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Diss ert ati o n A d vis or: Dr. M att h e w K. W al d or                                                             Al ys o n R. W arr  

E nt er o h e m orr h a gi c Esc heric hi a coli ( E H E C) is a h u m a n f o o d b or n e p at h o g e n t h at i nf e cts t h e 

c ol o n, l e a di n g t o h e m orr h a gi c c olitis a n d t h e p ot e nti all y f at al h e m ol yti c ur e mi c s y n dr o m e. T his 

diss ert ati o n ai ms t o a d dr ess t h e h ost -p at h o g e n r el ati o ns hi p b et w e e n E H E C a n d t h e c ol o ni c m u c os a 

i n vivo. W e us e d f u n cti o n al g e n o mi cs t o e x a mi n e b ot h r e q uir e m e nts f or E H E C p at h o g e ni cit y a n d t h e 

e nt eri c tr a ns cri pti o n al r es p o ns e t o i nf e cti o n i n i nf a nt r a b bits, a p h ysi ol o gi c all y r el e v a nt a ni m al m o d el 

t h at cl os el y r e c a pit ul at es h um a n E H E C i nt esti n al dis e as e.  

W e us e d tr a ns p os o n -i ns erti o n s e q u e n ci n g s cr e e ns t o d efi n e E H E C g e n es r e q uir e d f or b ot h 

gr o wt h i n vitro a n d c ol o ni c c ol o ni z ati o n. A tr a ns p os o n m ut a nt li br ar y of o v er 1 0 0, 0 0 0 u ni q u e E H E C 

m ut a nts w as a n al y z e d t o i d e ntif y m ut a nts w h os e fr e q u e n c y w as r e d u c e d i n diff er e nt c o n diti o ns. 

U n d err e pr es e nt e d m ut a nts pr o vi d e d k n o wl e d g e of t h e p at h o g e n’s ess e nti al g e n e s et; m or e o v er, 

p ass a g e of t h e tr a ns p os o n li br ar y t hr o u g h t h e i nf a nt r a b bit c ol o n yi el d e d i nsi g ht i nt o t h e E H E C l o ci 

r e q uir e d f or o pti m al i nt esti n al c ol o ni z ati o n ( C h a pt er 2). W e i d e ntifi e d m a n y n e w c ol o ni z ati o n-

pr o m oti n g g e n es, i n cl u di n g t h e wi d el y c o ns er v e d i n n er m e m br a n e pr ot ei n C v p A ( C h a pt er 2). 

F u n cti o n al c h ar a ct eri z ati o n of C v p A r e v e al e d t h at it is a m e m b er of t h e E H E C bil e r e sist a n c e 

r e p ert oir e a n d is li n k e d g e n eti c all y t o t h e σ E  e xtr a c yt o pl as mi c str ess r es p o ns e ( C h a pt er 3).   

W e als o ass ess e d h o w E H E C’s p ot e nt t o xi n, S hi g a t o xi n ( St x), m o difi es t h e hist o p at h ol o gi c a n d 

tr a ns cri pti o n al r es p o ns e t o i nf e cti o n i n t h e c ol o n. W e f o u n d t h at St x is r e q uir e d f or s e v er e, 

h e m orr h a g e a n d e xt e nsi v e a p o pt osis i n t h e c ol o n. C ell ul ar -c o m p art m e n t-s p e cifi c tr a ns cri pt o mi cs 

r e v e al e d t h at St x dr a m ati c all y r e m o d els t h e h ost tr a ns cri pt o m e d uri n g i nf e cti o n, p arti c ul arl y i n 



i v 
 

e pit h eli al c ells. G e n es r el at e d t o c o a g ul ati o n a n d i m m u n e si g n ali n g p at h w a ys w er e diff er e nti all y 

e x pr ess e d i n t h e pr es e n c e of St x, r e v e ali n g t h e i m p ort a n c e of t his vir ul e n c e f a ct or i n s h a pi n g t h e 

h ost r es p o ns e t o i nf e cti o n ( C h a pt er 4.)  

C oll e cti v el y, t h es e fi n di n gs d e e p e n u n d erst a n di n g of t h e bi ol o g y at t h e E H E C -i nt esti n al 

i nt erf a c e. As n o tr e at m e nt e xists f or E H E C i nf e cti o n asi d e fr o m r e h y dr ati o n t h er a p y, t h es e d at a will 

b e us ef ul t o i nf or m f ut ur e w or k o n d e v el o p m e nt of n e w t h er a p e uti cs.  
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a n d e x pr ess e n or m o us gr atit u d e t o m y l a b m at e, cl ass m at e, a n d fri e n d, Br a n d o n, w h o is a dili g e nt 
s ci e ntist a n d tr ul y s elfl ess.  

I a m gr at ef ul t o h a v e b e e n p art of t h e Mi cr o bi ol o g y c o m m u nit y at H M S f or t h e l ast 6  y e ars.  I 
m et s o m a n y a m a zi n g s ci e ntists w h o w er e als o g e n ui n el y ki n d a n d h el pf ul.  I a m e xtr e m el y gr at ef ul t o 
t h e Mi cr o bi ol o g y c urri c ul u m f ell o w D e e p ali, w h o is a n e v er-e n di n g s o ur c e of s u p p ort a n d a d v o c a c y. 
T h er e ar e s o m a n y littl e t hi n gs I will miss, li k e b e er h o ur a n d c ar a m el br o w ni es at T u es d a y t al ks.  

I gi v e t h a n ks t o m y diss ert ati on a d vis or y c o m mitt e e ( Drs. Eri c R u bi n, S ar a h F ort u n e a n d Si m o n 
D o v e) f or e x c ell e nt f e e d b a c k o v er t h e y e ars a n d t o m y diss ert ati o n d ef e ns e c o m mitt e e ( Drs. Si m o n 
D o v e, S o p hi e H el ai n e, W a y n e L e n c er a n d V a n ess a S p er a n di o) f or s er vi n g as m y e x a mi n ers.  
I als o t ha n k t h e gr e at m e nt ors hi p of m y u n d er gr a d u at e r es e ar c h a d vis or, Dr. St e v e n S a n dl er. I n his 
l a b or at or y I m a d e m y first dis c o v eri es a n d b e c a m e f as ci n at e d wit h E. coli . St e v e e n c o ur a g e d m e t o b e 
v er y i n d e p e n d e nt as a n u n d er gr a d u at e r es e ar c h er, w hi c h is w h y I h a d t h e n er v e t o p urs u e a P h D.   

T h a n k y o u t o t h e B B S offi c e –  K at e, A n n e, D a n n y –  w h o h el p e d m e o n s o m a n y o c c asi o ns, 
es p e ci all y w h e n I w as a l ost first y e ar. I a m e xtr e m el y gr at ef ul t o m y cl ass m at es a n d fri e n ds w h o 
pr o vi d e d a m u c h -n e e d e d n et w or k of s u p p ort  o v er t h e l ast 6 y e ars –  t h a n k y o u f or sti c ki n g wit h m e 
t o t h e v er y e n d. I n p arti c ul ar: K at e, Oli vi a, S a m, Br a n d o n, P a uli n e, a n d Gr e g  –  y o u ar e all f a nt asti c 
s ci e ntists –  t h a n k y o u f or c h all e n gi n g m e, i ns piri n g m e, a n d h el pi n g m e. T h a n k y o u t o Gr e g’s v a n 
for s ur vi vi n g 5 l o n g dri v es t o Pr o vi n c et o w n. O ur G 2 s kit w as l e g e n d ar y, a n d t h e r e al l ess o n w as t h e 
fri e n ds w e m a d e al o n g t h e w a y. I w as gr at ef ul t o fi n d ot h er c o m m u niti es  o utsi d e of t h e l a b  at 
H ar v ar d  i n b ot h S ci e n c e i n t h e N e ws a n d t h e m e nt al h e alt h i niti ati v e. I a m s o h a p p y  t o h a v e w or k e d 
wit h s o m a n y a m a zi n g  i n di vi d u als w h o s o u g ht t o l e a v e t h e gr a d u at e s c h o ol e x p eri e n c e a b ett er o n e 
t h a n t h e w a y w e f o u n d it. T h a n k y o u als o t o t h e e ntir e U M ass cr e w an d es p e ci all y t o N asi m, K elsi e, 
Li z, S ar a h, M a g gi e, D ar yl, Li a, H ei k a, Brit, a n d C ati e  w h o h a v e e n c o ur a g e d m e f or y e ars.  

I t h a n k m y s u p p orti v e f a mil y: m y p ar e nts a n d m y br ot h er M att. M y p ar e nts f ost er e d m y l o v e f or 
s ci e n c e fr o m a n e arl y a g e. M y d a d h as a t e n a cit y a n d w or k et hi c I a d mir e d e e pl y, a n d his f or c ef ul 
d et er mi n ati o n h as s er v e d as a r e mi n d er t o b e r el e ntl ess i n t h e p urs uit of m y dr e a ms. M y m o m  is a n 
e x c ell e nt n urs e a n d t a u g ht m e h o w t o h a v e c o m p assi o n f or t h e w orl d a n d p ut m y br ai n t o g o o d us e 
h el p i n g ot h ers. D uri n g gr a d s c h o ol I g ai n e d a n e w f a mil y, t h e M a nt ei g as, w h o h a v e fill e d m y lif e 
wit h n e w e x p eri e n c es, j o ys a n d l a u g ht er. T h a n k y o u f or w el c o mi n g m e.  

L astl y, I e x pr ess d e e p gr atit u d e a n d a p pr e ci ati o n t o m y h us b a n d J o h n, w h o is a w orl d -cl ass 
s ci e ntist a n d m y b est fri e n d. His e n c o ur a g e m e nt a n d l o v e s er v e d as m y b u o y d uri n g t his m ost 
c h all e n gi n g p eri o d of m y lif e. W e ar e n o w e m b ar ki n g o n a n e w r o a d, w hi c h is b ot h t errif yi n g a n d 
e x hil ar ati n g. I k n o w t h e c h all e n g es w e f a c e a h e a d will b e bri g ht er a n d e asi er t o c arr y si m pl y b e c a us e 
of t h e e n d uri n g l o v e w e h a v e f or e a c h ot h er. T h a n k y o u f or h el pi n g m e a c hi e v e m y dr e a m. 
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Gl o b all y, di arr h e al dis e as e is a m o n g t h e l e a di n g c a us es of h u m a n m ort alit y . In 2 0 1 9 , 1.5  milli o n d e at hs w er e 

attri b ut a bl e t o di arr h e al ill n ess 1  (Fi g ur e 1. 1 A).  Di arr h e al dis e as e is es p e ci all y d a n g er o us e arl y i n lif e, 

a c c o u nti n g f or 1 0 % of all d e at hs i n c hil dr e n u n d er t h e a g e of fi v e ( Fi g ur e 1. 1 B) 1, 2 . E v e n i n n o n -f at al c as es i n 

c hil dr e n , b o uts of di arr h e a gr e atl y di mi nis h q u alit y of lif e, e x a c er b ati n g m al n utriti o n, i m p airi n g i m m u nit y, a n d 

l e a di n g t o d el a ys i n c o g niti v e d e v el o p m e nt3 . Di arrh e al dis e as es ar e m ai nl y c a us e d b y g astr oi nt esti n al ( GI) 

i nf e cti o ns wit h vir al a n d b a ct eri al p at h o g e ns, w hi c h ar e t y pi c all y a c q uir e d  b y i n g esti o n of c o nt a mi n at e d f o o d 

or w at er.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

T h e W orl d H e alt h Or g a ni z ati o n  ( W H O) c o nsi d ers di arr h e a t o b e ‘ pr e v e nt a bl e a n d tr e at a bl e’. 

