -H L T ( R 1 9 2 A)  X b aI a n d X h oI   N e w E n gl a n d Bi ol a bs  

p E T 2 2 -RI P -H L T ( T 3 6I/ T 3 7I)  X b aI a n d X h oI  N e w E n gl a n d Bi ol a bs  

p E T 2 2 -St x 2 a wil d t y p e  E c o RI a n d X h oI  N e w E n gl a n d Bi ol a bs  

p E T 2 2 -St x 2 a A/ RI P -T T B  N d eI a n d B a m HI  N e w E n gl a n d Bi ol a bs  

p Et 2 2 -St x 2 a A/ RI P -H L T B  N d eI a n d B a m HI  N e w E n gl a n d Bi ol a bs  
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f or W T St x 2 a, RI P-T T S 3 1 A/ S 4 5 A a n d RI P -H L T T 3 6I/ T 3 7I ). C ult ur es w er e i n c u b at e d 

o v er ni g ht at r o o m t e m p er at ur e i n a s h a ki n g i n c u b at or . 

3. 2. 4 . 2 S a m pl e p r e p a r ati o n a n d p u rifi c ati o n of Hi s6 -t a g g e d r e c o m bi n a nt p r ot ei n s  

      B a ct eri al c ult ur es w er e c e ntrif u g e d at 4 2 5 5 R P M f or 1 8 mi n ut es at r o o m t e m p er at ur e a n d 

c ell p ell ets r es us p e n d e d i n 1 0 ml of l ysis b uff er ( Tris, p H 8. 0; N a Cl, D N as e; l ys o z y m e a n d 9 9 % 

α -T ol u e n es ulf o n yl fl u ori d e  (Fis h er S ci e ntifi c, C a n a d a, c at. n o. B 2 2 1 4 6. 1 4 ). C ells w er e l ys e d 

usi n g t h e E m ulsifl e x -B 1 5 hi g h pr es s ur e h o m o g e ni z er ( A v esti n) i n f o ur t o si x r o u n ds of 

h o m o g e ni z ati o ns or u ntil s a m pl e w as cl e ar. T h e o bt ai n e d w h ol e c ell l ys at es w er e t h e n 

c e ntrif u g e d at 2 0, 0 0 0 x g f or 4 0 mi n ut es at -4 ° C  a n d t h e s u p er n at a nt w as c oll e ct e d.  

      All pr ot ei ns us e d i n t his st u d y w er e p urifi e d fr o m E. c oli  B L 2 1 ( D E 3) usi n g a Ni c k el ( Ni) 

r esi n gr a vit y c ol u m n ( N e w E n gl a n d Bi ol a bs, U S A, c at. n o. S 1 4 2 8 S ) a c c or di n g t o t h e 

m a n uf a ct ur er’s i nstr u cti o ns. Bri efl y, 6 ml of r esi n w a s a d d e d t o e m pt y gr a vit y c ol u m ns a n d t h e 

st or a g e b uff er w as all o w e d t o fl o w -t hr o u g h o n c e t h e r esi n s ettl e d. 8 ml of bi n di n g b uff er ( 2 0 

m M Tris p H 8. 0, 1 5 0 m M N a Cl) w as a d d e d t o c ol u m ns t o e q uili br at e t h e r esi n ( x 3) . Fr a cti o ns 

of t h e cl arifi e d l ys at e w er e a d d e d p eri o di c all y t o t h e e q uili br at e d c ol u m n  a n d c ol u m ns w er e 

w as h e d ( x 3) wit h 8 ml of w as h b uff er (l ysis b uff er + 2 0 m M i mi d a z ol e p H 8. 0). Fi n all y, t h e 

His 6 -t a g g e d pr ot ei ns w er e el ut e d i n 2 5 0 μl  ( x 4) of el uti o n b uff er ( w as h b uff er + 3 0 0 m M 

i mi d a z ol e p H 8. 0). C o n c e ntr ati o ns of p urifi e d el uti o ns w er e d et er mi n e d usi n g t h e Pi er c e ™  

Br a df or d pr ot ei n as s a y kit c o nt ai ni n g 2 m g/ ml of B o vi n e S er u m Al b u mi n st a n d ar d 

(T h er m o Fis h er S ci e ntifi c, U S A c at. n o. 2 3 2 0 0 ), a c c or di n g t o t h e m a n uf a ct ur er’s i nstr u cti o ns 

a n d t h e a bs or b a n c e v al u es w er e d et er mi n e d usi n g a B i o-R a d  mi cr o -pl at e r e a d er .  
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3. 2. 5  S o di u m D o d e c yl S ul p h at e -P ol y a c r yl a mi d e G el El e ct r o p h o r esis ( S D S -P A G E) 

a n al ysis of p u rifi e d t o xi n s  

      T o e v al u at e i nt er a cti o ns b et w e e n t h e B -His 6  s u b u nits a n d t h eir c orr es p o n di n g A s u b u nits 

f or all p urifi e d h ol ot o xi ns, s e p ar at e fr a cti o ns of pr o d u cts fr o m m ulti pl e st a g es of t h e p urifi c ati o n 

pr o c es s w er e r u n o n a n S D S -P A G E g el.  P urifi e d t o xi n el uti o ns w er e dil ut e d 1: 1 v/ v i n 2 x 

c o n c e ntr at e d S D S s a m pl e b uff er ( 4 % S D S, 2 0 % gl y c er ol, 5 % 2 -m er c a pt h a n ol, 0. 0 2 % 

br o m o p h e n ol bl u e a n d 6 2. 5 m M Tris, p H 6. 8) a n d h e at e d i n a h e ati n g bl o c k f or 5 mi n ut es  at 

9 6 ° C . R es ol vi n g s ol uti o n w as pr e p ar e d wit h 1 2 % a cr yl a mi d e bis-a cr yl a mi d e w hil e t h e st a c ki n g 

g el s ol uti o n w as pr e p ar e d wit h 5 % a cr yl a mi d e bis -a cr yl a mi d e . 3 0 μl  of e a c h s a m pl e w as l o a d e d 

al o n gsi d e 5 μl  of a 1 0 0 k D a pr ot ei n l a d d er ( Bi o -R a d, C a n a d a). El e ctr o p h or esis w as d o n e usi n g 

a P o w er p a c B asi c m a c hi n e ( Bi o -R a d) a n d r u n at  1 0 0 V f or 3 0 mi n, t h e n 1 5 0 V f or 1 h o ur . T o 

e v al u at e s u b u nit i nt er a cti o n, C o o m as si e st ai ni n g w a s d o n e as pr e vi o usl y d es cri b e d  ( 2 3 1, 2 3 2). 

Bri efl y t h e r u n g els w er e i m m ers e d i n 5 -1 0 ml of C o o m as si e st ai ni n g s ol uti o n ( 5 0 % m et h a n ol, 

1 0 % gl a ci al a c eti c a ci d, 4 0 % d d H 2 0) s u p pl e m e nt e d wit h 1 2 ml of 1 0 % Pi er c e ™  C o o m as si e  

b rilli a nt b l u e d y e ( T h er m o S ci e ntifi c U S A, c at. n o. 2 0 2 7 8)  a n d i n c u b at e d o n a r olli n g pl atf or m 

f or 3 0 mi nut es  t o 1 h o ur at R T. G els w er e t h e n d est ai n e d 2 x b y s u b m er gi n g t h e m i n 5 ml of 

d est ai n s ol uti o n ( 5 0 % d d H 2 0, 4 0 % m et h a n ol a n d 1 0 % gl a ci al a c eti c a ci d) f or 1 0 t o 2 0 mi n. T h e 

g els w er e i n c u b at e d i n 1 0 ml of d est ai n s ol uti o n o v er ni g ht a n d vis u ali z e d usi n g Bi o -R a d G el D o c 

G o G el i m a gi n g s yst e m.  
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3. 2. 6  C ell vi a bilit y as s a ys  

      All c ell c ult ur e as s a ys w er e p erf or m e d i n a cl as s II bi ol o gi c al s af et y c a bi n et ( B a k er 

St eril G A R D, U S A). T o e v al u at e t h e c yt ot o xi cit y of RI P -T T a n d RI P -H L T as w ell as ot h er 

t o xi ns us e d i n t his st u d y, a n M T T (3 -( 4, 5-di m et h ylt hi a z ol -2 -yl) -2, 5 -di p h e n yl -2 H -t etra z oli u m 

br o mi d e)  H e L a c ell vi a bilit y as s a y w as p erf or m e d as pr e vi o usl y d es cri b e d ( 2 3 3). Bri efl y, H e L a 

c ells w er e s e e d e d i n  9 6 -w ell pl at es ( C or ni n g) at a c ell d e nsit y of 1 × 1 0 4  c ells/ ml i n D ul b e c c o’s 

M o difi e d E a gl e M e di u m ( D M E M) s u p pl e m e nt e d wit h 1 0 % F o et al B o vi n e S er u m ( F B S) 

(Gi b c o ™  c at. n o. 1 1 9 9 5 0 6 5) , a n d 5 0 μ g/ ml g e nt a mi ci n a n d i n c u b at e d o v er ni g ht at 3 7 ° C a n d 

5 % C O 2.  T h e f oll o wi n g d a y, 1 0- or 4 -f ol d s eri al dil uti o ns of p urifi e d t o xi ns dil ut e d i n H a n ks 

B al a n c e d S alt S ol uti o n ( H B S S) (Gi b c o ™  c at. n o. 1 4 1 7 0 1 1 2)  w er e a d d e d t o w ells i n tri pli c at e 

a n d i n c u b at e d  f or 1 h o ur at 3 7 ° C a n d 5 % C O 2.  T h e m e di a w as t h e n r e pl a c e d wit h fr es h pr e-

w ar m e d D M E M + 1 0 % F B S ( 1 0 0  µl/ w ell) a n d c ells w er e l eft t o gr o w a n d r e c o v er. A n M T T 

as s a y w as p erf or m e d 7 2 h o urs p ost i nt o xi c ati o n b y a d di n g 1 0 μl of a 1 2 m M M T T s ol uti o n 

m a d e u p of t h e M T T re a g e nt ( Milli p or e Si g m a, C a n a d a, c at. n o. C T 0 1 -5) dil ut e d i n P h os p h at e 

B uff er e d S ali n e ( P B S)  ( Gi b c o™  c at. n o. 1 0 0 1 0 0 3 1)  t o e a c h w ell a n d r e-i n c u b at e d f or 2 h o urs 

at 3 7 ° C a n d 5 % C O 2 . T h e m e di a w as dis c ar d e d a n d 1 0 0 μl of di m et h yl s ulf o xi d e ( D M S O) 

(Fis h er Bi o R e a g e nts ™ , C a n a d a, c at. n o.  B P 2 3 1 -1 0 0)  w as a d d e d t o e a c h w ell t o s ol u bili z e t h e 

f or m a z a n cr yst al pr e ci pit at es. T h e pl at e w as t h e n i n c u b at e d f or 3 0 mi n ut es at R T, pr ot e ct e d 

fr o m li g ht. All d at a p oi nts w er e d o n e i n tri pli c at e a n d a bs or b a n c e A 5 7 0 v al u es c orr es p o n di n g 

t o t h e a m o u nt of vi a bl e a n d m et a b oli c all y a cti v e c ells w er e o bt ai n e d usi n g a Bi o -R a d mi cr o -

pl at e r e a d er . T o o bt ai n n or m ali z e d a bs or b a n c e v al u es, t h e a v er a g e bl a n k a bs or b a n c e v al u e of 

bl a n k c o ntr ol w ells ( n o c ells) w as s u btr a ct e d fr o m t h e a bs or b a n c e v al u es  f or w ells c o nt ai ni n g 

c ells tr e at e d wit h  e a c h t o xi n dil uti o n  (t o xi n-tr e at e d c ells) a n d w ells c o nt ai ni n g c ells t h at w er e 
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m o c k -tr e at e d wit h t o xi n ( u ni nt o xi c at e d c ells). T h e p er c e nt a g e of vi a bl e c ells w as c al c ul at e d 

usi n g t h e f or m ul a: A v er a g e a bs or b a n c e of t o xi n-tr e at e d s a m pl e/ A v er a g e a bs or b a n c e of m o c k -

tr e at e d c o ntr ol s  x 1 0 0. P er c e nt c ell vi a bilit y v al u es w er e pl ott e d a g ai nst t o xi n c o n c e ntr ati o ns i n 

a  Mi cr os oft e x c el  li n e gr a p h.  
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3. 3 R es ults  

3. 3. 1 T h e ri p -tt g e n o mi c l o c u s e x hi bits si g nifi c a nt si mil a rit y t o t h e art A B  g e n o mi c l o c u s  

      T h e ri p -tt l o c us w as i niti all y i d e ntifi e d b y Dr. F o wl er t hr o u g h a c o m pr e h e nsi v e g e n o mi c 

a n al ysis of A B 5  t o xi ns i n t h e S al m o n ell a  g e n us . W e first s et o ut t o dis s e ct t h e g e n o mi c l o c us 

t h at e n c o d es t his u ni q u e t o xi n.  S. e nt eri c a  s u bs p e ci es e nt eri c a s er o v ar St a nl e y vill e R S E 1 str ai n 

( A c c es si o n n o: C P 0 3 4 7 2 3. 1)  w as  ar bitr aril y s el e ct e d as a r ef er e n c e str ai n f or a n al ysis of t h e ri p -

tt g e n o mi c l o c us. I n t his str ai n, t h e g e n es e n c o di n g  t h e RI P A s u b u nit a n d t h e Art B/ Plt C-li k e B 

s u b u nit ar e l o c at e d d o w nstr e a m of  g e n eti c el e m e nts wit h stri ki n g s e q u e n c e si mil ariti es t o t h e 

str u ct ur al g e n es t h at e n c o d e t h e Art A B t o xi n ( art A  a n d art B ), wit h t h e pri m ar y disti n cti o n b ei n g 

t h at t h e art A  g e n e i n  t h e ri p -tt l o c us is a ps e u d o g e n e. T o i n v esti g at e t h e p os si bl e e v ol uti o n ar y 

r el ati o ns hi p b et w e e n RI P-T T a n d Art A B, w e us e d t h e w ell -c h ar a ct eri z e d S . T y p hi m uri u m 

D T 1 0 4 art A B  l o c us ( A c c es si o n n o: C Q B 8 4 3 2 2. 1 ). C o m p aris o n of t h e S.  St a nl e y vill e R S E 1 ri p -

tt l o c us a n d t h e S. T y p hi m uri u m D T 1 0 4 art A B  l o c us r e ve al e d t h at m ost of t h e g e n es f o u n d i n 

t h e art A B  l o c us ar e als o f o u n d i n t h e ri p -tt l o c us ( Fi g ur e 3. 3. 1A) . I n a d diti o n t o t h e art A  a n d 

art B g e n es, b ot h l o ci h ar b o ur a n as s ort m e nt of pr o p h a g e -r el at e d g e n eti c el e m e nts i n cl u di n g a 

g e n e t h at e n c o d es a p ut ati v e a ntit er mi n at or a n d m ulti pl e g e n es t h at e n c o d e h oli ns, pr ot ei ns t h at 

ar e f o u n d i n di v ers e p h a g es a n d pl a y a k e y r ol e i n t h e e x pr es si o n a n d s e cr eti o n of t h e Art A B 

t o xi n, a n d e n d ol ysi ns, w hi c h pl a y cr u ci al r ol es i n b a ct eri al c ell l ysis ( Fi g ur e 3. 3. 1 A) ( 2 2 0). 

L o c at e d i m m e di at el y d o w nstr e a m of t h e ri p -li k e A s u b u nit g e n e i n t h e ri p-tt l o c us b ut n ot i n 

t h e art A B  l o c us is a ps e u d o g e n e, t h e f u n cti o n al v ersi o n of w hi c h is pr e di ct e d t o e nc o d e a C o p G 

tr a ns cri pti o n al r e g ul at or. T his is f oll o w e d b y a s h ort D N A s e q u e n c e t h at e n c o d es a p ut ati v e t y p e 

II t o xi n-a ntit o xi n, pr ot ei ns t h at ar e u bi q uit o usl y f o u n d i n s e v er al b a ct eri al c hr o m os o m es a n d 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/CQB84322.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=75K9U431016
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m o bil e g e n eti c el e m e nts a n d c o ntri b ut e t o b a ct eri al v ir ul e n c e, a nti mi cr o bi al r esist a n c e, a n d 

p h a g e r e pli c ati o n  ( 2 3 4).  

      A cl os er i ns p e cti o n of  t h e D N A s e q u e n c e of t h e S.  St a nl e y vill e R S E 1 RI P -T T art A  

ps e u d o g e n e r e v e al e d t h at t h e t w o m ai n diff er e n c es b et w e e n t his g e n e a n d t h e f u n cti o n al art A  

g e n e e n c o d e d b y S . T y p hi m uri u m D T 1 0 4 ar e t h at t h e art A  ps e u d o g e n e i n t h e ri p -tt l o c us: (i) 

h as a 5 8 b p d el eti o n l o c at e d 2 0 5 b p i nt o t h e N -t er mi n al of t h e A rt A s e q ue n c e  ( S u p pl e m e nt ar y 

Fi g ur e S 3. 1) , a n d (ii) h as a fr a m es hift m ut ati o n t h at r es ults i n a pr e m at ur e st o p c o d o n n e ar t h e 

b e gi n ni n g of t h e g e n e . T h e si mil ariti es i n t h e n at ur e a n d or g a ni z ati o n of g e n es i n t h e ri p -tt a n d 

art A B  l o ci s u g g ests t h at t h e RI P -T T t o xi n  li k el y e v ol v e d fr o m a n Art A B-li k e pr e c urs or 

f oll o wi n g h ori z o nt al g e n e tr a nsf er of p h a g e-e n c o d e d art A B  g e n eti c el e m e nts i n S al m o n ell a. 

H o w e v er,  t h e art A  g e n e, w hi c h is n o n -f u n cti o n al h as n o w b e e n r e pl a c e d b y a di v er g e nt ri p -li k e 

g e n e t h at s er v es as t h e A s u b u nit i n a f u n cti o n all y diff er e nt A B 5  c o m pl e x.  

 

3. 3. 2 T h e R I P -T T t o xi n is wi d el y dist ri b ut e d i n t h e  S al m o n ell a g e n u s  

      T o e v al u at e t h e distri b uti o n of t h e RI P -T T t o xi n i n S al m o n ell a , w e mi n e d t h e N C BI n o n-

r e d u n d a nt ( nr) pr ot ei n d at a b as e f or t h e pr es e n c e of t h e RI P -T T A a n d B s u b u nit g e n es a n d 

i d e ntifi e d 1 0 3 S al m o n ell a str ai ns t h at e n c o d e t h e ri p -li k e g e n e a dj a c e nt t o a n art B  h o m ol o g  

( S u p pl e m e nt ar y T a bl e S3. 1) . 1 0 2 of t h e 1 0 3 str ai ns b el o n g t o t h e S. e nt eri c a  s p e ci es wit h 4 2 of 

t h es e r e p ort e d t o b e is ol at e d fr o m h u m a ns a n d t h e r est fr o m a v ari et y of a ni m al a n d f o o d s o ur c es 

or t h e s o ur c e w as n ot i d e ntifi e d a n d o nl y o n e S. b o n g ori  str ai n ( P N U S A S 0 8 8 5 6 2)  fr o m a n 

u ni d e ntifi e d s o ur c e w as f o u n d ( S u p pl e m e nt ar y T a bl e S 3. 1 ). M a n y of t h e S. e nt eri c a  str ai ns als o 

b el o n g t o t h e s u bs p e ci es e nt eri c a , wit h o nl y a f e w str ai ns fr o m ot h er s u bs p e ci es, i n cl u di n g 

i n di c a, ariz o n a e  a n d di ariz o n a e . T h e S. e nt eri c a  s u bs p. e nt eri c a  str ai ns w er e fr o m a v ari et y of 
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N T S s er o v ars i n cl u di n g St a nl e y vill e, W a g e ni a, K o u k a, M a c cl esfi el d, K a m b ol e, T y p hi m uri u m 

a n d s e v er al ot h ers. T h e m ost c o m m o n s er o v ar r e p ort e d w as K a m b ol e wit h 1 3 t ot al str ai ns of 

w hi c h 1 1 w er e r e p ort e d t o b e is ol at e d fr o m h u m a ns. T h e a mi n o a ci d s e q u e n c es of t h e A a n d B 

s u b u nits i n all 1 0 3 str ai ns w er e n e arl y i d e nti c al ( > 9 4 % a n d > 9 1 % r es p e cti v el y). O ur c oll e cti v e 

fi n di n gs r e v e al t h at t h e RI P-T T t o xi n is wi d es pr e a d i n S. e nt eri c a , a n d t h at t h e str u ct ur e of t his 

l o c us is r el ativ el y w ell c o ns er v e d r e g ar dl es s of w h at s er o v ars t h e y ar e f o u n d i n.  

 

3. 3. 3  I d e ntifi c ati o n, a n al ysis, a n d dist ri b uti o n of t h e ri p -hlt  g e n o mi c l o c u s  

      I n c o ntr ast t o t h e br o a d distri b uti o n of t h e ri p -tt l o c us, t h e ri p -hlt  l o c us w as o nl y i d e ntifi e d 

i n t w o S al m o n ell a  str ai ns, S. e nt eri c a  s u bs p. e nt eri c a  str. 4 3 1 4 0 9 ( A c c es si o n n o: E C C 9 9 2 4 9 3 9) 

a n d S. e nt eri c a  s u bs p. e nt eri c a  s er o v ar P ar at y p hi B v ar. L( +) t artr at e + (J a v a) str. F N E 0 0 6 3 

(A c c es si o n n o: E D P 8 7 1 8 2 4 5), w hi c h w er e r es p e cti v el y is ol at e d fr o m h u m a n a n d f o o d s o ur c es. 

T h e c o m p ositi o n a n d arr a n g e m e nt of g e n es i n t h e ri p -hlt  l o c us is i d e nti c al i n b ot h S al m o n ell a  

g e n o m es a n d w e s el e ct e d t h e S. e nt eri c a  str. 4 3 1 4 0 9 f or f urt h er a n al ysis. I n t his l o c us, t h e RI P -

li k e A s u b u nit g en e is l o c at e d u pstr e a m of a p ut ati v e lt-II-li k e B s u b u nit g e n e a n d d o w nstr e a m 

of a T n R f a mil y tr a ns p os as e ps e u d o g e n e ( Fi g ur e 3. 3. 1 B), s u g g esti n g t h at t his t o xi n l o c us mi g ht 

h a v e b e e n h ori z o nt all y a c q uir e d vi a tr a ns p ositi o n. I m m e di at el y u pstr e a m of t h e T n R f a mil y 

tr a ns p os as e ps e u d o g e n e is a n ot h er g e n e t h at e n c o d es a p ut ati v e r e c o m bi n as e pr ot ei n, a n a g e nt 

of b a ct eri al g e n o m e m a ni p ul ati o n a n d h o m ol o g o u s r e c o m bi n ati o n  ( 2 3 5) a n d ot h er g e n eti c 

el e m e nts f o u n d s u c h as a M er R tr a ns cri pti o n al r e g ul at or ps e u d o g e n e a n d a g e n e t h at e n c o d es a 

p ut ati v e N -a c et yltr a nsf er as e  ( Fi g ur e 3. 3. 1 B). T o g et h er, t h es e o bs er v ati o ns hi nt at t h e 

pr o b a bili t y t h at t h e e v ol uti o n of t h e RI P-H L T t o xi n w as m e di at e d b y m o bil e g e n eti c 

(tr a ns p os a bl e) el e m e nts, w hi c h r es ult e d i n a dj a c e nt h et er ol o g o us g e n es t h at e n c o d e a u ni q u e 
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p ut ati v e A B 5  t o xi n. W hil e t h e ri p -hlt  l o c us is f o u n d i n f ull y s e q u e n c e d S al m o n ell a  g e n o m es, 

t h e g e n es e n c o di n g t h e A a n d B s u b u nits of t h e t o xi n ar e f o u n d n e ar  t h e e n d of a c o nti g u o us  

g e n o mi c  r e gi o n ( c o nti g) t h at c o nsists of o v erl a p pi n g s e q u e n c es a n d as a r es ult, t h e g e n es 

d o w nstr e a m of t h e lt-II-li k e B s u b u nit g e n e ar e y et t o b e i d e ntifi e d .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fi g u r e 3. 3. 1 . G e n o mi c l o ci e n c o di n g t h e p ut ati v e R I P -T T a n d R I P -H L T h y b ri d t o xi n s . ( A) 

C o m p aris o n of t h e S.  St a nl e y vill e R S E 1 ri p -tt l o c us ( A c c essi o n n o: C P 0 3 4 7 2 3) a n d t h e S.  T y p hi m uri u m 

D T 1 0 4 art A B l o c us ( A c c e ssi o n n o: C C W 7 5 3 7 1. 1). Str ai g ht a n d el b o w c o n n e ct or s i n di c at e h o m ol o g o us 

r e gi o ns a n d g e n e s  s h ar e d b y b ot h l o ci. ( B) S. e nt e ri c a  str ai n 4 3 1 4 0 9 ri p -hlt  l o c us ( A c c e ssi o n n o: 

E C C 9 9 2 4 9 3 8. 1) s h o wi n g t h e ri p -li k e A s u b u nit g e n e i m m e di at el y u pstr e a m of a g e n e t h at e n c o d e s a 

p ut ati v e L T -II-li k e B s u b u nit. T h e A a n d B s u b u nit g e n e s ar e sit u at e d at t h e e n d of a c o nti g u o us r e gi o n 

of t h e S. e nt e ri c a  4 3 1 4 0 9 g e n o m e a n d  p ut ati v e g e n e s l o c at e d d o w nstr e a m of lt-II B ar e y et t o b e 

i d e ntifi e d. T h e g e n e s e n c o di n g t h e A a n d B s u b u nits of RI P -T T, RI P -H L T a n d Art A B ar e d e pi ct e d usi n g 

c ol o ur e d arr o w s. I nt a ct g e n e s ar e i n di c at e d b y bl a c k arr o w s a n d w hit e b o x e s r e pr e s e nt ps e u d o g e n e s. 

B ot h t h e ri p -tt a n d ri p -hlt  g e n o mi c l o ci w er e  i niti all y i d e ntifi e d b y Dr. F o wl er pri or t o m y arri v al i n t h e 

l a b.  
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3. 3. 4 P h yl o g e n eti c a n d c o m p a r ati v e s e q u e n c e a n al ys es of t h e RI P -T T a n d R I P -H L T t o xi n s  

      Alt h o u g h t h e A s u b u nits of b ot h t h e RI P -T T a n d RI P -H L T t o xi ns s h ar e si g nifi c a nt s e q u e n c e 

si milarit y t o RI P s li k e St x, t h e y ar e pr e di ct e d t o as s o ci at e wit h v er y diff er e nt B s u b u nits,  

s u g g esti n g t h at s o m e e xt e nt of str u ct ur al di v er g e n c e m a y h a v e o c c urr e d t o all o w t h es e s u b u nits 

t o i nt er a ct wit h v er y diff er e nt bi n di n g p e nt a m ers. T o b ett er u n d erst a n d t h e e v ol uti o n ar y 

r el ati o ns hi ps a n d e xt e nt of s e q u e n c e di v er g e n c e b et w e e n t h es e A s u b u nits, w e p erf or m e d a 

m ulti pl e s e q u e n c e ali g n m e nt a n d c o m p ar e d t h e u n pr o c es s e d RI P -T T a n d RI P -H L T A s u b u nit 

pr ot ei n s e q u e n c es t o t h os e of St x 1 a ( E. c oli  O 1 5 7: H 7 str. S a k ai , A c c es si o n n o: N P _ 3 1 1 0 0 1 0 ) 

a n d St x 2 a ( E. c oli  O 1 5 7: H 7 str. S a k ai, A c c es si o n n o: N P _ 3 0 9 2 3 2. 1). W e als o i n cl u d e d t h e first 

3 2 0 N -t er mi n al a mi n o a ci d r esi d u es fr o m a si mil ar RI P-li k e A s u b u nit i d e ntifi e d i n A er o m o n as 

s al m o ni ci d a (str. CI P  1 0 4 0 0 1; A c c es si o n n o: N K W K 0 1 0 0 0 2 2 5) , a p at h o g e n of a q u ati c a ni m als 

w hi c h c a us es s yst e mi c dis e as e i n S al m o ni ds b ut is r ar el y as s o ci at e d wit h h u m a n dis e as e  ( 2 3 6). 

W e  c h os e t o i n cl u d e t his pr ot ei n s e q u e n c e si n c e B L A S T i d e ntifi e d t his p ut ati v e pr ot ei n as t h e 

str o n g est hit f or o ur RI P -T T a n d RI P -H L T A s u b u nits o utsi d e of t h e S al m o n ell a  li n e a g e. T h e 

ri p  g e n e i n A. s al m o ni ci d a  is e n c o d e d o n a l o c us t h at d o es n ot a p p e ar t o c o nt ai n a n y ot h er A B5  

g e n eti c el e m e nts a n d t h us t his RI P s e q u e n c e is n ot pr e di ct e d t o b e a n A B 5 -t y p e t o xi n s u b u nit 

a n d t h e RI P e n z y m e pr o b a bl y utili z es alt er n ati v e u n c h ar a ct eri z e d d eli v er y m e c h a nis ms t o e nt er 

c ells a n d r e a c h its t ar g et. W e f o u n d t h at t h e RI P -T T a n d RI P -H L T A s u b u nits w er e ∼ 7 0 % 

i d e nti c al t o o n e a n ot h er, ~ 4 5 % i d e nti c al t o t h e A. s al m o ni ci d a RI P s e q u e n c e , a n d ∼  3 3 % 

i d e nti c al t o t h e RI P A s u b u nits of  b ot h St x 1 a a n d St x 2 a at t h e a mi n o a ci d s e q u e n c e l e v el.  O ur 

s e q u e n c e ali g n m e nt r es ults als o r e v e al e d c o ns er v ati o n of s e v er al of t h e k e y a mi n o a ci d r esi d u es 

p ost ul at e d t o b e r e q uir e d f or t h e N -gl y c osi d as e a cti vit y of c h ar a ct eri z e d RI P s s u c h as T yr 9 9 , 

T yr 1 3 6, Gl u 1 8 9, Ar g 1 9 2 a n d Tr p 2 2 5 ( Fi g ur e 3. 3. 2 A) ( 2 3 7– 2 4 0) . W e i d e nfi e d o n e a mi n o a ci d, 
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A s n 9 7, pr e di ct e d t o b e i m p ort a nt i n t h e St x RI P a cti vit y ( 2 3 7) t h at w as not c o ns er v e d i n t h e A. 

s al m o ni ci d a  RI P s e q u e n c e b ut w as pr es e nt i n t h e RI P -T T a n d RI P -H L T A s u b u nit s e q u e n c es.  

      D u e t o t h e si g nifi c a nt str u ct ur al a n d f u n cti o n al v ari ati o n i n t h e B s u b u nits of St x f a mil y 

t o xi ns a n d t h e RI P-T T a n d RI P -H L T t o xi ns, w e pr e di ct e d t h at t h e RI P A 2 C -t er mi n al α -h eli c al 

str u ct ur e w hi c h m e di at es i nt er a cti o ns wit h t h e a mi n o a ci ds t h at li n e t h e p or e of t h e B p e nt a m er 

a n d s er v e a cr u ci al r ol e i n t h e i nt e grit y of t h e A B 5  c o m pl e x  ( 1 8 2) w o ul d b e hi g hl y v ari a bl e 

a m o n gst t h es e diff er e nt RI P  pr ot ei ns. I n t h e c o m pl et e St x 1 a A pr ot ei n s e q u e n c e, t his C -t er mi n al 

α -h eli c al str u ct ur e is c o m p os e d of 1 5 a mi n o a ci ds, w hil e th e St x 2 a C -t er mi n al h eli x i n cl u d es 2 0 

a mi n o a ci ds ( Fi g ur e 3. 3. 2 A) a n d e xt e n ds t hr o u g h t h e p or e of t h e B p e nt a m er. T his e xt e n d e d 

l o o p is a disti n g uis hi n g str u ct ur al f e at ur e b et w e e n t h e t w o St x t y p es a n d h as b e e n s h o w n t o h a v e 

i m p ort a nt f u n cti o n al a n d bi ol o gi c al i m pli c ati o ns ( 8 3, 2 4 1, 2 4 2). I n c o m p aris o n t o t h e St x C-

t er mi n al s e q u e nc es, b ot h t h e RI P -T T a n d RI P -H L T p ut ati v e A 2 C -t er mi n al s e q u e n c es w er e 

f o u n d t o b e si g nifi c a ntl y s h ort er.  T his is i nt er esti n g gi v e n t h at t h e C -t er mi n al al p h a h eli c es of 

t h e A s u b u nits c o m m o nl y as s o ci at e d wit h t h e c h ar a ct eri z e d h o m ol o gs of t h eir c o g n at e B 

s u b u nits ( i. e., Art A a n d t h e L T -II A s u b u nit) ar e als o n ot a bl y s h ort er t h a n t h os e of S t x ( 1 2 5, 1 4 7). 

A s pr e di ct e d, w e o bs er v e d n o si g nifi c a nt s e q u e n c e c o ns er v ati o n i n t h e C -t er mi n al h eli c es of all 

fi v e A s u b u nit pr ot ei n s e q u e n c es i n cl u di n g t h e A. s al m o ni ci d a RI P  ( Fi g ur e 3. 3. 2 A).  T his 

fi n di n g i n di c at es t h at d es pit e t h e si mil ariti es i n t h eir A s u b u nits, t h e i n di vi d u al t o xi ns h a v e 

pr es u m a bl y e v ol v e d t o a d a pt t o t h e ar c hit e ct ur e of t h eir r es p e cti v e B p e nt a m ers t o f or m st a bl e 

A B 5  c o m pl e x es t h at m a y dif f er e nti all y bi n d a n d t ar g et diff er e nt c ell t y p es. 

      T o pr e di ct p os si bl e e v ol uti o n ar y r el ati o ns hi ps b et w e e n t h es e diff er e nt A s u b u nit s e q u e n c es, 

a m a xi m u m li k eli h o o d p h yl o g e n eti c tr e e w as c o nstr u ct e d usi n g t h e s a m e fi v e RI P  pr ot ei n 

s e q u e n c es  d es cri b e d a b o v e ( Fi g ur e 3. 3. 2 B). A s e x p e ct e d, w e o bs er v e d cl ust eri n g of t h e St x 1 



  

9 2  

 

a n d St x 2 A s u b u nit s e q u e n c e br a n c h es i n di c ati n g t h at b ot h s e q u e n c es li k el y ori gi n at e fr o m a 

c o m m o n a n c est or a n d as s u c h, ar e m or e cl os el y r el at e d. Si mil arl y, t h e RI P -T T a n d RI P -H L T A 

s u b u nit s e q u e n c es a p p e ar e d t o b e cl os el y r el at e d t o e a c h ot h er b ut e v ol uti o n aril y dist a nt fr o m 

t h os e of St x. I nt er esti n gl y, t h e RI P-T T a n d RI P -H L T A s u b u nit s e q u e n c es w er e pr e di ct e d t o 

s h ar e a m or e r e c e nt c o m m o n a n c est or wit h t h e A. s al m o ni ci d a RI P t h a n wit h t h e St x 1/ St x 2 A 

s u b u nit s e q u e n c es . O v er all, o ur p h yl o g e n eti c a n al ysi s i n di c at es t h at t h e St x 1 a, St x 2 a, RI P-T T 

a n d RI P -H L T A s u b u nits m a y h a v e e v ol v e d fr o m a c o m m o n a n c est or als o s h ar e d b y t h e RI P of 

A. s al m o ni ci d a,  b ut t h e St x A s u b u nits h a v e e vi d e ntl y u n d er g o n e s u bst a nti al m o difi c ati o ns t h at 

all o w st a bl e i nt er a cti o ns wit h v er y diff er e nt B s u b u nits i n a hi g hl y p ot e nt A B 5  t o xi n c o m pl e x.  
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Fi g u r e 3. 3. 2 . S e q u e n c e ali g n m e nt a n d p h yl o g e n eti c a n al ysis of t h e a mi n o a ci d s e q u e n c e s of R I P A 

s u b u nit s f r o m diff e r e nt b a ct e ri al s p e ci e s. ( A) Pr ot ei n s e q u e n c e ali g n m e nts f or t h e RI P s e q u e n c e s of 

RI P -T T, RI P -H L T, St x 1 a, St x 2 a a n d A. s al m o ni ci d a  (fr o m ~ a a 8 3 of t h e N -t er mi n al s e q u e n c e t o t h e 

e n d of t h e A 2 p e pti d e s e q u e n c e)  s h o wi n g c o ns er v ati o n of s e v er al p ut ati v e a mi n o a ci d r e si d u e s e ss e nti al 

i n t h e e n z y m ati c a cti vit y of St x a n d si mil ar RI Ps (r e si d u e s c ol o ur e d i n r e d). C o ns er v e d r e si d u e s i n y ell o w 

r e pr e s e nt t h e c yst ei n e r e si d u e s t h at f or m a dis ul p hi d e b o n d b et w e e n t h e A 1 a n d A 2 p e pti d e s e q u e n c e s. 