I m pl e m e nt ati o n of pr e v e nt ati v e ‘ W A S H’ ( w at er s af et y, s a nit ati o n, a n d h y gi e n e) t e c h ni q u es a n d  or al 

r e h y dr ati o n t h er a p y ( O R T) h av e  c o ntri b ut e d t o t h e d e cli n e i n w orl d wi d e m ort alit y fr o m di arr h e al dis e as es f or 

c hil dr e n a n d a d ults u n d er t h e a g e of 7 0 o v er t h e l ast f o ur d e c a d es 4 . D es pit e pr o gr ess, t his pr e v e nt a bl e dis e as e 

r e m ai ns a m aj or kill er of y o u n g c hil dr e n, a n d f or a d ults w h o ar e 7 0 a n d ol d er t h e pr o p orti o n of d e at hs 

 

Fi g ur e 1 .1 : T h e gl o b al b ur d e n of di arr h e al di s e a s e.  

A) Of 5 6 milli o n ( M) d e at h s a cr o s s all a g e gr o u p s i n 2 0 1 9, 3 % w er e attri b ut e d t o 
di arr h e al di s e a s e s ( gr e e n), 1 1 % t o ot h er i nf e cti o n s ( d ar k bl u e), a n d 8 6 % t o n o n -
c o m m u ni c a bl e di s e a s e s ( N C D, li g ht bl u e). B) Of t h e 5 milli o n d e at h s i n c hil dr e n 
u n d er t h e a g e of fi v e y e ar s ol d i n 2 0 1 9, 1 0 % of d e at h s w er e attri b ut a bl e t o di arr h e al 
di s e a s e, 3 3 % ot h er i nf e cti o n s, a n d 5 7 % N C D s. D at a fr o m Gl o b al B ur d e n of Di s e a s e 
St u d y 2 0 1 9 R e s ult s.  



 
 

attri b ut a bl e t o di arr h e al dis e as es is a ct u all y o n t h e ris e 5 . T h e W H O s e e ks t o eli mi n at e c hil d h o o d d e at hs fr o m 

di arr h e a t hr o u g h a c o m bi n ati o n of pr e v e nt ati v e a n d tr e at m e nt str at e gi es i n cl u di n g W A S H, O R T, vit a mi n A 

s u p pl e m e nt ati o n, a n d d e v el o p m e nt of aff or d a bl e a n d effi c a ci o us t h er a p e uti cs i n cl u di n g v a c c i n es6 . 

Intr o d u cti o n  of a v a c ci n e a g ai nst t h e di arr h e al p at h o g e n r ot a vir us, f or e x a m pl e, r e d u c e d m ort alit y i n c hil dr e n 

ar o u n d t h e w orl d 7, 8 . T h er e ar e n o li c e ns e d v a c ci n es f or ot h er di arr h e al p at h o g e ns asi d e fr o m Vi brio c holer ae 9 .  

T h e s u bj e ct of t his diss ert ati o n  is t h e di arr h e al p at h o g e n e nt er o h e m orr h a gi c Esc heric hi a coli ( E H E C). 

E H E C h as g ai n e d wi d es pr e a d att e nti o n as a p u bli c h e alt h ris k si n c e its e m er g e n c e 4 0 y e ars a g o as t h e 

c a us ati v e a g e nt of a s e v er e f or m of di arr h e al ill n ess. C o ns u m pti o n of f o o d  c o nt a mi n at e d  wit h E H E C , 

t y pi c all y gr o u n d b e ef or l e af y gr e e ns, oft e n l e a ds t o a  s elf-li miti n g h e m orr h a gi c c olitis, b ut c a n pr o gr ess t o 

s e v er e c o m pli c ati o ns c a usi n g r e n al or n er v o us s yst e m d a m a g e i n 5 -1 0 % of p ati e nts. H e m ol yti c ur e mi c 

s y n dr o m e ( H U S) is a p ot e nti all y l et h al c o m pli c ati o n of E H E C i nf e cti o n, c h ar a ct eri z e d b y a n e mi a, 

t hr o m b o c yt o p e ni a, a n d a c ut e ki d n e y i nj ur y. H U S is o n e of t h e l e a di n g c a us es of a c ut e ki d n e y i nj ur y i n 

c hil dr e n 1 0 . Y o u n g a n d a g e d p o p ul ati o ns ar e at hi g h er ris k of a d v ers e o ut c o m es ; c hil dr e n ar e p arti c ul arl y 

s us c e pti bl e t o s e v er e c o m pli c ati o ns 1 1 , a n d i n di vi d u als o v er t h e a g e of 6 0 ar e t h e m ost li k el y t o di e fr o m 

E H E C i nf e cti o n 1 1 . S u p p orti v e r e h y dr ati o n t h er a p y is t h e pri m ar y tr e at m e nt f or E H E C i nf e cti o n. A nti bi oti cs 

ar e ass o ci at e d wi t h a  hi g h er fr e q u e n c y of c o m pli c ati o n s a n d t h er ef or e c o ntr ai n di c at e d 1 2, 1 3 , a n d th er e is 

c urr e ntl y n o v a c ci n e or t h er a p e uti c a v ail a bl e 1 4 . Ti g ht e ni n g of f o o d s af et y r e g ul ati o ns aft er E H E C o ut br e a ks i n 

t h e 1 9 9 0s li mit e d t h e s pr e a d of f o o d b or n e dis e as e i n t h e f oll o wi n g d e c a d es, b ut 3 0 y e ars l at er t his p at h o g e n 

r e m ai ns a t hr e at t o p u bli c h e alt h1 5 . Gl o b al a n al ys es esti m at e E H E C c a us es u p t o 2. 8 milli o n c as es a n n u all y, 

wit h t h e hi g h est i n ci d e n c e i n t h e W H O -d efi n e d R e gi o ns of t h e A m eri c as, E ast er n M e dit err a n e a n R e g i o n, a n d 

S o ut h -E ast Asi a R e gi o n 1 6 .  

A d e e p u n d erst a n di n g of t h e p at h o g e n -h ost i nt er a cti o n c a n gr e atl y a c c el er at e  r ati o n al d esi g n of b e n efi ci al  

t h er a p e uti c i nt er v e nti o ns f or E H E C. Hist ori c all y, t his t y p e of a n al ysis h as b e e n diffi c ult , as i n vivo st u di es of 

E H E C h a v e b e e n h a m p er e d d u e t o l a c k of a s uit a bl e a ni m al m o d el. Mi c e, t h e t y pi c al l a b or at or y m o d el s yst e m 

of c h oi c e, d o n ot e x hi bit  di arr h e a or c ol o ni c p at h ol o g y aft er or al i n o c ul ati o n wit h E H E C1 7, 1 8 . I n c o ntr ast, 

inf a nt r a b bits h a v e pr o v e n t o b e a p h ys i ol o gi c all y r el e v a nt m o d el of E H E C i nf e cti o n; i nf e ct e d a ni m als 



 
 

d e v el o p di arr h e a a n d i nt esti n al p at h ol o g y  t h at cl os el y r es e m bl es t h at o bs er v e d  i n h u m a n E H E C dis e as e 1 9 – 2 3 . 

Wit h t his m o d el i n h a n d, a n d wit h t h e a d v e nt of  hi g h -t hr o u g h p ut s e q u e n ci n g a n d hi g h-res ol uti o n  

c o m pr e h e nsi v e f u n cti o n al  g e n o mi c a p pr o a c h es, w e w er e p ois e d t o a m ass a w e alt h of k n o wl e d g e  a b o ut t h e 

h ost -p at h o g e n i nt er a cti o ns t h at o c c ur d uri n g E H E C i nf e cti o n . W e first c o n d u ct e d a n i n vi v o b a ct eri al 

tr a ns p os o n-i ns erti o n m ut a g e n esis s cr e e n a n d i d e ntifi e d t h e s et of g e n es r e q uir e d f or E H E C t o gr o w i n vitr o 

a n d c ol o ni z e t h e c ol o n 2 4 . T h es e c ol o ni z ati o n pr o m oti n g-g e n es i n cl u d e d t h os e st u di e d pr e vi o usl y, s u c h as 

c o m p o n e nts of t h e  T y p e 3 s e cr eti o n s yst e m , a n d m a n y  n e w o n es ( C h a pt er 2). W e f urt h er i n v esti g at e d t h e 

f u n cti o n of o n e of t h es e g e n es, cv p A, a n d dis c o v er e d t h at it is p art of t h e E H E C bil e r esist a n c e r e p ert oir e a n d 

e n c o d es  a wi d el y c o ns er v e d i n n er m e m br a n e pr ot ei n li n k e d t o t h e σ E -e xtr a c yt o pl as mi c str ess r es p o ns e 2 5  

( C h a pt er 3). W e als o us e d  c ell ul ar  c o m p art m e nt -s p e cifi c tr a ns cri pt o mi cs t o c h ar a ct eri z e t h e h ost r es p o ns e t o 

E H E C a n d its p ot e nt e x ot o xi n, S hi g a t o xi n ( St x), a n d dis c o v er e d t h at o v er 5 0 0 h ost g e n es ar e tr a ns cri b e d 

s p e cifi c all y i n r es p o ns e t o St x 2 6 . M a n y of t h es e g e n es e n c o d e pr ot ei ns t h at  m e di at e  c o a g ul ati o n a n d i m m u n e 

si g n ali n g p at h w a ys , hi g hli g hti n g t h e a bilit y of St x t o p o w erf ull y r e m o d el t h e h ost r es p o ns e t o i nf e cti o n 

( C h a pt er 4).  

 

T h e b a ct eri al s p e ci es E sc heric hi a coli is a G r a m-n e g ati v e, f a c ult ati v e a n a er o b e a n d a m e m b er of t h e cl ass 

G a m m a pr ot e o b a ct eri a of t h e f a mil y E nt er o b a ct eri a c e a e . T h e s p e ci es w as first is ol at e d fr o m t h e st o ol of 

i nf a nts i n 1 8 8 5 b y t h e G er m a n s ci e ntist Dr. T h e o d or v o n Es c h eri c h2 7 . As a f ast-gr o wi n g, m et a b oli c all y 

fl e xi bl e b a ct eri a, E. coli q ui c kl y r os e t o pr o mi n e n c e aft er its dis c o v er y t o b e c o m e o n e of t h e m ost wi d el y us e d 

m o d el or g a nis ms. St u di es usi n g E. coli l e d t o s o m e of t h e m ost f u n d a m e nt al dis c o v eri es of m o d er n bi ol o gi c al 

s ci en c e, s u c h as t h e s e mi -c o ns er v ati v e n at ur e of D N A r e pli c ati o n 2 8 .   

T o d a y, E. coli is r e c o g ni z e d as a m e m b er of t h e h u m a n GI  mi cr o bi ot a, t h e c o ns orti u m of c o m m e ns al 

mi cr o b es w hi c h li v e s y m bi oti c all y i n t h e GI  tr a ct. E. coli fi n ds its ni c h e i n t h e c ol o n, w h ere mi cr o bi al d e nsit y 

r e a c h es a st a g g eri n g 1 01 4 c ells 2 9, 3 0 . E nt er o b a ct eri a wit h t h e a bilit y t o c o ns u m e o x y g e n, li k e E. coli , c ol o ni z e t h e 

i nf a nt h u m a n c ol o n wit hi n d a ys of birt h 3 1 – 3 5 . T h e c o ns u m pti o n of o x y g e n i n t h e i nf a nt c ol o n b y t h es e pi o n e er 



 
 

s p e ci es cr e at es a s uit a bl e e n vir o n m e nt f or t h e stri ctl y a n a er o bi c m e m b ers of t h e c o ns orti u m  s u c h as 

B acteroi detes  s p. t h at e v e nt u all y d o mi n at e . I n a d ults, E. coli h as v ari a bl e a b u n d a n c e i n i n di vi d u als 3 6 , b ut is 

g e n er all y t h o u g ht t o c o m p os e l ess t h a n 0. 1 % of t h e t ot al mi cr o bi ot a 3 7 . Alt h o u g h it is n ot a m aj or m e m b er of 

t h e mi cr o bi ot a, E. coli pr o vi d es i m p ort a nt f u n cti o ns f or t h e h ost. E. coli  pr o d u c es ess e nti al vit a mi ns  f or h ost 

us a g e  s u c h as K 2
3 8 , a n d as a m e m b er of t h e mi cr o bi ot a, pr o vi d es at l e ast t w o m e c h a nis ms of d ef e ns e a g ai nst 

i n v a di n g p at h o g e ns. T h e first is t hr o u g h c ol o ni z ati o n r esist a n c e, a p h e n o m e n o n w h er e p at h o g e ns ar e u n a bl e 

t o a c c ess t h e i nt esti n al ni c h e d u e t o pri or o c c u p a n c y b y c o m m e ns als 3 9, 4 0 . T h e ot h er is i m m u n ol o gi c al tr ai ni n g, 

w h er e t h e pr es e n c e of di v ers e c o m m e ns al mi cr o b es i n t h e i nt esti n e e arl y i n lif e g ui d es t h e d e v el o p m e nt of a n 

a p pr o pri at el y  r es p o nsi v e i m m u n e s yst e m4 1 – 4 3 .  

N ot all E. coli str ai ns ar e c o m m e ns als; s e v er al h a v e e v ol v e d vir ul e n c e attri b ut es. T h es e p at h o g e ni c str ai ns 

ar e hist ori c all y c at e g ori z e d i nt o ‘p at h ot y p es ’ b as e d o n p oss essi o n of c ert ai n vir ul e n c e f a ct ors a n d a  

st er e ot y pi c al s et of s y m pt o ms o bs er v e d d uri n g i nf e cti o n. T h er e ar e 7 m aj or di arr h e a g e ni c p at h ot y p es of E. 

coli: S hi g a t o xi n-pr o d u ci n g ( S T E C), e nt er o p at h o g e ni c ( E P E C), e nt er ot o xi g e ni c ( E T E C), e nt er o a g gr e g ati v e 

( E A E C), e nt er oi n v asi v e ( EI E C, w hi c h i n cl u d es S higell a  s p.), diff us el y a d h er e nt ( D A E C), a n d a d h er e nt-i n v asi v e 

E. coli ( AI E C)4 4 – 4 8 . T h er e ar e als o s e v er al n o n-di arr h e a g e ni c p at h ot y p es  of E. coli t h at c ol o ni z e or g a ns ot h er 

t h a n t h e i nt esti n e, c oll e cti v el y r ef err e d t o as E x P E C, or e xtr a -i nt esti n al E. coli . E x P E C p at h ot y p es  i n cl u d e 

str ai ns w hi c h c a us e uri n ar y tr a ct i nf e cti o ns ( U P E C), s e psis ( S E P E C), a n d n e o n at al m e ni n gitis ( N M E C)4 6, 4 9 . 

S o m e is ol at es of p at h o g e ni c E. coli d o n ot fit n e atl y i nt o t h es e c at e g ori es, n e c essit ati n g t h e d es cri pt or ‘h y bri d ’ 

or ‘at y pi c al ’ t o d es cri b e str ai ns wit h a mi x of vir ul e n c e attri b ut es fr o m diff er e nt p at h ot y p es, s u c h as S hi g a 

t o xi n-pr o d u ci n g e nt er o a g gr e g ati v e E. coli 4 5 , or at y pi c al E P E C5 0 .  

I d e ntifi c ati o n of h y bri d a n d at y pi c al is ol at es l e d t o att e m pts t o cl assif y E. coli str ai ns b y g e n o mi c si mil arit y 

i nst e a d of p h e n ot y p e or p oss essi o n of vir ul e n c e f a ct ors. T o d at e, t h er e ar e o v er 1 0 0, 0 0 0 p u bli cl y a v ail a bl e 

s e q u e n c e d E. coli g e n o m es, a n d c o m p aris o ns h a v e r e v e al e d a r e m ar k a bl e g e n eti c di v ersit y a cr oss E. coli 

is ol at es5 1 . T h e s p e ci es as a w h ol e h as a l ar g e p a n -g e n o m e of a b o ut 2 0, 0 0 0 g e n es, wit h e a c h i n di vi d u al g e n o m e 

c o nt ai ni n g a b o ut 5, 0 0 0 g e n es. L ess t h a n 2, 0 0 0 of t h es e g e n es ar e c o ns er v e d a cr oss all is ol at es , c o nstit ut i n g t h e 

c or e g e n o m e 5 1 – 5 7 . T h e a d diti o n al 3, 0 0 0 a c c ess or y g e n es u ni q u e t o e a c h is ol at e ar e t y pi c all y a c q uir e d 



 
 

h ori z o nt all y, eit h er fr o m i nt e gr ati o n of p h a g e el e m e nts, a c q uisiti o n of pl as mi ds, or ot h er r e c o m bi n ati o n 

e v e nts 5 1 – 5 7 . T his g e n eti c pl asti cit y e x pl ai ns t h e di v ersifi c ati o n of p h e n ot y pi c all y disti n ct str ai ns a n d t h e 

a d e pt n ess of E. coli i n c ar vi n g o ut n e w ni c h es5 8 – 6 0 . Cr e ati n g p h yl o g e n y fr o m t h es e E. coli  g e n o m es h as l e d t o a 

‘p h yl o gr o u p ’ cl assifi c ati o n s yst e m, w h er e as m a n y as 1 4 disti n ct p h yl o gr o u ps ar e r e c o g ni z e d 5 1 . I nt er esti n gl y, 

m a n y p h yl o gr o u ps c o nt ai n b ot h c o m m e ns al a n d p at h o g e ni c str ai ns, ar g ui n g f or a c q uisiti o n of vir ul e n c e 

s e v er al i n d e p e n d e nt ti m es.  

S T E C  is c o nsi d er e d t h e m ost d a n g er o us a n d n ot ori o us t y p e of p at h o g e ni c E. coli . E nt er o h e m orr h a gi c E. 

coli ( E H E C), t h e f o c us of t his diss ert ati o n, is c h ar a ct eri z e d as a s u bs et of S T E C t h at pr o d u c e a n d r el e as e o n e 

or m or e S hi g a t o xi ns ( St x) a n d c o nt ai n t h e L o c us of E nt er o c yt e Eff a c e m e nt ( L E E ), a g e n e l o c us e n a bli n g 

i nti m at e att a c h m e nt t o t h e c ol o ni c e pit h eli u m. T h er e ar e s e v e n m aj or s er ot y p es E H E C, w hi c h ar e cl assifi e d 

b y t h eir u ni q u e O  ( L P S) a n d H (fl a g ell a) a nti g e n str u ct ur e 6 1 . S er ot y p e O 1 5 7: H 7 is t h e m ost pr o mi n e nt 

w orl d wi d e , b ut n o n-O 1 5 7 s er ot y p es ar e g ai ni n g i n pr e v al e n c e 6 2 . T h e str ai n E D L 9 3 3, t h e pr ot ot y pi c al E H E C 

O 1 5 7: H 7 str ai n, w as is ol at e d fr o m c o nt a mi n at e d gr o u n d b e ef fr o m t h e first r e c o g ni z e d o ut br e a k i n 1 9 8 2 6 3 , 

a n d is us e d i n all e x p eri m e nts pr es e nt e d i n C h a pt ers 2 -4.  

 

E H E C w as first i d e ntifi e d i n 1 9 8 2 as t h e c a us ati v e a g e nt of ‘h a m b ur g er dis e as e ’ aft er a m yst eri o us o ut br e a k 

li n k e d t o gr o u n d b e ef s er v e d at M c D o n al d’s si c k e n e d A m eri c a ns i n Or e g o n a n d Mi c hi g a n6 4 – 6 8 . T h e p at h o g e n 

g ai n e d wi d es pr e a d r e c o g niti o n a n d n ot ori et y aft er a n o ut br e a k li n k e d t o c o nt a mi n at e d b e ef p atti es s er v e d at 

t h e f ast-f o o d r est aur a nt J a c k i n t h e B o x si c k e n e d m or e t h a n 7 0 0 A m eri c a ns a cr oss s e v er al st at es i n 1 9 9 3 6 9 – 7 1 . 

T h e m aj orit y of t h e vi cti ms w er e c hil dr e n, s e v er al of w h o m  r e q uir e d e xt e nsi v e ki d n e y di al ysis. I n fo ur 

c hil dr e n , t h e i nf e cti o n w as f at al7 1 . 

T h e s u d d e n a p p e ar a n c e of t his n e w vir ul e nt s er ot y p e of E. coli w as i niti all y s ur prisi n g. R etr os p e cti v e 

a n al ys es r e v e al e d t h at ill n ess si mil ar t o t h at c a us e d b y E H E C ( H U S pr e c e d e d b y a pr o dr o m al di arr h e a p h as e) 

h a d o c c asi o n all y b e e n o bs er v e d i n h u m a n p ati e nts a n d a ni m als b ef or e t h e  1 9 8 0s 7 2 – 7 8 , b ut o v er all t h e i n ci d e n c e 

w as e xtr e m el y l o w. Wit hi n y e ars it h a d pr o gr ess e d fr o m a ‘r ar e s er ot y p e ’6 7  t o a wi d es pr e a d h u m a n p at h o g e n.  



 
 

C h a n g es i n f o o d pr o c essi n g s yst e ms i n t h e l at e 2 0 t h c e nt ur y ar e li k el y t o bl a m e f or t h e e m er g e n c e of 

E H E C. I n t h e 1 9 7 0s, t h e m assi v e i n d ustri ali z ati o n of b e ef a n d p o ultr y pr o d u cti o n, oft e n wit h n o n -h y gi e ni c  

c o n diti o ns, l e d t o i n cr e as e d i n ci d e n c e of s e v er al b a ct eri al f o o d b or n e p at h o g e ns, i n cl u di n g S al mo nell a, a n d t h e 

e m er g e n c e of n e w p at h o g e ns li k e  C a m pylo b acter a n d E H E C w hi c h h a v e n at ur al r es er v oirs i n f o o d a ni m als 7 9 . 

C attl e r e pr es e nt a si g nifi c a nt r es er v oir  of E H E C 8 0 . E H E C  c ol o ni z e s t h e GI  tr a ct of u p t o 7 0 % of t h es e 

r u mi n a nts as y m pt o m ati c all y 8 1 , a n d c attl e c a n s h e d u p t o 1 04  C F U of E H E C  p er gr a m of f e c es 8 2 . ‘ S u p er-

s h e d d er’ a ni m als ar e li k el y a si g nifi c a nt s o ur c e of c o nt a mi n ati o n of b e ef c ar c ass es a n d l e af y gr e e ns 8 3, 8 4 . T h e 

ris e of f o o d b or n e ill n ess d uri n g t his ti m e, a n d t h e 1 9 9 3 E H E C o ut br e a k i n p arti c ul ar , pr o m pt e d s e v er al k e y 

c h a n g es t o f o o d s af et y s yst e ms ar o u n d t h e w orl d, i n cl u di n g i n cr e as e d s cr uti n y of a ni m al pr o d u ct i ns p e cti o ns  

a n d m or e r o b ust f o o d r e c all s yst e ms 1 5, 8 5, 8 6 . T h es e c h a n g es r e d u c e d t h e i n ci d e n c e of E H E C i nf e cti o n i n t h e 

U nit e d St at es d uri n g t h e e arl y 2 0 0 0s b y 4 6 % 1 5 , b ut o ut br e a ks c o nti n u e t o si c k e n A m eri c a ns e v er y y e ar8 7 . 