Bl u e c ol o ur e d r e si d u e s ar e t h e a mi n o a ci d r e si d u e s t h at m a k e u p t h e A 2 C -t er mi n al s e q u e n c e t h at i ns erts 

i nt o t h e p or e of t h e B p e nt a m er a n d is v ari a bl e a m o n g all s e q u e n c e s. Ali g n m e nt w a s d o n e usi n g t h e  

Cl ust al W O m e g a ali g n m e nt t o ol ( E ur o p e a n Bi oi nf or m ati c s I nstit ut e).  A st eris ks ( *) d e n ot e p ositi o ns of 

t ot al c o ns er v ati o n of a mi n o a ci ds a n d c ol o ns ( : ) i n di c at e p ositi o ns of p arti al c o ns er v ati o n. ( B) 

P h yl o g e n eti c tr e e s i nf erri n g t h e r el ati o ns hi ps b et w e e n t h e s a m e a mi n o a ci d s e q u e n c e s i n p a n el A, 

c o nstr u ct e d wit h t h e M E G A ( M ol e c ul ar E v ol uti o n ar y G e n eti c s A n al ysis) X  s oft w ar e usi n g t h e 

m a xi m u m -li k eli h o o d m et h o d a n d t h e W A G + I + G s u b stit uti o n m o d el wit h a t ot al of 1 0 0 b o otstr a p 

r e pli c at e s. N u m b er s at t h e n od e s r e pr e s e nt br a n c h s u p p ort v al u e s . 

 

 

      I n o ur pr e vi o us st u d y, w e hi g hli g ht e d t h e str o n g g e n eti c e vi d e n c e t h at t h e t y p h oi d t o xi n Plt C 

s u b u nit e v ol v e d fr o m a n Art B -li k e pr e c urs or. W e pr e di ct e d t h at t h e RI P-T T B s u b u nit li k el y 

e x hi bits str u ct ur al a n d f u n cti o n al h o m ol o g y t o b ot h Art B a n d Plt C. S e q u e n c e c o m p aris o ns 

b et w e e n all t hr e e B s u b u nits ( S . T y p hi m uri u m D T 1 0 4 Art B, S . St a nl e y vill e R S E 1 RI P-T T B 

a n d S . T y p hi T y 2 Plt C, A c c es si o n n o: L R 5 9 0 0 8 2) r e v e al e d t h at t h e RI P-T T B s u b u nit is e q u al l y 

di v er g e nt ( ~ 7 0 % a mi n o a ci d s e q u e n c e i d e ntit y) fr o m b ot h Art B a n d Plt C. W e als o p erf or m e d a 

m ulti pl e s e q u e n c e ali g n m e nt o n r e pr es e nt ati v e B s u b u nits fr o m t h e s e v e n Art A B s u bt y p es a n d 

f o ur Plt C gr o u ps d es cri b e d i n C h a pt er 2 of t his t h esis as w ell as Plt B fr o m S.  T y p hi C T 1 8 

( A c c es si o n n o: A C 0 7 1 9) . O ur r es ults s h o w e d t h at t h e RI P-T T B s u b u nit e x hi bits hi g h pr ot ei n 

s e q u e n c e si mil ariti es ( > 6 5 %) t o all t y p e 1 Art A B s u bt y p es a n d Plt C gr o u ps a n d c o nsi d er a bl y 

l es s s e q u e n c e si mil arit y (  3 0 % ) t o all t y p e 2 Art A B s u bt y p es a n d t h e S . T y p hi Plt B s e q u e n c e. 

O ur m ulti pl e s e q u e n c e ali g n m e nts als o r e v e al e d c o ns er v ati o n of k e y r esi d u es r e q uir e d f or 
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effi ci e nt bi n di n g t o gl y c a ns b et w e e n t h e RI P -T T B, t y p e 1 Art B a n d Plt C B s u b u nit s e q u e n c es 

( Fi g ur e 3. 3. 3 A). Of p arti c ul ar n ote w as t h e c o ns er v ati o n of b ot h criti c al s eri n e r esi d u es at t h e 

l at er al ( S er 3 1) a n d b as al ( S er 4 5) bi n di n g sit es i n RI P-T T B, a f e at ur e t h at is a bs e nt i n t y p e 2 

Art B s e q u e n c es. T h e pr es e n c e of t h e S er 4 5 r esi d u e i n RI P -T T B w hi c h h as b e e n f o u n d t o b e 

i m p ort a nt i n t h e bi n di n g of Art B a n d Plt C t o N e u 5 G c gl y c a ns b ut is a bs e nt i n Plt B w hi c h is 

u n a bl e t o bi n d t h e s a m e gl y c a n  ( 7 0, 1 4 7), i n di c at es t h at t h e RI P-T T B s u b u nit mi g ht als o utili z e 

t w o bi n di n g p o c k ets t o t ar g et a n arr a y of c ell t y p es si mil ar t o Art B a n d Plt C. T yr 1 0 3 i n Art B, 

w hi c h is p ost ul at e d t o f or m a criti c al h y dr o g e n b o n d wit h t h e e xtr a h y dr o x yl gr o u p of N e u 5 G c  

( 7 0, 1 5 0), is als o c o ns er v e d i n t h e RI P-T T B s u b u nit s e q u e n c e.  S e v er al of t h e ot h er a mi n o a ci ds 

i n Art B s u c h as A s n 2 7, T yr 2 9 a n d Ar g 5 9 w hi c h f or m dir e ct h y dr o g e n b o n ds wit h N e u 5 A c a n d 

Gl y 4 6, L ys 7 9, T yr 1 0 9, V al 1 0 7 a n d A s p 1 1 0 w hi c h i nt er a ct wit h t h e t er mi n al g al a ct os e m oi eti es 

i n N e u 5 A c ar e als o c o ns er v e d i n RI P-T T B ( S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e S 3. 2 ). A p h yl o g e n eti c tr e e 

of all 1 3 s e q u e n c e s us e d i n t h e s e q u e n c e ali g n m e nts a b o v e w as c o nstr u ct e d t o u n c o v er a p os si bl e 

e v ol uti o n ar y p at h w a y f or t h e e m er g e n c e of t h e RI P -T T B s u b u nit. C o nsist e nt wit h t h e s e q u e n c e 

c o ns er v ati o n a n d si mil ariti es  hi g hli g ht e d a b o v e, o ur p h yl o g e n eti c tr e e h y p ot h esi z e d a  cl os er 

e v ol uti o n ar y r el ati o ns hi p b et w e e n t y p e 1 Art B/ Plt C a n d RI P -T T B r el ati v e t o t y p e 2 Art B a n d 

Plt B b as e d o n t h e r e c e nt a n c est or fr o m w hi c h t h e y ar e pr e di ct e d t o ori gi n at e fr o m ( Fi g ur e 

3. 3. 3 C ). C oll e cti v el y t h es e r es ults s u g g est t h at RI P-T T m a y t ar g et  c ells e x pr es si n g b ot h N e u 5 A c 

a n d N e u 5 G c gl y c a ns a n d si mil ar t o t h e e v ol uti o n ar y a d a pt ati o n of Plt C, s p e cifi c a mi n o a ci d 

m o difi c ati o ns i n t h e RI P -T T B s u b u nit li k el y o c c urr e d t o m e di at e i nt er a cti o ns wit h a RI P -li k e 

A s u b u nit.  

      P h yl o g e n eti c a n d s e q u e n c e a n al ysis of t h e RI P -H L T B s u b u nit i n cl u d e d s e q u e n c e 

c o m p aris o ns b et w e e n RI P -H L T B a n d r e pr es e nt ati v e m e m b ers fr o m t h e Ct x/ L T f a mil y of A B 5  
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i n cl u di n g t h e V. c h ol er a e  Ct x B ( A c c es si o n n o: W P _ 0 0 0 5 9 3 5 1 9. 1),  E. c oli  L T -I B ( A c c es si o n 

n o: W P _ 0 8 6 2 0 0 6 8 9. 1 ), E. c oli  L T -II a B ( A c c es si o n n o: W P _ 0 0 0 0 9 5 6 4 3. 1), E. c oli  L T -II b B 

( A c c es si o n n o: G D L 7 9 1 3 1. 1) a n d E. c oli  L T -II c B ( A c c es si o n n o: U Y K 5 3 8 0 6. 1). O ur a n al ys es 

r e v e al e d t h at t h e RI P-H L T B s u b u nit s h ar es gr e at er s e q u e n c e si mil arit y t o t h e L T -II B s u b u nits 

(~  4 0 %) c o m p ar e d t o t h e Ct x/ L T -I B s u b u nits ( < 1 8 %). W e als o p erf or m e d a m ulti pl e s e q u e n c e 

ali g n m e nt of t h e s a m e B s u b u nits a b o v e, t o e x a mi n e t h e c o ns er v ati o n of p ut ati v e k e y bi n di n g 

r esi d u es. T h e pr e d o mi n a nt a mi n o a ci ds pr e vi o usl y s h o w n t o b e r e q uir e d f or eff i ci e nt L T-II 

bi n di n g t o G D 1 a a n d G DI b g a n gli osi d es ar e t w o t hr e o ni n e r esi d u es l o c at e d at p ositi o n 3 6  

( T hr 3 6) a n d 3 7 ( T hr 3 7) i n t h e u n pr o c es s e d B s u b u nit s e q u e n c e ( 2 4 3, 2 4 4), a n d b ot h r esi d u es 

w er e f o u n d t o b e c o ns er v e d i n t h e RI P-H L T B s u b u nit s e q u e n c e ( Fi g ur e 3. 3. 3 C). I n t h e Ct x a n d 

L T -I B s u b u nits, t h e pri m ar y a mi n o a ci d r esi d u e s u g g est e d t o b e r e q uir e d f or G M 1 bi n di n g is 

Gl y 5 4  ( 2 4 5, 2 4 6), w hi c h is a bs e nt i n t h e L T- II a n d RI P-H L T B s u b u nit s e q u e n c es a n d li k el y 

a c c o u nts f or t h e l o w a vi dit y bi n di n g of L T -II t o G M 1 g a n gli osi d es. I nt er esti n gl y, w e f o u n d t h at 

t h e a mi n o a ci d r esi d u es t h at ar e r e p ort e d t o m e di at e L T-II bi n di n g t o toll -li k e r e c e pt ors ( M et 9 6, 

Al a 9 7, L e u 1 0 0 a n d S er 7 4) ( 2 4 7) w er e m ostl y c o ns er v e d i n t h e RI P -H L T B s u b u nit s e q u e n c e 

( Fi g ur e 3. 3. 3 B). A p h yl o g e n eti c tr e e w as als o c o nstr u ct e d usi n g t h e s a m e B s u b u nit s e q u e n c es 

of r e pr es e nt ati v es fr o m RI P -H L T, Ct x, L T -I, L T-II a, L T-II b a n d L T-II c t o i nf er p os si bl e 

e v ol uti o n ar y r el ati o ns hi ps b et w e e n t h es e s u b u nits ( Fi g ur e 3. 3. 3 D ). C o nsist e nt wit h pr e vi o us 

fi n di n gs, t h er e w as a n o b vi o us cl ust eri n g of t h e L T-II s e q u e n c es w hi c h w as s e p ar at e fr o m t h e 

Ct x/ L T -I B s u b u nit s e q u e n c es. D es pit e t h e l o w b o otstr a p s u p p ort v al u e i n di c at e d o n o ur 

p h yl o g e n eti c tr e e f or RI P -H L T br a n c hi n g, o ur pr e vi o us r es ults s u p p ort t h e p os si bilit y t h at t h e 

RI P -H L T t o xi n s h ar es a c o m m o n a n c est or wit h t h e L T -II a B s u b u nit s e q u e n c es a n d is m or e 
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cl os el y r el at e d t o L T -II B c o m p ar e d t o Ct x B a n d L T-I B w hi c h w er e pr e di ct e d t o b e m or e 

dist a ntl y r el at e d t o all ot h er t o xi n s e q u e n c es i m pli c at e d i n t his a n al ysis.  
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Fi g u r e 3. 3. 3 . S e q u e n c e ali g n m e nt a n d p h yl o g e n eti c a n al ys e s of t h e B s u b u nit p r ot ei n s e q u e n c e s of  

R I P -T T a n d R I P -H L T. ( A)  Pr ot ei n s e q u e n c e ali g n m e nt s h o wi n g a s e cti o n of t h e B s u b u nit pr ot ei n 

s e q u e n c e s of  RI P -T T, r e pr e s e nt ati v e Art A B s u bt y p e s a n d Plt C gr o u ps a n d Plt B, hi g hli g hti n g 

c o ns er v ati o n of criti c al  r e si d u e s ( s h o w n i n r e d) l o c at e d i n t h e l at er al ( S 3 1) a n d b a s al ( S 4 5) bi n di n g 

p o c k ets i n RI P -T T B a n d t y p e 1 Art A B a n d Plt C gr o u ps, w hi c h is a bs e nt i n all r e pr e s e nt ati v e t y p e 2 

Art B s e q u e n c e s. ( B) Pr ot ei n s e q u e n c e ali g n m e nt s h o wi n g a s e cti o n of t h e B s u b u n it pr ot ei n s e q u e n c e s 

of  RI P -H L T, Ct x, L T -I a n d L T-II s u bt y p e s a n d hi g hli g hti n g c o ns er v ati o n of T hr 3 7 a n d T hr 3 8, t w o a mi n o 

a ci d r e si d u e s p ost ul at e d t o b e e ss e nti al f or L T -II bi n di n g t o G D 1 g a n gli osi d e s s h o w n i n r e d) a n d p arti al 

c o ns er v ati o n of t h e “ M A -L S ” m otif t h at is s u g g e st e d t o m e di at e bi n di n g of L T -II t o t oll-li k e r e c e pt or s 

( s h o w n i n gr e e n). T h e m aj orit y of t h e s e bi n di n g r e si d u e s ar e n ot f o u n d i n t h e Ct x a n d L T -I B s u b u nits 

w hi c h e x hi bit a hi g h er affi nit y f or diff er e nt g a n gli osi d e s ( G M 1). ( C a n d D) P h yl o g e n eti c tr e e s i nf erri n g 

t h e r el ati o ns hi ps b et w e e n t h e s a m e a mi n o a ci d s e q u e n c e s i n fi g ur e s A a n d B r e s p e cti v el y a n d c o nstr u ct e d 

wit h t h e M E G A X  s oft w ar e usi n g t h e m a xi m u m -li k eli h o o d m et h o d a n d t h e W A G + I + G s u bstit uti o n 

m o d el wit h a t ot al of 1 0 0 b o otst r a p r e pli c at e s. N u m b er s at t h e n o d e s r e pr e s e nt br a n c h s u p p ort v al u e s.  

 

 

3. 3. 5  M ol e c ul a r cl o ni n g of a c oll e cti o n of pl as mi d s f o r h et e r ol o g o u s o v e r e x p r es si o n a n d 

a n al ysis of R I P -T T, R I P -H L T a n d r el at e d t o xi n s  

      O ur first a p pr o a c h t o u n d erst a n di n g t h e b i ol o g y of t h e RI P-T T a n d RI P -H L T t o xi ns w as t o 

c o nfir m i nt er a cti o ns b et w e e n t h e A a n d B s u b u nits t h at w o ul d i n di c at e as s e m bl y of a f u n cti o n al 

A B 5 -t y p e pr ot ei n c o m pl e x c a p a bl e of i nt o xi c ati n g c ells. T h e g e n es e n c o di n g t h e A a n d B 

s u b u nits of b ot h t o xi ns w er e cl o n e d s e p ar at el y i nt o t h e p E T 2 2 b ( +) e x pr es si o n v e ct or wit h a 

His 6  t a g f us e d t o t h e C-t er mi n al of t h e B s u b u nits ( Fi g ur e 3. 3. 4 A). I n a d diti o n t o wil d t y p e ( W T) 

c o nstr u cts f or RI P -T T a n d RI P -H L T, w e als o d esi g n e d r e c o m bi n a nt pl as mi ds wit h 

m o difi c ati o ns i n t h e p ut ati v e a mi n o a ci d r esi d u es p o st ul at e d t o b e i m p ort a nt f or t h e e n z y m ati c 

a n d bi n di n g a cti viti es of b ot h t o xi ns. F or RI P -T T a n d RI P -H L T c at al yti c A s u b u nit m ut a nts, w e 

s u bstit ut e d t h e ar gi ni n e at p ositi o n 1 9 2 f or al a ni n e ( R 1 9 2 A) b as e d o n pr e vi o us st u di es t h at h a v e 

s h o w n t h at t his r esi d u e is es s e nti al f or t h e N -gl y c osi d as e c at al yti c m e c h a nis m of RI P s i n cl u di n g 
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St x as w ell as m or e dist a ntl y r el at e d RI P s s u c h as ri ci n  ( 2 3 7, 2 3 9, 2 4 8). T o c o nstr u ct t h e bi n di n g 

m ut a nt of RI P -T T, w e m ut at e d t h e criti c al s eri n e r e si d u es fr o m b ot h gl y c a n bi n di n g p o c k ets, 

S er 3 1 a n d S er 4 5, t o Al a ni n e r esi d u es ( S 3 1 A/ S 4 5 A), cr e ati n g a RI P -T T d o u bl e bi n di n g m ut a nt 

t h at is e x p e ct e d t o b e d ef e cti v e i n bi n di n g t o b ot h N e u 5 A c a n d N ei u 5 G c gl y c a n, b as e d o n d at a 

fr o m st u di es p erf or m e d usi n g Art B ( 1 4 7). Li k e wis e, w e als o e n gi n e er e d d o u bl e bi n di n g m ut a nts 

of RI P -H L T wit h s u bstit uti o ns i n t h e t hr e o ni n e r esi d u es at p ositi o ns 3 6 a n d 3 7 ( T 3 6I/ T 3 7I) 

est a blis h e d t o b e criti c al i n L T -II bi n di n g t o g a n gli osid es G D 1 a a n d G D 1 b  ( 2 4 3). A s a p ositi v e 

c o ntr ol f or a cti vit y as s a ys ( d es cri b e d b el o w), a n a n al o g o us pl as mi d e n c o di n g St x 2 a A a n d B 

s u b u nits (fr o m E. c oli  O 1 8 3: H 1 8  str. 2 0 1 4 C -3 3 3 8 W T, a c c es si o n n o: C P 0 2 7 4 5 2) w as als o 

d esi g n e d. Pl as mi ds e n c o di n g o nl y t h e His 6 -t a g g e d B s u b u nits of RI P-T T a n d RI P -H L T w er e 

als o c o nstr u ct e d as c o ntr ols t o e x a mi ni n g A -B i nt er a cti o ns. Fi g ur e 3. 3. 4 B s h o w s t h e v ari o us 

c o m bi n ati o ns of g e n e s e q u e n c es cl o n e d i nt o t h e p E T 2 2 b ( +) v e ct or t o m a k e u p t h e c oll e cti o n of 

pl as mi ds us e d f or f urt h e r a n al ysis i n t his st u dy.    
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Fi g u r e 3. 3. 4 . C oll e cti o n of  d e si g n e d pl as mi d s u s e d i n t h e o v e r e x p r e ssi o n of R I P -T T, R I P -H L T a n d 

r el at e d t o xi n s . ( A) S c h e m ati c r e pr e s e nt ati o n of t h e p E T 2 2 b ( +) v e ct or us e d t o cl o n e a n d o v er e x pr e ss all 

pr ot ei ns vi a i n d u cti o n of t h e T 7 pr o m ot er wit h I P T G. ( B) G e n e di a gr a ms ill ustr ati n g t h e diff er e nt 

c o m bi n ati o ns of t o xi ns  cl o n e d a n d us e d i n t his st u d y. All pl a s mi ds w er e d e si g n e d usi n g r e stri cti o n 

e n z y m e cl o ni n g a n d a His 6  t a g w a s f us e d t o t h e C-t er mi n al of all B s u b u nits t o s u bs e q u e ntl y p urif y a n d 

e v al u at e A -B i nt er a cti o ns pri or t o f urt h er e x p eri m e nts. T h e pl a s mi ds e n c o di n g t h e RI P -H L T R 1 9 2 A 

c at al yti c m ut a nt, W T St x 2 a a n d t h e s y nt h eti c h y bri d St x 2 a A/ RI P-H L T B t o xi ns w a s d o n e b y Eri c 

S c h ult z a n d Gilli a n C a m er o n.   

                              

 

3. 3. 6 P u rifi c ati o n of R I P -T T, R I P -H L T a n d r el at e d t o xi n s i n di c at es i nt e r a cti o n s b et w e e n 

R I P -li k e A s u b u nits a n d h o m ol o gs of A rt B a n d L T -I I B 

      T o e x a mi n e t h e i nt er a cti o ns b et w e e n t h e A a n d B s u b u nits f or e a c h c o nstr u ct e n c o di n g t h e 

c o m pl et e h ol ot o xi n, w e e x pr es s e d o ur r e c o m bi n a nt pl as mi ds i n E. c oli  B L 2 1( D E 3) a n d i n d u c e d 

e x pr es si o n of t h e t o xi n g e n es b y a d di n g I P T G o n c e t h e  b a ct eri al c ells w er e i n t h e l o g arit h mi c 

gr o wt h p h as e a n d t o xi ns w er e p urifi e d usi n g ni c k el gr a vit y c ol u m ns. Si n c e o ur A s u b u nits w er e 

n ot His 6 -t a g g e d, t h e y s h o ul d o nl y b e p urifi e d usi n g t his a p pr o a c h if t h e y f or m a st a bl e 

i nt er a cti o n wit h t h e c o -e x pr es s e d His 6 -t a g g e d B s u b u nit.  S D S-P A G E a n al ysis i n di c at e d t h at f or 

b ot h R I P-T T a n d RI P -H L T, cl e ar b a n ds w er e pr es e nt c orr es p o n di n g t o t h e si z e of b ot h t h e A 

s u b u nits a n d t h e B s u b u nits, s u g g esti n g t h at b ot h of h y bri d t o xi ns w er e as s e m bli n g i n t his 

re c o m bi n a nt s yst e m. ( Fi g ur e 3. 3. 5 A, B). S p e cifi c all y, C o o m as si e st ai ni n g of t h e S D S -P A G E 

g els f or e a c h p urifi e d h ol ot o xi n s h o w e d t w o disti n ct b a n ds c orr es p o n di n g t h e e x p e ct e d 

m ol e c ul ar w ei g hts of t h e i n di vi d u al A a n d B m o n o m ers i n t h e a bs e n c e of si g n al s e q u e n c es ( RI P-

T T A   3 2 k D a, RI P -T T B   1 4 k D a, RI P -H L T A   3 4 k D a, RI P -H L T B   1 2 k D a, St x 2 a A   

3 2 k D a, St x 2 a B   8 k D a) ( Fi g ur e 3. 3. 5 A, B). I m p ort a ntl y, t h e ~ 3 2 -3 4  k D a b a n d c orr es p o n di n g 

t o t h e A s u b u nit w as a bs e nt w h e n w e p erf or m e d a n al o g o us p urifi c ati o ns usi n g pl as mi ds t h at 
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l a c k t h e A s u b u nit ( B s u b u nit o nl y), as s h o w n i n Fi gur e 3. 3. 5 C, D  a n d o ur r es ults s u g g est t h at 

t h e A a n d B s u b u nits of t h e RI P-T T a n d RI P -H L T t o xi ns i nt er a ct, c o nsist e nt wit h o ur pr e di cti o n 

t h at t h e y r e pr es e nt n o v el A B5 -t y p e t o xi ns. N ot e t h at w e di d n ot c o n d u ct m or e ri g or o us 

bi o c h e mi c al e x p eri m e nts t o e x pl or e t h e as s e m bl y or c o m p ositi o n of t h es e t o xi ns b e c a us e o ur 

l a b h as c oll a b or at e d wit h G a o l a b at S h a n d o n g U ni v ersit y ( C hi n a), w h o h a v e s ol v e d t h e 

str u ct ur e of b ot h of t h es e t o xi ns t o hi g h r es ol uti o n b y X -r a y cr yst all o gr a p h y ( u n p u blis h e d). 

T h es e str u ct ur es r e v e al t h at b ot h of t h es e t o xi ns ar e b o n a fi d e  A B 5 -t y p e t o xi ns t h at a d o pt t h e 

c a n o ni c al ar c hit e ct ur e w h er ei n a si n gl e A s u b u nit sits at o p a ri n g -s h a p e d B s u b u nit 

h o m o p e nt a m er ( d at a n ot s h o w n).  

A                                                                                                             C  

 

 

 

 

 

 

B  D  
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Fi g u r e 3. 3. 5 . A n al ysis a n d v e rifi c ati o n of A -B i nt e r a cti o n s i n t h e R I P -T T a n d R I P -H L T t o xi n s.  

P urifi c ati o n a n d a n al ysis of RI P -T T a n d RI P -H L T fr o m E. c oli  B L 2 1 ( D E 3) w a s d o n e usi n g Ni c k el Ni 

r e si n gr a vit y c ol u m ns a s d e s cri b e d i n “ M at eri als a n d M et h o ds ”. T h e His 6  t a g g e d B s u b u nits w er e 

a n al ys e d b y S D S -P A G E wit h s e v er al fr a cti o ns fr o m t h e p urifi c ati o n of ( A) RI P -T T a n d ( B)  RI P -H L T.  

P urifi e d el uti o ns of  ( C) R I P-T T ( W T, R 1 9 2 A, B s u b u nit o nl y) a n d ( D) RI P -H L T( W T, R 1 9 2 A, B o nl y). 

A -B i nt er a cti o ns w er e c o nfir m e d b y s u c c e ssf ul c o p urifi c ati o n ( p ull -d o w n) of t h e A s u b u nits wit h t h eir 

r e s p e cti v e His6 -t a g g e d B s u b u nits (r e d b o x e s). 

 

 

3. 3. 7 C yt ot o xi cit y of H e L a c ells f o ll o wi n g i nt o xi c ati o n wit h p u rifi e d R I P-T T, R I P -H L T 

a n d r el at e d t o xi n s  

      C ell ul ar i nt o xi c ati o n wit h l et h al c o n c e ntr ati o ns of S t x s u bt y p es, p arti c ul arl y t h e w ell -st u di e d 

St x 1 a a n d St x 2 a s u bt y p es h as b e e n c o nsist e ntl y s h o w n t o r es ult i n c ell d e at h i n a v a ri et y of 

m a m m ali a n c ult ur e d c ells  ( 2 4 9– 2 5 2) . Gi v e n t h at RI P-T T a n d RI P -H L T ar e pr e di ct e d t o e x hi bit 

si mil ar RI P a cti vit y, w e r e as o n e d t h at t h es e t o xi ns w o ul d als o b e c yt ot o xi c. T h e  c yt ot o xi cit y of 

RI P -T T a n d RI P -H L T t o xi ns w as as s es s e d i n H e L a c ell li n es usi n g a n M T T c ell vi a bilit y as s a y. 

T his c ol ori m etri c as s a y r eli es o n t h e r e d u cti o n of t h e y ell o w t etr a z oli u m M T T c o m p o u n d t o 

p ur pl e f or m a z a n cr yst als b y t h e mit o c h o n dr i al a cti vit y of vi a bl e c ells a n d pr o d u c es a si g n al 

pr o p orti o n al t o t h e n u m b er of vi a bl e c ells w hi c h w e c a n q u a ntif y b y t a ki n g a bs or b a n c e r e a di n gs 

of t h e s ol u bili z e d f or m a z a n cr yst als  ( 2 3 3, 2 5 3). P urifi e d St x 2 a h ol ot o xi n  w as us e d as a p ositi v e 

c o ntr ol b as e d o n pr e vi o us st u di es t h at s h o w t h at St x 2 a is c a p a bl e of i n d u ci n g c ell d e at h i n 

v ari o us c ell li n es i n cl u di n g H e L a c ells  ( 2 4 9). Tr e at m e nt of H e L a c ell m o n ol a y ers wit h 1 0-f ol d 

s eri al dil uti o ns of t h e W T RI P -T T a n d RI P -H L T h ol ot o xi ns i n d u c e d a si g nifi c a nt l e v el of c ell 

d e at h r el ati v e t o o ur u ni nt o xi c at e d c o ntr ols ( Fi g ur e 3. 3. 6 A). W e g e n er at e d a d os e -r es p o ns e 

c ur v e usi n g v ari o us c o n c e ntr ati o ns of W T RI P -T T, W T RI P -H L T a n d St x 2 a pl ott e d a g ai nst t h e 

o bs er v e d p er c e nt c ell vi a bilit y v al u es ( Fi g ur e 3. 3. 6 A ). O ur res ults r e v e al e d t h at, as e x p e ct e d, 
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St x 2 a e x hi bit v er y hi g h p ot e n c y a g ai nst t h es e c ells, eli citi n g r e d u c e d c ell vi a bilit y at v er y l o w 

c o n c e ntr ati o n s ( Fi g ur e 3. 3. 6 A).  Alt h o u g h n eit h er t h e RI P-T T W T or RI P -H L T W T w er e f o u n d 

t o b e as p ot e nt as S hi g a t o xi n, b ot h t o xi ns w er e a bl e t o i n d u c e si g nifi c a nt l e v els of c yt ot o xi cit y 

i n H el a c ells at r el ati v el y l o w c o n c e ntr ati o ns a n d as s u c h, als o r e pr es e nt p ot e nt c yt ot o xi ns.  

      O ur r es ults s o f ar i n di c at e t h at b ot h RI P -T T a n d RI P -H L T e x hi bit str u ct ur al a n d f u n cti o n al 

si mil ariti es t o c a n o ni c al A B 5  t o xi ns. C o nsist e nt wit h t h e e n z y m ati c a n d bi n di n g a cti viti es of 

A B 5  t o xi ns, w e s o u g ht t o c o nfir m t h at o ur o bs er v ati o ns t h us f ar ar e i n li n e wit h t h e m e c h a nisti c 

p at h w a y of A B 5  t o xi ns w hi c h r e q uir es t h e e n z y m ati c a cti vit y of t h e A s u b u nit a n d t h e gl y c a n 

bi n di n g a bilit y of t h e B s u b u nit w hi c h d eli v ers t h e t o xi ns t o c ells a n d is n e e d e d t o eli cit c ell 

d a m a g e a n d c ell d e at h. T o t est t his, w e i nt o xi c at e d H e L a c ell m o n ol a y ers wit h diff er e nt 

c o n c e ntr ati o ns of p urifi e d c at al y ti c a n d bi n di n g m ut a nts of RI P-T T a n d RI P -H L T al o n gsi d e t h e 

W T v ersi o n of b ot h pr ot ei ns a n d p erf or m e d a si mil ar M T T as s a y t o as s es s c ell ul ar eff e cts 7 2 

h o urs aft er i nt o xi c ati o n. F or b ot h t o xi ns, w e f o u n d t h at t h e R 1 9 2 A m ut ati o n w e i ntr o d u c e d i n 

t h eir A s u bu nits si g nifi c a ntl y hi n d er e d t h e e n z y m ati c a cti vit y of t h e RI P pr ot ei ns. W h e n 

c o m p ar e d t o H e L a c ells i nt o xi c at e d i n p ar all el wit h t h e s a m e c o n c e ntr ati o ns of  W T RI P -T T 

a n d  RI P -H L T, t h e m aj orit y of c ells tr e at e d wit h t h e RI P -T T a n d RI P -H L T R 1 9 2 A c at al yti c 

m ut a nts r e m ai n e d vi a bl e aft er 7 2 h o urs e v e n at r el ati v el y hi g h c o n c e ntr ati o ns of t o xi n, w hil e 

t h os e i nt o xi c at e d wit h t h e W T v ersi o n dis pl a y e d a m ar k e d d e cli n e i n c ell vi a bilit y ( Fi g ur e 

3. 3. 6 B, C ). W e p erf or m e d a si mil ar e x p eri m e nt wit h t h e bi n di n g m ut a nts of RI P -T T a n d RI P -

H L T ( S 3 1 A/ S 4 5 A a n d T 3 6I/ T 3 7I r es p e cti v el y) w hi c h als o r e v e al e d a si mil ar p att er n w h er e 

H e L a c ells i nt o xi c at e d wit h eit h er bi n di n g m ut a nt h a d n o n ot a bl e d e cli n e i n c ell vi a bilit y 

c o m p ar e d t o w h at w as o bs er v e d i n t h e W T v ersi o ns of RI P -T T a n d RI P -H L T w hi c h w as r u n i n 

p ar all el  ( Fi g ur e 3. 3. 6 B, C). Fr o m t h es e r es ults,  it is e vi d e nt t h at o ur c at al yti c a n d bi n di n g 
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m ut a nts w er e u n a bl e t o i n d u c e si g nifi c a nt c ell d e at h w hi c h i n di c at es t h e r e q uir e m e nt f or t h e 

s p e cifi c a mi n o a ci d r esi d u es m ut at e d a n d i m p ort a ntl y, str o n gl y s u g g ests t h at t h es e t o xi ns ar e 

w or ki n g as A B 5 t o xi ns wit h RI P e n z y m ati c a cti viti es.   
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Fi g u r e 3. 3. 6  T h e R I P -T T a n d R I P -H L T t o xi n s i n d u c e a d os e -d e p e n d e nt c yt ot o xi cit y i n H e L a c ells 

u si n g a n R I P -li k e m e c h a nis m. ( A) 1 0 -f ol d s eri al dil uti o ns of p urifi e d RI P-T T W T, RI P -H L T W T a n d 

St x 2 a W T ( p ositi v e c o ntr ol) i n H B S S w er e a d d e d t o c ult ur e d H e L a c ells a n d i n c u b at e d f or 1 h o ur at 

3 7 ° C a n d M T T c ell vi a bilit y a ss a ys w er e p erf or m e d 7 2 h o ur s aft er i nt o xi c ati o n t o m e a s ur e t h e l e v el of 

c yt ot o xi cit y i n d u c e d b y t h e s e t o xi ns a s d e s cri b e d i n t h e M at eri als a n d M et h o ds s e cti o n. F o ur -f ol d s eri al 

dil uti o ns of ( B) p urifi e d RI P -T T c at al yti c m ut a nt ( R 1 9 2 A) a n d RI P -T T bi n di n g m ut a nt ( S 3 1 A/ S 4 5 A) 

a n d ( C) p urifi e d RI P -H L T  c at al yti c m ut a nt ( R 1 9 2 A) a n d RI P -H L T bi n di n g m ut a nt ( T 3 6I/ T 3 7I) w er e 

a d d e d t o c ult ur e d H e L a c ells f or 1 h o ur a n d a n M T T c ell vi a bilit y a ss a ys w er e us e d t o d et er mi n e t h e 

p er c e nt ( %) c ell vi a bilit y at 7 2 h o ur s aft er i nt o xi c ati o n a n d c o m p ar e d t o t h e W T v er si o ns of b ot h t o xi ns 

(r u n i n p ar all el). w hi c h is e x pr e ss e d a s t h e p er c e nt a g e of u ni nt o xi c at e d m e di a -o nl y c o ntr ols. Err or b ar s 

i n di c at e t h e st a n d ar d d e vi ati o n fr o m t h e m e a n f or e a c h tri pli c at e dil uti o n. T h e d at a s h o w n ar e t h e m e a n 

n or m ali z e d c yt ot o x i cit y ± st a n d ar d d e vi ati o n ( S. D) . St arti n g c o n c e ntr ati o ns f or W T RI P-T T, RI P -H L T 

a n d St x 2 a = 1 0 0 μ g/ ml . St arti n g c o n c e ntr ati o ns f or s a m pl e s s h o w n i n p a n el (B ) = 1 0 0 μ g/ ml a n d  a n d 2 0 

μ g/ ml f or  (C) . F or e a c h s a m pl e/t o xi n, t w o or m or e i n d e p e n d e nt e x p eri m e nts w er e p erf or m e d, a n d 

r e pr e s e nt ati v e d os e-r e s p o ns e c ur v e s g e n er at e d.   

 

 

3. 3. 8 T h e St x 2 a A s u b u nit is a bl e t o f o r m a f u n cti o n al t o xi n c o m pl e x wit h t h e B s u b u nits 

of b ot h R I P -T T a n d R I P -H L T  

      D es pit e t h e l o w s e q u e n c e si mil arit y b et w e e n t h e A s u b u nits of t h e S al m o n ell a  RI P -li k e 

t o xi ns a n d t h e St x A s u b u nit, o ur r es ults s o f ar r efl e ct e d t h e e xt e nt of A B5  t o xi n fl e xi bilit y, a n d 

w e w o n d er e d if s u b u nit s wit c hi n g b et w e e n t h es e t o xi n gr o u ps w o ul d b e p os si bl e. T o i n v esti g at e 

t his, w e e n gi n e er e d r e c o m bin a nt pl as mi ds i n w hi c h w e r e pl a c e d t h e A s u b u nits of b ot h RI P -T T 

a n d RI P -H L T wit h t h e W T St x 2 a A s u b u nit, r es ulti n g i n pl as mi ds e n c o di n g t h e f oll o wi n g 

s y nt h eti c h y bri d t o xi ns: RI P-T T B( His 6 ) / St x 2 a A a n d RI P-H L T B( His 6 ) / St x 2 a A. T o d et er mi n e 

if t h e St x 2 a A s u b u nit w as  c a p a bl e of f or mi n g a c o m pl e x wit h t h es e t w o B s u b u nits, w e 

e x pr es s e d a n d p urifi e d t h es e c o nstr u cts as d es cri b e d a b o v e a n d p erf or m e d a n S D S -P A G E 

a n al ysis of t h e p urifi e d el uti o ns. S ur prisi n gl y, o ur r es ults s h o w e d a disti n ct b a n d c orr es p o n di n g 
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t o e a c h s u b u nit f or b ot h s y nt h eti c h y bri d t o xi ns, s u g g esti n g t h at t h e W T St x 2 a A s u b u nit c o ul d 

i nt er a ct wit h t h e B s u b u nits of RI P-T T a n d RI P -H L T  i n st a bl e A B5  c o m pl e x . T o e x pl or e w h et h er 

t h es e artifi ci al t o xi n c o m pl e x es w er e a cti v e a n d c a p a bl e of i nt o xi c ati n g c ells , w e i n v esti g at e d 

t h e c yt ot o xi cit y of b ot h t o xi ns usi n g a si mil ar  M T T c ell vi a bilit y as s a y. O ur r es ults r e v e al e d 

t h at, si mil ar t o t h e W T RI P-T T a n d RI P -H L T t o xi ns, t h es e s y nt h eti c h y bri d St x 2 a A s u b u nit 

v ersi o ns w er e c a p a bl e of i n d u ci n g c yt ot o xi cit y a n d eli cit e d  a si g nifi c a nt d e cli n e i n c ell vi a bilit y 

at r el ati v el y l o w c o n c e ntr ati o ns ( Fi g ur e 3. 3. 7 B). C o n sist e nt wit h w h at w as o bs er v e d i n t h e W T 

RI P -T T a n d RI P -H L T t o xi ns, t h e RI P -T T B v ersi o n of t h e s y nt h eti c h y bri d St x 2 a t o xi n w as 

m or e p ot e nt t h a n t h at of RI P -H L T B a n d n eit h er t h e St x 2 a A/ RI P -T T B n or t h e St x 2 a A/ RI P -

H L T B t o xi ns w er e as p ot e nt as W T St x 2 a. T h es e r es ults s u g g est t h at t h e B s u b u nit diff er e n c es 

b et w e e n all t hr e e St x t o xi ns li k el y i m p a ct e d t h e c yt ot o xi cit y o b s er v e d i n c ult ur e d H e L a c ells at 

7 2 h o urs p ost i nt o xi c ati o n, a n d t h at t h e H e L a c ell s us e d ar e m ost s e nsiti v e t o W T St x 2 a 

i nt o xi c ati o n a n d l e ast s e nsiti v e t o St x 2 a A/ RI P-H L T B.  
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Fi g u r e 3. 3. 7 . T h e St x 2 a A s u b u nit is a bl e t o f o r m a f u n cti o n al t o xi n c o m pl e x wit h t h e B s u b u nit s 

of b ot h R I P -T T a n d R I P -H L T a n d i n d u c e c yt ot o xi cit y i n H e L a c ells.  C o o m a ssi e st ai ni n g of S D S -

P A G E of m ulti pl e fr a cti o ns fr o m t h e p urifi c ati o n of m ulti pl e fr a cti o ns o bt ai n e d Pr ot ei n p urifi c ati o n o h 

His 6 -t a g g e d RI P-T T B a n d RI P -H L T B a n d c ell ul ar eff e cts of s y nt h eti c h y bri d St x 2 a A/ RI P -T T B a n d 

S t x 2 a A/ RI P-H L T -B.  S D S -P A G E of s e v er al fr a cti o ns fr o m t h e p urifi c ati o n of ( A) St x 2 a A/ RI P -T T B 

a n d ( B) St x 2 a A/ RI P -H L T B s h o wi n g c o p urifi c ati o n of t h e W T St x 2 a A s u b u nit a n d RI P -T T B -His 6  a n d 

W T St x 2 a A s u b u nit a n d RI P -H L T B -His 6  i n el uti o n fr a cti o ns, s u g ge sti n g A -B i nt er a cti o ns i n b ot h 

t o xi ns.  ( C) D os e -r e s p o ns e c ur v e o bt ai n e d fr o m tr e at m e nt of H e L a c ells wit h 1 0 -f ol d s eri al dil uti o ns 

( st arti n g c o n c e ntr ati o n of 1 0 0 μ g/ ml ) of s y nt h eti c h y bri d St x 2 a A/ RI P-T T B a n d St x 2 a A/ RI P -H L T B 

f or 1 h o ur aft er w hi c h a n M T T c ell vi a bilit y a ss a y w a s us e d t o q u a ntif y t h e l e v el of c yt ot o xi cit y i n d u c e d 

b ot h t o xi ns. Err or b ar s i n di c at e t h e S. D fr o m t h e m e a n f or e a c h tri pli c at e dil uti o n. E x p eri m e nt w a s 

p erf or m e d i n t w o or m or e r e pli c at e s.  
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3. 4 Dis c u s si o n  

      I n t his st u d y, w e i d e ntif y t w o n o v el p ut ati v e A B5  t o xi ns i n S al m o n ell a , RI P-T T a n d RI P -

H L T, w hi c h c o nt ai n St x -li k e A s u b u nits, pr ot ei ns t h at ar e w ell-k n o w n f or t h eir r ol e i n h u m a n 

dis e as e. S e q u e n c e a n al ysis r e v e al e d t h at t h e RI P -T T a n d RI P -H L T t o xi ns s h ar e r o u g hl y 7 0 % 

a mi n o a ci d s e q u e n c e si mil arit y i n t h eir A s u b u nits b ut ar e o nl y ~  3 3 % i d e nti c al t o t h e A s u b u nits 

of St x 1 a n d St x 2. D es pit e t his r el ati v el y l o w s e q u e n c e si mil arit y, t h es e t o xi ns w er e f o u n d t o 

i n d u c e s u bst a nti al c yt ot o xi cit y i n H e L a c ells. I n a d diti o n, t h e RI P-T T a n d RI P -H L T A s u b u nits 

ar e a bl e t o as s e m bl e a f u n c ti o n al A B5  c o m pl e x wit h disti n ct B s u b u nits diff er e nt t o xi n f a mili es . 

T his ast o u n di n g str u ct ur al as s o ci ati o n of a n St x -li k e A s u b u nit wit h B s u b u nits wit h h o m ol o g y 

t o t h e L T-II B a n d Art B i n a n o v el A B 5 c o m pl e x h as n ot b e e n pr e vi o usl y r e p ort e d or 

c h ar a ct er i z e d a n d hi g hli g hts t h e str u ct ur al a n d f u n cti o n al i m pli c ati o ns of A B5  t o xi n fl e xi bilit y. 

I m p ort a ntl y, c o nsist e nt wit h c o m m o n m e c h a nis ms of A B 5  t o xi n e v ol uti o n, w e o bs er v e d a li k el y 

r ol e f or h ori z o nt al g e n e tr a nsf er i n t h e s pr e a d of t h e pr o p h a g e -e n c o d e d ri p -tt l o c us a n d 

tr a ns p os a bl e el e m e nts i n t h e e m er g e n c e of t h e RI P-H L T t o xi n i n S al m o n ell a.   

      T h e p h yl o g e n eti c pr e di cti o ns o bt ai n e d fr o m a n al ys es of t h e A s u b u nit pr ot ei n s e q u e n c es of  

RI P -T T, RI P -H L T, St x 1 a, St x 2 a a n d t h e 3 2 0 N -t er mi n al RI P s e q u e n c e fr o m A. s al m o ni ci d a  

i n di c at es t h at t h es e s u b u nits mi g ht h a v e e v ol v e d fr o m a c o m m o n a n c est or. I n c o m p aris o n t o t h e 

br o a d distri b uti o n of t h e RI P -T T t o xi n i n S. e nt eri c a  str ai ns, w e i d e ntifi e d o nl y t w o S al m o n ell a 

g e n o m es t h at e n c o d e  t h e RI P-H L T t o xi n, s u g g esti n g t h e pr es e n c e of f a ct ors t h at li k el y hi n d er 

t h e distri b uti o n of t his t o xi n wit hi n t h e S al m o n ell a  g e n us . I n c o ntr ast t o Art B, lt-II B -li k e s u b u nit 

g e n es ar e n ot c o m m o nl y  f o u n d i n S al m o n ell a  w hi c h li k el y i m p a cts t h e di v ersit y a n d distri b uti o n 

of t h e RI P -H L T t o xi n . It is als o p os si bl e li k el y t h e RI P-T T t o xi n e v ol v e d fr o m a RI P -H L T -li k e 
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pr e c urs or f oll o wi n g t h e a c q uisiti o n of a ri p g e n e i n S al m o n ell a str ai ns alr e a d y h ar b o uri n g a n 

art A B -li k e l o c us.  

      T h e si g nifi c a nt pr ot ei n s e q u e n c e h o m ol o g y b et w e e n t h e B s u b u nits of RI P -T T, t y p e 1 

Art A B a n d Plt C gr o u ps p arti c ul arl y i n r es p e ct t o t h e c o ns er v ati o n of t h e p ut ati v e es s e nti al a mi n o 

a ci d r esi d u es i m p ort a nt f or gl y c a n bi n di n g at t h e b as al a n d l at er al bi n di n g p o c k ets i n di c at es t h at 

t h e RIP -T T t o xi n li k el y bi n ds b ot h N e u 5 A c a n d N e u 5 G c -t er mi n at e d gl y c a ns. I n a d diti o n, 

m ut ati o ns i ntr o d u c e d i n t h e s eri n e r esi d u es l o c at e d at b ot h t h e b as al a n d l at er al bi n di n g sit es of 

RI P -T T si g nifi c a ntl y r e d u c e d c yt ot o xi cit y i n H e L a c ells s u g g esti n g t h at si mil ar t o t y p e 1 Art A B 

t o xi ns, t h es e r esi d u es pl a y cr u ci al r ol es i n RI P-T T bi n di n g a n d i nt er n ali z ati o n. T his fi n di n g 

c o m bi n e d wit h t h e e x cl usi v e pr es e n c e of t h e ri p -tt l o c us i n n o nt y p h oi d al S al m o n ell a  c orr el at es 

p arti c ul arl y w ell wit h t h e n at ur e of gl y c a ns t y p i c all y f o u n d at t h e i nt o xi c ati o n sit es of t h e 

S al m o n ell a  str ai ns t h at e n c o d e t his t o xi n. P h yl o g e n eti c a n al ysis c o u pl e d wit h t h e hi g h s e q u e n c e 

c o ns er v ati o n of t h e ri p g e n e i n all 1 0 3 S al m o n ell a  str ai ns t h at e n c o d e t h e ri p -tt l o c us i n di c at e 

t h at t h es e m a y h av e r e c e ntl y a c q uir e d t h e RI P t o xi n . Th e r el ati v el y l o w er s e q u e n c e i d e ntit y 

( 7 0 %)  b et w e e n t h e A s u b u nit pr ot ei n s e q u e n c es of RI P -T T a n d RI P -H L T s u g g ests t h at t h es e 

s u b u nits h a v e m ost li k el y a d a pt e d i n s o m e w a y t o i nt er a ct wit h diff er e nt B s u b u nits, w hi c h i s 

als o s u p p ort e d b y t h e v ari ati o ns f o u n d i n t h eir A 2 C -t er mi n al s e q u e n c es. E xt e n di n g o ur 

m ol e c ul ar cl o ni n g a n d pr ot ei n p urifi c ati o n m et h o d s t o e x a mi n e p os si bl e s u b u nit s wit c hi n g 

b et w e e n RI P -T T a n d RI P -H L T mi g ht pr o vi d e s o m e i nsi g ht o n t h e e xt e nt of f u n cti o n al 

di v ersifi c ati o n t h at e xists b et w e e n t h e RI P s e q u e n c e of RI P -T T a n d RI P -H L T . 

      O ur c o m p aris o n of t h e RI P -H L T B s u b u nit s e q u e n c e t o r e pr es e nt ati v e m e m b ers of t h e Ct x 

f a mil y r e v e al e d t h at t h e RI P-H L T B s u b u nit is si g nifi c a ntl y di v er g e d fr o m Ct x a n d L T -I t o xi ns 

a n d m or e cl os el y r el at e d t o t h e L T -II t o xi ns. T h e bi n di n g of Ct x a n d L T-I t o t ar g et c ells is 
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p arti all y d e p e n d e nt o n a gl y ci n e r esi d u e at p ositi o n 5 4  of t h e Ct x B a n d L T -I B s u b u nit s e q u e n c e, 

w hi c h m e di at es i nt er a cti o ns wit h G M 1 g a n gli osi d es a n d r es ults i n a hi g h affi nit y bi n di n g  ( 2 4 5). 

T his Gl y 5 4  is a bs e nt i n all L T-II B s u b u nits as w ell as t h e RI P-H L T B s u b u nit w hi c h h a v e 

v ari a bl e a mi n o a ci ds at t h at p ositi o n. I nst e a d, f u n cti o n al bi n di n g of L T -II is pri m aril y m e di at e d 

b y t w o t hr e o ni n e r esi d u es, T hr 3 6 a n d T hr 3 7 i n t h e B p ol y p e pti d e  ( 2 4 3, 2 4 4), b ot h of w hi c h ar e 

c o ns er v e d i n t h e RI P -H L T B s e q u e n c e. Si n gl e a mi n o a ci d s u bstit uti o ns i n b ot h r esi d u es w er e 

als o s h o w n t o s u bst a nti all y i n hi bit RI P -H L T m e di at e d c yt ot o xi cit y of H e L a c ells. V ari ati o ns i n 

bi n di n g pr ef er e n c es b et w e e n Ct x/ L T -I a n d L T-II ar e s u g g est e d t o a c c o u nt f or t h e i n di vi d u al 

t o xi n p ot e n ci es a n d l e v el of c yt ot o xi cit y i n d u c e d b y f oll o wi n g i nt o xi c ati o n. D es pit e t his, t h e B 

s u b u nits of  Ct x, L T -I a n d L T-II t o xi ns ar e pr e di ct e d t o s p e cifi c all y bi n d t h e s a m e t er mi n al s u g ar 

s e q u e n c e - G al B 1 -3 G al N A c B 1 -4( N e u 5 A c a 2 -3) G al o n G M 1 a n d G D 1 b g a n gli osi d es  ( 1 2 0). I n 

a d diti o n, L T -II B als o bi n ds t h e N e u 5 A c gl y c a ns t h at d e c or at e t h e G D 1 b a n d G D 2 r e c e pt ors o n 

e pit h el i al c ells, pr es u m a bl y i n a m a n n er t h at d o es n ot dist ur b its bi n di n g t o t h e G al B 1-3 G al 

t er mi n al s e q u e n c e. A s a r es ult of t h e str u ct ur al si mil ariti es b et w e e n L T-II B a n d RI P-H L T B, it 

is e x p e ct e d t h at t h e RI P-H L T t o xi n w o ul d t ar g et g a n gli osi d es i n a s o m e w h at  si mil ar m a n n er t o 

t h e L T-II t o xi ns, a n d t h es e bi n di n g si mil ariti es mi g ht als o i nfl u e n c e t h e l e v el of c yt ot o xi cit y 

i n d u c e d b y t his t o xi n. H o w e v er, a m or e i n-d e pt h a n al ysis of t h e s p e cifi c r e c e pt ors utili z e d b y 

RI P -H L T t o i n d u c e t o xi n u pt a k e is n e c es s ar y t o  pr o vi d e a b ett er u n d erst a n di n g of t h e u n d erl yi n g 

m e c h a nisti c d et ails t h at di ct at e t o xi n p ot e n c y a n d c yt ot o xi cit y.  

      T h e us e of ni c k el c ol u m ns f or p urifi c ati o n of t h e W T, c at al yti c a n d bi n di n g m ut a nts of RI P -

T T a n d RI P -H L T as w ell as t h e W T a n d h y bri d  St x 2 a t o xi ns ( St x 2 a A/ RI P -T T B, St x 2 a A/ RI P -

H L T B) w as f o u n d t o b e a us ef ul a n d eff e cti v e first -li n e as s es s m e nt f or i n v esti g ati n g t h e bi ol o g y 

a n d c ell ul ar a cti vit y of t h es e n o v el t o xi ns. E x pr es si o n a n d p urifi c ati o n of b ot h RI P -T T a n d RI P -
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H L T r es ult e d i n t h e pr o d u cti o n of r el ati v el y hi g h c o n c e ntr ati o ns of b ot h t o xi ns a n d c o nfir m e d 

t h at t h e A a n d B s u b u nits w er e c a p a bl e of f or mi n g f u n cti o n al A B-t y p e c o m pl e x es. T h e l o w 

m ol e c ul ar w ei g ht of i n di vi d u al B m o n o m ers i d e ntifi e d i n o ur S D S -P A G E C o o m as si e st ai n e d 

g els  f or b ot h t o xi ns als o c orr el at e d p arti c ul arl y w ell wit h t h e pr e di ct e d A B 5  ar c hit e ct ur e of RI P -

T T a n d RI P -H L T, w hi c h w as als o c o nfir m e d b y str u ct ur al d at a ( u n p u blis h e d) pr o vi d e d b y o ur 

c oll a b or at ors. T h e r e q uir e m e nt f or f airl y hi g h c o n c e ntr ati o ns of RI P -T T a n d RI P -H L T w as 

i m p ort a nt t o i n v esti g at e t h e eff e cts of b ot h t o xi ns i n m a m m ali a n c ells. A s t h es e t o xi ns h a v e n ot 

b e e n pr e vi o usl y c h ar a ct eri z e d, it is p os si bl e t h at c yt ot o xi cit y is o nl y o bs er v e d at c ert ai n 

c o n c e ntr ati o ns a n d t h us, i nt o xi c ati o n wit h s u b -o pti m al t o xi n c o n c e ntr ati o ns w o ul d pr es e nt a 

c h all e n g e i n o ur c yt ot o xi cit y as s a ys. T h e r e m ar k a bl e fl e xi bilit y of A B 5  t o xi ns w as als o 

e m p h asi z e d i n t h e s u c c es sf ul c o p urifi c ati o n of t w o h y bri d t o xi ns, o n e wit h t h e W T E. c oli  St x 2 a 

A s u b u nit t o g et h er wit h RI P -T T B -His 6 a n d t h e ot h er wit h t h e W T E. c oli  St x 2 a A s u b u nit a n d 

RI P -H L T B -His 6 .  

      C ell ul ar i nt o xi c ati o n of H e L a c ells wit h W T RI P -T T a n d RI P -H L T i n d u c e d a d os e -

d e p e n d e nt c yt ot o xi cit y i n di c ati n g t h at H e L a c ells ar e s e nsiti v e t o t h e eff e cts of b ot h t o xi ns  a n d 

t h e s y nt h eti c h y bri d St x 2 a t o xi ns w hi c h h a d eit h er t h e RI P -T T B s u b u nit or t h e RI P -H L T B 

s u b u nit e x hi bit e d a si mil ar p att er n of c yt ot o xi cit y t o t h e W T RI P-T T a n d RI P -H L T t o xi ns. 

I m p ort a ntl y, o ur r es ults i n di c at e t h at d es pit e t h e r el ati v el y l o w s e q u e n c e si mil ariti es b et w e e n 

t h e A s u b u nits of W T St x 2 a a n d RI P-T T/ RI P -H L T, t h er e is a r e m ar k a bl e fl e xi bilit y of t h e C -

t er mi n al s e q u e n c es t h at all o w s st a bl e i nt er a cti o ns wit h v er y diff er e nt B s u b u nits a n d t his 

str u ct ur al f e at ur e c a n li k el y b e e x pl oit e d a n d us e d i n m e di ci n e .  

      T h e l e v el of c yt ot o xi cit y i n d u c e d b y A B 5  t o xi ns is hi g hl y d e p e n d e nt o n t h e e n z y m ati c 

a cti vit y of t h e A s u b u nit as w ell as t h e a bilit y of t h e r es p e cti v e B p e nt a m ers t o bi n d f u n cti o n al 
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r e c e pt ors pr es e nt o n h ost c ell pl as m a m e m br a n e a n d as o bs er v e d, disr u pti o n i n o n e a cti vit y 

( e n z y m ati c or bi n di n g) si g nifi c a ntl y i nt erf er es wit h t h e c ell ul ar a cti vit y of t h e t o xi ns  ( 6 2, 1 5 4). 

S e nsiti vit y of e u k ar y oti c c ells t o A B 5  t o xi ns als o v ari es b y c ell t y p e. A m ultit u d e of c ell t y p es 

i n cl u di n g V er o, H u m a n R e n al T u b ul ar E pit h eli al c ell s ( H R T E C), C a c o-2, a n d H e L a c ells h a v e 

b e e n s h o w n t o b e s e nsiti v e t o m ost A B 5  t o xi ns. St x-tr e at e d c ells oft e n e x hi bit diff er e nti al 

s us c e pti biliti es a n d c yt ot o xi c eff e cts. V er o c ells li n es, w hi c h ar e o bt ai n e d fr o m ki d n e y e pit h eli al 

c ells ar e hi g hl y s e nsiti v e t o b ot h St x 1 a a n d St x 2 a b ot h i n vitr o a n d i n vi v o w hi c h c orr el at es wit h 

t h e s us c e pti bilit y of r e n al e pit h eli al c ells a n d tis s u es t o St x-i n d u c e d d a m a g e a n d t h e fr e q u e nt 

d e v el o p m e nt of H U S i n S T E C i nf e ct e d p ati e nts  ( 2 5 1, 2 5 4). I n c o ntr ast, C hi n es e H a mst er O v ar y 

( C H O) c ells w hi c h ar e hi g hl y s e nsiti v e t o t h e S.  T y p hi m uri u m D T 1 0 4 Art A B t o xi n ar e l es s 

p er mis si v e t o St x  i nt o xi c ati o n wit h l o w er l e v els of c yt ot o xi cit y t y pi c all y o bs er v e d f oll o wi n g 

St x tr e at m e nt i n t h es e c ell li n es, eff e cts w hi c h ar e li k el y as a r es ult of diff er e n c es i n e x pr es si o n 

l e v els of N e u 5 A c/ G c gl y c a ns a n d G b 3 t o w hi c h Art B a n d St x B r es p e cti v el y bi n d ( 2 5 5, 2 5 6). 

C h ar a ct eri zi n g t h e n at ur e a n d a b u n d a n c e of t h e RI P -T T a n d RI P -H L T B s u b u nit r e c e pt ors 

t hr o u g h gl y c a n arr a y st u di es a n d i n v esti g ati n g t h e c yt ot o xi cit y eli cit e d b y b ot h t o xi ns i n 

m ulti pl e c ell t y p es is a n i m p ort a nt ar e a f or f ut ur e r es e ar c h i nt o t h e bi ol o g y of t h es e t o xi ns.  

      T h e i n cl usi o n of t h e s y nt h eti c St x 2 a A/ RI P -T T B a n d St x 2 a A/ RI P -H L T B t o xi ns i n  t his 

st u d y pr o vi d e d i nsi g ht r e g ar di n g t h e i n di vi d u al c o ntri b uti o ns of t h e A a n d B s u b u nits i n 

c yt ot o xi cit y. T h e si mil ar l e v el of c yt ot o xi cit y i n d u c e d b y t h e W T RI P -T T a n d t h e h y bri d St x 2 a 

A/ RI P -T T B t o xi n s u g g ests t h at d es pit e t h e v ari ati o ns i n t h eir A s u b u nits, b ot h t o xi ns t ar g et 

H e L a c ells i n si mil ar w a ys a n d t h e B s u b u nit li k el y pl a ys a bi g g er r ol e i n t h e r es ulti n g c ell ul ar 

eff e cts of b ot h t o xi ns w hi c h i n cl u d es r e c e pt or bi n di n g as w ell as t h e m e c h a nis m of t o xi n u pt a k e 

a n d i ntr a c ell ul ar tr affi c ki n g of t h e A s u b u nit t o its t ar g et sit e. C o n v ers el y, t h e c o nsi d er a bl e 
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diff er e n c e i n t h e l e v el of c yt ot o xi cit y i n d u c e d b y t h e W T RI P -H L T a n d t h e h y bri d St x 2 a A/ RI P -

H L T B t o xi n i n di c at es t h at t h er e ar e ot h er f a ct ors ot h er t h a n t h e B s u b u nit s e q u e n c es t h at 

c o ntri b ut e t o t h e c ell ul ar eff e cts of t h es e t o xi ns, w hi c h mi g ht r a n g e fr o m c o ns er v e d str u ct ur al 

f e at ur es t o fl a w s i n o ur e x p eri m e nt al m et h o ds. It is n ot e w ort h y t o m e nti o n t h at a n u m b er of 

c h all e n g es w er e e n c o u nt er e d d uri n g t h e p urifi c ati o n a n d c yt ot o xi c as s es s m e nt of  RI P -H L T a n d 

i n d e e d, o ur r es ults mi g ht n ot b e e ntir el y d u e t o t h e bi ol o g y or p ot e n c y of RI P-H L T. H o w e v er, 

w hil e gl y c a n bi n di n g t o c ell s urf a c e r e c e pt ors is cr u ci al i n A B 5  t o xi n-m e di at e d c yt ot o xi cit y, 

c ell ul ar i nt er n ali z ati o n of t h e h ol ot o xi n d o es n ot al w a ys l e a d t o pr o d u cti v e i nt o xi c ati o n or c ell 

d e at h. St u di es h a v e s h o w n t h at alt h o u g h V er o c ells e x pr es s f air a m o u nts of G M 1 t o w hi c h t h e 

Ct x B s u b u nit bi n ds, t h e i nt er n ali z a ti o n of t h e Ct x h ol ot o xi n r ar el y r es ults i n c yt ot o xi cit y a n d 

t his mi g ht b e d u e t o p ot e n c y of t h e A s u b u nit i n diff er e nt c ell t y p es ( 2 5 7). Si mil arl y, it is p os si bl e 

t h at t h e s a m e p att er n of t o xi n i nt er n ali z ati o n h ol ds tr u e f or t h e RI P-T T a n d RI P -H L T t o xi ns at 

c ert ai n c o n c e ntr ati o ns a n d m or e es p e ci all y f or t h e W T RI P -H L T t o xi n w hi c h w as f o u n d t o b e 

si g nifi c a ntl y l es s c yt ot o xi c t h a n RI P -T T d es pit e t h e o bs er v ati o n t h at H e L a c ells tr e at e d wit h t h e 

h y bri d St x 2 a t o xi n wit h t h e RI P -H L T B s u b u nit i n pl a c e of St x 2 B h a d a m or e n oti c e a bl e d e cli n e 

i n c ell vi a bilit y at m u c h l o w er c o n c e ntr ati o ns. T o g et a m or e a c c ur at e r e pr es e nt ati o n of t h e 

c ell ul ar eff e cts of RI P -H L T, it m a y b e us ef ul t o c o n si d er s p e ci ali z e d c ell li n es li k e t h e m ur i n e 

Y -1 a dr e n al c ells t h at h a v e c o nsist e ntl y b e e n r e p ort e d t o b e s e nsiti v e t o Ct x , L T -I a n d L T-II  

i nt o xi c ati o n ( 2 5 8, 2 5 9).  

      Ot h er t h a n t h e e n z y m ati c a cti viti es of t h e A 1 s u b u nits, v ari ati o ns i n A 2 C -t er mi n al 

s e q u e n c es wit hi n A B 5  t o xi ns fr o m t h e s a m e f a mil y as w ell as m or e dist a ntl y r el at e d A B-t y p e 

t o xi ns h as b e e n r e p e at e dl y s h o w n t o i m p a ct t h e f u n cti o n a n d c ell ul ar eff e cts of t h es e t o xi ns. I n 

St x 2 a, t h e A 2 C -t er mi n al h eli x e xt e n ds t hr o u g h t h e i n n er p or e of t h e St x B p e nt a m er t o t h e ot h er 
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si d e a n d o c cl u d es o n e of t h e bi n di n g sit es of t h e St x 2 B p e nt a m er. T his str u ct ur al f e at ur e h as 

b e e n pr o p os e d t o c o ntri b ut e t o t h e hi g h er affi nit y of St x 1 f or G b 3 w hi c h h as a s h ort er C -t er mi n al 

str u ct ur e t h at d o es n ot o bstr u ct a n y of t h e i d e ntifi e d St x bi n di n g sit es  ( 9 3). T his C-t er mi n al h eli x 

e xt e nsi o n is als o pr es e nt i n St x 2 d, o n e of t h e m or e p ot e nt St x 2 s u bt y p es oft e n as s o ci at e d wit h 

s e v er e dis e as e. Cl e a v a g e of t h e t er mi n al t w o a mi n o  a ci ds i n t h e St x 2 d A 2 C -t er mi n al h eli x b y 

i nt esti n al el ast as e is s u g g est e d t o i nfl u e n c e t h e l e v el of c yt ot o xi cit y a n d tis s u e d a m a g e 

as s o ci at e d wit h t h e S T E C str ai ns t h at pr o d u c e t his s u bt y p e  ( 9 3, 2 6 0). I n Ps e u d o m o n as  

a er u gi n os a , t h e arr a n g e m e nt of a mi n o a ci ds i n t h e C-t er mi n al of a s e cr et e d A B-t y p e t o xi n 

k n o w n as e x ol ysi n A h as b e e n s h o w n t o s u bst a nti all y i m p a ct c yt ot o xi cit y a n d t h e Ct x A 2 

p e pti d e h as als o b e e n r e p ort e d t o pl a y a cr u ci al r ol e i n t h e c ell ul ar eff e cts of t his t o xi n  ( 2 6 1). I n 

b ot h RI P -T T a n d RI P -H L T, t h e A 2 C -t er mi n al h eli c e s ar e r el ati v el y tr u n c at e d a n d t h e v ari ati o ns 

i n t h e a mi n o a ci ds t h at f or m t his str u ct ur e a n d m e di at e i nt er a cti o ns wit h t h eir r es p e cti v e B 

s u b u nits i n di c at e t h at m o difi c ati o ns of t h e C -t er mi n al r esi d u es ar e li k el y n e c es s ar y f or 

a d a pt ati o n t o dis si mil ar B s u b u nits a n d m a y i nfl u e n c e t h e a cti vit y of t h es e t o xi ns. T h us, t h e 

h y bri d t o xi ns f or m e d fr o m a n as s o ci ati o n b et w e e n t h e e xt e n d e d A 2 C -t er mi n al h eli x of t h e W T 

St x 2 a a n d t h e B p e nt a m er of RI P -T T a n d RI P -H L T is r e m ar k a bl e es p e ci all y si n c e t h e St x 2 a A 

s u b u nit h as n ot b e e n pr e vi o usl y s h o w n t o f or m a f u n cti o n al A B 5 c o m pl e x wit h eit h er Art B or 

L T t o xi ns. A pr e vi o us st u d y r e v e al e d t h at d es pit e  t h e hi g h str u ct ur al h o m ol o g y b et w e e n t h e Ct x 

a n d L T -I h ol ot o xi ns, v ari ati o ns i n t h e C-t er mi n al r e gi o n of t h e A 2 p e pti d es pl a y e d a n i m p ort a nt 

r ol e i n m ai nt ai ni n g t h e st a bilit y of t h e i n di vi d u al A B 5  c o m pl e x es a n d r es ult e d i n c yt ot o xi c 

diff er e n c es b et w e e n Ct x a n d L T -I i n T 8 4 c ell li n es ( 2 6 2, 2 6 3). H e n c e, a n ot h er li k el y r e as o n f or 

t h e dis p arit y i n H e L a c ell c yt ot o xi cit y i n d u c e d b y W T St x 2 a a n d all ot h er RIP t o xi ns 

i n v esti g at e d i n t his st u d y mi g ht als o st e m fr o m t h e di v ersit y i n t h eir C-t er mi n al s e q u e n c es a n d 
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e v al u ati o n of t h e p ot e nti al i m pli c ati o ns of t his di v er sit y w o ul d b e a n i nt er esti n g ar e a of st u d y 

gi v e n its r el e v a n c e i n t h e o v er all as s e m bl y a n d f u n cti o n alit y of A B -t y p e t o xi ns.  

      R e c e ntl y, t h er e h as b e e n s o m e c o m p elli n g e vi d e n c e t h at i n di c at es t h at c ell ul ar e x p os ur e t o 

s u b -o pti m al t o xi n c o n c e ntr ati o ns mi g ht i m p a ct t h e d e gr e e of c yt ot o xi cit y o bs er v e d wit h s o m e 

A B 5  t o xi ns ( 2 6 4). A f e w st u di es h a v e hi g hli g ht e d t h at t h e c yt ot o xi cit y o bs er v e d f oll o wi n g St x 

i nt o xi c ati o n is d e p e n d e nt o n t h e a m o u nt of t o xi n pr e s e nt i n t h e h ost c yt os ol w hi c h mi g ht v ar y 

b y t o xi n a n d c ell t y p e  ( 9 3, 2 3 3). Pr e vi o us st u di es ai m e d at as s es si n g t h e c ell ul ar eff e cts of St x 

i n m a m m ali a n c ells t y pi c all y utili z e v ari o us ti m e p oi nts a n d, i n m a n y c as es, l o n g er c ell e x p os ur e 

t o t o xi n r es ults i n a m u c h st e e p er d e cli n e i n c ell vi a bilit y. T his m a y als o v ar y w h e n i n vesti g ati n g 

t h e c ell ul ar a cti vit y of t h es e t o xi ns i n t h e b a ct eri al str ai ns t h at e n c o d e t h e m. W hil e t h e o v er all 

ai m of t his st u d y w as t o pr es e nt a r el ati v el y br o a d u n d erst a n di n g of A B 5  t o xi n fl e xi bilit y t hr o u g h 

st u di es o n t h e e v ol uti o n a n d bi ol o g y of n o v el S al m o n ell a  A B 5 t o xi ns,  it is e vi d e nt t h at s e v er al 

ot h er st u di es ai m e d at dir e ctl y as s es si n g t h e RI P a cti vit y of RI P -T T a n d RI P -H L T i n cl u di n g 

m e c h a nisti c d et ails of ri b os o m al i nt er a cti o n a n d pr ot ei n i n hi biti o n ar e n e e d e d. F urt h er 

i n v esti g ati o n i nt o t h e as s e m bl y a n d s e cr eti o n of RI P-T T a n d RI P -H L T i n t h e S al m o n ell a str ai ns 

t h at e n c o d e t h es e t o xi ns is c urr e ntl y u n d er w a y a n d w e ai m t o g ai n a b ett er u n d erst a n di n g of t h e 

m e c h a nis m of r e g ul at i o n, e x pr es si o n a n d s e cr eti o n of t h es e t o xi ns w hi c h w o ul d b e us ef ul i n 

f urt h er c h ar a ct eri z ati o n of t h es e r e m ar k a bl e t o xi ns.  

      S e v er al st u di es h a v e d es cri b e d t h e f or m ati o n of h y bri d A B 5 t o xi n c o m pl e x es wit h 

c o m p o n e nts fr o m disti n ct t o xi n f a mili es, s o m e  of w hi c h ar e pr o p os e d t o h a v e r el e v a nt 

i m pli c ati o ns i n t h e c o nt e xt of h u m a n i nf e cti o ns. It is pr o b a bl e t h at t h e A s u b u nits of A B 5  t o xi ns 

c o n v er g e ntl y e v ol v e d as a n al o g o us d o m ai ns wit h C -t er mi n al A 2 m oi eti es t h at ar e a bl e t o 
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i nt er a ct wit h diff er e nt B s u b u nits t h at h as n o w c o nf err e d s u bst a nti al v ers atilit y t o t h e str u ct ur e 

a n d f u n cti o ns of t h es e t o xi ns  ( 2 4 1, 2 6 5).  