E H E C O 1 5 7: H 7 di v er g e d fr o m a n a n c estr al str ai n as r e c e ntl y as 4 0 0 y e ar s a g o 8 8 . T h e a n c estr al str ai n is 

E. coli  O 5 5: H 7, w hi c h is St x -n e g ati v e a n d c a us es n o n -bl o o d y di arr h e a . E v ol uti o n li k el y o c c urr e d i n a st e p-wis e 

f as hi o n t h at i n cl u d e d a c q uisiti o n of n o v el vir ul e n c e attri b ut es  t hr o u g h h ori z o nt al g e n e tr a nsf er ( H G T)8 8 – 9 2 . 

F or  e x a m pl e, S hi g a t o xi n  w as a c q uir e d b y E H E C t hr o u g h c hr o m os o m al  i nt e gr ati o n of b a ct eri o p h a g e 

g e n o m es t h at c o nt ai n e d  t h e St x g e n es. T h es e p h a g e li k el y ori gi n all y a c q uir e d t his D N A St x g e n es i n S higell a  

dyse nteri ae 9 3 – 9 6 . T his pr o p e nsit y f or H G T m a k es E. coli  n ot a bl e as a n e xtr e m el y v ers atil e s p e ci es a n d a 

s e e mi n gl y li mitl ess a bilit y t o a d a pt t o n e w ni c h es . M or e r e c e ntl y, in 2 0 1 1, a n e w S hi g a -t o xi n pr o d u ci n g E. coli 

str ai n e m er g e d ( O 1 0 4: H 4) a n d si c k e n e d t h o us a n ds of p e o pl e i n G er m a n y i n a n o ut br e a k li n k e d t o 

c o nt a mi n at e d s pr o uts 9 7 – 1 0 1 . T his h y bri d E A E C / S T E C is ol at e ill ustr at es t h e p o w er of H G T t o pr o d u c e n e w 

v ari a nts of E. coli p at h o g e ns a n d  u n d ers c or es t h e i m p ort a n c e of t h er a p e uti c str at e gi es t o c o m b at m o bil e 

vir ul e n c e f a ct ors li k e St x t h at c a n tr a nsf er b et w e e n str ai ns.  

 

C o nti g u o us wit h t h e e xt er n al e n vir o n m e nt, t h e h u m a n GI tr a ct is c o nst a ntl y e x p os e d t o f or ei g n m at eri al a n d 

mi cr o b es. A m ultit u d e of b arri ers e xist t o pr e v e nt  mi cr o b es  fr o m c ol o ni z i n g t h e h u m a n GI tr a ct a n d c a us i n g 



 
 

dis e as e . T h e i niti al b arri ers a mi cr o b e f a c es ar e p art of t h e i n n at e i m m u n e s yst e m, a n d t h es e p h ysi c al, 

c h e mi c al, a n d b i ol o gi c al ‘fir e w alls’ ar e t y pi c all y e xtr e m el y s u c c essf ul i n pr e v e nti n g mi cr o bi al i nfiltr ati o n. 

P at h o g e ns s u c h as E H E C, t h o u g h, ar e hi g hl y e v ol v e d t o e v a d e a n d o v er c o m e t h es e h ost b arri ers.  

U p o n c o ns u m pti o n of c o nt a mi n at e d f o o d, E H E C e nt ers t h e a ci di c st o m a c h  ( p H 1. 5-3. 5) , w hi c h is a n 

i m p ort a nt b arri er f or p at h o g e n eli mi n ati o n1 0 2, 1 0 3 . E nt eri c p at h o g e ns t y pi c all y i n d u c e a n a ci d t ol er a n c e 

r es p o ns e ( A T R) u p o n e x p os ur e t o a ci di c c o n diti o ns t h at c a n b e pr ot e cti v e u p t o p H 3. 0 1 0 4 . T his r es p o ns e 

i n cl u d es r e m o vi n g or s e q u est eri n g a ci dif yi n g h y dr o g e n i o ns fr o m t h e c ell c yt os ol t o m ai nt ai n i nt er n al p H 

h o m e ost asis 1 0 4, 1 0 5 . I n v a di n g e nt eri c b a ct eri a t h at r el y o n A T Rs, s u c h as Vi brio c holer ae , c a n n ot s ur vi v e 

pr ol o n g e d e x p os ur e t o g astri c j ui c es. O nl y a l ar g e i n f e cti o us d os e ( > 1 06 c ells) p er mits p ass a g e of a f e w c ells b y 

c h a n c e t o t h e i nt esti n e t o est a blis h dis e as e. I n c o m p aris o n, E H E C h as a d diti o n al m e c h a nis ms t h at e n a bl e 

e xtr e m e a ci d r esist a n c e ( X A R), p er mitti n g pr ol o n g e d s ur vi v al i n p H < 2. 5. X A R s yst e ms i n cl u d e a nti p ort ers 

w hi c h p air d e c ar b o x yl ati o n of a mi n o a ci ds wit h e x p ort of c yt o pl as mi c h y dr o g e n i o ns 1 0 4 – 1 0 8 . X A R m e c h a nis ms 

ar e li k el y t o c o ntri b ut e t o t h e e xtr e m el y l o w i nf e cti o us d os e of E H E C a n d ot h er si mil arl y a ci d -r esist a nt 

or g a nis ms li k e S higell a , w hi c h c a n c a us e dis e as e aft er c o ns u m pti o n of as littl e as 1 0 -1 0 0 c ells 7 0, 1 0 4, 1 0 9, 1 1 0 . 

M ut ati o ns i n X A R g e n es li k el y l e a d t o l o w er i nf e cti vit y 1 1 1 .  

Aft er p ass a g e t hr o u g h t h e st o m a c h, E H E C e nt ers t h e s m all i nt esti n e ( SI). T h e i nt esti n al e n vir o n m e nt 

p os es si g nifi c a nt c h all e n g es t o E H E C, i n cl u di n g s u bst a nti al fl u ct u ati o ns i n t e m p er at ur e, os m ol arit y, o x y g e n 

c o n c e ntr ati o n, a n d n utri e nt a v ail a bilit y 1 1 2, 1 1 3 . M e c h a ni c al s h e ar f or c e fr o m p erist alsis a n d h ost-d eri v e d 

a nti mi cr o bi al p e pti d es ( A M Ps), kill mi cr o b es t h at m o v e t hr o u g h t h e c e ntr al c a vit y of t h e i nt esti n e, t h e 

l u m e n1 1 2, 1 1 3 . E nt eri c p at h o g e ns m ust als o s ur vi v e e x p os ur e t o bil e, a n a q u e o us s e cr eti o n of t h e li v er t h at 

c o nt ai ns bil e s alts, p ot e nt a nti mi cr o bi al c o m p o u n ds. Bil e s alts c a us e a wi d e r a n g e of d el et eri o us eff e cts i n 

b a ct eri al c ells, i n cl u di n g d a m a g e t o t h e c ell e n v el o p e a n d D N A, wi d es pr e a d pr ot ei n misf ol di n g, a n d r e d o x 

str ess 1 1 4, 1 1 5 . M e c h a nis ms f or r esisti n g t h es e i ns ults i n cl u d e effl u x p u m ps t o r e m o v e bil e s alts fr o m t h e b a ct eri al 

c yt os ol, c h a p er o n es t o a m eli or at e pr ot ei n f ol di n g str ess, a n d gl o b al str ess r es p o ns e p at h w a ys 1 1 4, 1 1 5 . C h a pt ers 2 

a n d 3 d et ail t h e i d e ntifi c ati o n a n d c h ar a ct eri z ati o n of a n o v el m e m b er of t h e E H E C bil e r esist a n c e r e p ert oir e, 



 
 

C v p A 2 4, 2 5 . W e dis c o v er e d t h at C v p A is li n k e d g e n eti c all y t o t h e σ E -e xtr a c yt o pl as mi c str ess r es p o ns e, a n d t h at 

a cti v ati o n of t his r es p o ns e is r e q uir e d f or o pti m al bil e r esist a n c e 2 5 .  

 

E H E C pr ef err e d ni c h e  is t h e c ol o n. F u n cti o n all y, t h e c ol o n a bs or bs fl ui d fr o m w ast e, h o us es t h e a b u n d a nt 

GI mi cr o bi ot a, a n d m ai nt ai ns a r o b ust m u c os al i m m u n e s yst e m p ois e d t o d ef e n d a g ai nst t h e c o nst a nt b arr a g e 

of f or ei g n m at eri al. A n at o mi c all y, t h e c ol o n is c o m p os e d of f o ur l a y ers of tiss u e s urr o u n di n g t h e l u m e n 

(Fi g ur e 1. 2 A). T h e t hr e e o ut er m ost l a y ers (s er os a , m us c ul aris, a n d s u b m u c os a) c o nt ai n c o n n e cti v e tiss u e t h at 

pr o vi d es str u ct ur e, m us cl es t h at c o ntr a ct t o pr o vi d e p erist alsis m oti o n, a n er v e pl e x us t h at i n n er v at es t h e 

tiss u e, a n d v ess els of b ot h t h e cir c ul at or y a n d l y m p h ati c s yst e m. T h e i n n er m ost l a y er is t h e m u c os a, w hi c h h as 

t hr e e m aj or c o m p o n e nts: t h e e pit h eli u m, l a mi n a pr o pri a, a n d a m us cl e l a y er c all e d t h e m us c ul aris m u c os a e. 

As E H E C p ass es t hr o u g h t h e c ol o ni c l u m e n it i nt erf a c es wit h t h e mi cr o bi ot a a n d c ol o ni c m u c os a.  

I n t h e l u m e n, E H E C f a c es c o m p etiti o n wit h  t h e t e e mi n g mi cr o bi ot a f or n utri e nts a n d p h ysi c al s p a c e1 1 6 . 

N utriti o n all y, t h e c ol o n is al m ost d e v oi d of fr e e gl u c os e, as si m pl e di et ar y m o n os a c c h ari d es ar e a bs or b e d 

al m ost e ntir el y i n t h e SI 1 1 6, 1 1 7 . L o w gl u c os e c o n c e ntr ati o n i n t h e c ol o n tri g g ers c h a n g es i n E H E C g e n e 

e x pr essi o n, a cti v ati n g t h e e x pr essi o n of vir ul e n c e a n d c ol o ni z ati o n g e n es 1 1 6, 1 1 8 . T h e m ai n s o ur c e of 

c ar b o h y dr at es i n t h e c ol o n ar e c o m pl e x p ol ys a c c h ari d es li k e st ar c h a n d fi b er t h at p ass t hr o u g h t h e SI 

u n di g est e d a n d ar e f er m e nt e d i n t h e c ol o n b y c o m m e ns al b a ct eri a1 1 9, 1 2 0 . C o m m e ns als li k e B acteroi des 

t het aiot ao micro n e x pr ess a s uit e of m et a b oli c e n z y m es w hi c h di g est p ol ys a c c h ari d es  i nt o si m pl er s u g ars w hi c h 

c a n b e t a k e n u p b y E H E C f or its o w n m et a b olis m a n d as a si g n al t o a cti v at e vir ul e n c e g e n e e x pr essi o n 1 1 7, 1 2 1 –

1 2 4 . C o m m e ns als als o pr o d u c e s h ort -c h ai n f att y a ci ds ( S C F As), w hi c h E H E C c a n als o d et e ct t o r e g ul at e  

g e n e e x pr essi o n. F or e x a m pl e, b ut yr at e c a n i n d u c e g e n es r e q uir e d f or c ol o ni z ati o n a n d m otilit y i n 

E H E C 1 2 5, 1 2 6 . SC F As c a n als o b e pr ot e cti v e t o t h e h ost d uri n g  E H E C i nf e cti o n; a c et at e is t h o u g ht t o li mit 

d a m a g e i n t h e c ol o n b y f ortif yi n g t h e i nt esti n al b arri er 1 2 7 .  