      I n s u m m ar y, t h e e v ol uti o n ar y a n d m ol e c ul ar m e c h a nis ms u n d erl yi n g t h e dis p arit y b et w e e n 

St xs a n d ot h er A B 5  t o xi ns d es pit e t h es e t o xi ns a d o pti n g t h e c o n v e nti o n al A B5  ar c hit e ct ur e h as 

m ostl y r e m ai n e d el usi v e.  O ur c oll e cti v e fi n di n gs fr o m t his st u d y pr o vi d e s o m e us ef ul i nsi g hts 

t h at m a y h el p e x pl ai n t h e u ni q u e bi ol o g y of t h es e t o xi ns. W e i d e ntif y a n d c h ar a ct eri z e t w o n o v el 

p ut ati v e A B 5  t o xi ns wit h RI P-m e di at e d c yt ot o xi cit y i n  S al m o n ell a  t h at li k el y e v ol v e d fr o m 

h ori z o nt al g e n e tr a nsf er a n d tr a ns p ositi o n e v e nts. Utili z ati o n of bi oi nf or m ati c t o ols pr o vi d e d a n 

a v e n u e t o r etr a c e t h e p os si bl e e v ol uti o n ar y p at h w a y t h at m a y h a v e r es ult e d i n t h e u ni q u e 

bi ol o g y a n d a cti vit y of St xs. It is li k el y t h at S T E C str ai ns a c q uir e d t h e ri p  g e n e fr o m a n a n c est or 

c o m m o n t o b ot h RI P -H L T a n d RI P -T T a v er y l o n g ti m e a g o, a n d o v erti m e, s u bst a nti al 

m o difi c ati o n of t his g e n e a n d its pr ot ei n pr o d u ct o c c urr e d t h at ulti m at el y all o w e d it t o as s o ci at e 

wit h a B s u b u nit i n a hi g hl y p ot e nt A B 5  c o m pl e x t h at h as c a us e d i m m e as ur a bl e d a m a g e t o 

s e v er al h e alt h c ar e i n d ustri es w orl d wi d e . T h e n at ur e a n d di v ersit y of St x p h a g es m a y h a v e 

f urt h er c o ntri b ut e d t o t h e f u n cti o n al v ari ati o ns t h at ar e n o w o bs er v e d i n t h e St x f a mil y.  

( 7 6, 2 6 6).  

      W hil e n o dir e ct e vi d e n c e t h us f ar i n di c at es t h at t h e RI P -T T a n d  RI P -H L T t o xi ns ar e 

as s o ci at e d wit h s e v er e f or ms of dis e as e i n t h e S al m o n ell a  s er o v ars i n w hi c h t h e y w er e 

i d e ntifi e d, t h e l e v el of c yt ot o xi cit y i n d u c e d b y t h es e t o xi ns s u g g ests t h at t h e y h a v e t h e t e n d e n c y 

t o i m p a ct t h e vir ul e n c e pr o p erti es of n ot o nl y S al m o n ell a  s er o v ars b ut ot h er Gr a m -n e g ati v e 

or g a nis ms t h at m a y e v e nt u all y a c q uir e t h e  g e n eti c el e m e nt s t h at e n c o d e t h es e  t o xi ns. 

C o nsi d eri n g t h e fr e q u e n c y at w hi c h n o v el A B 5 t o xi ns ar e i d e ntifi e d a n d t h e c o nti n u o us 

e m er g e n c e of hi g hl y vir ul e nt p at h o g e ns t h at h ar b o ur s u c h t o xi ns, it is cr u ci al t h at st u di es ai m e d 
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at c h ar a ct eri zi n g t h e as s ort m e nt of A B -t y p e t o xi n s e n c o d e d b y diff er e nt b a ct eri al s p e ci es 

c o nti n u e as it m a y h a v e us ef ul f u n cti o n al a n d t h er a p e uti c i m pli c ati o ns . El u ci d ati n g t h e 

i m p ort a n c e of t h e str u ct ur al a n d f u n cti o n al di v ersit y of b a ct eri al A B5  t o xi ns b ot h i n t er ms of 

b e n efits t o t h e or g a nis ms h ar b ori n g t h es e g e n eti c el e m e nts a n d t h e p ot e nti al i m p a ct of t h es e 

t o xi ns o n h u m a n h e alt h c o ul d h ol d i m p ort a nt i m pli c ati o ns i n h u m a n h e alt h a n d dis e as e.  
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C h a pt e r 4: G e n e r al di s c us si o n a n d  r el e v a n c e of b ot h st u di es  

 

      All i d e ntifi e d a n d c h ar a ct eri z e d A B 5  t o xi ns s h ar e a c o m m o n ar c hit e ct ur e a n d i nt o xi c at e c ells 

usi n g a si mil ar m e c h a nis m of a cti o n i niti at e d b y t h e bi n di n g of t h e B oli g o m er t o s p e cifi c c ell 

r e c e pt ors, all o wi n g t o xi n e ntr y, i ntr a c ell ul ar tr affi c ki n g a n d alt er ati o n of h ost c ell bi ol o g y b y 

t h e e n z y m ati c  A s u b u nit  ( 6 6, 1 2 5, 1 8 2, 2 0 4, 2 6 7). D e s pit e t his,  s e v er al st u di es i n cl u di n g t h os e 

pr es e nt e d h er e s h o w t h at t h er e is a l ot of  f u n cti o n al di v ersit y  b ot h wit hi n a n d a m o n gst disti n ct 

A B 5  t o xi n f a mili es. T h e pr o mi n e nt r ol es t h at A B 5  t o xi ns pl a y i n h u m a n h e alt h a n d t h eir p ot e nti al 

a p pli c ati o n  i n c ell bi ol o g y a n d m e di ci n e n e c es sit at e t h e n e e d t o g ai n a t h or o u g h u n d erst a n di n g 

of h o w t h es e di v ers e a n d p ot e nt m ol e c ul es e v ol v e d as w ell as t h e i m p ort a n c e of t his di v ersit y 

as t h es e c o ul d h ol d i m p ort a nt m e a ni n gs b ot h wit hi n a n d b e y o n d t h e s c o p e of i nf e cti o us dis e as e 

c o ntr ol.  

      B a ct eri o p h a g es or p h a g es ar e a m o n g t h e m ost a b u n d a nt or g a nis ms o n e art h . E vi d e n c e 

s u g g ests t h at b a ct eri al c hr o m os o m es a n d t h eir as s o ci at e d pr o p h a g es ar e c o e v ol vi n g . A m aj or 

c o ns e q u e n c e of t his is t h e e m er g e n c e of n o v el vir ul e n c e tr aits dri v e n b y g e n eti c r e c o m bi n ati o n 

e v e nts w hi c h pr o m ot e t h e a c q uisiti o n of ot h er g e n eti c el e m e nts t h at m a y alt er t h e c o m p ositi o n 

a n d ar c hit e ct ur e of b a ct eri al g e n o m es i n a m a n n er t h a t b e n efits t h es e or g a nis m s  ( 2 6 8, 2 6 9). 

M a n y  Gr a m -n e g ati v e b a ct eri al s p e ci es ar e k n o w n t o h ar b o ur a v ari et y of pr o p h a g e -r el at e d 

g e n eti c el e m e nts t h a t a p p e ar t o e n h a n c e b a ct eri al s ur vi v al a n d c o m p etiti o n i n h osts ( 2 1 8). T h e  

i m p a ct of p h a g es o n b a ct eri al p at h o g e ni cit y is f urt h er s u p p ort e d b y t h eir i m m e ns e di v ersit y a n d 

e c ol o gi c al distri b uti o n ( 2 6 6). A w e alt h of lit er at ur e hi g hli g ht t h e pr o mi n e nt r ol e t h at p h a g es 

pl a y i n t h e e v ol uti o n of A B 5  t o xi ns. T h e distri b uti o n of p h a g e -e n c o d e d A B 5  g e n eti c el e m e nts i n 

di v ers e b a ct eri al str ai ns a n d s p e ci es m a y als o b e i nfl u e n c e d b y p h a g e h ost s p e cifi cit y w hi c h 
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m a y i n t ur n a c c o u nt f or s o m e of t h e o bs er v e d diff er e n c es i n h ost  r es er v oir i n t h e b a ct eri al str ai ns 

t h at e n c o d e si mil ar A B 5  t o xi ns ( 1 5 1). H o w e v er, d e c i p h eri n g t h e e xt e nt t o w hi c h t h es e p h a g e -

r el at e d A B 5  g e n eti c el e m e nts  s h a p e t h e p at h o g e ni c pr o p erti es of t h e b a ct eri al s p e ci es t h at 

e n c o d e t h e m h as b e e n hi n d er e d b y t h eir s p or a di c distri b uti o n i n a di v ers e  r a n g e of b a ct eri al 

str ai ns a n d s er o v ars  w hi c h als o li mits o ur u n d erst a n di n g of t h e ir p ot e nti al r ol e i n dis e as e . P h a g e -

e n c o d e d A B 5  g e n eti c el e m e nts ar e wi d es pr e a d i n S al m o n ell a  a n d b as e d o n t h e fi n di n gs  

pr es e nt e d i n b ot h c h a pt ers of t his t h esis, ar e a b u n d a ntl y distri b ut e d i n s e v er al N T S str ai ns a n d 

s er o v ars, s o m e of w hi c h ar e i n cr e asi n gl y b ei n g li n k e d t o s e v er e h u m a n i nf e cti o ns i n m a n y p arts 

of t h e w orl d.  

      T h e St x f a mil y of t o xi ns r e pr es e nt o n e of t h e m ost w ell st u di e d A B 5  t o xi n f a mili es a n d 

d es pit e t his, t h er e is a l a c k of pr o p er u n d erst a n di n g  of t h e e v ol uti o n ar y li n k b et w e e n m e m b ers 

of t h e St x f a mil y of t o xi ns a n d ot h er c h ar a ct eris e d A B 5  t o xi ns. De ci p h eri n g s u c h  p os si bl e 

e v ol uti o n ar y r el ati o ns hi p is als o c o m pli c at e d b y t h e r el ati v el y r a pi d e v ol uti o n of st x g e n es , 

w hi c h is hi g hl y dri v e n b y  t h e n at ur e of St x -p h a g es ( 1 8 1). S o f ar, m e m b ers of t h e St x f a mil y 

t o xi ns h a v e b e e n i d e ntifi e d i n o v er 5 0 0 s er o gr o u ps of E. c oli  as w ell as ot h er b a ct eri al s p e ci es 

( 2 6 6). Pr o d u cti o n of t h es e t o xi ns i n s o m e ser o gr o u ps , c o nstit ut es c e ntr al vir ul e n c e f a ct ors 

m a ki n g  t h e m attr a cti v e t ar g et s  i n t h e d e v el o p m e nt of c o ntr ol str at e gi es t o c ur b S T E C i nf e cti o ns. 

H e n c e, cl arif yi n g t h e u n d erl yi n g g e n eti c a n d m ol e c ul ar f a ct ors t h at dri v e t h e e m er g e n c e a n d 

distri b uti o n of t h es e p ot e nt t o xi ns c o ul d pr o vi d e i nsi g hts i nt o alt er n ati v e pr e v e nti o n a n d 

tr e at me nt o pti o ns  f or S T E C i nf e cti o ns. T h er e ar e n u m er o us ot h er e x a m pl es of h o w t h e s pr e a d 

of p h a g e -e n c o d e d A B 5  g e n eti c el e m e nts h as c o ntri b ut e d t o t h e e m er g e n c e of hi g hl y vir ul e nt 

b a ct eri al str ai ns a n d  n o v el h y bri d  t o xi ns li k e t h e RI P-T T t o xi n , w hi c h h a v e t h e c a p a cit y t o kill 

c ell s  a n d p os si bl y  eli cit h ar mf ul  bi ol o gi c al  eff e cts i n h osts . T h e s pr e a d of p h a g e -e n c o d e d A B 5  
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g e n eti c el e m e nts m a y als o e q ui p ot h er wis e n o n -p at h o g e ni c or e n vir o n m e nt al b a ct eri al  str ai ns 

wit h t h e c a p a cit y  t o b e c o m e hi g hl y p at h o g e ni c  ( 2 7 0). T h e  w a ys i n w hi c h p h a g es si g nifi c a ntl y 

s h a p e t h e e v ol uti o n of A B 5  t o xi ns w hil e q uit e r e m ar k a bl e , c o ul d h a v e s eri o us bi ol o gi c al 

i m pli c ati o ns a n d n e e ds t o b e f urt h er e x pl or e d .  

      Wit h a d v a n c e m e nts i n  str u ct ur al t o ols a n d t h e a v ail a bilit y of c o m pr e h e nsi v e g e n o mi c 

d at a b as es, it is b e c o mi n g m or e a p p ar e nt t h at t h e A B 5  s c aff ol d is hi g hl y a m e n a bl e t o str u ct ur al  

m a ni p ul ati o n  s u c h t h at s o m e p arts of t h e t o xi n c o m pl e x m a y b e i nt er c h a n g e d i n a L EG O -li k e 

s yst e m, all o wi n g s u b u nit s wit c hi n g a n d f u n cti o n al di v ersifi c ati o n  ( 2 6 9). I n t his t h esis, w e 

u n c o v er  a s u bst a nti al a m o u nt of s e q u e n c e di v ersit y a n d fl e xi bilit y i n t h e B s u b u nits of 

S al m o n ell a  A B 5  t o xi ns li k e Art A B a n d n e wl y dis c o v er e d t o xi ns li k e RI P -T T a n d RI P -H L T . 

P h yl o g e n eti c a n d c o m p ar ati v e g e n o mi c st u di e s i n di c at e t h at d es pit e pr e di ct e d e v ol uti o n ar y 

r el ati o ns hi ps b et w e e n t h e B s u b u nits of  A B 5  t o xi ns fr o m t h e s a m e f a mil y, t h e s eri es of g e n eti c 

c h a n g es s u c h as  g e n e d el eti o ns, d u pli c ati o ns  a n d e x c h a n g es t h at h a v e o c c urr e d o v er ti m e h as 

yi el d e d a n arr a y of t o xi ns  wit h v ar yi n g bi n di n g pr o p erti es,  i ntr a c ell ul ar tr affi c ki n g m e c h a nis ms 

a n d h ost s p e cifi cit y , f a ct ors w hi c h m a y i m p a ct t o xi n p ot e n c y a n d a cti vit y ( 2 7 1).    

      T h e C -t er mi n al A 2 α -h eli c al str u ct ur e  w hi c h li n ks t h e e n z y m ati c A 1 s u b u nit t o its B 

p e nt a m er is o n e of t h e m ai n str u ct ur al f e at ur es t h at st a bili z es t h e A B5  c o m pl e x a n d as s u c h is 

a n i nt e gr al p art of t h e A B 5  s c aff ol d. M o difi c ati o ns i n t h e l e n gt h or c o m p ositi o n of t h e A 2 C -

t er mi n al str u ct ur e  h as b e e n s h o w n t o i m p a ct c o m pl e x f or m ati o n w hi c h m a y i n t ur n disr u pt  t o xi n 

e ntr y a n d c yt ot o xi cit y  ( 1 8 1, 1 9 8). A m o n g  m e m b ers of t h e diff er e nt A B 5  t o xi n f a mili es, 

si g nifi c a nt diff er e n c es  i n t h e l e n gt h a n d ori e nt ati o n of t h e A 2 C -t er mi n al str u ct ur es r el ati v e t o 

t h eir B p e nt a m er s  c a n b e o bs er v e d  ( 1 9 8) a n d s u c h diff er e n c es m a y li mit t h e e xt e nt of fl e xi bilit y  

attri b ut e d t o  t h e A B5 s c aff ol d.  It is t h o u g ht t h at t h e a mi n o a ci d r esi d u es t h at li n e t h e p e nt a m eri c 
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p or e  v ar y i n diff er e nt B s u b u nits, h o w e v er, c o m p ar a bl e m ol e c ul ar i nt er a cti o ns b et w e e n t h e A 2 

C -t er mi n al str u ct ur e  a n d B p e nt a m ers h a v e  b e e n o bs er v e d  b et w e e n A B 5  t o xi ns i n t h e s a m e 

f a mil y, all o wi n g s u b u nit s wit c hi n g  ( 1 9 8). Fr o m a n e v ol uti o n ar y st a n d p oi nt, t his s u g g ests t h at 

t h e A 2 C-t er mi n al str u ct ur es of i n di vi d u al A B5  t o xi n s h a v e e v ol v e d t o a d a pt t o t h e bi ol o g y a n d 

str u ct ur al ar c hit e ct ur e of a r a n g e of B s u b u nits w hil e r et ai ni n g a r el ati v el y c o ns er v e d e n z y m ati c 

a cti vit y. T his is li k el y dri v e n b y m o difi c ati o ns i n t h e a mi n o a ci d r esi d u es t h at m a k e u p t h e C -

t er mi n al α-h eli x  a n d/ or li n e t h e c e ntr al p or e of t h e p e nt a m eri c B s u b u nit,  all o wi n g si mil ar A 

s u b u nits t o f or m st a bl e i nt er a cti o ns wit h  diff er e nt B s u b u nits w hil e pr es er vi n g t h e i nt e grit y of 

t h e A B5  c o m pl e x  ( 1 5 6). T his e v ol uti o n ar y hi g hli g ht m a y a c c o u nt f or t h e li mit e d n u m b er of 

est a blis h e d e n z y m ati c A s u b u nit cl as s es, a n d b y as s o ci ati o n, t h e li mit e d n u m b er of A B 5  t o xi n 

f a mili es c h ar a ct eri z e d t h us f ar.                 

      T h e fl e xi bilit y of t h e A B 5  s c aff ol d w hi c h all o w s a r a n g e of A a n d B s u b u nit c o m bi n ati o ns , 

c a n b e e x pl oit e d i n t h e as s e m bl y of pr ot ei n c arri ers t o s af el y d eli v er t h er a p e uti c c o m p o u n ds t o 

s p e cifi c sit es  i n t h e h u m a n b o d y. T his str u ct ur al f e at ur e m a k es A B 5  t o xi ns attr a cti v e c a n di d at es 

f or m a ni p ul ati o n i n t h e d e v el o p m e nt of t h er a p e uti c s f or t h e tr e at m e nt of a n u m b er of n o n -

i nf e cti o us dis e as es s u c h as t h os e as s o ci at e d wit h n e o pl asi a ( 2 7 2). I m p ort a ntl y, st u di es s u c h as 

t h os e pr es e nt e d h er e t h at ai m t o c h ar a ct eri z e t h e di v ers e ars e n al of A B 5  t o xi ns ar e vit al t o t h eir 

p ot e nti al t h er a p e uti c a p pli c ati o ns as it pr o vi d es a l ar g e s uit e of t o xi ns t h at m a y b e us e d as pr ot ei n 

c arri ers t o t ar g et a v ari et y of c ell a n d tis s u e t y p es. F or e x a m pl e, a c c u m ul ati o n of w ell -

c h ar a ct eri z e d di v ers e B s u b u nit pr ot ei ns m e a ns t h at w e c a n i n t h e or y, as s e m bl e diff er e nt  

c o m bi n ati o ns of pr ot ei n c o m pl e x es vi a f usi o n of  n o n -t o xi c B s u b u nits t o t h er a p e uti c m ol e c ul es 

a n d s el e ct d esir e d c a n di d at es b as e d o n f a ct ors s u c h a s t h e str e n gt h a n d st a bilit y of i nt er a cti o ns 

a n d  t h e r e c e pt or-bi n di n g s p e cifi cit y  of t h e B s u b u nits. Eff e cti v e t ar g eti n g a n d d eli v er y of 
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t h er a p e uti c m ol e c ul es t o s p e cifi c dis e as e d c ells a n d tis s u es i n t h e h u m a n b o d y is a m aj or 

r e q uir e m e nt f or t h e s u c c es sf ul d e v el o p m e nt a n d a d mi nistr ati o n of n o v el t h er a p e uti c a g e nts 

( 2 7 3) a n d t h e r e m ar k a bl e bi n di n g s p e cifi citi es a n d tr affi c ki n g pr o p erti es of A B 5  t o xi ns m a k e 

t h e m us ef ul v e hi cl es f or dir e ct t ar g eti n g a n d d eli v e r y of t h er a p e uti c c o m p o u n ds t o 

bi o c h e mi c all y r el e v a nt sit es  i n t h e h u m a n b o d y ( 6 3, 2 7 2). M e m b ers of t h e Ct x f a mil y of t o xi ns 

i n cl u di n g t y p e I a n d II h e at-l a bil e t o xi ns h a v e g ai n e d p o p ul arit y f or t h eir f a v o ur a bl e a p pli c ati o n 

as pr ot ei n c arri ers i n t h er a p e uti c dr u g d e li v er y a n d as m u c os al a dj u v a nts i n v a c ci n e d e v el o p m e nt  

d u e t o t h eir bi n di n g pr o p erti es. T h e str o n g bi n di n g a vi dit y dis pl a y e d b y t h e B s u b u nits of t h e 

Ct x f a mil y t o xi ns a n d t h eir c o g n at e g a n gli osi d e r e c e pt ors gr e atl y s u p p orts effi ci e nt bi n di n g a n d 

s u bs e q u e nt  dr u g d eli v er y ( 2 6 9). A d diti o n all y, t h e a b u n d a n c e a n d distri b uti o n of g a n gli osi d e 

r e c e pt ors li k e G M 1  i n a v ari et y of c ell  t y p es i n cl u di n g i nt esti n al e pit h eli al a n d i m m u n e s yst e m 

c ells, all o w s t ar g eti n g t o m a n y r el e v a nt c ell t y p es a n d t h eir i m m u n osti m ul at or y eff e cts t o b e 

r e ali z e d at v ari o us bi ol o gi c al sit es  ( 2 6 5). T h e B s u b u nits fr o m m e m b ers of t h e Ct x f a mil y of 

t o xi ns h a v e als o b e e n i m pli c at e d i n t h e d e v el o p m e nt of  pr e v e nti o n str at e gi es a g ai nst t h e 

J a p a n es e e n c e p h alitis vir us (J E V), a vir al p at h o g e n k n o w n t o c a us e i nfl a m m ati o n of t h e br ai n 

( e n c e p h alitis) pr e d o mi n a ntl y i n S o ut h e ast A si a a n d t h e W est er n P a cifi c ( 2 6 5, 2 7 4). T his   

i n v ol v es m a ni p ul ati o n of t h e p e nt a m eri c s c aff ol d of t h e Ct x f a mil y B s u b u nits t o all o w 

as s o ci ati o n wit h a J E V -pr ot e cti v e a nti g e n w hi c h is t h e n d eli v er e d t o s p e cifi c c ells vi a or al a n d 

i ntr a p erit o n e al r o ut es ( 2 6 5).  

      Ot h er t h a n t h eir us e i n t h er a p e uti cs, A B 5  t o xi ns als o s er v e as i m p ort a nt t o ols i n s e v er al c ell 

bi ol o g y st u di es ( 6 3). T o xi ns li k e Pt x h a ve pr o v e n t o b e v al u a bl e t o ols f or i n v esti g ati n g c ert ai n 

c ell si g n alli n g p at h w a ys li k e t h e G pr ot ei n -c o u pl e d r e c e pt or p at h w a y ( 1 8 1). H e n c e, u n c o v eri n g 

a n d c h ar a ct eri zi n g t o xi ns wit h si mil ar bi ol o g y t o Pt x w h et h er i n t er ms of t h e A D P -ri b os yl ati n g 
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a cti vit y of t h e t o xi n or t h e bi n di n g  a n d tr affi c ki n g pr o p erti es , w o ul d li k el y h a v e pr o misi n g 

i m pli c ati o ns i n ot h er si mil ar c ell bi ol o g y st u di es.  

      A B 5  t o xi ns ar e als o b ei n g i n v esti g at e d as p ot e nti al t ar g ets i n t h e pr e v e nti o n a n d tr e at m e nt 

of A B 5  t o xi n-m e di at e d dis e as es. O n e pr o misi n g str at e g y t h at is c urr e ntl y u n d er w a y i n v ol v es t h e 

us e of str u ct ur al i n hi bit ors t o o bstr u ct  B s u b u nit  bi n di n g  t o c ell s urf a c e r e c e pt ors, t h us 

pr e v e nti n g  t o xi n u pt a k e a n d  s u bs e q u e nt c yt ot o xi cit y ( 2 7 5). T h e a v ail a bilit y of str u ct ur al d at a 

o n A B 5  t o xi n c o m pl e x es b o u n d t o v ari o us s m all m ol e c ul es a n d li g a n ds h as s o f ar s u p p ort e d t h e 

o n g oi n g d esi g n of i n hi bit or y m ol e c u les a g ai nst a r a n g e of e xisti n g A B 5  t o xi ns ( 2 7 5). 

Alt er n ati v el y, disr u pti n g i ntr a c ell ul ar tr affi c ki n g of t h e A B 5  h ol o t o xi n fr o m t h e e arl y e n d os o m e 

t hr o u g h t h e tr a ns-G ol gi n et w or k t o t h e E R a n d h ost c yt os ol b y t ar g eti n g t h e t o xi ns t o t h e l at e 

e n d os o m es a n d e ns uri n g l ys os o m al d e gr a d ati o n als o c o nstit ut es a pr o misi n g c o ntr ol str at e g y  

( 2 7 6). A  t hir d str at e g y i n v ol v es  i n hi biti n g t h e i nt er a cti o n b et w e e n t h e A 1 s u b u nit a n d its t ar g et 

m ol e c ul e or pr ot ei n, f or e x a m pl e bl o c ki n g t h e  as s o ci ati o n of t h e  St x A 1 s u b u nit wit h ri b os o m al 

P -st al k pr ot ei ns ( 2 7 7). A s m or e st u di es i n v esti g at e t h e bi ol o g y a n d a cti vit y of di v ers e A B 5  

t o xi ns, w e c a n pi e c e t o g et h er a fr a m e w or k f or u n d erst a n di n g t h e bi ol o gi c al r el e v a n c e of t h e 

fl exi bilit y of A B 5  t o xi ns a n d m a y ulti m at el y b e a bl e t o tr a nsl at e s u c h k n o wl e d g e i nt o eff e cti v e 

d ef e n c e m e c h a nis ms t o c o m b at t h es e t o xi ns a n d t h e di s e as es as s o ci at e d wit h t h e b a ct eri al str ai ns 

t hat  pr o d u c e a n d utili z e t h e m.  

      L astl y, b as e d o n t h e r es ults o bt ai n e d fr o m o ur a n al ys es of t h e RI P -T T a n d RI P -H L T t o xi ns, 

w e c a n h y p ot h esi z e t o a n e xt e nt s o m e of t h e p os si bl e bi ol o gi c al eff e cts t h at m a y e ns u e as s u mi n g 

t h es e t o xi ns c o ntri b ut e i n s o m e w a y t o t h e s ur vi v al, fit n es s or dis e as e  pr o p erti es of t h e 

S al m o n ell a  str ai ns t h at e n c o d e t h e m . F or b ot h RI P-T T a n d RI P -H L T, t h e al m ost e x cl usi v e 

distri b uti o n of t h e t o xi ns  i n N T S s er o v ars s u g g ests t h at t hes e  t o xi ns  m a y  f u n cti o n t o s u p p ort t h e 
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bi ol o g y a n d dis e as e pr o p erti es as s o ci at e d wit h N T S s er o v ars . F or e x a m pl e, t h e pr e di ct e d 

bi n di n g of t h e t o xi ns t o c ell s urf a c e gl y c a ns - N e u 5 A c/ G c f or RI P -T T a n d G D 1 f or RI P -H L T 

s u g g ests t h at b ot h t o xi ns m a y b e a bl e t o t ar g et b ot h h u m a n a n d a ni m al c ell t y p es t h at e x pr es s 

t he gl y c a n r e c e pt ors. W it h t h e c o nti n u o us ris e i n i n v asi v e N T S dis e as e, t h es e t o xi ns m a y als o 

e q ui p c ert ai n N T S s er o v ars wit h t h e p ot e nti al t o c a us e m or e s e v er e dis e as e t y p es i n h u m a ns. S . 

St a nl e y vill e, t h e r e pr es e nt ati v e s er o v ar us e d i n o ur a n al ysis  of t h e ri p -tt g e n o mi c l o c us is  m ai nl y  

c o nsi d er e d a n e n vir o n m e nt al or g a nis m , ho w e v er, t his s er o v ar h as r e c e ntl y b e e n li n k e d t o a 

s eri es of mi n or o ut br e a ks of s yst e mi c i nf e cti o ns i n h u m a ns a n d h as n o w b e e n is ol at e d fr o m a 

v ari et y of cli ni c al s a m pl es i n cl u di n g uri n e, bl o o d a n d st o ol  ( 2 7 8). I n c o m bi n ati o n wit h t h e RI P -

m e di at e d c yt ot o xi cit y dis pl a y e d b y t h e RI P -T T t o xi n i n o ur c ell vi a bilit y as s a ys , it is e vi d e nt 

t h at t his t o xi n h as t h e c a p a cit y t o pl a y a r ol e i n b a ct eri al p at h o g e n esis a n d dis e as e. Li k e Art A B 

a n d L T -II, b ot h t h e RI P-T T a n d RI P -H L T t o xi ns m a y als o pl a y a r ol e i n e n h a n ci n g b a ct eri al 

s ur vi v al wit hi n h osts, p er h a ps b y i n d u ci n g a str o n g pr oi nfl a m m at or y r es p o ns e d uri n g i nf e cti o n 

t o pr o m ot e t h e i nfl u x of m a cr o p h a g es a n d ot h er i nfl a m m at or y m e di at ors w hi c h m a y r es ult i n 

i nt esti n al d a m a g e, c o m p etiti v e killi n g of ot h er g ut mi cr o b es, a n d b a ct eri al dis s e mi n ati o n t o t h e 

bl o o dstr e a m. F urt h er i n v esti g ati o ns i nt o t h e n at ur e of c ell s urf a c e r e c e pt ors, i ntr a c ell ul ar 

tr affi c ki n g m e c h a nis ms  a n d t h e RI P-m e di at e d bi ol o gi c al eff e cts of b ot h RI P -T T a n d RI P -H L T 

m a y  e v e nt u all y pr o v e us ef ul n ot o nl y i n t h e c o ntr ol of s al m o n ell osis b ut as us ef ul 

i m m u n osti m ul at or y , t h er a p e uti c a n d c ell bi ol o g y t o ols.  

      I n s u m m ar y , i ncr e asi n g e vi d e n c e s u g g ests t h at A B 5  t o xi ns li k el y e n h a n c e t h e vir ul e n c e 

pr o p erti es of s e v er al b a ct eri al str ai ns as s o ci at e d wit h s e v er e h u m a n i nf e cti o ns. B as e d o n o ur 

c oll e cti v e r es ults, t h e i m p ort a n c e a n d e xt e nt of A B 5 t o xi n di v ersit y is li k el y u n d er a p pr e ci at e d 

a n d m or e i n -d e pt h a n al ys es i n t o t h e e v ol uti o n, distri b uti o n a n d di v ersit y of t h es e r e m ar k a bl e 
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t o xi ns c o ul d p ot e nti all y g ui d e t h e d e v el o p m e nt of str at e gi es ai m e d at pr e v e nti n g a n d tr e ati n g 

t h e as s ort m e nt of A B5  t o xi n-m e di at e d dis e as es w e s e e t o d a y a n d h ol d i m p ort a nt t h er a p e uti c 

i m pli c ati o ns b e y o n d t h e s c o p e of b a ct eri al p at h o g e n e sis a n d dis e as e.  
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2 5.  D h a n o a A, F att Q K. N o n -t y p h oi d al S al m o n ell a  b a ct er a e mi a: E pi d e mi ol o g y, cli ni c al 

c h ar a ct eristi cs a n d its’ as s o ci ati o n wit h s e v er e i m m u n os u p pr es si o n. A n n Cli n Mi cr o bi ol 

A nti mi cr o b. 2 0 0 9; 8( 1): 1 5.  

2 6.  K ari u ki S, G or d o n M A, F e as e y N, P arr y C M. A nti mi cr o bi al r esis t a n c e a n d m a n a g e m e nt 

of i n v asi v e S al m o n ell a  dis e as e. V a c ci n e. 2 0 1 5 J u n 1 9; 3 3 S u p pl 3( 0 3): C 2 1 -2 9.  

2 7.  J a c o b J J, A n a n d a n S, V e n k at es a n M, N e er a vi A, V as u d e v a n K, Pr a g as a m A K, et al. 

G e n o mi c a n al ysis of h u m a n i n v asi v e S al m o n ell a e nt eri c a  s er o v ar T y p hi m uri u m  S T 3 1 3 

is ol at e B 3 5 8 9 fr o m I n di a. I nf e ct G e n et E v ol. 2 0 1 9 S e p; 7 3: 4 1 6– 2 4.  

2 8.  M arti n e z -S a n g ui n é A Y, D’ Al es s a n dr o B, L a n gl ei b M, Tr a gli a G M, M ó n a c o A, D ur á n R, 

et al. S al m o n ell a e nt eri c a  S er o v ars D u bli n a n d E nt eriti dis C o m p ar ati v e Pr ot e o mi cs 

R e v e als Diff er e n ti al E x pr es si o n of Pr ot ei ns I n v ol v e d i n Str es s R esist a n c e, Vir ul e n c e, a n d 

A n a er o bi c M et a b olis m. I nf e ct I m m u n. 2 0 2 1 F e b 1 6; 8 9( 3): e 0 0 6 0 6 -2 0.  

2 9.  S u d h a h ar a n S, K a n n e P, V e m u L, B h as k ar a A. E xtr ai nt esti n al i nf e cti o ns c a us e d b y 

n o nt y p h oi d al S al m o n ell a  fr o m a terti ar y c ar e c e nt er i n I n di a. J L a b P h ysi ci a ns. 

2 0 1 8; 1 0( 4): 4 0 1 – 5.  

3 0.  Li C W, C h e n P L, L e e N Y, L e e H C, C h a n g C M, L e e C C, et al. N o n -t y p h oi d al S al m o n ell a  

b a ct er e mi a a m o n g a d ults: A n a d v ers e pr o g n osis i n p ati e nts wit h m ali g n a n c y. J Mi cr o bi ol 

I m m u n ol I nf e ct. 2 0 1 2 O ct; 4 5( 5): 3 4 3 – 9.  
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3 1.  B u c kl e G C, W al k er C L F, Bl a c k R E. T y p h oi d f e v er a n d p ar at y p h oi d f e v er: S yst e m ati c 

r e vi e w t o esti m at e gl o b al m or bi dit y a n d m ort alit y f or 2 0 1 0. J Gl o b H e alt h. 2 0 1 2 

J u n; 2( 1): 0 1 0 4 0 1.  

3 2.  H a n c u h M, W all d orf J, Mi nt a A A, T e vi -B e nis s a n C, C hristi a n K A, N e d el e c Y,  et al. 

T y p h oi d F e v er S ur v eill a n c e, I n ci d e n c e Esti m at e s, a n d Pr o gr es s T o w ar d T y p h oi d 

C o nj u g at e V a c ci n e I ntr o d u cti o n - W orl d wi d e, 2 0 1 8 -2 0 2 2. M M W R M or b M ort al W kl y 

R e p. 2 0 2 3 F e b 1 7; 7 2( 7): 1 7 1 – 6.  

3 3.  P arr y C M, Hi e n T T, D o u g a n G, W hit e N J, F arr ar J J. T y p h oi d F e v er. N E n gl J M e d. 2 0 0 2 

N o v 2 8; 3 4 7( 2 2): 1 7 7 0 – 8 2.  

3 4.  W ai n J, H e n dri ks e n R S, Mi k ol eit M L, K e d d y K H, O c hi ai R L. T y p h oi d f e v er. T h e L a n c et. 

2 0 1 5 M ar; 3 8 5( 9 9 7 3): 1 1 3 6 – 4 5.  

3 5.  Cr u m p J A, L u b y S P, Mi nt z E D. T h e gl o b al b ur d e n of t y p h oi d f e v er. B ull W orl d H e alt h 

Or g a n. 2 0 0 4 M a y; 8 2( 5): 3 4 6 – 5 3.  

3 6.  Cr u m p J A, Mi nt z E D. Gl o b al tr e n ds i n t y p h oi d a n d p ar at y p h oi d F e v er. Cli n I nf e ct Dis Off 

P u bl I nf e ct Dis S o c A m. 2 0 1 0 J a n 1 5; 5 0( 2): 2 4 1 – 6.  

3 7.  L e v a nt esi C, B o n a d o n n a L, Bri a n c es c o R, Gr o h m a n n E, T o z e S, T a n d oi V. S al m o n ell a  i n 

s urf a c e a n d dri n ki n g w at er: O c c urr e n c e a n d w at er -m e di at e d tr a ns mis si o n. F o o d R es I nt. 

2 0 1 2 M ar; 4 5( 2): 5 8 7 – 6 0 2.  

3 8.  K ar k e y A, J o m b art T, W al k er A W, T h o m ps o n C N, T orr es A, D o n g ol S, et al. T h e 

E c ol o gi c al D y n a mi cs of F e c al C o nt a mi n ati o n a n d S al m o n ell a  T y p hi a n d S al m o n ell a  
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P ar at y p hi A i n M u ni ci p al K at h m a n d u Dri n ki n g W at er. Cr u m p J A, e dit or. P L o S N e gl Tr o p 

Dis. 2 0 1 6 J a n 6; 1 0( 1): e 0 0 0 4 3 4 6.  

3 9.  G o n z al e z -Es c o b e d o G, M ars h all J M, G u n n J S. C hr o ni c a n d a c ut e i nf e cti o n of t h e g all 

bl a d d er b y S al m o n ell a  T y p hi: u n d erst a n di n g t h e c arri er st at e. N at R e v Mi cr o bi ol. 2 0 1 1 

J a n; 9( 1): 9 – 1 4.  

4 0.  B h u ni a A K. S al m o n ell a e nt eri c a. I n: F o o d b or n e Mi cr o bi al P at h o g e ns [I nt er n et]. N e w 

Y or k, N Y: S pri n g er N e w Y or k; 2 0 1 8 [ cit e d 2 0 2 3 J u n 1 2]. p. 2 7 1 – 8 7. ( F o o d S ci e n c e T e xt 

S eri es). A v ail a bl e fr o m: htt p://li n k.s pri n g er. c o m/ 1 0. 1 0 0 7/ 9 7 8 -1 -4 9 3 9 -7 3 4 9 -1 _ 1 5  

4 1.  M o g as al e V, M as k er y B, O c hi ai R L, L e e J S, M o g as al e V V, R a m a ni E, et al. B ur d e n of 

t y p h oi d f e v er i n l o w-i n c o m e a n d mi d dl e-i n c o m e c o u ntri es: a s yst e m ati c, lit er at ur e-b as e d 

u p d at e wit h ris k -f a ct or a dj ust m e nt. L a n c et Gl o b H e alt h. 2 0 1 4 O ct; 2( 1 0): e 5 7 0– 8 0.  

4 2.  J. B art o n A, Hill J, J.  Bl o h m k e C, J.  P oll ar d A. H ost r estri cti o n, p at h o g e n esis a n d c hr o ni c 

c arri a g e of t y p h oi d al S al m o n ell a . F E M S Mi cr o bi ol R e v. 2 0 2 1 M ar 5;f u a b 0 1 4.  

4 3.  C h e n g R A, E a d e C R, Wi e d m a n n M. E m br a ci n g Di v ersit y: Di ff er e n c es i n Vir ul e n c e 

M e c h a nis ms, Dis e as e S e v erit y, a n d H ost A d a pt ati o ns C o ntri b ut e t o t h e S u c c es s of 

N o nt y p h oi d al S al m o n ell a  as a F o o d b or n e P at h o g e n. Fr o nt Mi cr o bi ol. 2 0 1 9 J u n 

2 6; 1 0: 1 3 6 8.  

4 4.  M ar c us S L, Br u m ell J H, Pf eif er C G, Fi nl a y B B. S al m o n ell a  p at h o g e ni cit y isl a n ds: bi g 

vir ul e n c e i n s m all p a c k a g es. Mi cr o b es I nf e ct. 2 0 0 0 F e b; 2( 2): 1 4 5 – 5 6.  
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4 5.  W ot z k a S Y, N g u y e n B D, H ar dt W D. S al m o n ell a  T y p hi m uri u m Di arr h e a R e v e als B asi c 

Pri n ci pl es of E nt er o p at h o g e n I nf e cti o n a n d Dis e as e -Pr o m ot e d D N A E x c h a n g e. C ell H os t 

Mi cr o b e. 2 0 1 7 A pr; 2 1( 4): 4 4 3 – 5 4.  

4 6.  S a nt os R L, R aff at ell u M, B e vi ns C L, A d a ms L G, T ü k el C, Ts olis R M, et al. Lif e i n t h e 

i nfl a m e d i nt esti n e, S al m o n ell a  st yl e. Tr e n ds Mi cr o bi ol. 2 0 0 9 N o v; 1 7( 1 1): 4 9 8 – 5 0 6.  

4 7.  K urt z J R, G o g gi ns J A, M c L a c hl a n J B. S al m o n ell a  i nf e cti o n: I nt er pl a y b et w e e n t h e 

b a ct eri a a n d h ost i m m u n e s yst e m. I m m u n ol L ett. 2 0 1 7 O ct; 1 9 0: 4 2 – 5 0.  

4 8.  D e J o n g H K, P arr y C M, V a n D er P oll T, Wi ersi n g a WJ. H ost – P at h o g e n I nt er a cti o n i n 

I n v asi v e S al m o n ell osis. C hit nis C E, e dit or. P L o S P at h o g. 2 0 1 2 O ct 4; 8 ( 1 0): e 1 0 0 2 9 3 3.  

4 9.  Ni c k ers o n K P, S e n g er S, Z h a n g Y, Li m a R, P at el S, I n g a n o L, et al. S al m o n ell a  T y p hi 

C ol o ni z ati o n Pr o v o k es E xt e nsi v e Tr a ns cri pti o n al C h a n g es Ai m e d at E v a di n g H ost 

M u c os al I m m u n e D ef e ns e D uri n g E arl y I nf e cti o n of H u m a n I nt esti n al Tis s u e. 

E Bi o M e di ci n e. 2 0 1 8 M a y; 3 1: 9 2 – 1 0 9.  

5 0.  H u X, C h e n Z, Xi o n g K, W a n g J, R a o X, C o n g Y. Vi c a ps ul ar p ol ys a c c h ari d e: S y nt h esis, 

vir ul e n c e, a n d a p pli c ati o n. Crit R e v Mi cr o bi ol. 2 0 1 7 J ul 4; 4 3( 4): 4 4 0 – 5 2.  

5 1.  M c Cl ell a n d M, S a n d ers o n K E, Clift o n S W, L atr eill e P, P or w olli k S, S a b o A, et al. 

C o m p aris o n of g e n o m e d e gr a d ati o n i n P ar at y p hi A a n d T y p hi, h u m a n -r estri ct e d s er o v ars 

of S al m o n ell a e nt eri c a  t h at c a us e t y p h oi d. N at G e n et. 2 0 0 4 D e c 1; 3 6( 1 2): 1 2 6 8– 7 4.  
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5 2.  K u bi c e k -S ut h erl a n d J Z, Xi e G, S h a k y a M, Di g h e P K, J a c o bs L L, D ali g a ult H, et al. 

C o m p ar ati v e g e n o mi c a n d p h e n ot y pi c c h ar a ct eri z ati o n of i n v asi v e n o n -t y p h oi d al 

S al m o n ell a  is ol at es fr o m Si a y a, K e n y a. P L o S N e gl Tr o p Dis. 2 0 2 1 F e b; 1 5( 2): e 0 0 0 8 9 9 1.  

5 3.  L a n gri d g e G C, F o o k es M, C o n n or T R, F elt w ell T, F e as e y N, P ars o ns B N, et al. P att er ns 

of g e n o m e e v ol uti o n t h at h a v e a c c o m p a ni e d h ost a d a pt ati o n i n S al m o n ell a . Pr o c N atl A c a d 

S ci. 2 0 1 5 J a n 2 0; 1 1 2( 3): 8 6 3 – 8.  

5 4.  B ä u ml er A J, Ts olis R M, Fi c ht T A, A d a ms L G. E v ol uti o n of H ost A d a pt ati o n i n 

S al m o n ell a e nt eri c a . Or n d orff P E, e ditor. I nf e ct I m m u n. 1 9 9 8 O ct; 6 6( 1 0): 4 5 7 9 – 8 7.  

5 5.  J o n es G W, R a b ert D K, S vi n ari c h D M, W hitfi el d H J. A ss o ci ati o n of a d h esi v e, i n v asi v e, 

a n d vir ul e nt p h e n ot y p es of S al m o n ell a  T y p hi m uri u m wit h a ut o n o m o us 6 0 -m e g a d alt o n 

pl as mi ds. I nf e ct I m m u n. 1 9 8 2 N o v; 3 8( 2): 4 7 6 – 8 6.  

5 6.  B or d e n L a c y D, St e v e ns R C. U nr a v eli n g t h e str u ct ur es a n d m o d es of a cti o n of b a ct eri al 

t o xi ns. C urr O pi n Str u ct Bi ol. 1 9 9 8 D e c; 8( 6): 7 7 8– 8 4.  

5 7.  S o n g J. B a ct eri al A B t o xi ns a n d h ost – mi cr o b e i nt er a cti o ns. I n: A d v a n c es i n Mi cr o bi al 

P h ysi ol o g y [I nt er n et]. Els e vi er; 2 0 2 2 [ cit e d 2 0 2 3 J u n 1 2]. p. 6 7 – 1 0 9. A v ail a bl e fr o m: 

htt ps://li n ki n g h u b. els e vi er. c o m/r etri e v e/ pii/ S 0 0 6 5 2 9 1 1 2 2 0 0 0 1 7 0  

5 8.  O d u m os u O, Ni c h ol as D, Y a n o H, L a n gri d g e W. A B t o xi ns: a p ar a di g m s wit c h fr o m 

d e a dl y t o d esir a bl e. T o xi ns. 2 0 1 0 J ul; 2( 7): 1 6 1 2 – 4 5.  

5 9.  L e mi c h e z E, B ar bi eri J T. G e n er al as p e cts a n d r e c e nt a d v a n c es o n b a ct eri al pr ot ei n t o xi ns. 

C ol d S pri n g H ar b P ers p e ct M e d. 2 0 1 3 F e b 1; 3( 2): a 0 1 3 5 7 3.  
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6 0.  J o h ns o n W M, Li or H. R es p o ns e of C hi n es e h a mst er o v ar y c ells t o a c yt ol et h al dist e n di n g 

t o xi n ( C D T) of Es c h eri c hi a c oli  a n d p os si bl e misi nt er pr et ati o n as h e at -l a bil e ( L T) 

e nt er ot o xi n. F E M S Mi cr o bi ol L ett. 1 9 8 7 J ul; 4 3( 1): 1 9 – 2 3.  

6 1.  Di Ri e n z o J M. C yt ol et h al Dist e n di n g T o xi n: A U ni q u e V ari ati o n o n t h e A B T o xi n 

P ar a di g m. N e w J S ci. 2 0 1 4 S e p 2 5; 2 0 1 4: 1 – 2 6.  

6 2.  Bi er n b a u m E N, K u d v a I T. A B 5 E nt er ot o xi n -M e di at e d P at h o g e n esis: P ers p e cti v es 

Gl e a n e d fr o m S hi g a T o xi ns. T o xi ns. 2 0 2 2 J a n 1 6; 1 4( 1): 6 2.  

6 3.  B e d d o e T, P at o n A W, L e N o urs J, R os sj o h n J, P at o n J C. Str u ct ur e, bi ol o gi c al f u n cti o ns 

a n d a p pli c ati o ns of t h e A B 5 t o xi ns. Tr e n ds Bi o c h e m S ci. 2 0 1 0 J ul; 3 5( 7): 4 1 1 – 8.  

6 4.  L e n c er WI, S asl o w s k y D. R aft tr affi c ki n g of A B 5 s u b u nit b a ct eri al t o xi ns. Bi o c hi m 

Bi o p h ys A ct a. 2 0 0 5 D e c 3 0; 1 7 4 6( 3): 3 1 4 – 2 1.  

6 5.  Si x m a T K, K al k K H, v a n Z a nt e n B A, D a ut er Z, Ki n g m a J, Wit h olt B, et al. R efi n e d 

str u ct ur e of Es c h eri c hi a c oli  h e at -l a bil e e nt er ot o xi n, a cl os e r el ati v e of c h ol er a t o xi n. J 

M ol Bi ol. 1 9 9 3 A pr 5; 2 3 0( 3): 8 9 0 – 9 1 8.  

6 6.  Fr as er M E, C h er n ai a M M, K o zl o v Y V, J a m es M N. Cr yst al str u ct ur e of t h e h ol ot o xi n fr o m 

S hi g ell a d ys e nt eri a e  at 2. 5 A r es ol ut i o n. N at Str u ct Bi ol. 1 9 9 4 J a n; 1( 1): 5 9– 6 4.  

6 7.  M erritt E A, H ol W G. A B 5 t o xi ns. C urr O pi n Str u ct Bi ol. 1 9 9 5 A pr; 5( 2): 1 6 5 – 7 1.  

6 8.  L e n c er W. T h e i ntr a c ell ul ar v o y a g e of c h ol er a t o xi n: g oi n g r etr o. Tr e n ds Bi o c h e m S ci. 

2 0 0 3 D e c; 2 8( 1 2): 6 3 9 – 4 5.  
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6 9.  N o w a k o w s k a -G oł a c k a J, S o mi n k a H, S o w a -R o g o zi ńs k a N, Sł o mi ńs k a -W oj e w ó d z k a M. 

T o xi ns Utili z e t h e E n d o pl as mi c R eti c ul u m -A s s o ci at e d Pr ot ei n D e gr a d ati o n P at h w a y i n 

T h eir I nt o xi c ati o n Pr o c es s. I nt J M ol S ci. 2 0 1 9 M ar 1 5; 2 0( 6): 1 3 0 7.  

7 0.  Li u X, C h e n Z, Ji a o X, Ji a n g X, Qi u J, Y o u F, et al. M ol e c ul ar I nsi g hts i nt o t h e A s s e m bl y 

a n d F u n cti o n al Di v ersifi c ati o n of T y p h oi d T o xi n. Br e n n a n R G, e dit or. m Bi o. 2 0 2 2 F e b 

2 2; 1 3( 1): e 0 1 9 1 6 -2 1.  

7 1.  P atr y R T, St a hl M, P er e z -M u n o z M E, N ot h aft H, W e n z el C Q, S a c h er J C, et al. B a ct eri al 

A B 5 t o xi ns i n hi bit t h e gr o wt h of g ut b a ct eri a b y t ar g eti n g g a n gli osi d e -li k e 

gl y c o c o nj u g at es. N at C o m m u n. 2 0 1 9 M ar 2 7; 1 0( 1): 1 3 9 0.  

7 2.  G yl es C L. S hi g a t o xi n -pr o d u ci n g Es c h eri c hi a c oli : a n o v er vi e w. J A ni m S ci. 2 0 0 7 

M ar; 8 5( 1 3 S u p pl): E 4 5 -6 2.  

7 3.  K ar m ali M A, St e el e B T, P etri c M, Li m C. S p or a di c c as es of h a e m ol yti c -ur a e mi c 

s y n dr o m e as s o ci at e d wit h f a e c al c yt ot o xi n a n d c yt ot o xi n -pr o d u ci n g Es c h eri c hi a c oli  i n 

st o ols. L a n c et L o n d E n gl. 1 9 8 3 M ar 1 9; 1( 8 3 2 5): 6 1 9 – 2 0.  

7 4.  Pi c k eri n g L K, O bri g T G, St a pl et o n F B. H e m ol yti c -ur e mi c  s y n dr o m e a n d 

e nt er o h e m orr h a gi c Es c h eri c hi a c oli.  P e di atr I nf e ct Dis J. 1 9 9 4 J u n; 1 3( 6): 4 5 9 – 7 5; q ui z 

4 7 6.  

7 5.  T arr PI. Es c h eri c hi a c oli  O 1 5 7: H 7: cli ni c al, di a g n o sti c, a n d e pi d e mi ol o gi c al as p e cts of 

h u m a n i nf e cti o n. Cli n I nf e ct Dis Off P u bl I nf e ct Dis S o c A m. 1 9 9 5 J a n; 2 0( 1): 1 – 8; q ui z 9 –

1 0.  
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7 6.  Tr a c ht m a n H, A usti n C, L e wi ns ki M, St a hl R A K. R e n al a n d n e ur ol o gi c al i n v ol v e m e nt i n 

t y pi c al S hi g a t o xi n-as s o ci at e d H U S. N at R e v N e p hr ol. 2 0 1 2 N o v; 8( 1 1): 6 5 8 – 6 9.  

7 7.  Fr as er M E, F uji n a g a M, C h er n e y M M, M elt o n -C els a A R, T wi d d y E M, O’ Bri e n A D, et al. 

Str u ct ur e of s hi g a t o xi n t y p e 2 ( St x 2) fr o m Es c h eri c hi a c oli O 1 5 7: H 7. J Bi ol C h e m. 2 0 0 4 

J u n 2 5; 2 7 9( 2 6): 2 7 5 1 1 – 7.  

7 8.  T u m er N E, Li X P. I nt er a cti o n of ri ci n a n d S hi g a t o xi ns wit h ri b os o m es. C urr T o p 

Mi cr o bi ol I m m u n ol. 2 0 1 2; 3 5 7: 1 – 1 8.  

7 9.  C h erl a R P, L e e S Y, M e es P L, T es h V L. S hi g a t o xi n 1 -i n d u c e d c yt o ki n e pr o d u cti o n is 

m e di at e d b y M A P ki n as e p at h w a ys a n d tr a nsl ati o n i niti ati o n f a ct or eI F 4 E i n t h e 

m a cr o p h a g e -li k e T H P-1 c ell li n e. J L e u k o c Bi ol. 2 0 0 6 F e b; 7 9( 2): 3 9 7 – 4 0 7.  

8 0.  T h or p e C M, H url e y B P, Li n ci c o m e L L, J a c e wi c z M S, K e us c h G T, A c h es o n D W K. S hi g a 

T o xi ns Sti m ul at e S e cr eti o n of I nt erl e u ki n -8 fr o m I nt esti n al E pit h eli al C ells. M c G h e e J R, 

e dit or. I nf e ct I m m u n. 1 9 9 9 N o v; 6 7( 1 1): 5 9 8 5 – 9 3.  

8 1.  W a d d ell T, H e a d S, P etri c M, C o h e n A, Li n g w o o d C. Gl o b otri os yl c er a mi d e is s p e cifi c all y 

r e c o g ni z e d b y t h e Es c h eri c hi a c oli v er o c yt ot o xi n 2. Bi o c h e m Bi o p h ys R es C o m m u n. 1 9 8 8 

A pr 2 9; 1 5 2( 2): 6 7 4 – 9.  

8 2.  Li n g w o o d C A, L a w H, Ri c h ar ds o n S, P etri c M, Br u nt o n J L, D e Gr a n dis S, et al. Gl y c oli pi d 

bi n di n g of p urifi e d a n d r e c o m bi n a nt Es c h eri c hi a c oli pr o d u c e d v er ot o xi n i n vitr o. J Bi ol 

C h e m. 1 9 8 7 J u n 2 5; 2 6 2( 1 8): 8 8 3 4 – 9.  
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8 3.  Li n g H, B o o d h o o A, H a z es B, C u m mi n gs M D,  Ar mstr o n g G D, Br u nt o n J L, et al. Str u ct ur e 

of t h e S hi g a -li k e t o xi n I B-p e nt a m er c o m pl e x e d wit h a n a n al o g u e of its r e c e pt or G b 3. 

Bi o c h e mistr y. 1 9 9 8 F e b 1 7; 3 7( 7): 1 7 7 7 – 8 8.  

8 4.  S p o o n er R A, L or d J M. H o w ri ci n a n d S hi g a t o xi n r e a c h t h e c yt os ol of t ar g et c ells:  

r etr otr a nsl o c ati o n fr o m t h e e n d o pl as mi c r eti c ul u m. C urr T o p Mi cr o bi ol I m m u n ol. 

2 0 1 2; 3 5 7: 1 9 – 4 0.  

8 5.  S a n d vi g K, G arr e d O, Pr y d z K, K o zl o v J V, H a ns e n S H, v a n D e urs B. R etr o gr a d e tr a ns p ort 

of e n d o c yt os e d S hi g a t o xi n t o t h e e n d o pl as mi c r eti c ul u m. N at ur e. 1 9 9 2  A u g 

6; 3 5 8( 6 3 8 6): 5 1 0 – 2.  

8 6.  P at o n J C, P at o n A W. P at h o g e n esis a n d di a g n osis of S hi g a t o xi n -pr o d u ci n g Es c h eri c hi a 

c oli i nf e cti o ns. Cli n Mi cr o bi ol R e v. 1 9 9 8 J ul; 1 1( 3): 4 5 0– 7 9.  

8 7.  Ci m ol ai N, C art er J E. B a ct eri al g e n ot y p e a n d n e ur ol o gi c al c o m pli c ati o ns of Es c h eri c hi a 

c oli  O 1 5 7: H 7 -as s o ci at e d h a e m ol yti c ur a e mi c s y n dr o m e. A ct a P a e di atr O sl o N or 1 9 9 2. 

1 9 9 8 M a y; 8 7( 5): 5 9 3 – 4.  

8 8.  M a g n us T, R öt h er J, Si m o v a O, M ei er -Cilli e n M, R e p e nt hi n J, M öll er F, et al. T h e 

n e ur ol o gi c al s y n dr o m e i n a d ults d uri n g t h e 2 0 1 1 n ort h er n G er m a n E. c oli s er ot y p e 

O 1 0 4: H 4 o ut br e a k. Br ai n. 2 0 1 2 J u n; 1 3 5( 6): 1 8 5 0 – 9.  

8 9.  S c h e ut z F, T e el L D, B e uti n L, Pi ér ar d D, B u v e ns G, K ar c h H, et al. M ulti c e nt er e v al u ati o n 

of a s e q u e n c e -b as e d pr ot o c ol f or s u bt y pi n g S hi g a t o xi ns a n d st a n d ar di zi n g St x 

n o m e n cl at ur e. J Cli n Mi cr o bi ol. 2 0 1 2 S e p; 5 0( 9): 2 9 5 1 – 6 3.  



  

1 3 7  

 

9 0.  M elt o n -C els a A R. S hi g a T o xi n ( St x) Cl as sifi c ati o n, Str u ct ur e, a n d F u n cti o n. Mi cr o bi ol 

S p e ctr. 2 0 1 4 A u g; 2( 4): E H E C -0 0 2 4 -2 0 1 3.  

9 1 . C a pri oli A, L u z zi I, Gi a n viti A, R us s m a n n H, K ar c h H. P h e n o -g e n ot y pi n g of v er ot o xi n 2 

( V T 2)-pr o d u ci n g Es c h eri c hi a c oli  c a usi n g h a e m orr h a gi c c olitis a n d h a e m ol yti c ur a e mi c 

s y n dr o m e b y dir e ct a n al ysis of p ati e nts’ st o ols. J M e d Mi cr o bi ol. 1 9 9 5 N o v; 4 3( 5): 3 4 8 – 5 3.  

9 2.  Pi ér ar d D, M u yl d er m a ns G, M ori a u L, St e v e ns D, L a u w ers S. I d e ntifi c ati o n of n e w 

v er o c yt ot o xi n t y p e 2 v ari a nt B -s u b u nit g e n es i n h u m a n a n d a ni m al Es c h eri c hi a c oli 

is ol at es. J Cli n Mi cr o bi ol. 1 9 9 8 N o v; 3 6( 1 1): 3 3 1 7– 2 2.  

9 3.  F ull er C A, P elli n o C A, Fl a gl er M J, Str as s er J E, W eis s A A. S hi g a T o xi n S u bt y p es Dis pl a y 

Dr a m ati c Diff er e n c es i n P ot e n c y. Bl a n k e S R, e dit or. I nf e ct I m m u n. 2 0 1 1 M ar; 7 9( 3): 1 3 2 9 –

3 7.  

9 4.  P ers s o n S, Ols e n K E P, Et h el b er g S, S c h e ut z F. S u bt y pi n g m et h o d f or Es c h eri c hi a c oli 

s hi g a t o xi n ( v e r o c yt ot o xi n) 2 v ari a nts a n d c orr el ati o ns t o cli ni c al m a nif est ati o ns. J Cli n 

Mi cr o bi ol. 2 0 0 7 J u n; 4 5( 6): 2 0 2 0 – 4.  

9 5.  H e a d S C, K ar m ali M A, Li n g w o o d C A. Pr e p ar ati o n of V T 1 a n d V T 2 h y bri d t o xi ns fr o m 

t h eir p urifi e d dis s o ci at e d s u b u nits. E vi d e n c e f or B s u b u nit mo d ul ati o n of a s u b u nit 

f u n cti o n. J Bi ol C h e m. 1 9 9 1 F e b 2 5; 2 6 6( 6): 3 6 1 7– 2 1.  

9 6.  R us s o L M, M elt o n -C els a A R, S mit h M J, O’ Bri e n A D. C o m p aris o ns of n ati v e S hi g a t o xi ns 

( St xs) t y p e 1 a n d 2 wit h c hi m eri c t o xi ns i n di c at e t h at t h e s o ur c e of t h e bi n di n g s u b u nit 

di ct at es d e gr e e of t o xi cit y. Pl o S O n e. 2 0 1 4; 9( 3): e 9 3 4 6 3.  
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9 7.  U n k m eir A, S c h mi dt H. Str u ct ur al A n al ysis of P h a g e -B or n e st x G e n es a n d T h eir Fl a n ki n g 

S e q u e n c es i n S hi g a T o xi n -Pr o d u ci n g Es c h eri c hi a c oli  a n d S hi g ell a d ys e nt eri a e  T y p e 1 

Str ai ns. O’ Bri e n A D, e dit or.  I nf e ct I m m u n. 2 0 0 0 S e p; 6 8( 9): 4 8 5 6– 6 4.  

9 8.  M a ur o S A, K o u d el k a G B. S hi g a t o xi n: e x pr es si o n, distri b uti o n, a n d its r ol e i n t h e 

e n vir o n m e nt. T o xi ns. 2 0 1 1 J u n; 3( 6): 6 0 8 – 2 5.  

9 9.  H a q u e Q M, S u gi y a m a A, I w a d e Y, Mi d ori k a w a Y, Y a m a u c hi T. Di arr h e al a n d 

e n vir o n m e nt al is ol at es of A er o m o n as s p p. pr o d u c e a t o xi n si mil ar t o S hi g a -li k e t o xi n 1. 

C urr Mi cr o bi ol. 1 9 9 6 M a y; 3 2( 5): 2 3 9 – 4 5.  

1 0 0.  H s u e h B Y, W at ers C M. C o m b ati n g C h ol er a. F 1 0 0 0 R es e ar c h. 2 0 1 9; 8: F 1 0 0 0 F a c ult y R e v -

5 8 9.  

1 0 1.  Ali M, N els o n A R, L o p e z A L, S a c k D A. U p d at e d gl o b al b ur d e n of c h ol er a i n e n d e mi c 

c o u ntri es. P L o S N e gl Tr o p Dis. 2 0 1 5; 9( 6): e 0 0 0 3 8 3 2.  

1 0 2.  H si a o A, H all A H, M o g as al e V, Q u e nti n W. T h e h e alt h e c o n o mi cs of c h ol er a: A 

s yst e m ati c r e vi e w. V a c ci n e. 2 0 1 8 J ul; 3 6( 3 0): 4 4 0 4 – 2 4.  

1 0 3.  Z h a n g R G, S c ott D L, W est br o o k M L, N a n c e S, S p a n gl er B D, S hi pl e y G G, et al. T h e t hr e e -

di m e nsi o n al cr yst al str u ct ur e of c h ol er a t o xi n. J M ol Bi ol. 1 9 9 5 A u g 2 5; 2 5 1( 4): 5 6 3 – 7 3.  

1 0 4.  C as s el D, Pf e uff er T. M e c h a nis m of c h ol er a t o xi n a cti o n: c o v al e nt m o difi c ati o n of t h e 

g u a n yl n u cl e oti d e -bi n di n g pr ot ei n of t h e a d e n yl at e c y cl as e s yst e m. Pr o c N atl A c a d S ci U 

S A. 1 9 7 8 J u n; 7 5( 6): 2 6 6 9 – 7 3.  
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1 0 5.  S v o b o d a M, F ur n ell e J, C hrist o p h e J. T h e diff er e nti al d et er g e nt s ol u bili z ati o n of a d e n yl at e 

c y cl as e a n d p ol y p e pti d es A D P -ri b os yl at e d wit h c h ol er a t o xi n s u g g ests a n e x c es s of G/ F 

pr ot ei n r el ati v e t o a d e n yl at e c y cl as e i n r at p a n cr e ati c pl as m a m e m br a n es. F E B S L ett. 1 9 8 1 

N o v 3 0; 1 3 5( 1): 2 0 7 – 1 1.  

1 0 6.  S a n c h e z J, H ol m gr e n J. C h ol er a t o xi n - a f o e & a fri e n d. I n di a n J M e d R es. 2 0 1 1 

F e b; 1 3 3( 2): 1 5 3 – 6 3.  

1 0 7.  N els o n EJ, H arris J B, M orris J G, C al d er w o o d S B, C a milli A. C h ol er a tr a ns mis si o n: t h e 

h ost, p at h o g e n a n d b a ct eri o p h a g e d y n a mi c. N at R e v Mi cr o bi ol. 2 0 0 9 O ct; 7( 1 0): 6 9 3 – 7 0 2.  

1 0 8.  H e g g el u n d J E, B urs c h o w s k y D, Bj ør n est a d V A, H o d ni k V, A n d erl u h G, Kr e n g el U. Hi g h -

R es ol uti o n Cr yst al Str u ct ur es El u ci d at e t h e M ol e c ul ar B asis of C h ol er a Bl o o d Gr o u p 

D e p e n d e n c e. P L o S P at h o g. 2 0 1 6 A pr; 1 2( 4): e 1 0 0 5 5 6 7.  

1 0 9.  V a n H e y ni n g e n W E. G a n gli osi d es as m e m br a n e r e c e pt ors f or t et a n us t o xi n, c h ol er a t o xi n 

a n d s er ot o ni n. N at ur e. 1 9 7 4 M a y; 2 4 9( 5 4 5 6): 4 1 5 – 7.  

1 1 0.  H ol m gr e n J, L ö n nr ot h I, S v e n n er h ol m L. Tis s u e r e c e pt or f or c h ol er a e x ot o xi n: p ost ul at e d 

str u ct ur e fr o m st u di es wit h G M 1 g a n gl i osi d e a n d r el at e d gl y c oli pi ds. I nf e ct I m m u n. 1 9 7 3 

A u g; 8( 2): 2 0 8 – 1 4.  

1 1 1.  M erritt E A, S arf at y S, A k k er F V D, L’ H oir C, M arti al J A, H ol W GJ. Cr yst al str u ct ur e of 

c h ol er a t o xi n B -p e nt a m er b o u n d t o r e c e pt or G M 1  p e nt as a c c h ari d e: C h ol er a t o xi n 

p e nt a m er: G M 1  p e n t as a c c h ari d e. Pr ot ei n S ci. 1 9 9 4 F e b; 3( 2): 1 6 6– 7 5.  
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1 1 2.  W a n ds A M, F ujit a A, M c C o m bs J E, C er vi n J, D e di c B, R o dri g u e z A C, et al. F u c os yl ati o n 

a n d pr ot ei n gl y c os yl ati o n cr e at e f u n cti o n al r e c e pt or s f or c h ol er a t o xi n. e Lif e. 2 0 1 5 O ct 

2 9; 4: e 0 9 5 4 5.  

1 1 3.  D u br e uil  J D, Is a a cs o n R E, S c hiff erli D M. A ni m al E nt er ot o xi g e ni c Es c h eri c hi a c oli.  

E c o S al Pl us. 2 0 1 6 O ct; 7( 1).  

1 1 4.  J o bli n g M G, H ol m es R K. T y p e II H e at -L a bil e E nt er ot o xi ns fr o m 5 0 Di v ers e Es c h eri c hi a 

c oli Is ol at es B el o n g Al m ost E x cl usi v el y t o t h e L T -II c F a mil y a n d M a y B e Pr o p h a g e 

E n c o d e d. Ott o M, e dit or. P L o S O N E. 2 0 1 2 J a n 5; 7( 1): e 2 9 8 9 8.  

1 1 5.  L as ar o M A, R o dri g u es J F, M at hi as -S a nt os C, G ut h B E C, B al a n A, S br o gi o -Al m ei d a M E, 

et al. G e n eti c di v ersit y of h e at -l a bil e t o xi n e x pr es s e d b y e nt er ot o xi g e ni c Es c h eri c hi a c oli 

str ai ns is ol at e d fr o m h u m a ns. J B a ct eri ol. 2 0 0 8 A pr; 1 9 0( 7): 2 4 0 0 – 1 0.  

1 1 6.  Si x m a T K , Pr o n k S E, K al k K H, W art n a E S, V a n Z a nt e n B A M, Wit h olt B, et al. Cr yst al 

str u ct ur e of a c h ol er a t o xi n -r el at e d h e at-l a bil e e nt er ot o xi n fr o m E. c oli . N at ur e. 1 9 9 1 

M a y; 3 5 1( 6 3 2 5): 3 7 1 – 7.  

1 1 7.  Q a dri F, S v e n n er h ol m A M, F ar u q u e A S G, S a c k R B. E nt er ot o xi g e ni c Es c h eri c hi a c oli  i n 

d e v el o pi n g c o u ntri es: e pi d e mi ol o g y, mi cr o bi ol o g y, cli ni c al f e at ur es, tr e at m e nt, a n d 

pr e v e nti o n. Cli n Mi cr o bi ol R e v. 2 0 0 5 J ul; 1 8( 3): 4 6 5 – 8 3.  

1 1 8.  M os s J, Ri c h ar ds o n S H. A cti v ati o n of a d e n yl at e c y cl as e b y h e at -l a bil e Es c h eri c hi a c oli 

e nt er ot o xi n. E vi d e n c e f or A D P -ri b os yltr a nsf er as e a cti vit y si mil ar t o t h at of c h ol er a g e n. J 

Cli n I n v est. 1 9 7 8 A u g; 6 2( 2): 2 8 1 – 5.  
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1 1 9.  S p a n gl er B D. Str u ct ur e a n d f u n cti o n of c h ol er a t o xi n a n d t h e r el at e d Es c h eri c hi a c oli  h e at -

l a bil e e nt er ot o xi n. Mi cr o bi ol R e v. 1 9 9 2 De c; 5 6( 4): 6 2 2 – 4 7.  

1 2 0.  F u k ut a S, M a g n a ni J L, T wi d d y E M, H ol m es R K, Gi ns b ur g V. C o m p aris o n of t h e 

c ar b o h y dr at e -bi n di n g s p e cifi citi es of c h ol er a t o xi n a n d Es c h eri c hi a c oli  h e at -l a bil e 

e nt er ot o xi ns L T h -I, L T-II a, a n d L T-II b. I nf e ct I m m u n. 1 9 8 8 J ul; 5 6( 7): 1 7 4 8– 5 3.  

1 2 1.  T e n e b er g S, Hirst T R, A n gstr ö m J, K arls s o n K A. C o m p aris o n of t h e gl y c oli pi d -bi n di n g 

s p e cifi citi es of c h ol er a t o xi n a n d p or ci n e Es c h e ri c hi a c oli  h e at -l a bil e e nt er ot o xi n: 

i d e ntifi c ati o n of a r e c e pt or-a cti v e n o n -g a n gli osi d e gl y c oli pi d f or t h e h e at -la bil e t o xi n i n 

i nf a nt r a b bit s m all i nt esti n e. Gl y c o c o nj J. 1 9 9 4 D e c; 1 1( 6): 5 3 3– 4 0.  

1 2 2.  M u dr a k B, K u e h n M J. H e at -l a bil e e nt er ot o xi n: b e y o n d G( m 1) bi n di n g. T o xi ns. 2 0 1 0 

J u n; 2( 6): 1 4 4 5 – 7 0.  

1 2 3.  N ar di A R M, S al v a d ori M R, C os wi g L T, G atti M S V, L eit e D S, V al a d ar es G F, et al. T y p e 

2 h e at -l a bil e e nt er ot o xi n ( L T-II)-pr o d u ci n g Es c h eri c hi a c oli is ol at e d fr o m ostri c h es wit h 

di arr h e a. V et Mi cr o bi ol. 2 0 0 5 F e b; 1 0 5( 3 – 4): 2 4 5 – 9.  

1 2 4.  G ut h B E, Pi c k ett C L, T wi d d y E M, H ol m es R K, G o m es T A, Li m a A A, et al. Pr o d u cti o n 

of t y p e II h e at -l a bil e e nt er ot o xi n b y Es c h eri c hi a c oli  is ol at e d fr o m f o o d a n d h u m a n f e c es. 

I nf e ct I m m u n. 1 9 8 6 N o v; 5 4( 2): 5 8 7– 9.  