 

 



 
 

 

 

 

 

Fi g ur e 1 .2 : H u m a n c ol o n a n at o m y.  

A) T h e g a str oi nt e sti n al tr a ct i s a t u b e c o nti g u o u s wit h t h e e xt er n al e n vir o n m e nt. C o n s u m e d E H E C c ell s fir st 
e n c o u nt er t h e st o m a c h, t h e n tr a v el t hr o u g h t h e s m all i nt e sti n e ( SI) a n d fi n d t h eir ni c h e i n t h e c ol o n. I n s et 
o n l eft di s pl a y s a cr o s s s e cti o n of t h e f o ur t i s s u e l a y er s of t h e c ol o n t h at s urr o u n d t h e i n n er l u m e n. I m a g e 
a d a pt e d fr o m Bi o R e n d er. B) C ell ul ar c o m p o n e nt s of t h e c ol o ni c m u c o s a. T h e gr e e n l a y er a b o v e e pit h eli u m 
r e pr e s e nt s t h e c ol o ni c m u c u s l a y er. P L C: P a n et h-li k e c ell. I L C: I n n at e-l y m p h oi d c ell.  



 
 

Dir e ctl y a dj a c e nt t o t h e c ol o ni c l u m e n is t h e  m u c us l a y er. S p e ci ali z e d e pit h eli al c ells c all e d g o bl et c ells 

s e cr et e g el-f or mi n g m u ci ns t o est a blis h t his b arri er. T h e m u c us  b arri er  is c o m pris e d of a l o os er o ut er l a y er 

c o nt ai ni n g  c o m m e ns als  a n d a n a d h er e nt s t eril e i n n er l a y er1 2 8, 1 2 9 . B. t het aiot ao micro n c a n cl e a v e i nt esti n al m u ci n 

gl y c o pr ot ei ns, li b er ati n g t h e s u g ar f u c os e i nt o t h e i nt esti n al l u m e n. E H E C s e ns es f u c os e wit h a t w o -

c o m p o n e nt s yst e m, F us K R, t o a cti v at e g e n es r e q uir e d f or c ol n o ni z ati o n 1 3 0, 1 3 1 . E H E C als o s e cr et es a pr ot e as e, 

St c E, w hi c h d e gr a d es m u c us a n d p er mits a c c ess t o t h e u n d erl yi n g e pit h eli u m 1 3 2 . 

T h e e pit h eli u m  ( Fi g ur e 1. 2 B) is a si n gl e l a y er of e pit h eli al c ells a n d c o nstit ut e s a criti c al p art of t h e h ost 

i n n at e d ef e ns e s yst e m, r e pr es e nti n g  t h e first c ell ul ar b arri er b et w e e n  t h e e xt er n al w orl d a n d t h e i nt er n al st eril e 

e n vir o n m e nt 1 3 3 . E pit h eli al c ells ar e j oi n e d ti g htl y t o g et h er t o cr e at e a n i m p er m e a bl e b arri er t o mi cr o b es. T his 

b arri er is f or m e d b y t hr e e m ai n t y p es of tr a ns m e m br a n e j u n cti o n a l pr ot ei n c o m pl e x es w hi c h pr o vi d e 

e xtr a c ell ul ar li n k a g es b et w e e n c ells 1 3 4 . T h es e c o m pl e x es als o i nt er a ct wit h i ntr a c ell ul ar c yt os k el et al pr ot ei ns, 

w hi c h m o d ul at e c ell str u ct ur e a n d di ct at e c ell ul ar p er m e a bilit y 1 3 4, 1 3 5 . Ti g ht j u n cti o ns ar e f or m e d b y 

i nt er a cti o ns b et w e e n tr a ns m e m br a n e pr ot ei ns of t h e o c cl u di n a n d cl a u di n f a mili es. A d h er e ns j u n cti o ns ar e 

f or m e d b y C a2 + -d e p e n d e nt b o n ds b et w e e n c a d h eri n pr ot ei ns 1 3 4 . D es m os o m es als o m e di at e C a2 + -d e p e n d e nt 

i nt er-c ell ul ar li n k a g es 1 3 4 . I nfl a m m at or y sti m uli r e g ul at e t h e ti g ht n ess of j u n cti o n b arri ers a n d e x pr essi o n of 

j u n cti o n pr ot ei ns t o f a cilit at e b arri er m ai nt e n a n c e1 3 6 .  

Str u ct ur all y, t h e c ol o ni c e pit h eli al s h e et is fl at, l a c ki n g t h e vill us pr otr usi o ns c h ar a ct eristi c of t h e SI. T his 

s h e et c o nt ai ns i n v a gi n ati o ns c all e d t h e Cr y pts of Li e b er k ü h n ( cr y pts), w h er e pl uri p ot e nt st e m c ells r esi d e1 3 7 –

1 4 2 . T h es e st e m c ells pr olif er at e i nt o a li mit e d s et of e pit h eli al pr o g e n y c ells, w hi c h mi gr at e fr o m t h e cr y pt 

t o w ar ds t h e e pit h eli al s urf a c e1 4 3 . It is esti m at e d t h at t h e lif eti m e of m at ur e c ol o ni c e pit h eli al c ells is v er y s h ort, 

a p pr o xi m at el y 5 -7 d a ys 1 4 4 – 1 4 6 . T h e r a pi d c ell t ur n o v er of t h e c ol o n m ai nt ai ns b arri er i nt e grit y, as d e a d or 

d a m a g e d c ells ar e q ui c kl y sl o u g h e d a n d r e pl a c e d. T h e m ost a b u n d a nt c ell  t y p e ( ~8 0 % of e pit h eli al c ells) is t h e 

e nt er o c yt e 1 4 2 . E nt er o c yt es ar e si m pl e c ol u m n ar e pit h eli al c ells t h at pr o vi d e a n a bs or pti v e f u n cti o n t o t h e 

c ol o n. T h eir a pi c al s urf a c e is c o v er e d wit h pr otr usi o ns of t h e c ell m e m br a n e c all e d mi cr o villi w hi c h i n cr e as e 

s urf a c e ar e a.  



 
 

T h e c ol o n als o c o nt ai ns s e v er al s p e ci ali z e d e pit h eli al s e cr et or y c ell t y p es.  T h e m ost a b u n d a nt of t h es e ar e 

m u ci n -s e cr eti n g g o bl et c ells.  Ot h er s e cr et or y c ells r el e as e m ol e c ul es w hi c h d a m a g e mi cr o b es, sti m ul at e t h e 

i m m u n e s yst e m, a n d m o dif y t h e b e ha vi or of ot h er c ells i n t h e c ol o n. D e e p -cr y pt s e cr et or y c ells ( R E G 4 + c ells 

si mil ar t o P a n et h c ells i n t h e SI 1 4 2, 1 4 7 ) r el e as e a nti mi cr o bi al p e pti d es ( A M Ps) t h at d a m a g e b a ct eri al 

m e m br a n e s 1 4 8 . T h e y als o r el e as e c yt o ki n es t h at r e g ul at e st e m c ell si g n ali n g i n r es p o ns e t o sti m uli s u c h as 

b arri er br e a c h, a n d h el p m ai nt ai n t h e pr olif er ati v e st e m c ell ni c h e 1 4 2, 1 4 7 . E nt er o e n d o cri n e c ells pr o d u c e a n d 

r el e as e p e pti d e h or m o n es i nt o t h e bl o o dstr e a m t h at r e g ul at e a p p etit e, i ns uli n r el e as e, m otilit y, a n d i nt e sti n al 

i nfl a m m ati o n1 4 2, 1 4 9 . T uft c ells s e cr et e c yt o ki n es a n d ar e i m p ort a nt f or r e g ul ati o n of i m m u n e r es p o ns es a g ai nst 

h el mi nt hs 1 5 0, 1 5 1 . Tr a ns cri pt o mi c a n al ys es at si n gl e c ell r es ol uti o n h a v e r e v e al e d t h at i nt esti n al e pit h eli al c ells 

t y p es c a n als o f urt h er s u bs p e ci ali z e, a n d h a v e h el p e d c h ar a ct eri z e t h eir r ol e d uri n g i nf e cti o n 1 5 2 – 1 5 5 .  

B e n e at h t h e e pit h eli al l a y er is t h e l a mi n a pr o pri a ( L P). T h e L P is a m atri x of l o os e c o n n e cti v e tiss u e 

w hi c h c o nt ai ns  c ells of b ot h m es e n c h y m al a n d h e m at o p oi eti c li n e a g es t h at  s u p p ort a n d r es p o n d t o e pit h eli al 

sti m uli. M es e n c h y m al str o m al c ells f or m a m atri x of s u p p ort b e n e at h t h e e pit h eli u m, a n d li k el y h a v e 

a d diti o n al r ol es i n bri d gi n g i m m u n e si g n ali n g b et w e e n t h e e pit h eli al c ells a n d t h e L P i m m u n e c ells 1 5 6 – 1 5 8 . E v e n 

in a n o n -dis e as e d st at e, a v ari et y of i m m u n e c ells c a n b e f o u n d i n t h e L P.  T h es e i n cl u d e i n n at e i m m u n e 

tiss u e-r esi d e nt ‘s e nti n el c ells’ s u c h as tiss u e-r esi d e nt m a cr o p h a g es a n d d e n driti c c ells ( D Cs) , w hi c h s ur v e y t h e 

tiss u e f or d a m a g e a n d p at h o g e ns1 5 9 – 1 6 1 . N e utr o p hils ar e n ot a b u n d a nt i n n o n-i nfl a m e d tiss u e, b ut i n cr e as e i n 

n u m b er r a pi dl y d uri n g i nf e cti o n. L y m p h o c yti c c ells ar e n u m er o us i n t h e L P, a n d i n cl u d e C D 4 + T c ells, 

C D 8 + T c ells, a n d pl as m a c ells 1 5 9 – 1 6 1 . Pl as m a c ells ar e als o pr es e nt a n d a cti v el y s e cr eti n g l arg e a m o u nts of I g A 

a nti b o d y, w hi c h ai ds i n m u c os al d ef e ns e 1 6 2 . I n n at e l y m p h oi d c ells (I L Cs) ar e als o pr es e nt, a n d h el p bri d g e 

si g n ali n g b et w e e n t h e i n n at e a n d a d a pti v e i m m u n e r es p o ns es 1 5 9 – 1 6 1, 1 6 3 . M a cr os c o pi c all y, str u ct ur es of 

l y m p h oi d f olli cl es a n al o g o us t o SI P e y er’s p at c h es ar e f o u n d t hr o u g h o ut t h e c ol o n1 5 9 . S p e ci ali z e d e pit h eli al 

c ells c all e d Mi cr of ol d ( M) c ells r esi d e i n t h es e r e gi o ns, a n d s a m pl e a nti g e ns fr o m t h e c ol o ni c l u m e n w hi c h ar e 

pr es e nt e d t o t h e u n d erl yi n g m at ur e n aï v e l y m p h o c yt es 1 5 9, 1 6 4 .  