1 2 5.  D e n A k k er F V, S arf at y S, T wi d d y E M, C o n n ell T D, H ol m es R K, H ol W G. Cr yst al 

str u ct ur e of a n e w h e at -l a bil e e nt er ot o xi n, L T-II b. Str u ct ur e. 1 9 9 6 J u n; 4( 6): 6 6 5– 7 8.  
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1 2 6.  Pi c k ett C L, W ei nst ei n D L, H ol m es R K. G e n eti cs of t y p e II a h e at -l a bil e e nt er ot o xi n of 

Es c h eri c hi a c oli: o p er o n f usi o ns, n u cl e oti d e s e q u e n c e, a n d h y bri di z ati o n st u di es. J 

B a ct eri ol. 1 9 8 7 N o v; 1 6 9( 1 1): 5 1 8 0 – 7.  

1 2 7.  Pi c k ett C L, T wi d d y E M, C o k er C, H ol m es R K. Cl o ni n g, n u cl e oti d e s e q u e n c e, a n d 

h y bri di z ati o n st u di es of t h e t y p e II b h e at -l a bil e e nt er ot o xi n g e n e of Es c h eri c hi a c oli. J 

B a ct eri ol. 1 9 8 9 S e p; 1 7 1( 9): 4 9 4 5 – 5 2.  

1 2 8.  B er e ns o n C S, N a w ar H F, Kr u z el R L, M a n d ell L M, C o n n ell T D. G a n gli osi d e -bi n di n g 

s p e cifi citi es of E. c oli e nt er ot o xi n L T -II c: I m p ort a n c e of l o n g-c h ai n f att y a c yl c er a mi d e. 

Gl y c o bi ol o g y. 2 0 1 3 J a n; 2 3( 1): 2 3 – 3 1.  

1 2 9.  Y e u n g K H T, D u cl os P, N els o n E A S, H ut u b es s y R C W. A n u p d at e of t h e gl o b al b ur d e n of 

p ert us sis i n c hil dr e n y o u n g er t h a n 5 y e ars: a m o d elli n g st u d y. L a n c et I nf e ct Dis. 2 0 1 7 

S e p; 1 7( 9): 9 7 4 – 8 0.  

1 3 0.  C ar b o n etti N H. C o ntri b uti o n of p ert us sis t o xi n t o t h e p at h o g e n esis of p ert us sis dis e as e. 

P at h o g Dis. 2 0 1 5 N o v; 7 3( 8):ft v 0 7 3.  

1 3 1.  Z h a n g L, Pri ets c h S O, A x els s o n I, H al p eri n S A. A c ell ul ar v a c ci n es f or pr e v e nti n g 

w h o o pi n g c o u g h i n c hil dr e n. I n: T h e C o c hr a n e C oll a b or ati o n, e dit or. C o c hr a n e D at a b as e 

of S yst e m ati c R e vi e w s [I nt er n et]. C hi c h est er, U K: J o h n Wil e y & S o ns, Lt d; 2 0 1 1 [ cit e d 

2 0 2 3  J ul  2 3].  p.  C D 0 0 1 4 7 8. p u b 4.  A v ail a bl e  fr o m: 

htt ps:// d oi. wil e y. c o m/ 1 0. 1 0 0 2/ 1 4 6 5 1 8 5 8. C D 0 0 1 4 7 8. p u b 4  

1 3 2.  L o c ht C, C o utt e L, Mi el c ar e k N. T h e i ns a n d o uts of p ert us sis t o xi n: P ert us sis t o xi n. F E B S 

J. 2 0 1 1 D e c; 2 7 8( 2 3): 4 6 6 8 – 8 2.  
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1 3 3.  K at a d a T, Ui M. A D P ri b os yl ati o n of t h e s p e cifi c m e m br a n e pr ot ei n of C 6 c ells b y isl et -

a cti v ati n g pr ot ei n as s o ci at e d wit h m o difi c ati o n of a d e n yl at e c y cl as e a cti vit y. J Bi ol C h e m. 

1 9 8 2 J u n 2 5; 2 5 7( 1 2): 7 2 1 0 – 6.  

1 3 4.  J a k w a y J P, D e Fr a n c o A L. P ert us sis t o xi n i n h i biti o n of B c ell a n d m a cr o p h a g e r es p o ns es 

t o b a ct eri al li p o p ol ys a c c h ari d e. S ci e n c e. 1 9 8 6 N o v 7; 2 3 4( 4 7 7 7): 7 4 3– 6.  

1 3 5.  S p a n gr u d e GJ, S a c c hi F, Hill H R, V a n E p ps D E, D a y n es R A. I n hi biti o n of l y m p h o c yt e 

a n d n e utr o p hil c h e m ot a xis b y p ert us sis t o xi n. J I m m u n ol  B alti m M d 1 9 5 0. 1 9 8 5 

D e c; 1 3 5( 6): 4 1 3 5 – 4 3.  

1 3 6.  Kli m o v a N, H ol u b o v a J, Str e p ar ol a G, T o m al a J, Br a z dil o v a L, St a n e k O, et al. P ert us sis 

t o xi n s u p pr es s es d e n driti c c ell-m e di at e d d eli v er y of B. p ert us sis i nt o l u n g -dr ai ni n g l y m p h 

n o d es. P L o S P at h o g. 2 0 2 2 J u n; 1 8( 6): e 1 0 1 0 5 7 7.  

1 3 7.  F o wl er C C, C h a n g S J, G a o X, G ei g er T, St a c k G, G al á n J E. E m er gi n g i nsi g hts i nt o t h e 

bi ol o g y of t y p h oi d t o xi n. C urr O pi n Mi cr o bi ol. 2 0 1 7 F e b; 3 5: 7 0 – 7.  

1 3 8.  G al á n J E. T y p h oi d t o xi n pr o vi d es a wi n d o w i nt o t y p h oi d f e v er a n d t h e bi ol o g y of  

S al m o n ell a  T y p hi. Pr o c N atl A c a d S ci. 2 0 1 6 J u n 7; 1 1 3( 2 3): 6 3 3 8 – 4 4.  

1 3 9.  C h e n g, Wi e d m a n n. T h e A D P -Ri b os yl ati n g T o xi n s of S al m o n ell a. T o xi ns. 2 0 1 9 J ul 

1 6; 1 1( 7): 4 1 6.  

1 4 0.  T a m a m ur a Y, T a n a k a K, U c hi d a I. C h ar a ct eri z ati o n of p ert us sis -li k e t o xi n fr o m 

S al m o n el l a s p p. t h at c at al y z es A D P-ri b os yl ati o n of G pr ot ei ns. S ci R e p. 2 0 1 7 J u n 

1; 7( 1): 2 6 5 3.  
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1 4 1.  U c hi d a I, Is hi h ar a R, T a n a k a K, H at a E, M a ki n o S i c hi, K a n n o T, et al. S al m o n ell a e nt eri c a 

s er ot y p e T y p hi m uri u m D T 1 0 4 Art A -d e p e n d e nt m o difi c ati o n of p ert us sis t o xi n -s e nsiti v e 

G pr ot ei ns i n t h e pr es e n c e of [ 3 2 P] N A D. Mi cr o bi ol o g y. 2 0 0 9 N o v 1; 1 5 5( 1 1): 3 7 1 0 – 8.  

1 4 2.  S ait o h M, T a n a k a K, Nis hi m ori K, M a ki n o S i c hi, K a n n o T, Is hi h ar a R, et al. T h e art A B 

g e n es e n c o d e a p ut ati v e A D P -ri b os yltr a nsf er as e t o xi n h o m ol o g u e as s o ci at ed wit h 

S al m o n ell a e nt eri c a s er o v ar T y p hi m uri u m D T 1 0 4. Mi cr o bi ol o g y. 2 0 0 5 S e p 

1; 1 5 1( 9): 3 0 8 9 – 9 6.  

1 4 3.  L e e kit c h ar o e n p h o n P, H e n dri ks e n R S, L e H ell o S, W eill F X, B a g g es e n D L, J u n S R, et al. 

Gl o b al G e n o mi c E pi d e mi ol o g y of S al m o n ell a e nt eri c a S er o v ar T y p hi m uri u m D T 1 0 4. 

Ki vis a ar M, e dit or. A p pl E n vir o n Mi cr o bi ol. 2 0 1 6 A pr 1 5; 8 2( 8): 2 5 1 6 – 2 6.  

1 4 4.  P o p p e C, S m art N, K h a k hri a R, J o h ns o n W, S pi k a J, Pr es c ott J. S al m o n ell a t y p hi m uri u m 

D T 1 0 4: a vir ul e nt a n d dr u g -r esist a nt p at h o g e n. C a n V et J R e v V et eri n air e C a n. 1 9 9 8 

S e p; 3 9( 9): 5 5 9 – 6 5.  

1 4 5.  L a n R, R e e v es P R, O ct a vi a S. P o p ul ati o n str u ct ur e, ori gi ns a n d e v ol uti o n of m aj or 

S al m o n ell a e nt eri c a cl o n es. I nf e ct G e n et E v ol. 2 0 0 9 S e p; 9( 5): 9 9 6 – 1 0 0 5.  

1 4 6.  H el ms M, Et h el b er g S, M øl b a k K, D T 1 0 4 St u d y Gr o u p. I nt er n ati o n al S al m o n ell a 

T y p hi m uri u m D T 1 0 4 i nf e cti o ns, 1 9 9 2 -2 0 0 1. E m er g I nf e ct Dis. 2 0 0 5 J u n; 1 1( 6): 8 5 9 – 6 7.  

1 4 7.  G a o X, D e n g L, St a c k G, Y u H, C h e n X, N ait o -M ats ui Y, et al. E v ol uti o n of h ost 

a d a pt ati o n i n t h e S al m o n ell a t y p h oi d t o xi n. N at Mi cr o bi ol. 2 0 1 7 D e c; 2( 1 2): 1 5 9 2 – 9.  
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1 4 8.  C o h e n M, V ar ki A. T h e Si al o m e — F ar M or e T h a n t h e S u m of Its P arts. O MI C S J I nt e gr 

Bi ol. 2 0 1 0 A u g; 1 4( 4) : 4 5 5– 6 4.  

1 4 9.  B yr es E, P at o n A W, P at o n J C, L öfli n g J C, S mit h D F, Wil c e M CJ, et al. I n c or p or ati o n of 

a n o n -h u m a n gl y c a n m e di at es h u m a n s us c e pti bilit y t o a b a ct eri al t o xi n. N at ur e. 2 0 0 8 D e c 

4; 4 5 6( 7 2 2 2): 6 4 8 – 5 2.  

1 5 0.  D e n g L, S o n g J, G a o X, W a n g J, Y u H, C h e n  X, et al. H ost a d a pt ati o n of a b a ct eri al t o xi n 

fr o m t h e h u m a n p at h o g e n S al m o n ell a T y p hi. C ell. 2 0 1 4 D e c 4; 1 5 9( 6): 1 2 9 0 – 9.  

1 5 1.  K h a n N, S as m al A, K h e dri Z, S e cr est P, V er h a g e n A, Sri v ast a v a S, et al. Si al o gl y c a n -

bi n di n g p att er ns of b a ct eri al A B 5 t o xi n B s u b u nits c orr el at e wit h h ost r a n g e a n d t o xi cit y, 

i n di c ati n g e v ol uti o n i n d e p e n d e nt of A s u b u nits. J Bi ol C h e m. 2 0 2 2 M a y; 2 9 8( 5): 1 0 1 9 0 0.  

1 5 2.  G h os h S. Si ali c a ci d a n d bi ol o g y of lif e: A n i ntr o d u cti o n. I n: Si ali c A ci ds a n d 

Si al o gl y c o c o nj u g at es i n t h e Bi ol o g y of  Lif e, H e alt h a n d Dis e as e [I nt er n et]. Els e vi er; 2 0 2 0 

[ cit e d  2 0 2 3  J u n  1 2].  p.  1– 6 1.  A v ail a bl e  fr o m: 

htt ps://li n ki n g h u b. els e vi er. c o m/r etri e v e/ pii/ B 9 7 8 0 1 2 8 1 6 1 2 6 5 0 0 0 0 1 9  

1 5 3.  C arr oll L M, Pi a c e n z a N, C h e n g R A, Wi e d m a n n M, G ul di m a n n C. A m ulti dr u g -r esist a nt 

S al m o n ell a e nt eri c a  T y p hi m uri u m D T 1 0 4 c o m pl e x li n e a g e cir c ul ati n g a m o n g h u m a ns a n d 

c attl e i n t h e U nit e d St at es l ost t h e a bilit y t o pr o d u c e p ert us sis -li k e t o xi n Art A B [I nt er n et]. 

Mi cr o bi ol o g y;  2 0 2 2  A pr  [ cit e d  2 0 2 3  J u n  1 2].  A v ail a bl e  fr o m: 

htt p:// bi or xi v. or g/l o o k u p/ d oi/ 1 0. 1 1 0 1/ 2 0 2 2. 0 4. 0 6. 4 8 7 3 9 5  

1 5 4.  W a n g H, P at o n J C, H er d m a n B P, R o g ers TJ, B e d d o e T, P at o n A W. T h e B S u b u nit of a n 

A B 5 T o xi n Pr o d u c e d b y S al m o n ell a e nt eri c a S er o v ar T y p hi U p -R e g ul at es C h e m o ki n es, 
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C yt o ki n es, a n d A d h esi o n M ol e c ul es i n H u m a n M a cr o p h a g e, C ol o ni c E pit h eli al, a n d Br ai n 

Mi cr o v as c ul ar E n d ot h eli al C ell Li n es. Pir ofs ki L, e dit or. I nf e ct I m m u n. 2 0 1 3 

M ar; 8 1( 3): 6 7 3 – 8 3.  

1 5 5.  H er d m a n B P, P at o n J C, W a n g H, B e d d o e T, P at o n A W. V a c u ol ati o n A cti vit y a n d 

I ntr a c ell ul ar Tr affi c ki n g of Art B, t h e Bi n di n g S u b unit of a n A B 5 T o xi n Pr o d u c e d b y 

S al m o n ell a e nt eri c a S er o v ar T y p hi. I nf e ct I m m u n. 2 0 1 7 A u g; 8 5( 8): e 0 0 2 1 4 -1 7.  

1 5 6.  S o n g J, G a o X, G al á n J E. Str u ct ur e a n d f u n cti o n of t h e S al m o n ell a T y p hi c hi m a eri c A 2 B 5 

t y p h oi d t o xi n. N at ur e. 2 0 1 3 J ul; 4 9 9( 7 4 5 8): 3 5 0– 4.  

1 5 7.  Y a n g Y A, L e e S, Z h a o J, T h o m ps o n A J, M c Bri d e R, Ts o gt b a at ar B, et al. I n vi v o tr o pis m 

of S al m o n ell a T y p hi t o xi n t o c ells e x pr es si n g a m ulti a nt e n n al gl y c a n r e c e pt or. N at 

Mi cr o bi ol. 2 0 1 7 D e c 4; 3( 2): 1 5 5 – 6 3.  

1 5 8.  T a m a m ur a Y, T a n a k a K, U c hi d a I. C h ar a ct eri z ati o n of p ert us sis -li k e t o xi n fr o m 

S al m o n ell a s p p. t h at c at al y z es A D P -ri b os yl ati o n of G pr ot ei ns. S ci R e p. 2 0 1 7 J u n 

1; 7( 1): 2 6 5 3.  

1 5 9.  L ar a -T ej er o M, G al á n J E. A b a ct eri al t o xi n t h at c o ntr ols c ell c y cl e pr o gr es si o n as a 

d e o x yri b o n u cl e as e I -li k e pr ot ei n. S ci e n ce. 2 0 0 0 O ct 1 3; 2 9 0( 5 4 9 0): 3 5 4 – 7.  

1 6 0.  H a g hj o o E, G al á n J E. S al m o n ell a t y p hi  e n c o d es a f u n cti o n al c yt ol et h al dist e n di n g t o xi n 

t h at is d eli v e r e d i nt o h ost c ells b y a b a ct e ri al-i nt e r n ali z ati o n p at h w a y. Pr o c N atl A c a d 

S ci. 2 0 0 4 M ar 3 0; 1 0 1( 1 3): 4 6 1 4 – 9.  
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1 6 1.  C h o u H H, H a y a k a w a T, Di a z S, Kri n gs M, I n dri ati E, L e a k e y M, et al. I n a cti v ati o n of 

C M P -N -a c et yl n e ur a mi ni c a ci d h y dr o x yl as e o c c urr e d pri or t o br ai n e x p a nsi o n d uri n g 

h u m a n e v ol uti o n. Pr o c N atl A c a d S ci U S A. 2 0 0 2 S e p 3; 9 9( 1 8): 1 1 7 3 6 – 4 1.  

1 6 2.  D el B el B ell u z L,  G ui di R, P at er as I S, L e vi L, Mi h alj e vi c B, R o uf S F, et al. T h e T y p h oi d 

T o xi n Pr o m ot es H ost S ur vi v al a n d t h e Est a blis h m e nt of a P ersist e nt A s y m pt o m ati c 

I nf e cti o n. P L o S P at h o g. 2 0 1 6 A pr; 1 2( 4): e 1 0 0 5 5 2 8.  

1 6 3.  G e Z, S c h a u er D B, F o x J G. I n vi v o vir ul e n c e pr o p e rti es of b a ct eri al c yt ol et h al-dist e n di n g 

t o xi n. C ell Mi cr o bi ol. 2 0 0 8 A u g; 1 0( 8): 1 5 9 9– 6 0 7.  

1 6 4.  F o wl er C C, G al á n J E. D e c o di n g a S al m o n ell a T y p hi R e g ul at or y N et w or k t h at C o ntr ols 

T y p h oi d T o xi n E x pr es si o n wit hi n H u m a n C ells. C ell H ost Mi cr o b e. 2 0 1 8 J a n; 2 3( 1): 6 5 -

7 6. e 6.  

1 6 5.  C h a n g S J, S o n g J, G al á n J E. R e c e pt or -M e di at e d S orti n g of T y p h oi d T o xi n d uri n g Its 

E x p ort fr o m S al m o n ell a T y p hi -I nf e ct e d C ells. C ell H ost Mi cr o b e. 2 0 1 6 N o v 9; 2 0( 5): 6 8 2–

9.  

1 6 6.  S p a n ò S, U g al d e J E, G al á n J E. D eli v er y of a S al m o n ell a T y p hi E x ot o xi n fr o m a H os t 

I ntr a c ell ul ar C o m p art m e nt. C ell H ost Mi cr o b e. 2 0 0 8 J a n; 3( 1): 3 0 – 8.  

1 6 7.  Gr ois m a n E A. T h e pl ei otr o pi c t w o -c o m p o n e nt r e g ul at or y s yst e m P h o P -P h o Q. J B a ct eri ol. 

2 0 0 1 M ar; 1 8 3( 6): 1 8 3 5 – 4 2.  
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1 6 8.  G ei g er T, P a z os M, L ar a -T ej er o M, V oll m er W, G al á n J E. P e pti d o gl y c a n e diti n g b y a 

s p e cifi c L D -tr a ns p e pti d as e c o ntr ols t h e m ur a mi d as e-d e p e n d e nt s e cr eti o n of t y p h oi d t o xi n. 

N at Mi cr o bi ol. 2 0 1 8 N o v; 3( 1 1): 1 2 4 3 – 5 4.  

1 6 9.  C h o n g A, L e e S, Y a n g Y A, S o n g J. T h e R ol e of T y p h oi d T o xi n i n S al m o n ell a T y p hi 

Vir ul e n c e. Y al e J Bi ol M e d.  2 0 1 7 J u n; 9 0( 2): 2 8 3 – 9 0.  

1 7 0.  F o wl er C C, St a c k G, Ji a o X, L ar a -T ej er o M, G al á n J E. Alt er n at e s u b u nit as s e m bl y 

di v ersifi es t h e f u n cti o n of a b a ct eri al t o xi n. N at C o m m u n. 2 0 1 9 A u g 1 5; 1 0( 1): 3 6 8 4.  

1 7 1.  G ar m e n di a J, B e u z ó n C R, R ui z -Al b ert J, H ol d e n D W. T h e r ol es of S sr A – S sr B a n d O m p R –

E n v Z i n t h e r e g ul ati o n of g e n es e n c o di n g t h e S al m o n ell a t y p hi m uri u m S PI -2 t y p e III 

s e cr eti o n s yst e m. Mi cr o bi ol o g y. 2 0 0 3 S e p 1; 1 4 9( 9): 2 3 8 5 – 9 6.  

1 7 2.  W alt h ers D, C arr oll R K, N a v arr e W W, Li b b y S J, F a n g F C, K e n n e y LJ. T h e r es p o ns e 

r e g ul at or S sr B a cti v at es e x pr es si o n of di v ers e S al m o n ell a p at h o g e ni cit y isl a n d 2 pr o m ot ers 

a n d c o u nt ers sil e n ci n g b y t h e n u cl e oi d -as s o ci at e d pr ot ei n H -N S. M ol Mi cr o bi ol. 2 0 0 7 

J ul; 6 5( 2): 4 7 7 – 9 3.  

1 7 3.  F as s  E, Gr ois m a n E A. C o ntr ol of S al m o n ell a p at h o g e ni cit y isl a n d -2 g e n e e x pr es si o n. C urr 

O pi n Mi cr o bi ol. 2 0 0 9 A pr; 1 2( 2): 1 9 9 – 2 0 4.  

1 7 4.  Bijls m a J J E, Gr ois m a n E A. T h e P h o P/ P h o Q s yst e m c o ntr ols t h e i ntr a m a cr o p h a g e t y p e 

t hr e e s e cr eti o n s yst e m of S al m o n ell a e nt eri c a: S PI-2 r e g ul ati o n b y t h e P h o P/ P h o Q s yst e m. 

M ol Mi cr o bi ol. 2 0 0 5 J ul; 5 7( 1): 8 5 – 9 6.  
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1 7 5.  Mill er R, Wi e d m a n n M. D y n a mi c D u o — T h e S al m o n ell a C yt ol et h al Dist e n di n g T o xi n 

C o m bi n es A D P -Ri b os yltr a nsf er as e a n d N u cl e as e A cti viti es i n a N o v el F or m of t h e 

C yt ol et h al Di st e n di n g T o xi n. T o xi ns. 2 0 1 6 A pr 2 5; 8( 5): 1 2 1.  

1 7 6.  G a b all a A, C h e n g R A, H arr a n d A S, C o h n A R, Wi e d m a n n M. T h e M aj orit y of T y p h oi d 

T o xi n -P ositi v e S al m o n ell a  S er o v ars E n c o d e Art B, a n Alt er n at e Bi n di n g S u b u nit. 

D’ Or a zi o S E F, e dit or. m S p h er e. 2 0 2 1 F e b 2 4; 6( 1): e 0 1 2 5 5 -2 0.  

1 7 7.  d e n B a k k er H C, M or e n o S witt AI, G o v o ni G, C u m mi n gs C A, R a ni eri M L, D e g ori cij a L, 

et al. G e n o m e s e q u e n ci n g r e v e als di v ersifi c ati o n of vir ul e n c e f a ct or c o nt e nt a n d p os si bl e 

h ost a d a pt ati o n i n disti n ct s u b p o p ul ati o ns of S al m o n ell a e nt eri c a. B M C G e n o mi cs. 2 0 1 1 

A u g 2 2; 1 2: 4 2 5.  

1 7 8.  R o dri g u e z -Ri v er a L D, B o w e n B M, D e n B a k k er H C, D u h a m el G E, Wi e d m a n n M. 

C h ar a ct eri z ati o n of t h e c yt ol et h al dist e n di n g t o xi n (t y p h oi d t o xi n) i n n o n -t y p h oi d al 

S al m o n ell a s er o v ars. G ut P at h o g. 2 0 1 5 D e c; 7( 1): 1 9.  

1 7 9.  Mill e r R A, B ett e k e n MI, G u o X, Alti er C, D u h a m el G E, Wi e d m a n n M. T h e T y p h oi d 

T o xi n Pr o d u c e d b y t h e N o nt y p h oi d al S al m o n ell a e nt eri c a S er ot y p e J a vi a n a Is R e q uir e d 

f or I n d u cti o n of a D N A D a m a g e R es p o ns e I n Vitr o a n d S yst e mi c S pr e a d I n Vi v o. m Bi o. 

2 0 1 8 M ar 2 7; 9( 2): e 0 0 4 6 7 -1 8.  

1 8 0.  L e e S, Y a n g Y A, Mil a n o S K, N g u y e n T, A h n C, Si m J H, et al. S al m o n ell a T y p h oi d T o xi n 

Plt B S u b u nit a n d Its N o n -t y p h oi d al S al m o n ell a Ort h ol o g C o nf er Diff er e nti al H ost 

A d a pt ati o n a n d Vir ul e n c e. C ell H ost Mi cr o b e. 2 0 2 0 J u n 1 0; 2 7( 6): 9 3 7 -9 4 9. e 6.  
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1 8 1.  Littl er D R, A n g S Y, M ori el D G, K o c a n M, Kl eif el d O, J o h ns o n M D, et al. Str u ct ur e -

f u n cti o n a n al ys es of a p ert us sis-li k e t o xi n fr o m p at h o g e ni c Es c h eri c hi a c oli r e v e al a 

disti n ct m e c h a nis m of i n hi biti o n of tri m eri c G -pr ot ei ns. J Bi ol C h e m. 2 0 1 7 S e p 

8; 2 9 2( 3 6): 1 5 1 4 3 – 5 8.  

1 8 2.  B e d d o e T, P at o n A W, L e N o urs J, R os sj o h n J, P at o n J C. Str u ct ur e, bi ol o gi c al f u n cti o ns 

a n d a p pli c ati o ns of t h e A B 5 t o xi ns. Tr e n ds Bi o c h e m S ci. 2 0 1 0 J ul; 3 5( 7): 4 1 1 – 8.  

1 8 3.  C h att erj e e S, R a v al I H. P at h o g e ni c Mi cr o bi al G e n eti c Di v ersit y w it h R ef er e n c e t o H e alt h. 

I n: Mi cr o bi al Di v ersit y i n t h e G e n o mi c Er a [I nt er n et]. Els e vi er; 2 0 1 9 [ cit e d 2 0 2 3 J u n 1 2]. 

p. 5 5 9 – 7 7. A v ail a bl e fr o m: 

htt ps://li n ki n g h u b. els e vi er. c o m/r etri e v e/ pii/ B 9 7 8 0 1 2 8 1 4 8 4 9 5 0 0 0 3 2 0  

1 8 4.  K ar as a w a T, It o H, Ts u k a m ot o T, Y a m as a ki S , K ur a z o n o H, F ar u q u e S M, et al. Cl o ni n g 

a n d c h ar a ct eri z ati o n of g e n es e n c o di n g h o m ol o g u es of t h e B s u b u nit of c h ol er a t o xi n a n d 

t h e Es c h eri c hi a c oli h e at-l a bil e e nt er ot o xi n fr o m cli ni c al is ol at es of Citr o b a ct er fr e u n dii 

a n d E. c oli. I nf e ct I m m u n. 2 0 0 2 D e c ; 7 0( 1 2): 7 1 5 3– 5.  

1 8 5.  B ai L, Xi a S, L a n R, Li u L, Y e C, W a n g Y, et al. Is ol ati o n a n d c h ar a ct eri z ati o n of 

c yt ot o xi c, a g gr e g ati v e Citr o b a ct er fr e u n dii. Pl o S O n e. 2 0 1 2; 7( 3): e 3 3 0 5 4.  

1 8 6.  P at o n A W, W o o dr o w M C, D o yl e R M, L a ns er J A, P at o n J C. M ol e c ul ar c h ar a ct er i z ati o n 

of a S hi g a t o xi g e ni c Es c h eri c hi a c oli O 1 1 3: H 2 1 str ai n l a c ki n g e a e r es p o nsi bl e f or a cl ust er 

of c as es of h e m ol yti c -ur e mi c s y n dr o m e. J Cli n Mi cr o bi ol. 1 9 9 9 O ct; 3 7( 1 0): 3 3 5 7 – 6 1.  

1 8 7.  P at o n A W, P at o n J C. Es c h eri c hi a c oli S u btil as e C yt ot o xi n. T o xi ns. 2 0 1 0 J a n 2 8; 2( 2): 2 1 5 –

2 8.  
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1 8 8.  D o u g a n G, B a k er S. S al m o n ell a e nt eri c a  S er o v ar T y p hi a n d t h e P at h o g e n esis of T y p h oi d 

F e v er. A n n u R e v Mi cr o bi ol. 2 0 1 4 S e p 8; 6 8( 1): 3 1 7 – 3 6.  

1 8 9.  Gil c hrist J J, M a c L e n n a n C A. I n v asi v e N o nt y p h oi d al S al m o n ell a Dis e as e i n Afri c a. E c o S al 

Pl us. 2 0 1 9 J a n; 8( 2).  

1 9 0.  M a h o n B E, Fi el ds PI. I n v asi v e I nf e cti o ns wit h N o nt y p h oi d al S al m o n ell a  i n S u b-S a h ar a n 

Afri c a. S c h el d W M, H u g h es J M, W hitl e y RJ, e dit ors. Mi cr o bi ol S p e ctr. 2 0 1 6 M a y 

6; 4( 3): 4. 3. 1 8.  

1 9 1.  [ C e ntr es f or Dis e as e C o ntr ol a n d Pr e v e nti on ( C D C), 2 0 1 3;  

1 9 2.  P er e z -S e p ul v e d a B M, H e a v e ns D, P ulf or d C V, Pr e d e us A V, L o w R, W e bst er H, et al. A n 

a c c es si bl e, effi ci e nt a n d gl o b al a p pr o a c h f or t h e l ar g e -s c al e s e q u e n ci n g of b a ct eri al 

g e n o m es. G e n o m e Bi ol. 2 0 2 1 D e c; 2 2( 1): 3 4 9.  

1 9 3.  J o n es T F, I n gr a m L A, Ci esl a k P R, V u gi a D J, T o bi n -D’ A n g el o M, H ur d S, et al. 

S al m o n ell osis o ut c o m es diff er s u bst a nti all y b y s er ot y p e. J I nf e ct Dis. 2 0 0 8 J ul 

1; 1 9 8( 1): 1 0 9 – 1 4.  

1 9 4.  T a m b er S, D o u g h ert y B, N g u y K. S al m o n ell a e nt eri c a s er o v ars as s o ci at e d wit h b a ct er e mi a 

i n C a n a da, 2 0 0 6 – 2 0 1 9. C a n C o m m u n Dis R e p. 2 0 2 1 J u n 9; 4 7( 5 6): 2 5 9 – 6 8.  

1 9 5.  F a n E, M erritt E A, V erli n d e C L, H ol W G. A B 5 t o xi ns: str u ct ur es a n d i n hi bit or d esi g n. 

C urr O pi n Str u ct Bi ol. 2 0 0 0 D e c; 1 0( 6): 6 8 0 – 6.  

1 9 6.  V a n d e n Br o e c k D, H or v at h C, D e W olf M J S. Vi bri o c h ol er a e: C h ol er a t o xi n. I nt J 

Bi o c h e m C ell Bi ol. 2 0 0 7; 3 9( 1 0): 1 7 7 1 – 5.  
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1 9 7.  J o h a n n es L, R ö m er W. S hi g a t o xi ns —  fr o m c ell bi ol o g y t o bi o m e di c al a p pli c ati o ns. N at 

R e v Mi cr o bi ol. 2 0 1 0 F e b; 8( 2): 1 0 5 – 1 6.  

1 9 8.  N g N M, Littl er D R, P at o n A W, L e N o urs J, R ossj o h n J, P at o n J C, et al. E c x A B is a 

f o u n di n g m e m b er of a n e w f a mil y of m et all o pr ot e as e A B 5 t o xi ns wit h a h y bri d c h ol er a -

li k e B s u b u nit. Str u ct L o n d E n gl 1 9 9 3. 2 0 1 3 N o v 5; 2 1( 1 1): 2 0 0 3– 1 3.  

1 9 9.  v a n d e n A k k er F, S arf at y S, T wi d d y E M, C o n n ell T D, H ol m es R K, H ol W G. Cr yst al 

str u ct ur e of a n e w h e at -l a bil e e nt er ot o xi n, L T-II b. Str u ct L o n d E n gl 1 9 9 3. 1 9 9 6 J u n 

1 5; 4( 6): 6 6 5 – 7 8.  

2 0 0.  R ei dl J, Kl os e K E. Vi bri o c h ol er a e  a n d c h ol er a: o ut of t h e w at er a n d i nt o t h e h ost. F E M S 

Mi cr o bi ol R e v. 2 0 0 2 J u n; 2 6( 2): 1 2 5 – 3 9.  

2 0 1.  T arr PI, G or d o n C A, C h a n dl er W L. S hi g a -t o xi n-pr o d u ci n g Es c h eri c hi a c oli a n d 

h a e m ol yti c ur a e mi c s y n dr o m e. T h e L a n c et. 2 0 0 5 M ar; 3 6 5( 9 4 6 4): 1 0 7 3 – 8 6.  

2 0 2.  Kil g or e P E, S ali m A M, Z er v os M J, S c h mitt H J. P ert us sis: Mi cr o bi ol o g y, Dis e as e, 

Tr e at m e nt, a n d Pr e v e nti o n.  Cli n Mi cr o bi ol R e v. 2 0 1 6 J ul; 2 9( 3): 4 4 9 – 8 6.  

2 0 3.  S o n g J, Willi n g er T, R o n g v a u x A, E y n o n E E, St e v e n s S, M a n z M G, et al. A M o us e M o d el 

f or t h e H u m a n P at h o g e n S al m o n ell a T y p hi. C ell H ost Mi cr o b e. 2 0 1 0 O ct; 8( 4): 3 6 9 – 7 6.  

2 0 4.  S o n g J, G a o X, G al á n J E. Str u ct ur e  a n d f u n cti o n of t h e S al m o n ell a T y p hi c hi m a eri c 

A( 2) B( 5) t y p h oi d t o xi n. N at ur e. 2 0 1 3 J ul 1 8; 4 9 9( 7 4 5 8): 3 5 0 – 4.  
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2 0 5.  Y a n g Y A, L e e S, Z h a o J, T h o m ps o n A J, M c Bri d e R, Ts o gt b a at ar B, et al. I n vi v o tr o pis m 

of S al m o n ell a T y p hi t o xi n t o c ells e x pr es si n g a m ulti a n t e n n al gl y c a n r e c e pt or. N at 

Mi cr o bi ol. 2 0 1 8 F e b; 3( 2): 1 5 5 – 6 3.  

2 0 6.  R o dri g u e z -Ri v er a L D, B o w e n B M, d e n B a k k er H C, D u h a m el G E, Wi e d m a n n M. 

C h ar a ct eri z ati o n of t h e c yt ol et h al dist e n di n g t o xi n (t y p h oi d t o xi n) i n n o n -t y p h oi d al 

S al m o n ell a s er o v ars. G ut P at h o g. 2 0 1 5; 7: 1 9.  

2 0 7.  Gi b a ni M M, J o n es E, B art o n A, Ji n C, M e e k J, C a m ar a S, et al. I n v esti g ati o n of t h e r ol e 

of t y p h oi d t o xi n i n a c ut e t y p h oi d f e v er i n a h u m a n c h all e n g e m o d el. N at M e d. 2 0 1 9 

J ul; 2 5( 7): 1 0 8 2 – 8.  

2 0 8.  A ki n y e mi K O, C o k er A O, Ol u k o y a D K, O y ef ol u A O,  A m ori g h o y e E P, O m o ni g b e hi n E O. 

Pr e v al e n c e of M ulti -Dr u g R esist a nt S al m o n ell a t y p hi a m o n g Cli ni c all y Di a g n os e d 

T y p h oi d F e v er P ati e nts i n L a g os, Ni g eri a. Z F ür N at urf ors c h u n g C. 2 0 0 0 J u n 1; 5 5( 5 –

6): 4 8 9 – 9 3.  

2 0 9.  P ulf or d C V, P er e z -S e p ul v e d a B M, R o d w ell E V, W e ill F X, B a k er K S, Hi nt o n J C D. 

S al m o n ell a e nt eri c a  S er o v ar P a n a m a, a n U n d erst u di e d S er o v ar R es p o nsi bl e f or 

E xtr ai nt esti n al S al m o n ell osis W orl d wi d e. A n dr e w s -P ol y m e nis H L, e dit or. I nf e ct I m m u n. 

2 0 1 9 S e p; 8 7( 9): e 0 0 2 7 3 -1 9.  

2 1 0.  R o dri g u es J F, M at hi as -S a nt os C, S br o gi o -Al m ei d a M E, A m ori m J H, C a br er a -Cr es p o J, 

B al a n A, et al. F u n cti o n al Di v ersit y of H e at -l a bil e T o xi ns ( L T) Pr o d u c e d b y 

E nt er ot o xi g e ni c Es c h eri c hi a c oli. J Bi ol C h e m. 2 0 1 1 F e b; 2 8 6( 7): 5 2 2 2 – 3 3.  
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2 1 1.  T e hr a n D, Pir a z zi ni M. N o v el B ot uli n u m N e ur ot o xi n s: E x pl ori n g U n d er n e at h t h e I c e b er g 

Ti p. T o xi ns. 2 0 1 8 M a y 1 0; 1 0( 5): 1 9 0.  