 
 

Aft er p ass a g e t hr o u g h t h e m u c us l a y er, E H E C att a c h es t o e pit h eli al c ells. I niti al att a c h m e nt is m e di at e d b y 

E H E C a d h esi n pr ot ei ns i n cl u di n g l o n g p ol ar fi m bri a e ( L P F) a n d C urli fi b ers 1 6 5 . L P F a n d C urli bi n d ti g htl y t o 

e xtr a c ell ul ar m atri x pr ot ei ns, i n cl u di n g fi br o n e cti n, l a mi ni n a n d c oll a g e n 1 6 6 – 1 6 8 . W h e n i n cl os e pr o xi mit y t o 

e pit h eli al c ells, E H E C c a n e n g a g e its t y p e t hr e e s e cr eti o n s yst e m ( T 3 S S) t o m e di at e s e c ur e att a c h m e nt.  T his 

i nti m at e att a c h m e nt is c h ar a ct eri z e d b y att a c hi n g a n d eff a ci n g ( A / E) l esi o ns , w h er e E H E C bi n ds ti g htl y t o 

t h e e pit h eli al c ell s urf a c e o n a cti n p e d est als (Fi g ur e 1. 3 A), r e m o d eli n g h ost c ell a cti n a n d d estr o yi n g t h e 

a bs or pti v e mi cr o villi 1 6 9, 1 7 0 . T h e T 3 S S is a m ol e c ul ar s yri n g e  w hi c h all o ws E H E C  t o tr a nsl o c at e eff e ct or 

pr ot ei ns dir e ctl y i nt o t h e h ost c ell c yt os ol  (Fi g ur e 1. 3 D) 1 7 1, 1 7 2 . T o f or m A / E l esi o ns, E H E C i nj e cts pr ot ei ns 

Tir a n d Es p F u i nt o t h e h ost e pit h eli al c ell c yt os ol vi a  t h e T 3 S S.  Tir i ns erts i nt o t h e  h ost c ell m e m br a n e , a n d 

c yt os oli c Es p F u m e di at es i nt er a cti o n b et w e e n Tir a n d h ost N -W A S P, sti m ul ati n g t h e a cti n-n u cl e ati n g 

c o m pl e x Ar p 2 / 3  a n d pr o m oti n g p ol y m eri z ati o n of h ost c ell a cti n b e n e at h E H E C 1 7 3 – 1 7 6 . E H E C dis pl a ys o n its 

s urf a c e t h e a d h esi n I nti mi n, w hi c h i nt er a cts wit h Tir o n t h e h ost c ell m e m br a n e. T his i nt er a cti o n cr e at es  a 

str o n g b o n d t o k e e p E H E C at t h e e pit h eli al c ell s urf a c e  (Fi g ur e 1. 3 B) 1 7 7 – 1 8 3 . Tir a n d I nti mi n ar e r e q uir e d f or 

E H E C t o c ol o ni z e t h e c ol o n ; m ut ati o ns i n t h es e g e n es r e n d ers t h e  r es ulti n g str ai n u n a bl e t o r e a c h t h e s a m e 

b ur d e n i n i nf e ct e d a ni m als or c a us e s e v er e dis e as e 1 8 4, 1 7 1, 1 8 5, 1 8 0, 1 8 6, 1 7 7, 1 8 2, 2 1 . 

T h e T 3 S S str u ct ur al g e n es ar e e n c o d e d wit hi n a p at h o g e ni cit y isl a n d n a m e d t h e L o c us of E nt er o c yt e 

Eff a c e m e nt ( L E E) ( Fi g ur e 1. 3 C) 1 8 7 . Of E H E C’s 4 9 eff e ct or pr ot ei ns , 6 ar e e n c o d e d wit hi n t h e L E E ( tir, es p F, 

es p G, es p H, es p Z, a n d m a p ) a n d 4 3 ar e e n c o d e d els e w h er e i n t h e g e n o m e a n d ar e t er m e d n o n -L E E e n c o d e d 

eff e ct ors ( Nl e). T h e c o ntri b uti o ns of Tir  a n d t h e Es p F u  t o c ol o ni z ati o n h a v e b e en st u di e d i n s o m e d et ail, b ut 

t h e c o ntri b uti o n of ot h er eff e ct or pr ot ei ns t o E H E C c ol o ni z ati o n h as r e c ei v e d l ess att e nti o n. W e c o m pl et e d a 

s cr e e n of > 1 0 0, 0 0 0 E H E C m ut a nts t o i d e ntif y pr ot ei ns r e q uir e d f or c ol o ni z ati o n, a n d a  t h or o u g h a n al ysis of 

t h e c o ntri b uti o n of all eff e ct or pr ot ei ns is dis c uss e d i n d et ail i n C h a pt er 22 4 .  

 

 

 



 
 

 

 

Fi g u r e 1 .3 : E H E C att a c h m e nt t o t h e c ol o ni c e pit h eli u m i s m e di at e d b y t h e T 3 S S. 

A) E H E C f or m ati o n of att a c hi n g a n d eff a ci n g l e si o n s o n c ol o ni c e nt er o c yt e s. B) Pr ot ei n -pr ot ei n i nt er a cti o n s cr e ati n g 
t h e p e d e st al. C) G e n e s i n t h e L o c u s of E nt er o c yt e Eff a c e m e nt. D) Str u ct ur e of t h e t y p e t hr e e s e cr eti o n s y st e m 
cr o s si n g t h e b a ct eri al i n n er m e m br a n e (I M), p e pti d o gl y c a n ( P G), o ut er m e m br a n e ( O M) a n d p e n etr ati n g t h e h o st c ell 
m e m br a n e ( H M) t o d eli v er eff e ct or pr ot ei n s i nt o t h e h o st c yt o pl a s m.  



 
 

G e n e e x pr essi o n i n t h e L E E is a cti v at e d  b y t h e tr a ns cri pti o n al r e g ul at or pr ot ei n L er. A n e xt e nsi v e 

n et w or k of si g n als c o n v er g e o n r e g ul at i o n of L er a cti vit y1 8 8 . A v ari et y of b a ct eri al - a n d h ost -d eri v e d 

c o m p o u n ds i n cl u di n g a ut oi n d u c ers, bil e s alts a n d h or m o n es c a n a ct as si g n als f or a cti v ati o n a n d r e pr essi o n of 

t h e T 3 S S1 8 9 – 1 9 2 . Mi cr o bi ot a -pr o d u c e d m et a b olit es li k e f u c os e c a n i n d u c e ler g e n e e x pr essi o n , a cti v ati n g t h e 

T 3 S S 1 3 0 . H ost h or m o n es c a n als o s er v e as a cti v ati o n c u es . E pi n e p hri n e a n d n or e pi n e p hri n e, r e c o g ni z e d b y 

t h e E H E C a dr e n er gi c t w o -c o m p o n e nt s yst e m  Qs e B C , a cti v ate  t h e T 3 S S1 9 3 – 1 9 6 . Qs e B C c a n als o a cti v at e t h e 

T 3 S S t hr o u g h d et e cti o n of t h e E H E C s e cr et e d a ut oi n d u c er AI -3, a m ar k er of hi g h b a ct eri al d e nsit y 1 9 7, 1 9 8 . 

Ot h er h ost h or m o n es, li k e s er ot o ni n a n d e n d o c a n n a bi n oi ds, c a n i n hi bit T 3 S S 1 9 9, 2 0 0 . T ar g eti n g t h es e m ol e c ul es 

c o ul d pr o vi d e alt er n at i v e str at e gi es t o disr u pt E H E C c ol o ni z ati o n c a p a cit y i n vivo2 0 1 .  

 

D uri n g c ol o ni c c ol o ni z ati o n, E H E C r el e as es t h e e x ot o xi n S hi g a t o xi n ( St x), w hi c h is r es p o nsi bl e f or t h e m ost 

s e v er e m a nif est ati o ns of E H E C dis e as e. St x is e x q uisit el y p ot e nt, wit h a n i ntr a v e n o us m e di a n l et h al d os e of 2 

n g / k g, it is o n e of t h e m ost l et h al t o xi ns k n o w n t o h u m a n ki n d, s e c o n d o nl y t o b ot uli n u m n e ur ot o xi n 2 0 2 .  

S hi g a t o xi n ( St x) w as first r e c o g ni z e d as a d a n g er o us t o xi n 1 0 0 y e ars b ef or e E H E C w as dis c o v er e d. I n 

1 8 9 8, t h e J a p a n es e mi cr o bi ol o gist Dr. Ki y os hi S hi g a i d e ntifi e d t h e eti ol o gi c al a g e nt of e pi d e mi c d ys e nt er y, 

S higell a dyse nteri ae 2 0 3, 2 0 4 . S hi g a a n d ot h ers s h o w e d e x p eri m e nt all y t h at S.  dyse nteri ae  pr o d u c e d a t o xi c f a ct or 2 0 5, 2 0 6 , 

b ut l a c k of p urifi c ati o n t e c h ni q u es m a d e s e p ar ati o n of its eff e cts fr o m b a ct eri al e n d ot o xi n diffi c ult 2 0 7 . N e w 

bi o c h e mi c al t e c h ni q u es i n t h e e arl y 1 9 5 0s all o w e d p urifi c ati o n of St x  fr o m b a ct eri al c ells wit h o ut sig nifi c a nt 

c o nt a mi n ati n g L P S 2 0 8 , all o wi n g f or t h e first ti m e st u di es of St x’s t o xic  eff e cts . A d mi nistr ati o n of St x t o 

a ni m al s a n d c ult ur e d c ells  pr o vi d e d e vi d e n c e t h at St x e x p os ur e l e d t o n e ur ot o xi cit y i n t h e c e ntr al n er v o us 

s yst e m 2 0 9, 2 1 0 , s e v er e i nt esti n al dis e as e 2 1 1, 2 1 2 , a n d e pit h eli al c ell d a m a g e 2 1 3 . L at er, a d mi nistr ati o n of str ai ns of 

S higell a dyse nteri ae wit h i nt a ct or disr u pt e d St x g e n es t o h u m a n v ol u nt e ers a n d n o n -h u m a n pri m at es pr o vi d e d 

e vi d e n c e t h at St x w as i m p ort a nt f or s e v er e i nt esti n al dis e as e ( d ys e nt er y) a n d i nfl a m m ati o n 2 1 4 – 2 1 7 . 

It w as dis c o v er e d i n 1 9 7 7 t h at s o m e str ai ns of p at h o g e ni c E. coli pr o d u c e d a p ot e nt t o xi n t h at h a d a 

str o n g c yt ot o xi c eff e ct o n V er o ki d n e y e pit h eli al c ells 2 1 8 . ‘V er ot o xi n’  w as r e c o g ni z e d t o b e S hi g a t o xi n aft er 



 
 

t h e E H E C o ut br e a k i n 1 9 8 2, w h e n m ol e c ul ar bi ol o gists c o nfir m e d t h at V er o t o xi n pr o d u c e d b y E H E C 

O 1 5 7: H 7 w as n e arl y i d e nti c al t o S hi g a t o xi n pr o d u c e d b y S. dyse nteri ae 2 1 9 – 2 2 2 . It is n o w a p pr e ci at e d t h at t h e 

S hi g a t o xi ns  pr o d u c e d b y  E H E C a n d S. dyse nteri ae  ar e m e m b ers  of a l ar g e f a mil y of S hi g a t o xi n pr ot ei ns 2 2 3 . 

T h er e ar e t w o m aj or gr o u ps of S hi g a t o xi n  pr ot ei ns  w hi c h ar e a nti g e ni c all y disti n ct , St x 1 a n d St x 2 . St x 2 is 

m or e p ot e nt a n d ass o ci at e d wit h s e v er e dis e as e 2 2 4, 2 2 5 . E H E C is ol at es c a n h ar b or s e v er al disti n ct v ari a nts of 

S hi g a t o xi ns  fr o m eit h er gr o u p2 2 6 , a n d S hi g a t o xi n pr o d u c e d b y E H E C is dir e ctl y li n k e d t o t h e a bilit y of t his 

p at h o g e n t o c a us e e xtr ai nt esti n al dis e as e li k e H U S 6 6, 2 2 7, 2 2 8 . 

G e n es e n c o di n g St x i n t h e E H E C g e n o m e ar e f o u n d o n a l a m b d oi d p r o p h a g e, p oi nti n g t o its h ori z o n al 

a c q uisiti o n , p ot e nti all y fr o m S. dyse nteri ae 9 3 – 9 6 . T h e St x g e n es ar e c o ntr oll e d b y a p h a g e pr o m ot er, a n d 

pr o p h a g e i n d u cti o n is r e q uir e d f or e x pr essi o n 2 2 9, 2 3 0 . T y pi c all y, p h a g e g e n es a n d St x ar e q ui es c e nt, b ut in 

r es p o ns e t o str ess sti m uli li k e D N A d a m a g e, p h a g e pr o m ot ers ar e a cti v at e d  a n d st x g e n es tr a ns cri b e d. L ysis of 

t h e b a ct eri al c ell b y p h a g e ulti m at el y r el e as es t h e t o xi n2 2 9, 2 3 0 . It is n ot i m m e di at el y cl e ar w h at b e n efit t his 

pr o vi d es t o E H E C.  T his b e h a vi or  c o ul d b e a t y p e of ‘b a ct eri al altr uis m, ’ w h er e t h e s a crifi c e of s o m e 

p er c e nt a g e of t h e p o p ul ati o n pr o vi d es a b e n efit , s u c h as n utri e nts, t o t h e r e m ai ni n g i nt a ct c ells2 3 1 . St x  

i n cr e as es fr e q u e n c y a n d s e v erit y of di arr h e a i n i nf a nt r a b bits i n o c ul at e d wit h E H E C2 1 , w hi c h m a y f a cilit at e 

p at h o g e n tr a ns missi o n  a n d t h us b e e v ol uti o n aril y b e n efi ci al.  

S hi g a t o xi ns ar e A B 5  s u b u nit t o xi ns. T h e A s u b u nit is c o m p os e d of t w o d o m ai ns li n k e d b y a dis ulfi d e 

b o n d; t h e c at al yti c A 1 d o m ai n, a n d t h e A 2 d o m ai n  ar e  t et h er e d n o n c o v al e ntl y t o t h e p e nt a m eri c B s u b u nit2 3 2 . 

T h e B s u b u nit bi n ds t o t h e h ost c ell s urf a c e gl y c oli pi d gl o b otri a os yl c er a mi d e ( G b 3) 2 3 3 – 2 4 3 . Aft er bi n di n g, St x is 

tr a ns p ort e d t o t h e e n d o pl as mi c r eti c ul u m ( E R) b y r etr o gr a d e tr a ns p ort ( Fi g ur e 1. 4)2 4 4, 2 4 5 . I n t h e E R, t h e A 

a n d B s u b u nits diss o ci at e, ar e u nf ol d e d b y c h a p er o n es, a n d t h e A 1 -A 2 dis ulfi d e b o n d is cl e a v e d 2 2 6, 2 4 6 . T h e A 1 

s u b u nit mi mi cs a n u nf ol d e d pr ot ei n a n d is p er c ei v e d as a s u bstr at e f or E R -ass o ci at e d pr ot ei n d e gr a d ati o n 

( E R A D)2 4 6 . A 1 is tr a nsl o c at e d t o t h e c ytos ol f or d e gr a d ati o n b y E R A D m a c hi n er y , b ut i nst e a d s u b v erts 

pr ot e as e i nt er a cti o n a n d r ef ol ds 2 2 6, 2 4 6 . In t h e c yt os ol, t h e A 1 s u b u nit  a cts as a n R N A N -gl y c osi d as e, c at al y zi n g 

t h e r e m o v al of a s p e cifi c a d e ni n e r esi d u e  fr o m t h e 2 8 S r R N A, i n a cti v ati n g pr ot ei n s y nt h esis 2 4 7, 2 4 8 .  

 



 
 

 

 

 

 

 

Fi g u r e 1 .4 : R etr o g r a d e tr a n s p o rt of S hi g a t o xi n.  

S hi g a t o xi n B s u b u nit ( bl u e tri a n gl e) bi n d s t o h o st s urf a c e m ol e c ul e G b 3, tri g g eri n g it s e n d o c yt o si s. S hi g a t o xi n tr a v el s 
b y r etr o gr a d e tr a n s p ort t hr o u g h t h e G ol gi a p p ar at u s t o t h e e n d o pl a s mi c r eti c ul u m ( E R). I n t h e E R, t h e S hi g a t o xi n B 
s u b u nit i s s e p ar at e d fr o m t h e t o xi c A s u b u nit (r e d cir cl e). T h e A s u b u nit e xi st s t h e E R i nt o t h e h o st c yt o pl a s m, w h er e 
it d e p uri n at e s a s p e cific a d e ni n e r e si d u e i n t h e 2 8 S ri b o s o m al R N A, i n a cti v ati n g t h e ri b o s o m e. Cr e at e d wit h 
Bi o R e n d er.  



 
 

D e p uri n ati o n of t h e 2 8s r R N A tri g g ers t h e ‘ri b ot o xi c str ess r es p o ns e’2 4 9 – 2 5 2 . Str u ct ur al c h a n g es t o t h e 

ri b os o m al p e pti d yltr a nsf er as e d o m ai n r a pi dl y tri g g er a pr ot ei n ki n as e c as c a d e, a cti v ati n g mit o g e n -a cti v at e d 

pr ot ei n ki n as es ( M A P K) a n d str ess -a cti v at e d pr ot ei n ki n as es ( S A P K /J N K). T h es e ki n as es a cti v at e 

tr a ns cri pti o n f a ct ors li ke F O S, J U N, N F K B, A T F 2 a n d p 3 8, w hi c h m e di at e c h a n g es i n g e n e e x pr essi o n. 

m R N A st a bili z ati o n m a y als o c o ntri b ut e t o t his p h e n o m e n o n of r o b ust g e n e e x pr essi o n of c ert ai n tr a ns cri pts  

k n o w n as ‘s u p er -i n d u cti o n2 4 9, 2 5 3 . I n vitr o, s u p er-i n d u c e d g e n es i n i nt o xi c at e d e pit h eli al a n d i m m u n e c ells 

t y pi c all y i n cl u d e i nfl a m m at or y c yt o ki n es2 4 9, 2 5 0, 2 5 4 – 2 6 3 . Pr ot ei n bi os y nt h esis i n i nt o xi c at e d c ult ur e d c ells b e gi ns 

t o d e cli n e as r a pi dl y as 3 0 mi n ut es p ost d e p uri n ati o n of t h e ri b os o m al r R N A i n hi g hl y s e nsiti v e c ells, a n d 

s ev er al h o urs i n l ess s e nsiti v e c ell t y p es 2 4 9 . H o w t h e o p p osi n g eff e cts of i n cr e as e d tr a ns cri pti o n al a n d 

d e cr e as e d tr a nsl ati o n al a cti vit y m a nif est at t h e pr ot ei n -l e v el d e p e n ds o n t h e c ell t y p e a n d is n ot c o m pl et el y 

u n d erst o o d 2 4 9 . A p o pt osis, i n di c at e d b y bl e bbi n g n u cl ei a n d D N A d e gr a d ati o n, b e gi ns at l e ast 6 h o urs p ost 

i nt o xi c ati o n2 6 4 , wit h l oss of m e m br a n e i nt e grit y a n d vi a bilit y aft er 4 8 h o urs2 6 5 . 

Of n ot e, alt h o u g h St x h as b e e n ass o ci at e d wit h p at h ol o g y i n t h e c ol o n 2 1, 2 3, 2 5 4, 2 6 6, 2 6 7 , it is u n cl e ar 

m e c h a nisti c all y h o w St x i nt er a cts wit h c ol o ni c e pit h eli al c ells b e c a us e t h e pr es e n c e of t h e G b 3 r e c e pt or i n t h e 

c ol o n h as b e e n dis p ut e d 2 6 8 – 2 7 0 . It h as b e e n s u g g est e d t h at St x c o ul d i nt o xi c at e e pit h eli al c ells t hr o u g h 

i nt er a cti n g wit h ot h er r e c e pt ors, li k e G b 42 7 0, 2 7 1 . A n ot h er p ossi bilit y is t h at St x d o es n ot i nt o xi c at e e pit h eli al 

c ells at all, b ut r at h er tr a ns v ers es t hr o u g h t h e e pit h eli al l a y er b y ot h er m e c h a nis ms, s u c h as i nt er a cti o n wit h 

a nti g e n -s a m pli n g Mi cr of ol d c ells, t o i nt er a ct wit h e n d ot h eli al a n d i m m u n e c ells  i n t h e u n d erl yi n g tiss u e2 7 2 – 2 7 8 . 

C h a pt er 4 dis c uss es i n d et ail t h e eff e ct of S hi g a t o xi n o n t h e p at h ol o g y a n d tr a ns cri pt o m e of e pit h eli al a n d 

i m m u n e c ells i n t h e c ol o n i n a p h ysi ol o gi c all y r el e v a nt a ni m al m o d el2 6 .  

 

E H E C  a n d St x i nt er a ct cl os el y wit h e pit h eli al a n d i m m u n e c ells i n t h e c ol o n, a n d t h es e c ell t y p es w or k 

t o g et h er t o r es p o n d t o a n d ulti m at el y cl e ar t h e i nf e cti o n. E pit h eli al c ells ar e t h e first t o i nt er a ct wit h i n v a di n g 

p at h o g e ns a n d h a v e a n i m p or t a nt t as k t o ‘s o u n d t h e al ar m’ t o t h e i m m u n e s yst e m t h at a t hr e at is pr es e nt. 

E pit h eli al c ells d o t his b y  r e c o g ni zi n g c o m p o u n ds a n d str u ct ur es pr o d u c e d b y mi cr o b es , k n o w n as mi cr o b e  



 
 

ass o ci at e d m ol e c ul ar p att er ns ( M A M Ps), s u c h as L P S, p e pti d o gl y c a n ( P G) a n d  fl a g elli n. M A M Ps ar e 

r e c o g ni z e d b y c ell s urf a c e r e c e pt ors k n o w n as p att er n -r e c o g niti o n r e c e pt ors ( P R Rs) w hi c h u p o n bi n di n g, 

tri g g er tr a ns cri pti o n al c h a n g es s u c h as e x pr essi o n of c yt o ki n es1 3 3 . T oll-li k e-r e c e pt ors ( T L Rs) ar e o n e m aj or 

cl ass of P R Rs: T L R 4 a n d T L R 5 ar e k e y f or r e c o g ni zi n g E H E C -d eri v e d M A M Ps L P S a n d fl a g elli n 2 7 9 .  In 

r es p o ns e t o E H E C i nf e cti o n, e pit h eli al c ells s e cr ete pr oi nfl a m m at or y c yt o ki n es a n d c h e m o ki n es s u c h as 

C X C L 8, T N F α , I L-6, C C L 2 a n d  C C L 5 2 5 2, 2 5 6, 2 5 7, 2 6 2, 2 6 3, 2 7 6, 2 8 0 – 2 8 7 . T h es e c yt o ki n es m ar k e dl y r e m o d el i m m u n e c ell 

b e h a vi or 1 6 0, 2 8 8 . 