2 1 2.  M a d eir a F, P ar k Y M, L e e J, B us o N, G ur T, M a d h us o o d a n a n N, et al. T h e E M B L -E BI 

s e ar c h a n d s e q u e n c e a n al ysis t o ols A PIs i n 2 0 1 9. N u cl ei c A ci ds R es. 2 0 1 9 J ul 

2; 4 7( W 1): W 6 3 6 – 4 1.  

2 1 3.  T a m ur a K, St e c h er G, K u m ar S. M E G A 1 1: M ol e c ul ar E v ol uti o n ar y G e n eti cs A n al ysis 

V ersi o n 1 1. B attist u z zi F U, e dit or. M ol Bi ol E v ol. 2 0 2 1 J u n 2 5; 3 8( 7): 3 0 2 2 – 7.  

2 1 4.  M urr ell B, W e a v er S, S mit h M D, W ert h ei m J O, M urr ell S, A yl w ar d A, et al. G e n e -Wi d e 

I d e ntifi c ati o n of E pis o di c S el e cti o n. M ol Bi ol E v ol. 2 0 1 5 M a y; 3 2( 5): 1 3 6 5 – 7 1.  

2 1 5.  Z h o u Y, Li a n g Y, L y n c h K H, D e n nis J J, Wis h art D S. P H A S T: A F ast P h a g e S e ar c h T o ol. 

N u cl ei c A ci ds R es. 2 0 1 1 J ul 1; 3 9(s u p pl): W 3 4 7 – 5 2.  

2 1 6.  Ar n dt D, Gr a nt J R, M ar c u A, S aj e d T, P o n A, Li a n g  Y, et al. P H A S T E R: a b ett er, f ast er 

v ersi o n of t h e P H A S T p h a g e s e ar c h t o ol. N u cl ei c A ci ds R es. 2 0 1 6 J ul 8; 4 4( W 1): W 1 6 – 2 1.  

2 1 7.  S ulli v a n M J, P ett y N K, B e ats o n S A. E as yfi g: a g e n o m e c o m p aris o n vis u ali z er. 

Bi oi nf or m ati cs. 2 0 1 1 A pr 1; 2 7( 7): 1 0 0 9 – 1 0.  

2 1 8.  Hil e y L, F a n g N X, Mi c ali z zi G R, B at es J. Distri b uti o n of Gifs y -3 a n d of V ari a nts of 

S T 6 4 B a n d Gifs y -1 Pr o p h a g es a m o n gst S al m o n ell a e nt eri c a S er o v ar T y p hi m uri u m 

Is ol at es: E vi d e n c e t h at C o m bi n ati o ns of Pr o p h a g es Pr o m ot e Cl o n alit y. H e ns el M, e dit or. 

P L o S O N E. 2 0 1 4 J a n 2 4; 9( 1): e 8 6 2 0 3.  
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2 1 9.  Di o n M B, O e c hsli n F, M oi n e a u S. P h a g e di v ersit y, g e n o mi cs a n d p h yl o g e n y. N at R e v 

Mi cr o bi ol. 2 0 2 0 M ar; 1 8( 3): 1 2 5 – 3 8.  

2 2 0.  W a g n er P L, Li v n y J, N e el y M N, A c h es o n D W K, Fri e d m a n DI, W al d or M K. 

B a ct eri o p h a g e c o ntr ol of S hi g a t o xi n 1 p r o d u cti o n a n d r el e as e b y Es c h eri c hi a c oli: P h a g e 

c o ntr ol of St x 1 pr o d u cti o n a n d r el e as e. M ol Mi cr o bi ol. 2 0 0 2 M a y 9; 4 4( 4): 9 5 7 – 7 0.  

2 2 1.  J o bli n g M G. T h e c hr o m os o m al n at ur e of L T -II e nt er ot o xi ns s ol v e d: a l a m b d oi d pr o p h a g e 

e n c o d es b ot h L T -II a n d o n e of t w o n ov el p ert us sis -t o xi n-li k e t o xi n f a mil y m e m b ers i n t y p e 

II e nt er ot o xi g e ni c Es c h eri c hi a c oli . Fris a n T, e dit or. P at h o g Dis. 2 0 1 6 A pr; 7 4( 3):ft w 0 0 1.  

2 2 2.  Fri e d m a n DI, C o urt D L. Tr a ns cri pti o n a ntit er mi n ati o n: t h e λ p ar a di g m u p d at e d. M ol 

Mi cr o bi ol. 1 9 9 5 O ct; 1 8( 0 2): 1 9 1 – 2 0 0.  

2 2 3.  Mi ur a S, T a m a m ur a Y, T a k a y as u M, S as a ki M, Nis hi m ur a N, T o k u g a w a K, et al. I nfl u e n c e 

of S O S -i n d u ci n g a g e nts o n t h e e x pr es si o n of Art A B t o xi n g e n e i n S al m o n ell a e nt eri c a a n d 

S al m o n ell a b o n g ori. Mi cr o bi ol R e a d E n gl. 2 0 2 0 A u g; 1 6 6( 8): 7 8 5 – 9 3.  

2 2 4.  Li W H, G oj o b ori T, N ei M. P s e u d o g e n es as a p ar a di g m of n e utr al e v ol uti o n. N at ur e. 1 9 8 1 

J ul 1 6; 2 9 2( 5 8 2 0): 2 3 7 – 9.  

2 2 5.  W olf e K H, Li W H. M ol e c ul ar e v ol uti o n m e ets t h e g e n o mi cs r e v ol uti o n. N at G e n et. 2 0 0 3 

M ar; 3 3( S 3): 2 5 5 – 6 5.  

2 2 6.  A n g at a T, V ar ki A. C h e mi c al Di v ersit y i n t h e Si ali c A ci ds a n d R el at e d α -K et o A ci ds: A n 

E v ol uti o n ar y P ers p e cti v e. C h e m R e v. 2 0 0 2 F e b 1; 1 0 2( 2): 4 3 9 – 7 0.  
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2 2 7.  L a m as A, Mir a n d a J M, R e g al P, V á z q u e z B, Fr a n c o C M, C e p e d a A. A c o m pr e h e nsi v e 

r e vi e w of n o n-e nt eri c a s u bs p e ci es of S al m o n ell a e nt eri c a. Mi cr o bi ol R es. 2 0 1 8 

J a n; 2 0 6: 6 0 – 7 3.  

2 2 8.  St e v e ns M P, Ki n gsl e y R A. S al m o n ell a p at h o g e n esis a n d h ost -a d a pt ati o n i n f ar m e d 

a ni m als. C urr O pi n Mi cr o bi ol. 2 0 2 1 O ct; 6 3: 5 2 – 8.  

2 2 9.  N g u y e n T, L e e S, Y a n g Y A, A h n C, Si m J H, K ei T G, et al. T h e r ol e of 9 -O -a c et yl at e d 

gl y c a n r e c e pt or m oi eti es i n t h e t y p h oi d t o xi n bi n di n g a n d i nt o xi c ati o n. K u b ori T, e dit or. 

P L O S P at h o g. 2 0 2 0 F e b 2 1; 1 6( 2 ): e 1 0 0 8 3 3 6.  

2 3 0.  D e n g Q, B ar bi eri J T. M ol e c ul ar M e c h a nis ms of t h e C yt ot o xi cit y of A D P -Ri b os yl ati n g 

T o xi ns. A n n u R e v Mi cr o bi ol. 2 0 0 8 O ct 1; 6 2( 1): 2 7 1 – 8 8.  

2 3 1.  D e St. Gr ot h S F, W e bst er R G, D at y n er A. T w o n e w st ai ni n g pr o c e d ur es f or q u a ntit ati v e 

esti m ati o n o f pr ot ei ns o n el e ctr o p h or eti c stri ps. Bi o c hi m Bi o p h ys A ct a. 1 9 6 3; 7 1: 3 7 7 – 9 1.  

2 3 2.  Witti g I, Br a u n H P, S c h ä g g er H. Bl u e n ati v e P A G E. N at Pr ot o c. 2 0 0 6 J u n; 1( 1): 4 1 8 – 2 8.  

2 3 3.  M os m a n n T. R a pi d c ol ori m etri c as s a y f or c ell ul ar gr o wt h a n d s ur vi v al: A p pli c ati o n t o  

pr olif er ati o n a n d c yt ot o xi cit y as s a ys. J I m m u n ol M et h o ds. 1 9 8 3 D e c; 6 5( 1 – 2): 5 5 – 6 3.  

2 3 4.  K a mr u z z a m a n M, W u A Y, Ir e d ell J R. Bi ol o gi c al F u n cti o ns of T y p e II T o xi n -A ntit o xi n 

S yst e ms i n B a ct eri a. Mi cr o or g a nis ms. 2 0 2 1 J u n 1 1; 9( 6): 1 2 7 6.  

2 3 5.  Ni c ol as E, O g er C A,  N g u y e n N, L a m bi n M, Dr ai m e A, L et er m e S C, et al. U nl o c ki n g T n 3 -

f a mil y tr a ns p os as e a cti vit y i n vitr o u n v eils a n a s y m etri c p at h w a y f or tr a ns p os o m e 
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as s e m bl y. Pr o c N atl A c a d S ci [I nt er n et]. 2 0 1 7 J a n 3 1 [ cit e d 2 0 2 3 J ul 2 6]; 1 1 4( 5). A v ail a bl e 

fr o m: htt ps:// p n as.or g/ d oi/f ull/ 1 0. 1 0 7 3/ p n as. 1 6 1 1 7 0 1 1 1 4  

2 3 6.  R eit h M E, Si n g h R K, C urtis B, B o y d J M, B o u e vit c h A, Ki m b all J, et al. T h e g e n o m e of 

A er o m o n as s al m o ni ci d a s u bs p. s al m o ni ci d a A 4 4 9: i nsi g hts i nt o t h e e v ol uti o n of a fis h 

p at h o g e n. B M C G e n o mi cs. 2 0 0 8; 9( 1): 4 2 7.  

2 3 7.  Di R, K y u E, S h et e V, S ai d as a n H, K a h n P C, T u m er N E. I d e ntifi c ati o n of a mi n o a ci ds 

criti c al f or t h e c yt ot o xi cit y of S hi g a t o xi n 1 a n d 2 i n S a c c h ar o m y c es C er e visi a e. T o xi c o n. 

2 0 1 1 M ar; 5 7( 4): 5 2 5 – 3 9.  

2 3 8.  Al etr ari M O, M c Ki b bi n C, Willi a ms H, P a w ar V, Pi etr o n i P, L or d J M, et al. E e y ar est ati n 

1 I nt erf er es wit h B ot h R etr o gr a d e a n d A nt er o gr a d e I ntr a c ell ul ar Tr affi c ki n g P at h w a ys. 

H ol o w k a D, e dit or. P L o S O N E. 2 0 1 1 J ul 2 5; 6( 7): e 2 2 7 1 3.  

2 3 9.  D er esi e wi c z R L, C al d er w o o d S B, R o b ert us J D, C olli er RJ. M ut ati o ns aff e cti n g t h e a cti vit y 

of t h e S hi g a -li k e t o xi n I A-c h ai n. Bi o c h e mistr y. 1 9 9 2 M ar 3 1; 3 1( 1 2): 3 2 7 2 – 8 0.  

2 4 0.  H o v d e CJ, C al d er w o o d S B, M e k al a n os J J, C olli er RJ. E vi d e n c e t h at gl ut a mi c a ci d 1 6 7 is 

a n a cti v e -sit e r esi d u e of S hi g a -li k e t o xi n I. Pr o c N atl A c a d S ci. 1 9 8 8 A pr; 8 5( 8): 2 5 6 8– 7 2.  

2 4 1.  K y mr e L, Si m m R, S k otl a n d T, S a n d vi g K. Diff er e nt r ol es of t h e C -t er mi n al e n d of St x 1 A 

a n d St x 2 A f or A B 5  c o m pl e x i nt e grit y a n d r etr o gr a d e tr a ns p ort of St x i n H e L a c ells. S e b o 

P, e dit or. P at h o g Dis. 2 0 1 5 D e c; 7 3( 9):ft v 0 8 3.  

2 4 2.  M elt o n -C els a A R, D ar n ell S C, O’ Bri e n A D. A cti v ati o n of S hi g a -li k e t o xi ns b y m o us e a n d 

h u m a n i nt esti n al  m u c us c orr el at es wit h vir ul e n c e of e nt er o h e m orr h a gi c Es c h eri c hi a c oli 
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O 9 1: H 2 1 is ol at es i n or all y i nf e ct e d, str e pt o m y ci n -tr e at e d mi c e. I nf e ct I m m u n. 1 9 9 6 

M a y; 6 4( 5): 1 5 6 9 – 7 6.  

2 4 3.  C o n n ell T D, H ol m es R K. M ol e c ul ar g e n eti c a n al ysis of g a n gli osi d e G D 1 b -bi n di n g  

a cti vit y of Es c h eri c hi a c oli t y p e II a h e at -l a bil e e nt er ot o xi n b y us e of r a n d o m a n d sit e-

dir e ct e d m ut a g e n esis. I nf e ct I m m u n. 1 9 9 2 J a n; 6 0( 1): 6 3 – 7 0.  

2 4 4.  C o n n ell T D, H ol m es R K. M ut ati o n al a n al ysis of t h e g a n gli osi d e -bi n di n g a cti vit y of t h e 

t y p e II Es c h eri c hi a c oli h e at-l a bil e e nt er ot o xi n L T-II b. M ol Mi cr o bi ol. 1 9 9 5 

A pr; 1 6( 1): 2 1 – 3 1.  

2 4 5.  J o bli n g M G, H ol m es R K. A n al ysis of str u ct ur e a n d f u n cti o n of t h e B s u b u nit of c h ol er a 

t o xi n b y t h e us e of sit e-dir e ct e d m ut a g e n esis. M ol Mi cr o bi ol. 1 9 9 1 J ul; 5( 7): 1 7 5 5 – 6 7.  

2 4 6.  Ts uji T, H o n d a T, Mi w at a ni T, W a k a b a y as hi S, M ats u b ar a H. A n al ysis of r e c e pt or -bi n di n g 

sit e i n Es c h eri c hi a c oli e nt er ot o xi n. J Bi ol C h e m. 1 9 8 5 J ul; 2 6 0( 1 4): 8 5 5 2 – 8.  

2 4 7.  H ajis h e n g allis G, T a p pi n g RI, M arti n M H, N a w ar H, L yl e E A, R us s ell M W, et al. T oll -

li k e r e c e pt or 2 m e di at es c ell ul ar a cti v ati o n b y t h e B s u b u nits of t y p e II h e at-l a bil e 

e nt er ot o xi ns. I nf e ct I m m u n. 2 0 0 5 M ar; 7 3( 3): 1 3 4 3 – 9.  

2 4 8.  C a o C, K ur a z o n o H, Y a m as a ki S, K as hi w a gi K, I g ar as hi K, T a k e d a Y. C o nstr u cti o n of 

M ut a nt G e n es f or a N o n -T o xi c V e r ot o xi n 2 V ari a nt ( V T 2 v p 1) of Es c h eri c hi a c oli  a n d 

C h ar a ct eri z ati o n of P urifi e d M ut a nt T o xi ns. Mi cr o bi ol I m m u n ol. 1 9 9 4 J u n; 3 8( 6): 4 4 1 – 7.  

2 4 9.  F ujii J, M ats ui T, H e at h erl y D P, S c hl e g el K H, L o b o PI, Y uts u d o T, et al. R a pi d a p o pt osis 

i n d u c e d b y S hi g a t o xi n i n H e L a c ells. I nf e ct I m m u n. 2 0 0 3 M a y; 7 1( 5): 2 7 2 4 – 3 5.  
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2 5 0.  F ujii J, W o o d K, M ats u d a F, C ar n eir o -Fil h o B A, S c hl e g el K H, Y uts u d o T, et al. S hi g a 

T o xi n 2 C a us es A p o pt osis i n H u m a n Br ai n Mi cr o v as c ul ar E n d ot h eli al C ells vi a C/ E B P 

H o m ol o g o us Pr ot ei n. I nf e ct I m m u n.  2 0 0 8 A u g; 7 6( 8): 3 6 7 9 – 8 9.  

2 5 1.  I n w ar d C D, Willi a ms J, C h a nt I, Cr o c k er J, Milf or d D V, R os e P E, et al. V er o c yt ot o xi n -1 

i n d u c es a p o pt osis i n v er o c ells. J I nf e ct. 1 9 9 5 M a y; 3 0( 3): 2 1 3– 8.  

2 5 2.  T es h V L. I n d u cti o n of a p o pt osis b y S hi g a t o xi ns. F ut ur e Mi cr o bi ol. 2 0 1 0 M ar; 5( 3): 4 3 1 –

5 3.  

2 5 3.  V a n T o n d er A, J o u b ert A M, Cr o m art y A D. Li mit ati o ns of t h e 3 -( 4, 5-di m et h ylt hi a z ol -2 -

yl) -2, 5 -di p h e n yl -2 H -t etr a z oli u m br o mi d e ( M T T) as s a y w h e n c o m p ar e d t o t hr e e 

c o m m o nl y us e d c ell e n u m er ati o n as s a ys. B M C R es N ot es. 2 0 1 5 D e c; 8( 1): 4 7 .  

2 5 4.  L e e M S, C h erl a R P, T es h V L. S hi g a T o xi ns: I ntr a c ell ul ar Tr affi c ki n g t o t h e E R L e a di n g 

t o A cti v ati o n of H ost C ell Str es s R es p o ns es. T o xi ns. 2 0 1 0 J u n 1 7; 2( 6): 1 5 1 5– 3 5.  

2 5 5.  O v er g a ar d E, M orris B, M o h a m m a d M o us a O, Pri c e E, R o dri g u e z A, C uf ur o vi c L, et al. 

C ell ul ar A cti vit y of S al m o n ell a T y p hi m uri u m Art A B T o xi n a n d Its R e c e pt or -Bi n di n g 

S u b u nit. T o xi ns. 2 0 2 1 A u g 2 7; 1 3( 9): 5 9 9.  

2 5 6.  J o h a ns s o n K, Will ys s o n A, Krist off ers s o n A C, T o nt a n a h al A, Gill et D, St å hl A li e, et al. 

S hi g a T o xi n -B e ari n g Mi cr o v esi cl es E x ert a C yt ot o xi c Eff e ct o n R e ci pi e nt C ells O nl y 

W h e n t h e C ells E x pr es s t h e T o xi n R e c e pt or. Fr o nt C ell I nf e ct Mi cr o bi ol. 2 0 2 0 M a y 

2 5; 1 0: 2 1 2.  



  

1 6 0  

 

2 5 7.  R o drí g u e z -A n g el es M G, Gi o n o -C er e z o S, V al d es pi n o -G ó m e z J L. [ C yt ot o ni c a n d 

c yt ot o xi c eff e ct of c h ol er a t o xi n o n V er o c ells a n d its r el ati o n t o P C R]. R e v L ati n o a m 

Mi cr o bi ol. 1 9 9 4; 3 6( 4): 2 6 3 – 7 1.  

2 5 8.  Gi u gli a n o L G, M a n n G F, Dr as ar B S. R es p o ns e of M a m m ali a n C ell Li n es t o t h e T o xi ns of 

Es c h eri c hi a C oli. J M e d Mi cr o bi ol. 1 9 8 2 N o v 1; 1 5( 4): 5 3 1 – 9.  

2 5 9.  D o nt a S T, P oi n d e xt er N J, Gi ns b er g B H. C o m p aris o n of t h e bi n di n g of c h ol er a a n d E. c oli 

e nt er ot o xi ns t o Y 1 a dr e n al c ells. Bi o c h e mistr y. 1 9 8 2 F e b 1 6; 2 1( 4): 6 6 0 – 4.  

2 6 0.  M elt o n -C els a A R, K o k ai -K u n J F, O ’ Bri e n A D. A cti v ati o n of S hi g a t o xi n t y p e 2 d ( St x 2 d) 

b y el ast as e i n v ol v es cl e a v a g e of t h e C -t er mi n al t w o a mi n o a ci ds of t h e A 2 p e pti d e i n t h e 

c o nt e xt of t h e a p pr o pri at e B p e nt a m er. M ol Mi cr o bi ol. 2 0 0 2 J a n; 4 3( 1): 2 0 7 – 1 5.  

2 6 1.  B as s o P, R a g n o M, Els e n S, R e b o u d E, G ol o v ki n e G, B o uill ot S, et al. Ps e u d o m o n as 

a er u gi n os a  P or e -F or mi n g E x ol ysi n a n d T y p e I V Pili C o o p er at e T o I n d u c e H ost C ell L ysis. 

Mill er SI, e dit or. m Bi o. 2 0 1 7 M ar 8; 8( 1): e 0 2 2 5 0 -1 6.  

2 6 2.  R o di g hi er o C, A m a n A T, K e n n y M J, M os s J, L e n c er WI, Hirst T R.  Str u ct ur al B asis f or 

t h e Diff er e nti al T o xi cit y of C h ol er a T o xi n a n d Es c h eri c hi a c oli H e at-l a bil e E nt er ot o xi n. J 

Bi ol C h e m. 1 9 9 9 F e b; 2 7 4( 7): 3 9 6 2 – 9.  

2 6 3.  S err a n o A, G u y ett e J L, H ei m J B, T a yl or M, C h er u bi n P, Kr e n g el U, et al. H ol ot o xi n 

dis as s e m bl y b y pr ot e i n dis ulfi d e is o m er as e is l es s effi ci e nt f or Es c h eri c hi a c oli h e at-l a bil e 

e nt er ot o xi n t h a n c h ol er a t o xi n. S ci R e p. 2 0 2 2 J a n 7; 1 2( 1): 3 4.  
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2 6 4.  C h er u bi n P, Q ui ñ o n es B, T et er K. C ell ul ar r e c o v er y fr o m e x p os ur e t o s u b -o pti m al 

c o n c e ntr ati o ns of A B t o xi ns t h at i n hi bit pr ot ei n s y nt h esis. S ci R e p. 2 0 1 8 F e b 6; 8( 1): 2 4 9 4.  

2 6 5.  A h n J, Y u J E, Ki m H, S u n g J, H a n G, S o h n M H, et al. A B 5 -T y p e T o xi n as a P e nt a m eri c 

S c aff ol d i n R e c o m bi n a nt V a c ci n es a g ai nst t h e J a p a n es e E n c e p h alitis Vir us. T o xi ns. 2 0 2 3 

J u n 2 9; 1 5( 7): 4 2 5.  

2 6 6.  Allis o n H E. St x -p h a g es: dri v ers a n d m e di at ors of t h e e v ol uti o n of S T E C a n d S T E C -li k e 

p at h o g e ns. F ut ur e Mi cr o bi ol. 2 0 0 7 A pr; 2( 2): 1 6 5 – 7 4.  

2 6 7.  F a n E, M erritt E A, V erli n d e C L, H ol W G. A B( 5) t o xi ns: str u ct ur es a n d i n hi bit or d esi g n. 

C urr O pi n Str u ct Bi ol. 2 0 0 0 D e c; 1 0( 6): 6 8 0 – 6.  

2 6 8.  Br üs s o w H, C a n c h a y a C, H ar dt W D. P h a g es a n d t h e E v ol uti o n of B a ct eri al P at h o g e ns: 

fr o m G e n o mi c R e arr a n g e m e nts t o L ys o g e ni c C o n v er si o n. Mi cr o bi ol M ol Bi ol R e v. 2 0 0 4 

S e p; 6 8( 3): 5 6 0 – 6 0 2.  

2 6 9.  T h e C o m pr e h e nsi v e S o ur c e b o o k of B a ct eri al Pr ot ei n T o xi ns [I nt er n et]. Els e vi er; 2 0 0 6 

[ cit e d  2 0 2 3  J ul  2 4].  A v ail a bl e  fr o m: 

htt ps://li n ki n g h u b. els e vi er. c o m/r etri e v e/ pii/ B 9 7 8 0 1 2 0 8 8 4 4 5 2 X 5 0 0 0 8  

2 7 0.  F ar u q u e S M, M e k al a n os J J. P h a g e -b a ct eri al i nt er a cti o ns i n t h e e v ol uti o n of t o xi g e ni c 

Vi bri o c h ol er a e . Vir ul e n c e. 2 0 1 2 N o v 1 5; 3( 7): 5 5 6– 6 5.  

2 7 1.  Y a m a m ot o T, N a k a z a w a T, Mi y at a T, K aji A, Y o k ot a T. E v ol uti o n a n d str u ct ur e of t w o 

A D P -ri b os yl ati o n e nt er ot o xi ns, Es c h eri c hi a c oli  h e at -l a bil e t o xi n a n d c h ol er a t o xi n. F E B S 

L ett. 1 9 8 4 A pr 2 4; 1 6 9( 2): 2 4 1 – 6.  
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2 7 2.  Li n g w o o d C. T h er a p e uti c U s es of B a ct eri al S u b u nit T o xi ns. T o xi ns. 2 0 2 1 M a y 

2 6; 1 3( 6): 3 7 8.  

2 7 3.  Li c ht e nst ei n B R, H ö c k er B. E n gi n e eri n g a n A B 5 Pr ot ei n C arri er. S ci R e p. 2 0 1 8 A u g 

2 3; 8( 1): 1 2 6 4 3.  

2 7 4.  M ul v e y P, D u o n g V, B o y er S, B ur g es s G, Willi a ms D T, D us s art  P, et al. T h e E c ol o g y a n d 

E v ol uti o n of J a p a n es e E n c e p h alitis Vir us. P at h o g e ns. 2 0 2 1 N o v 2 4; 1 0( 1 2): 1 5 3 4.  

2 7 5.  Y a mi ni G, N est or o vi c h E M. M ulti v al e nt I n hi bit ors of C h a n n el -F or mi n g B a ct eri al T o xi ns. 

I n: B art h H, e dit or. U pt a k e a n d Tr affi c ki n g of Pr ot ei n T o xins [I nt er n et]. C h a m: S pri n g er 

I nt er n ati o n al P u blis hi n g; 2 0 1 6 [ cit e d 2 0 2 3 J ul 2 4]. p. 1 9 9 – 2 2 7. ( C urr e nt T o pi cs i n 

Mi cr o bi ol o g y  a n d  I m m u n ol o g y;  v ol.  4 0 6).  A v ail a bl e  fr o m: 

htt p://li n k.s pri n g er. c o m/ 1 0. 1 0 0 7/ 8 2 _ 2 0 1 6 _ 2 0  

2 7 6.  M u k h o p a d h y a y S, Li nst e dt A D. R etr o gr a d e tr affi c ki n g of A B 5 t o xi ns: m e c h a nis ms t o 

t h er a p e uti cs. J M ol M e d. 2 0 1 3 O ct; 9 1( 1 0): 1 1 3 1– 4 1.  

2 7 7.  K ul c z y k A W, S or z a n o C O S, Gr el a P, T c h ór z e w s ki M, T u m er N E, Li X P. Cr y o -E M 

str u ct ur e of S hi g a t o xi n 2 i n c o m pl e x wit h t h e n ati v e ri b os o m al P -st al k r e v e als r es i d u es 

i n v ol v e d i n t h e bi n di n g i nt er a cti o n. J Bi ol C h e m. 2 0 2 3 J a n; 2 9 9( 1): 1 0 2 7 9 5.  

2 7 8.  N g a n dji o A, T c h e n dj o u P, K o ki N d o m b o P, G o ns u K a m g a H, F o n k o u a M C. E m er g e n c e 

of m ulti -dr u g r esist a nt S al m o n ell a e nt eri c a s er ot y p e St a nl e y vill e i nf e cti o ns a m o n g 

c hil dr e n i n Y a o u n d e, C a m er o o n. J Tr o p P e di atr. 2 0 1 2 A pr 1; 5 8( 2): 1 6 1 – 3.  
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A p p e n di c e s  

 

T a bl e  S 3 . 1. S u m m a r y of S al m o n ell a  st r ai n s a n d s e r o v a r s e n c o di n g  t h e R I P-T T t o xi n, c o m pil e d i n 

S e pt e m b e r 2 0 2 1.  

St r ai n 

n a m e  

S e r o v a r  A c c e ssi o n 

N u m b e r  

% i d e ntit y 

of A s u b u nit 

t o 

St a nl e y vill e  

S o u r c e  N ot e s  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

R S E 3 9  

St a nl e y vill e  A Z T 3 2 1 7 0  

 

1 0 0 %  P e n ns yl v a ni a St at e 

U ni v ersit y, D e c e m b er 

2 0 1 8, U S A.  

Is ol ati o n s o ur c e- m e at r et ail 

fr o m R uli n d o distri ct, 

R w a n d a.  

C oll e cti o n d at e - 1 3 t h M ar c h, 

2 0 1 8.  

S al m o n ell a  

e nt eri c a 

s u bs p. 

E nt eri c a 

2 8 6 6 8 8  

 

St a nl e y vill e  E A A 7 1 8 9 1 3 2  

 

1 0 0 %  P u bli c  H e alt h 

E n gl a n d, J ul y 2 0 1 8, 

U K.  

H ost = “ h o m o s a pi e ns ”  

C oll e cti o n d at e - J u n e 2 0 1 6.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

F D A 1 0 5 2 1 2

2 -C 0 0 1 -0 1 9  

 

N ot gi v e n  E A M 3 0 5 0 5 1 8  

 

1 0 0 %  C e nt er f or F o o d 

S af et y a n d A p pli e d  

N utriti o n, U S F o o d 

a n d Dr u g 

A d mi nistr ati o n, M a y 

2 0 1 8, U S A.  

 

Is ol ati o n s o ur c e- s or g h u m 

fl o ur fr o m R w a n d a.  

C oll e cti o n d at e - 1 S T  M a y 

2 0 1 8.  

 

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

R S E 3 0  

 

St a nl e y vill e  A Z T 6 3 2 5 8  

 

1 0 0 %  P e n ns yl v a ni a St at e 

U ni v ersit y, D e c e m b er 

2 0 1 8, U S A.  

Is ol ati o n s o ur c e- m e at r et ail 

fr o m R uli n d o distri ct, 

R w a n d a.  

C oll e cti o n d at e - 5 t h 

D e c e m b er 2 0 1 7.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

R S E 0 1  

 

St a nl e y vill e  A Z T 6 7 4 1 5  

 

1 0 0 %  P e n ns yl v a ni a St at e 

U ni v ersit y, D e c e m b er 

2 0 1 8, U S A.  

Is ol ati o n s o ur c e- B os t a ur us 

( c o ws) fr o m a F ar m i n 

R uli n d o distri ct of R w a n d a.  

C oll e cti o n d at e - 2 1 st 

N o v e m b er 2 0 1 7.   

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a S -

1 6 4 3  

M a c cl esfi el

d  

A S G 1 6 3 0 8  

 

9 7 %  P u bli c H e alt h A g e n c y 

of C a n a d a, N ati o n al  

Mi cr o bi ol o g y 

L a b or at or y at G u el p h, 

J u n e 2 0 1 7, C a n a d a.  

 

N o i nf or m ati o n.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

1 7 2 3 9 7  

 

K o u k a  E A A 5 4 8 8 8 3 4  9 7 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, J u n e 2 0 1 8, 

U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

C oll e cti o n d at e - O ct o b er 

2 0 1 5.  
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S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

2 0 8 9 9  

 

K a m b ol e  E A C 1 1 3 3 9 4 9  

 

9 7 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, S e pt e m b er 

2 0 1 8, U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

C oll e cti o n d at e - J u n e 2 0 1 4.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

7 4 8 7 7 0  

 E B G 0 7 2 9 8 8 3  

 

9 7 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, J u n e 2 0 1 9, 

U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

C oll e cti o n d at e - M a y 2 0 1 9.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

7 4 1 6 8 8  

 

E v erl ei g h  E B G 2 3 9 6 6 6 2  

 

9 7 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, J u n e 2 0 1 9, 

U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

C oll e cti o n d at e - M a y 2 0 1 9.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

3 8 8 7 9 8  

 

Ei n g e di  E B S 1 1 1 0 1 9 0  

 

9 7 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, S e pt e m b er 

2 0 1 8, U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

C oll e cti o n d at e - J ul y 2 0 1 7.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

4 0 1 5 9 8  

 

K a m b ol e  E B S 2 6 5 6 1 2 5  

 

9 7 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, J ul y 2 0 1 8, 

U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

C oll e cti o n d at e - A u g ust 

2 0 1 7.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

3 8 7 1 4 1  

 

Af ul a  E B V 2 1 9 5 1 1 2  

 

9 7 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, J u n e 2 0 1 8, 

U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

C oll e cti o n d at e - J u n e 2 0 1 7.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

5 9 8 0 4 4  

 

K a m b ol e  E B Y 4 0 1 8 5 9 4  

 

9 7 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, S e pt e m b er 

2 0 1 8, U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

C oll e cti o n d at e - A u g ust 

2 0 1 8.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

2 6 7 7 2 6  

 

E v erl ei g h  E C D 5 0 5 1 6 4 5  

 

9 7 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, M ar c h 2 0 1 9, 

U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

C oll e cti o n d at e - J u n e 2 0 1 6.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

4 1 6 1 8 7  

 

K a m b ol e  E C G 3 3 4 2 2 2 8  

 

9 7 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, F e br u ar y 

2 0 1 9, U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

C oll e cti o n d at e - A u g ust 

2 0 1 7.  
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S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

3 1 1 1 5 4  

 

K a m b ol e  E C G 4 9 1 8 1 7 3  

 

9 7 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, M ar c h 2 0 1 9, 

U K.  

Is ol ati o n s o ur c e- f o o d 

C oll e cti o n d at e - O ct o b er 

2 0 1 6.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

2 7 0 3 3  

 

K a m b ol e  E C H 9 4 2 7 2 8 5  

 

9 7 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, J ul y 2 0 1 8, 

U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

C oll e cti o n d at e - J ul y 2 0 1 4.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

7 9 0 4 3 4  

 

K a m b ol e  E C O 3 1 8 4 1 1 7  

 

9 7 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, A u g ust 

2 0 1 9, U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

C oll e cti o n d at e - A u g ust 

2 0 1 9.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

5 6 9 5 9  

  

K a m b ol e  E C Y 5 5 7 6 8 8 7  

 

9 7 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, J ul y 2 0 1 8, 

U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

 

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

8 2 3 4 6 2  

 

K a m b ol e  E D N 3 6 2 9 8 9 5  

 

9 7 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, O ct o b er 

2 0 1 9, U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

C oll e cti o n d at e - O ct o b er 

2 0 1 9.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

3 2 4 6 1  

 

K a m b ol e  E D V 4 1 5 1 8 3 8  

 

9 7 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, J ul y 2 0 1 8, 

U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

C oll e cti o n d at e - J ul y 2 0 1 4.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

1 3 0 3 9 2  

 

B o vis m or bif

i c a ns  

E E D 9 7 3 4 9 5 8  

 

9 7 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, J ul y 2 0 1 8, 

U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

 

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

9 6 5 5 5 2  

 

K a m b ol e  E F T 4 4 6 5 1 0 6  

 

9 7 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, J ul y 2 0 2 0, 

U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

C oll e cti o n d at e - J ul y 2 0 2 0.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

2 8 0 6 9 2  

 

K a m b ol e  M K D 0 5 6 0 5  

 

9 7 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, J ul y 2 0 1 8, 

U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

C oll e cti o n d at e - J ul y 2 0 1 6.  



  

1 6 6  

 

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

1 7 2 3 9 7  

 

 

K o u k a  E A A 5 4 8 8 8 3 4  

 

9 7 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, J u n e 2 0 1 8, 

U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

C oll e cti o n d at e - O ct o b er 

2 0 1 5.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

3 8 8 7 9 8  

 

Ei n g e di  E B S 1 1 1 0 1 9 0  

 

9 7 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, S e pt e m b er 

2 0 1 8, U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

C oll e cti o n d at e - J ul y 2 0 1 7.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

3 8 7 1 4 1  

 

Af ul a   

E B V 2 1 9 5 1 1 2  

 

9 7 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, J u n e 2 0 1 8, 

U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns   

C oll e cti o n d at e - J u n e 2 0 1 7.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

2 6 7 7 2 6  

 

E v erl ei g h  E C D 5 0 5 1 6 4 5  

 

9 7 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, M ar c h 2 0 1 9, 

U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

C oll e cti o n d at e - J u n e 2 0 1 6.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

1 3 0 3 9 2  

 

B o vis m or bif

i c a ns 

E E D 9 7 3 4 9 5 8  

 

9 7 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, J ul y 2 0 1 8, 

U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

7 4 1 6 5 7  

 

N a g o y a  E B F 8 3 4 7 8 5 8  

 

9 7 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, M a y 2 0 1 9, 

U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

C oll e cti o n d at e - M a y 2 0 1 9.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

P N U S A S 0 8

0 5 6 7  

 

N ot gi v e n  E B H 2 6 5 6 6 2 5  

 

9 7 %  C e nt ers f or Dis e as e 

C o ntr ol a n d 

Pr e v e nti o n, J u n e 

2 0 1 9, U S A.  

 

N o i nf or m ati o n  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

2 9 3 1 5 7  

 

N a g o y a  E B Q 9 5 6 2 1 8 2  

 

9 7 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, J u n e 2 0 1 8, 

U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

C oll e cti o n d at e - A u g ust 

2 0 1 6  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

F D A 9 4 5 3 6 2 

2 -1 1  

S olt  E E D 8 3 0 2 3 4 3  

 

9 7 %  C e nt er f or F o o d 

S af et y a n d A p pli e d  

N utriti o n, U S F o o d 

a n d Dr u g 

A d mi nistr ati o n, J ul y 

2 0 1 8, U S A.  

Is ol ati o n s o ur c e- T a c o 

s e as o ni n g, M e xi c o.  

C oll e cti o n d at e - 8 t h 

F e br u ar y 2 0 1 6.  



  

1 6 7  

 

  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

1 7 1 2 7 9  

 

N a g o y a  E B Q 9 7 2 1 6 3 7  

 

9 7 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, J u n e 2 0 1 8, 

U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

C oll e cti o n d at e - O ct o b er 

2 0 1 5.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

F D A 0 8 6 8 3 0

1 -C 0 0 2 -0 2 2  

 

N ot gi v e n  E A M 8 7 3 0 3 3 4  

 

9 7 %  C e nt er f or F o o d 

S af et y a n d A p pli e d 

N utriti o n, U S F o o d 

a n d Dr u g 

A d mi nistr ati o n, J ul y 

2 0 1 8, U S A.  

 

Is ol ati o n s o ur c e- M a n g o, 

M e xi c o.  

C oll e cti o n d at e - 2 0 1 4.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

F D A 0 8 6 8 3 0

1 -C 0 0 1 -0 0 2  

 

N ot gi v e n  E A Y 0 0 5 4 3 1 7  

 

9 7 %  C e nt er f or F o o d 

S af et y a n d A p pli e d  

N utriti o n, U S F o o d 

a n d Dr u g 

A d mi nistr ati o n, J ul y 

2 0 1 8, U S A.  

 

Is ol ati o n s o ur c e- M a n g o, 

M e xi c o.  

C oll e cti o n d at e - 2 0 1 4.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

P N U S A S 1 5

6 8 8 9  

 

N ot gi v e n  E H F 1 8 8 8 2 2 5  

 

9 7 %  C e nt ers f or Dis e as e 

C o ntr ol a n d 

Pr e v e nti o n,  

M ar c h 2 0 2 1, U S A.  

N o i nf or m ati o n.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

F D A 9 5 7 2 4 4

-1  

 

N ot gi v e n  E A X 4 7 6 3 6 0 5  

 

9 7 %  C e nt er f or F o o d 

S af et y a n d A p pli e d  

N utriti o n, U S F o o d 

a n d Dr u g 

A d mi nistr ati o n, J ul y 

2 0 1 8, U S A.  

 

Is ol ati o n s o ur c e- r e d p e p p er 

S pi c e, Et hi o pi a.  

C oll e cti o n d at e - 2 1 st A pril 

2 0 1 6.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

P N U S A S 1 8

4 3 4 1  

 

N ot gi v e n  E G T 0 6 1 7 0 8 7  

 

9 7 %  C e nt ers f or Dis e as e 

C o ntr ol a n d 

Pr e v e nti o n,  

D e c e m b er 2 0 2 0, 

U S A.  

N o i nf or m ati o n.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

is ol at e = " P N

U S A S 0 2 4 1 8

4 "  

 

N ot gi v e n  E B H 5 4 3 7 0 8 8  

 

9 6 %  C e nt ers f or Dis e as e 

C o ntr ol a n d 

Pr e v e nti o n,  

J ul y 2 0 1 8, U S A.  

N o i nf or m ati o n.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

P N U S A S 0 3

3 3 2 3  

 

 

s er o v ar = " S e

r ot y p e 

p e n di n g "  

 

E C U 0 1 4 7 8 8 8  

 

9 6 %  C e nt ers f or Dis e as e 

C o ntr ol a n d 

Pr e v e nti o n,  

J ul y 2 0 1 8, U S A.  

Is ol ati o n s o ur c e- Uri n e  

C oll e cti o n d at e - D e c e m b er 

2 0 1 7.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

P N U S A S 1 8

7 6 8 7  

N ot gi v e n  E G Y 5 1 7 2 9 0 8  

 

9 6 %  C e nt ers f or Dis e as e 

C o ntr ol a n d 

Pr e v e nti o n,  

J a n u ar y 2 0 2 1, U S A.  

N o i nf or m ati o n.  



  

1 6 8  

 

 

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

P N U S A S 0 0

1 2 3 4  

 

Is a n gi  E D W 5 0 0 0 2 4 2  

 

9 6 %  C e nt ers f or Dis e as e 

C o ntr ol a n d 

Pr e v e nti o n,  

J ul y 2 0 1 8, U S A.  

Is ol ati o n s o ur c e- st o ol  

C oll e cti o n d at e - J u n e 2 0 1 4.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

C F S A N 0 5 7

2 3 1  

 

N ot gi v e n  E A A 8 8 7 4 9 3 7  

 

9 6 %  C e nt er f or F o o d 

S af et y a n d A p pli e d  

N utriti o n, U S F o o d 

a n d Dr u g 

A d mi nistr ati o n, J ul y 

2 0 1 8, U S A.  

 

Is ol ati o n s o ur c e- s oil 

C oll e cti o n d at e - 8 t h A u g ust 

2 0 1 6.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

F D A 4 6 6 5 4 6 

C 1 1 -1  

 

N ot gi v e n  E A W 0 6 4 5 0 1 6  

 

9 6 %  C e nt er f or F o o d 

S af et y a n d A p pli e d  

N utriti o n, U S F o o d 

a n d Dr u g 

A d mi nistr ati o n, 

A u g ust 2 0 1 8, U S A.  

 

Is ol ati o n s o ur c e- J al a p e n o 

p e p p ers  

C oll e cti o n d at e - 2 1 st J ul y 

2 0 0 8.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

F SI S 1 1 8 0 8 8

7 2  

 

N ot gi v e n  E B F 0 1 1 3 9 7 3  

 

9 6 %  C e nt er f or F o o d 

S af et y a n d A p pli e d  

N utriti o n, U S F o o d 

a n d Dr u g 

A d mi nistr ati o n, J ul y 

2 0 1 8, U S A. C oll e ct e d 

b y U S D A -F SI S.  

 

Is ol ati o n s o ur c e- 

C o m mi n ut e d b e ef, T e x as  

C oll e cti o n d at e - 2 0 1 8.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

F SI S 1 1 8 0 8 8

7 1  

 

N ot gi v e n  E B N 1 7 3 6 4 7 9  

 

9 6 %  C e nt er f or F o o d 

S af et y a n d A p pli e d  

N utriti o n, U S F o o d 

a n d Dr u g 

A d mi nistr ati o n, J ul y 

2 0 1 8, U S A. C oll e ct e d 

b y U S D A -F SI S.  

 

Is ol ati o n s o ur c e- 

C o m mi n ut e d b e ef, T e x as  

C oll e cti o n d at e - 2 0 1 8.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

C F S A N 0 5 7

2 3 2  

 

N ot gi v e n  E B T 1 3 4 7 8 8 3  

( R e c or d 

r e m o v e d as of 

A u g ust  2 3 r d, 

2 0 2 1).  

9 6 %  C e nt er f or F o o d 

S af et y a n d A p pli e d  

N utriti o n, U S F o o d 

a n d Dr u g 

A d mi nistr ati o n, J ul y 

2 0 1 8, U S A.  

 

Is ol ati o n s o ur c e- s oil 

C oll e cti o n d at e - 8 t h A u g ust 

2 0 1 6.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

P N C S 0 0 4 3 1

1  

 

Or a ni e n b ur g  E H B 3 5 6 2 3 0 3  

 

9 6 %  P uls e N et C a n a d a, 

P u bli c H e alt h A g e n c y 

of C a n a d a, F e br u ar y 

2 0 2 1, C a n a d a.  

 

H ost - H o m o s a pi e ns  

Is ol ati o n s o ur c e- bl o o d  

C oll e cti o n d at e - 2 0 1 7  

 

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

Mississi p pi  E C W 0 8 2 1 1 5 7  

 

9 6 %  C e nt er f or F o o d 

S af et y a n d A p pli e d  

H ost - H o m o s a pi e ns, 

A ustr ali a  



  

1 6 9  

 

s u bs p. 

E nt eri c a 

A U S M D U 0

0 0 0 4 6 7 1  

 

N utriti o n, U S F o o d 

a n d Dr u g 

A d mi nistr ati o n, 

S e pt e m b er 2 0 1 9, 

U S A.  

 

C oll e cti o n d at e - 2 0 0 8  

 

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

P N U S A S 0 7

2 8 4 2  

 

   

 

N ot gi v e n  E A Q 5 0 5 5 0 1 3  

 

9 6 %  C e nt ers f or Dis e as e 

C o ntr ol a n d 

Pr e v e nti o n, A pril 

2 0 1 9, U S A.  

N o i nf or m ati o n.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

F D A 5 7 9 8 7 0 

1 -1  

 

 

N ot gi v e n  E A W 0 6 8 5 4 1 5  

 

9 6 %  C e nt er f or F o o d 

S af et y a n d A p pli e d  

N utriti o n, U S F o o d 

a n d Dr u g 

A d mi nistr ati o n, 

A u g ust 2 0 1 8.  

 

Is ol ati o n s o ur c e- C hil e ar b ol  

C oll e cti o n d at e - 2 0 1 0.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

P N U S A S 0 7

9 6 7 4  

 

N ot gi v e n  E B H 2 3 8 6 1 7 3  

 

9 6 %  C e nt ers f or Dis e as e 

C o ntr ol a n d 

Pr e v e nti o n, J u n e 

2 0 1 9, U S A.  

N o i nf or m ati o n.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p.  

ari z o n a e  

F D A 5 5 2 6 7 9 

1 -1 0  

N ot gi v e n  E B P 3 2 1 3 2 3 2  

 

9 6 %  C e nt ers f or Dis e as e 

C o ntr ol a n d 

Pr e v e nti o n, J ul y 2 0 1 8, 

U S A.  

Is ol ati o n s o ur c e- c hilli 

p o w d er, I n di a.  

C oll e cti o n d at e - 2 4 T H  J u n e 

2 0 0 9.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a 

s u bs p.  

e nt eri c a 

2 9 9 8 4 7  

 

 

R u bisl a w  E B X 4 7 2 2 6 5 6  

 

9 6 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, J ul y 2 0 1 8, 

U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

C oll e cti o n d at e - S e pt e m b er 

2 0 1 6.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p.  

E nt eri c a 

5 8 6 8 0 8  

 

B o vis m or bif

i c a ns 

E B Y 8 9 8 5 6 1 0  

 

9 6 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, S e pt e m b er 

2 0 1 8, U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

C oll e cti o n d at e - A u g ust 

2 0 1 8.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p.  

E nt eri c a 

F S W 0 1 9 6  

 

 

II O-4: a: - 

 

E C C 2 8 6 4 2 6 8  

 

9 6 %  C e nt er f or F o o d 

S af et y a n d A p pli e d  

N utriti o n, U S F o o d 

a n d Dr u g 

A d mi nistr ati o n, J ul y 

2 0 1 8, U S A.  

 

Is ol ati o n s o ur c e- fr o z e n 

sil v er fis h, C hi n a.  

C oll e cti o n d at e - 2 6 T H  J ul y 

2 0 1 1.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p.  

S al m o n ell a 

F erl a c  

 

 

E C C 3 8 7 6 5 5 0  

 

9 6 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, J ul y 2 0 1 8, 

U K.  

C oll e cti o n d at e - J u n e 2 0 1 6.  



  

1 7 0  

 

I n di c a 

2 6 7 0 4 8  

 

 

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p.  

I n di c a 

4 6 1 9 9 7  

 

 

S al m o n ell a 

F erl a c  

 

 

E C F 5 8 8 6 3 3 1  

 

9 6 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, J ul y 2 0 1 9, 

U K.  

Is ol ati o n s o ur c e- ot h er  

C oll e cti o n d at e - O ct o b er 

2 0 1 2.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p.  

E nt eri c a 

F D A 2 4 5 2 2 3  

 

 

B a nj ul   

E CI 8 2 7 1 0 3 1  

 

9 6 %  C e nt er f or F o o d 

S af et y a n d A p pli e d  

N utriti o n, U S F o o d 

a n d Dr u g 

A d mi nistr ati o n, A pril 

2 0 1 9, U S A.  

 

Is ol ati o n s o ur c e- fr o z e n 

s hri m p, Sri L a n k a.  

C oll e cti o n d at e - 2 6 T H  

A u g ust 2 0 0 3.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

P N U S A S 0 0

2 1 8 0  

 

 

R u bisl a w  E D B 4 7 5 0 2 2 3  

 

9 6 %  C e nt ers f or Dis e as e 

C o ntr ol a n d 

Pr e v e nti o n, J ul y 2 0 1 8, 

U S A.  

 

 

Is ol ati o n s o ur c e- bl o o d.  

C oll e cti o n d at e - F e br u ar y 

2 0 1 0.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

F N E 0 1 4 7  

 

 

 

6, 1 4, 2 4, 2 5: a

: e, n, z 1 5 

 

 

 

E D N 7 2 3 2 6 5 8  

 

9 6 %  C e nt er f or F o o d 

S af et y a n d A p pli e d  

N utriti o n, U S F o o d 

a n d Dr u g 

A d mi nistr ati o n, J ul y 

2 0 1 8, U S A.  

 

Is ol ati o n s o ur c e- s a m b ar 

p o w d er, I n di a.  

C oll e cti o n d at e - 2 6 T H  A pril 

2 0 1 3.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

F S W 0 0 8 0  

 

 

Osl o  E D R 2 7 7 0 3 5 4  

 

9 6 %  C e nt er f or F o o d 

S af et y a n d A p pli e d  

N utriti o n, U S F o o d 

a n d Dr u g 

A d mi nistr ati o n, J ul y 

2 0 1 8, U S A.  

 

Is ol ati o n s o ur c e- fr o z e n c ut 

cr a b, Sri L a n k a.  

C oll e cti o n d at e - 2 3 R D  

O ct o b er 2 0 1 0.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

I n di c a 

F D A 8 2 9 4 0 1  

 

 

 

VI 

1, 6, 1 4, 2 5: a:

e, n, z 1 5  

 

 

E D T 9 2 2 0 6 7 1  

 

9 6 %  C e nt er f or F o o d 

S af et y a n d A p pli e d  

N utriti o n, U S F o o d 

a n d Dr u g 

A d mi nistr ati o n, J ul y 

2 0 1 8, U S A.  

 

Is ol ati o n s o ur c e- S hri m p, 

fr o z e n, Sri L a n k a.  

C oll e cti o n d at e - 6 T H  

S e pt e m b er 2 0 1 3.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

Di ari z o n a e 

F D A 2 1 7 0 1 8  

 

 

N ot gi v e n  E E C 4 2 4 7 1 4 9  

 

9 6 %  C e nt er f or F o o d S af et y 

a n d A p pli e d  

N utriti o n, U S F o o d 

a n d Dr u g 

A d mi nistr ati o n, J ul y 

2 0 1 8, U S A.  

 

Is ol ati o n s o ur c e- r o ast e d 

c hili p o w d er, Sri L a n k a.  

C oll e cti o n  d at e - 1 9 T H  

F e br u ar y 2 0 0 3.  



  

1 7 1  

 

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

F D A 1 4 5 4 1 7  

 

 

B a nj ul   

 

E EJ 0 0 1 8 4 8 5  

 

9 6 %  C e nt er f or F o o d 

S af et y a n d A p pli e d  

N utriti o n, U S F o o d 

a n d Dr u g 

A d mi nistr ati o n, J ul y 

2 0 1 8, U S A.  

 

Is ol ati o n s o ur c e- s hri m p, Sri 

L a n k a.  

C oll e cti o n d at e - 2 3 R D  

A U GI S T, 2 0 0 1.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

P N U S A S 2 0

0 2 2 3  

 

N ot gi v e n  E H M 4 9 3 2 0 8 0  

 

9 6 %  C e nt ers f or Dis e as e 

C o ntr ol a n d 

Pr e v e nti o n, M a y 

2 0 2 1, U S A.  

N o i nf or m ati o n.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

F S E 0 1 1 6  

 

N ot gi v e n  E H N 2 3 0 3 8 4 7  

 

9 6 %  C e nt er f or F o o d 

S af et y a n d A p pli e d  

N utriti o n, U S F o o d 

a n d Dr u g 

A d mi nistr ati o n, J ul y 

2 0 1 8, U S A.  

 

Is ol ati o n s o ur c e- d e g gi 

mir c h, I n di a.  

C oll e cti o n d at e - 2 0 T H  

S e pt e m b er 2 0 1 3.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

1 4 1 1 -6 0  

 

1, 6, 1 4, 2 5: a:

e, n, x  

 

H A E 2 7 5 2 1 0 9  

 

9 6 %  N ati o n al C e nt er f or 

Bi ot e c h n ol o g y  

I nf or m ati o n, N ati o n al 

Li br ar y of M e di ci n e, 

N ati o n al I nstit ut es of  

H e alt h, J ul y 2 0 1 8, 

U S A.  

 

Is ol ati o n s o ur c e- c o c o n ut, 

U K.  

C oll e cti o n d at e - 1 9 6 0.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  0 3 -

0 3 8 4  

 

N o gi v e n  M B A 3 1 0 2 2 0 2  

 

9 6 %  C e nt ers f or Dis e as e 

C o ntr ol a n d 

Pr e v e nti o n, J ul y 2 0 1 8, 

U S A.  

 

 

N o i nf or m ati o n.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

I n di c a 

N C T C 1 2 4 2

0  

 

 

 

 

n ot 

a v ail a bl e: t o 

b e r e p ort e d 

l at er 

 

 

 

S UI 0 2 3 3 6  

 

9 6 %  W ell c o m e Tr ust  

S a n g er I nstit ut e, J u n e 

2 0 1 8, U K.  

 

N o i nf or m ati o n.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

Ari z o n a e 

F D A 5 5 2 6 7 9 

1 -1 0  

 

 

N ot gi v e n  E B P 3 2 1 3 2 3 2  

 

9 6 %  C e nt er f or F o o d 

S af et y a n d A p pli e d  

N utriti o n, U S F o o d 

a n d Dr u g 

A d mi nistr ati o n, J ul y 

2 0 1 8, U S A.  

 

Is ol ati o n s o ur c e- c hilli 

p o w d er, I n di a  

C oll e cti o n d at e - 2 4 t h J u n e 

2 0 0 9.  

 

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

2 9 9 8 4 7  

R u bisl a w  E B X 4 7 2 2 6 5 6  

 

9 6 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, J ul y 2 0 1 8, 

U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

C oll e cti o n d at e - S e pt e m b er 

2 0 1 6.  



  

1 7 2  

 

 

   

 

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

5 8 6 8 0 8  

 

B o vis m or bif

i c a ns 

E B Y 8 9 8 5 6 1 0  

 

9 6 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, S e pt e m b er 

2 0 1 8, U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

C oll e cti o n d at e - A u g ust 

2 0 1 8.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

F S W 0 1 9 6  

 

II O-4: a: - 

 

E C C 2 8 6 4 2 6 8  

 

9 6 %  C e nt er f or F o o d 

S af et y a n d A p pli e d  

N utriti o n, U S F o o d 

a n d Dr u g 

A d mi nistr ati o n, J ul y 

2 0 1 8, U S A.  

 

Is ol ati o n s o ur c e- fr o z e n 

sil v er fis h, C hi n a.  

C oll e cti o n d at e - 2 6 t h J ul y 

2 0 1 1.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

I n di c a 

2 6 7 0 4 8  

 

 

S al m o n ell a 

F erl a c  

 

E C C 3 8 7 6 5 5 0  

 

9 6 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, J ul y 2 0 1 8, 

U K.  

C oll e cti o n d at e - J u n e 2 0 1 6.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

F S W 0 0 8 0  

 

Osl o  E D R 2 7 7 0 3 5 4  

 

9 6 %  C e nt er f or F o o d 

S af et y a n d A p pli e d  

N utriti o n, U S F o o d 

a n d Dr u g 

A d mi nistr ati o n, J ul y 

2 0 1 8, U S A.  

 

Is ol ati o n s o ur c e- Fr o z e n c ut 

cr a b, Sri L a n k a  

C oll e cti o n d at e - 2 3 r d 

O ct o b er 2 0 1 0.  

C oll e ct e d b y F S W.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

Di ari z o n a e 

F D A 2 1 7 0 1 8  

 

 

N ot gi v e n  E E C 4 2 4 7 1 4 9  

 

9 6 %  C e nt er f or F o o d 

S af et y a n d A p pli e d  

N utriti o n, U S F o o d 

a n d Dr u g 

A d mi nistr ati o n, J ul y 

2 0 1 8, U S A.  

 

Is ol ati o n s o ur c e- r o ast e d 

c hilli p o w d er, Sri L a n k a  

C oll e cti o n d at e - 1 9 t h 

F e br u ar y 2 0 0 3.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

P N C S 0 0 9 5 9

5  

 

N e w p ort  E H F 9 5 7 5 2 2 7  

 

9 6 %  P uls e N et C a n a d a, 

P u bli c H e alt h A g e n c y 

of C a n a d a, M ar c h 

2 0 2 1, C a n a d a.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

Is ol ati o n s o ur c e- st o ol  

C oll e cti o n d at e - 8 t h M a y 

2 0 1 7.  

 

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

P N U S A S 1 7

9 5 3 4  

 

N ot gi v e n  E G O 3 3 0 2 3 9 2  

 

9 6 %  C e nt ers f or Dis e as e 

C o ntr ol a n d 

Pr e v e nti o n,  

N o v e m b er 2 0 2 0, 

U S A.  

N o i nf or m ati o n.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

1 1 7 2 6 5  

W a g e ni a  E B Y 1 3 9 1 4 0 4  

 

9 6 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, J ul y 2 0 1 8, 

U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

C oll e cti o n d at e - M a y 2 0 1 5.  



  

1 7 3  

 

 

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

8 8 6 6 2 4  

 

W a y cr oss  E E C 4 8 6 1 0 1 9  

 

9 6 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, F e br u ar y 

2 0 2 0, U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

C oll e cti o n d at e - F e br u ar y 

2 0 2 0.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

1 1 6 6 9 7 2  

 

W a g e ni a  E H M 3 2 6 2 9 7 5  

 

9 6 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, M a y 2 0 2 1, 

U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

C oll e cti o n d at e - A pril 2 0 2 1.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

1 1 8 2 2 3 8  

 

W a g e ni a  E H O 3 2 6 1 7 3 6  

 

9 6 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, M a y 2 0 2 1, 

U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

C oll e cti o n d at e - M a y 2 0 2 1.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

F D A 1 3 2 5 8 1

-2  

 

W arr a g ul  E D T 7 2 4 0 9 0 5  

 

9 5 %  C e nt er f or F o o d 

S af et y a n d A p pli e d  

N utriti o n, U S F o o d 

a n d Dr u g 

A d mi nistr ati o n, J ul y 

2 0 1 8, U S A.  

 

Is ol ati o n s o ur c e- fr o z e n 

o p oss u m, A ustr ali a  

C oll e cti o n d at e - 6 t h 

D e c e m b er 2 0 0 1.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

F D A 1 3 2 5 8 1

-1  

 

W arr a g ul  

 

MI G 5 3 6 5 2  

 

9 5 %  C e nt er f or F o o d 

S af et y a n d A p pli e d  

N utriti o n, U S F o o d 

a n d Dr u g 

A d mi nistr ati o n, J ul y 

2 0 1 8, U S A.  

 

Is ol ati o n s o ur c e- fr o z e n 

o p oss u m, A ustr ali a  

C oll e cti o n d at e - 6 t h 

D e c e m b er 2 0 0 1.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

F D A 9 3 4 0 4 9

-C 0 0 2 -0 0 1  

 

N ot gi v e n  E G G 1 5 8 4 4 0 8  

 

9 6 %  C e nt er f or F o o d 

S af et y a n d A p pli e d  

N utriti o n, U S F o o d 

a n d Dr u g 

A d mi nistr ati o n, 

S e pt e m b er 2 0 2 0, 

U S A.  

 

Is ol ati o n s o ur c e- p e p p er, 

C a m er o o n  

C oll e cti o n d at e - 1 7 t h 

N o v e m b er 2 0 1 5.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

8 7 3 4 6 5  

 

Br a n d e n b ur

g  

 

E E G 1 6 0 7 7 9 5  

 

9 5 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, J a n u ar y 

2 0 2 0, U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

C oll e cti o n d at e - J a n u ar y 

2 0 2 0.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

8 3 4 3 1 2  

 

 

St o ur bri d g e  

 

E E H 5 5 2 4 3 9 2  

 

9 5 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, N o v e m b er 

2 0 1 9, U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

C oll e cti o n d at e - O ct o b er 

2 0 1 9.  



  

1 7 4  

 

S al m o n ell a 

b o n g ori  

P N U S A S 0 8

8 5 6 2  

 

 

N ot gi v e n  E D P 8 6 6 9 5 9 1  

 

9 5 %  C e nt ers f or Dis e as e 

C o ntr ol a n d 

Pr e v e nti o n,  

A u g ust 2 0 1 9, U S A.  

N o i nf or m ati o n.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

F D A 3 0 5 5 8 1  

 

 

N ot gi v e n  E A A 7 6 0 5 7 9 4  

 

9 6 %  C e nt er f or F o o d 

S af et y a n d A p pli e d  

N utriti o n, U S F o o d 

a n d Dr u g 

A d mi nistr ati o n, 

A u g ust 2 0 1 8, U S A.  

 

Is ol ati o n s o ur c e- fr o z e n 

s hri m p, B a n gl a d es h  

C oll e cti o n d at e - 3 r d 

N o v e m b er 2 0 0 4.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

9 9 5 8 2 4  

 

 

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

 

E G M 1 7 8 8 4 7 2  

 

9 5 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, O ct o b er 

2 0 2 0, U K.  

Is ol ati o n s o ur c e- f o o d  

C oll e cti o n d at e - S e pt e m b er 

2 0 2 0.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

1 0 4 0 7 9 0  

 

S al m o n ell a 

e nt eri c a

  

 

E G R 9 4 8 9 7 6 1  

 

9 5 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, D e c e m b er 

2 0 2 0, U K.  

Is ol ati o n s o ur c e- f o o d  

C oll e cti o n d at e - N o v e m b er 

2 0 2 0.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

7 3 0 9 6 4  

 

I n di a E B G 5 0 9 7 1 3 9  

 

9 5 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, J u n e 2 0 1 9, 

U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

C oll e cti o n d at e - A pril 2 0 1 9.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

P N U S A S 0 5

7 6 3 3  

 

N ot gi v e n  M E N 9 5 0 8 9  

 

9 5 %  C e nt ers f or Dis e as e 

C o ntr ol a n d 

Pr e v e nti o n,  

O ct o b er 2 0 1 8, U S A.  

N o i nf or m ati o n.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

s u bs p. 

E nt eri c a 

1 3 0 4 2 8  

 

 

T y p hi m uri u

m  

 

E D M 2 3 1 0 7 1 0  

 

9 8 %  P u bli c H e alt h 

E n gl a n d, J ul y 2 0 1 8, 

U K.  

H ost - H o m o s a pi e ns  

C oll e cti o n d at e - J u n e 2 0 1 5.  

S al m o n ell a 

e nt eri c a  

P N U S A S 0 5

7 6 3 3  

N ot gi v e n  M E N 9 6 1 3 1  

 

9 6 %  C e nt ers f or Dis e as e 

C o ntr ol a n d 

Pr e v e nti o n,  

O ct o b er 2 0 1 8, U S A.  

N o i nf or m ati o n.  



  

1 7 5  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fi g u r e S 3. 1 . D N A s e q u e n c e ali g n m e nt of t h e S.  St a nl e y vill e R S E 1 ri p -tt l o c u s a n d t h e S.  

T y p hi m u ri u m D T 1 0 4 art A B  l o c u s. T h e Art A  s e q u e n c e s ar e s h o w n i n p ur pl e, a n d t h e A rt B s e q u e n c e s 

ar e hi g hli g ht e d i n bl u e. R e d d a s h e s i n di c at e t h e 5 8 b p missi n g r e gi o n of t h e RI P -T T A rt A s e q u e n c e. 

Ali g n m e nts w er e p erf or m e d usi n g t h e Cl ust al W O m e g a ali g n m e nt pr o gr a m ( E M B L, E BI, U K).  

 

 



  

1 7 6  

 

 

Fi g u r e S 3. 2 . C o m pl et e a mi n o a ci d s e q u e n c e ali g n m e nt of t h e B s u b u nit s of R I P -T T,  S.  T y p hi Plt B 

a n d t h e diff e r e nt A rt A B t o xi n s u bt y p e s a n d Plt C g r o u p s.  A st eris ks ( *) i n di c at e p ositi o ns of c o m pl et e 

c o ns er v ati o n of a mi n o a ci d r e si d u e s a m o n g all s e q u e n c e s a n d c ol o ns (:) or p eri o ds (.) i n di c at e p ositi o ns 

of p arti al c o ns er v ati o n of a mi n o a ci d r e si d u e s. Ali g n m e nts w er e p erf or m e d usi n g t h e Cl ust al W O m e g a 

ali g n m e nt pr o gr a m ( E M B L -E BI, U K).  
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A r t B - 1 C        1 -    - - M K N K L K I L T F A L A S L S S V C Y A - - - - - D M A G Y N K Y V S N V Q I N N L S Y G V Y T S G G K Q T Q F F C V G L K R G S Q T P D V N T M C K I D V F G - - - - - -   

A r t B - 1 D        1 -    - - M K N K L K V L T L A F A S L S S V C Y A - - - - - N M A G Y N K Y V S N V Q I N N L S Y G V Y T S A G K Q T Q F L C V G L K R G S Q V P D V N T M C K I D V F G - - - - - -   

A r t B - 2 A        1 -    - - M K K I F F A F A L V M L A G A S N V Y A T V N S W Y L K D T T K Y - E N V R I T N V F Y A P Y L H S P R I C A Y F T A S - - - - - S G G S N V T G C A V A D N G Y Y Q K N A   

A r t B - 2 B        1 -    - - M K K I F F A F V L V M M A G A S N V Y A T V N N W Y L K D T T K Y - E N V K I T N I F Y A P Y L H S P R I C A F F T A S - - - - - S G G S N I T G C S V A D N G Y Y L K N E   

A r t B - 2 C        1 -    - - M K R F F W V F T L V M M V G A S N V Y A S V N R W Y L K D T V K Y - E N V K V T N V F Y A P Y L H S P R I C A F F T T S - - - - - P G G S N V A G C A V A D N D Y Y Q K N T   

P l t C - S a p       1 -    - - M K K K L K V L T L A L A S I S S V C Y A - - - - - A M A D Y D T Y V S N V Q I N N L S Y G V Y T S G G K E T Q F F C I G L K H G S E A I S I N A M C K V D V Y G - - - - - -   

P l t C - P h a g e 1    1 -    - - M K K K L K V L T L A L A S L S S V C Y A - - - - - G M A D Y D T Y V S N V Q I N N L S T G V Y K S D D K E T Q F F C I G L K R G S S S I S I N N I C K V D V Y G - - - - - -   

P l t C - P h a g e 2    1 -    - - M K K K L K V L T L A L A S L S S V C Y A - - - - - G M A D Y D K Y I S N A Q I N N M S Y G V Y T S G G K E T Q F F C I G L K R G S Q V P A V N N I C K I D V F G - - - - - -   

P l t C - P h a g e 3    1 -    - - M K K K L K V L T L A L A S L S S V C Y A - - - - - G M A D Y D K Y I S N A Q I N N L S Y G V Y T T G G K E T Q Y F C I G V K R G S H V P D V N A I C K F D V F G - - - - - -   

R I P - T T         1 -    - - M K N K L K V L T L A L A S L S S V C H A - - - - - S M A D Y N N Y T S E V H I K N L S Y G V Y K S G E K E T Q F F C I E L K R G S E V L T V D T M C K I D V Y G - - - - - -   

P l t B - S . T y p h i   1 -    M Y M S K Y V P V Y T L L I L I Y S F N A S A - - - E W T G D N T N A Y Y S D E V I S E L H V G Q - - - - I D T S P Y F C I K T V K A N G S G T P V V A C A V S K Q S - - - - - -   

                     * . .  .    . :  :    :     *         .    *  . :   : . : :   .           : :                 *  .    .             

  

  

A r t B - 1 A        7 7 -   T H K Q G F D N M L A T A R Y Y Y A T G E D V R I Y Y K E N V W T D R N F T A A F S G N E L I A I T T C T S S D Y C M G P T L P N    

A r t B - 1 B        7 7 -   T H K Q G F D N M L A T A R Y Y Y T T G E K V R I Y Y K E N V W A D R N F T A G F S G N E L I A I T T C S S I D Y C M G P T L P N    

A r t B - 1 C        7 7 -   T H K Q G F D N M L E T A K Y Y Y A T G E S V R V Y Y M D S V W T D R D F A N A F S N K E L I S I T T C S A S N Y C M G P T - - -    

A r t B - 1 D        7 7 -   N H K Q G F D N M L E T A K Y Y Y A T G E E V R L Y Y I D N V W S D S D F T G A F S N K E L I S I T T C S A S D Y C M G P T V P N    

A r t B - 2 A        8 2 -   V Q T S P F M E I F D T V K Y F Y T T G E K I S V Y I R I N A F - - S H F D S S V S Q N E I V A I G T C N - - Q W C F G E I I K -    

A r t B - 2 B        8 2 -   A Q T S P F M E I F D T V K Y F Y T T G E K I S V Y I R T N A F - - P N F D S S L S K N E I V A I G T C N - - G W C F G E T I K -   

A r t B - 2 C        8 2 -   A Q T S P F M E I F D T V K Y F Y T T G E N I S V Y I K L N A F - - P E F D T T V S K H E I V A I G T C N - - G W C F G E T I K -    

P l t C - S a p       7 7 -   N H K Q G F D N M L N T A K Y Y Y T T G G D V R I Y Y K E N V W R D P D F K S A F S S R E L I A I T T C S S S S Y C M G P T V T N    

P l t C - P h a g e 1    7 7 -   S H K Q G F D N M L N T A R Y Y Y T T G E D V R I Y Y K E N V W S D T D F K S A F S S R E L I A I T T C S S S S Y C M G P T K K N    

P l t C - P h a g e 2    7 7 -   T H K Q G F D N M L A T A R Y Y Y T T G A D V R V Y Y K E N V W G D R E F T A A F S A N E L I A L T S C S S P T Y C M G P M N P Q   

P l t C - P h a g e 3    7 7 -   N H K Q G F D N M L A T A R Y Y Y A T G E D V R V Y Y K E N V W S D T N F T A A F S G N E L I A L T T C S S S T Y C M G P V N P N   

R I P - T T         7 7 -   N H K Q G F D N M L T T A R Y H Y A T G Q S V R V Y Y K P D V W S D P D F K C G F S R N E L I A I T T C D S S G H C M G P E K T N    

P l t B - S . T y p h i   7 7 -   I W A P S F K E L L D Q A R Y F Y S T G Q S V R I H V Q K N I W T Y P L F V N T F S A N A L V G L S S C S A - T Q C F G P K - - -    

                        *  : : :   . : * . * : * *  . :  : :    .  :     *    . *  .  : : . :  : *      * : *       
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Fi g u r e S 3. 3 . S D S -P A G E a n al ysis of s e v e r al f r a cti o n s f r o m t h e s u c c e ssf ul c o p u rifi c ati o n of  St x 2 a, 

R I P -T T S 3 1 A/ S 3 5 A bi n di n g m ut a nt a n d R I P -H L T T 3 6I/ T 3 7I bi n di n g m ut a nt. P urifi c ati o n w a s 

d o n e usi n g Ni c k el Ni r e si n gr a vit y c ol u m ns a n d A -B i nt er a cti o ns w er e c o nfir m e d b y s u c c e ssf ul 

c o p urifi c ati o n ( p ull -d o w n) of t h e A s u b u nits wit h t h eir r es p e cti v e His 6 -t a g g e d B s u b u nits (r e d b o x e s).  
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