E H E C  als o c a us es si g nifi c a nt tiss u e d estr u cti o n , l e a di n g t o br e a c h es i n t h e e pit h eli al b arri er. C ol o n os c o p y 

a n d hist ol o gi c e v al u ati o n of E H E C -i nf e ct e d h u m a n p atie nt bi o psi es r e v e al gr oss h e m orr h a g e, e d e m a, 

i nfl a m m ati o n a n d f o c al n e cr osis2 6 6, 2 8 9 – 2 9 1 . E pit h eli al tiss u e d estr u cti o n l e a ds t o r el e as e of d a m a g e-ass o ci at e d 

m ol e c ul ar p att er ns ( D A M Ps), m ol e c ul es w hi c h si g n al t o t h e i m m u n e s yst e m t h at c ell ul ar i nt e grit y h as  b e e n 

c o m pr o mis e d 2 9 2 . T h es e m ol e c ul es, s u c h as mit o c h o n dri al D N A a n d c yt os oli c pr ot ei ns, ar e t y pi c all y 

s e q u est er e d i nsi d e c ells, b ut c a n a cti v at e i m m u n e c ells w h e n r el e as e d aft er c ell ul ar d a m a g e 2 9 2 . E H E C c a n als o 

dir e ctl y i nt er a ct wit h i m m u n e c ells i n t h e L P aft er tiss u e d a m a g e.  U n d erl yi n g i m m u n e c ells c a n dir e ctl y 

r e c o g ni z e E H E C M A M Ps t hr o u g h pr o c ess es si mil ar t o t h os e i n e pit h eli al c ells , l e a di n g t o t h e r el e as e of 

a d diti o n al i nfl a m m at or y c yt o ki n es, s u c h as C X C L 1, I L 1 α / β, a n d G -C S F 1 6 0, 2 5 5, 2 5 8, 2 5 9, 2 6 1, 2 9 3 – 2 9 9 . I m p ort a ntl y, 

c h e m o ki n e pr o d u cti o n dr a ws mi gr ati n g l e u k o c yt es fr o m t h e bl o o d t o t h e sit e of i nf e cti o n. T h e first t o arri v e 

ar e p h a g o c yti c n e utr o p hils  a n d l at er m o n o c yt es, w hi c h r a pi dl y diff er e nti at e i nt o m a cr o p h a g es. M assi v e 

n e utr o p hil i nfiltr ati o n is a h all m ar k of E H E C i nf e cti o n a n d h as b e e n o bs er v e d i n m a n y cli ni c al 

s p e ci m e ns 2 6 6, 2 8 9 – 2 9 1 . N e utr o p hils a n d m o n o c yt es m a y s er v e as c ell ul ar ‘ c arri ers’ t o tr a ns p ort St x fr o m t h e c ol o n 

t o t h e bl o o d a n d dist al sit es2 7 6, 3 0 0 – 3 0 3 . El e v at e d w hit e bl o o d c ell c o u nt pr e di cts a p o or pr o g n osis a n d hi g h er 

li k eli h o o d of pr o gr essi o n t o H U S3 0 4, 3 0 5 . D e n driti c c ells, a cti v at e d i n t h e i nf e ct e d tiss u e aft er e x p os ur e t o 

M A M Ps or D A M Ps, tr a v el t o c ol o ni c p at c h es of g ut -ass o ci at e d l y m p h oi d tiss u e. H er e, t h e y pr es e nt a nti g e n 

t o m at ur e n aï v e l y m p h o c yt es, l e a di n g t o t h e a cti v ati o n of a n a d a pti v e i m m u n e r es p o ns e. A cti v at e d B c ells 

diff er e nti at e i nt o pl as m a c ells a n d pr o d u c e a nti b o di es a g ai nst s p e cifi c b a ct eri al a nti g e ns. E H E C i nf e cti o n 



 
 

tri g g ers a nti b o d y g e n er ati o n a g ai nst t h e O-a nti g e n of li p o p ol ys a c c h ari d e, T 3 S S eff e ct or pr ot ei ns, a n d m or e 

u n us u all y, St x 3 0 6 – 3 0 8 .  

E H E C pr ot ei ns c a n m o d ul at e t h e h ost i m m u n e r es p o ns e i n e pit h eli al a n d i m m u n e c ells. S e v er al T 3 S S 

e ff e ct ors f u n cti o n t o s u p pr ess c ell ul ar i m m u n e p at h w a ys 1 7 2 . C o m m o n eff e ct or m e c h a nis ms i n cl u d e  t h e 

i n hi biti o n of p h a g o c yt osis or a p o pt osis 1 7 2 , as w ell as t h e s u p pr essi o n of N F K B si g n ali n g, w hi c h is n e c ess ar y 

t o alt er g e n e e x pr essi o n i n r es p o ns e t o p at h o g e n d et e cti o n 2 7 9 . T h e e xist e n c e of a n i m m u n e r es p o ns e t o St x i n 

t h e c ol o n h as b e e n c o ntr o v ersi al, wit h cl ai ms t h at fl a g ell a a n d L P S ar e t h e m ai n sti m ul at or y f a ct ors 2 9 9 . M or e 

r e c e ntl y, it h as b e c o m e cl e ar t h at St x c a n  s h a p e t h e i m m u n e r es p o ns e t o i nf e cti o n, alt h o u g h t h e e xt e nt of t h at 

r e m o d eli n g i n t h e pr o dr o m al p h as e of dis e as e i n t h e GI  tr a ct is p o orl y c h ar a ct eri z ed 2 9 9 . T h e i nt er a cti o n 

b et w e e n St x a n d t h e c ol o ni c m u c os a is dis c uss e d i n d et ail i n C h a pt er 4, w h er e w e s h o w t h at St x p o w erf ull y 

s h a p es t h e h ost tr a ns cri pti o n al r es p o ns e t o i nf e cti o n 2 6 .  

 

Aft er p ass a g e t hr o u g h t h e c ol o ni c m u c os a, St x e nt ers t h e bl o o dstr e a m. I niti all y, St x is d et e ct e d i n p ati e nt 

bl o o d b o u n d t o bl o o d c ells, i n cl u di n g l e u k o c yt es 2 7 4, 3 0 9 , r e d bl o o d c ells3 1 0, 3 1 1  a n d pl at el ets 3 1 2, 3 1 3 . A n i n cr e as e i n 

t h e c o n c e ntr ati o n of u n b o u n d St x i n bl o o d o v er t h e c o urs e of i nf e cti o n is ass o ci at e d wit h pr o gr essi o n t o 

H U S 3 1 4 . St x-l a d e n bl o o d e nt ers t h e ki d n e y vi a t h e aff er e nt art eri ol e, w h er e it p ass es t hr o u g h o n e of m a n y 

gl o m er uli, t h e mi cr o v as c ul at ur e c a pill ar y u nits of t h e k i d n e y ( Fi g ur e 1. 5). T h e e n d ot h eli al c ells of t h e 

gl o m er ul us ar e a dj a c e nt t o p o d o c yt e c ells of t h e B o w m a n’s c a ps ul e, w hi c h c oll e cts filtr at e fr o m t h e bl o o d. 

T his filtr at e tr a nsits t hr o u g h v ess els m a d e of t u b ul e c ells a n d e v e nt u all y b e c o m es uri n e. T hr e e c ell  t y p es i n 

t his r e gi o n, t h e e n d ot h eli al c ells of t h e mi cr o v as c ul at ur e, t h e a bs or pti v e p o d o c yt es, a n d t u b ul e c ells, all 

e x pr ess hi g h l e v els of G b 3, m a ki n g t h e m e x q uisit el y s e nsiti v e t o St x 3 1 5 – 3 1 9 . Gl o m er ul ar e n d ot h eli al c ells ar e 

c o nsi d er e d t h e pri m ar y t ar g e t of St x2 9 9, 3 1 6, 3 2 0 . L P S a n d c yt o ki n es i n bl o o d d uri n g i nf e cti o n c a n pr o m ot e e v e n 

hi g h er e x pr essi o n of G b 3 o n e n d ot h eli al c ells, s e nsiti zi n g t h e m f urt h er t o St x 2 9 4, 3 2 1 – 3 2 3 .  

I nt o xi c ati o n of e n d ot h eli al c ells r es ults i n c ell d e at h a n d d et a c h m e nt fr o m t h e gl o m er ul ar b as e m e nt 

m e m br a n e 2 9 9, 3 1 7 . D estr u cti o n of t h e e n d ot h eli al b arri er all o ws St x t o m o v e i nt o t h e B o w m a n’s c a ps ul ar s p a c e, 



 
 

f a cilit ati n g i nt er a cti o n wit h p o d o c yt es a n d t u b ul e c ells a n d g e n er ati n g m or e i nfl a m m ati o n, r e cr uiti n g i m m u n e 

c ells 3 1 7 . E x p os ur e to c yt o ki n es a n d St x d a m a g e c o n v erts t h e e n d ot h eli al l a y er fr o m a n or m al 

‘t hr o m b or esist a nt’ p h e n ot y p e t o o n e t h at a cti v es pl at el ets, l e a di n g t o i n cr e as e d fi bri n d e p ositi o n a n d t hr o m bi 

f or m ati o n3 1 7, 3 2 0 . Gr o wi n g t hr o m bi s e q u est er pl at el ets a n d o c cl u d e c a pill ari es, i m p e di n g bl o o d fl o w a n d l e a di n g 

t o fr a g m e nt ati o n of r e d bl o o d c ells fr o m s h e ar str ess3 2 4 . T his l e a ds t o t h e cli ni c al m a nif est ati o n of 

t hr o m b o c yt o p e ni a a n d a n e mi a. E v e nt u all y, t his i m m u n o p at h ol o g y c a n l e a d t o a c ut e ki d n e y f ail ur e 3 1 6, 3 2 5 . 

C o m p ar ati v el y  l ess is k n o w n a b o ut t h e c o a g ul ati o n pr o c ess es i n t h e GI m u c os a; t his is dis c uss e d i n d et ail i n 

C h a pt er 4, w h er e w e s h o w t h at St x c a n i n d u c e e x pr essi o n of c o a g ul ati o n g e n es i n c ol o ni c e pit h eli al c ells.  

 

 

D es pit e d e c a d es of w or k, t h er e ar e n o a v ail a bl e t h er a p e uti c o pti o ns t o tr e at or pr e v e nt H U S aft er E H E C 

i nf e cti o n3 2 6, 3 2 7 . T h e c urr e nt st a n d ar d-of -c ar e is t o tr e at p ati e nt s wit h I V fl ui ds t o pr e v e nt d e h y dr ati o n a n d 

r e d u c e s e v erit y of ki d n e y i nj ur y 3 2 8 . Alt h o u g h a v ail a bl e, a nti bi oti cs ar e n ot t y pi c all y us e d t o tr e at E H E C 

i nf e cti o n, as t h e y i n cr e as e t h e ris k f or pr o gr essi o n t o H U S1 2, 1 3 .  

 
 
Fi g u r e 1 .5 : S hi g a t o xi n at t h e gl o m er ul u s .  

S hi g a t o xi n (r e d cir cl e -bl u e tri a n gl e) kill s e n d ot h eli al c ell s of t h e gl o m er uli mi cr o v a s c ul at ur e a n d tri g g er s t hr o m b u s 
f or m ati o n. S hi g a t o xi n c a n al s o tr a v el i nt o t h e B o w m a n’ s s p a c e, d a m a gi n g p o d o c yt e s a n d pr o xi m al t u b ul e c ell s.  



 
 

S e v er al t h er a p e uti c o pti o ns h a v e pr o v e n  t o b e i n eff e cti v e i n pr e cli ni c al a ni m al m o d els or h u m a n tri als. 

G b 3 a n al o gs w er e d e v el o p e d t h at c o ul d bi n d t o t h e St x B s u b u nit a n d eff e cti v el y n e utr ali z e t h e t o xi n i n 

vitr o 3 2 6, 3 2 7 . P h as e II tri als s h o w e d n o eff e ct i n H U S p ati e nts3 2 9 . Ot h er str at e gi es ai me d t o bl o c k r etr o gr a d e 

tr a ns p ort of St x A s u b u nit i nt o c ells aft er bi n di n g, b ut t h es e dr u gs h a d n o or li mit e d eff e ct i n pr e cli ni c al 

m o d els 3 3 0 – 3 3 3 .  

T o xi n -n e utr ali zi n g t h er a pi es h a v e b e e n s u c c essf ul f or dis e as es c a us e d b y ot h er t o xi ns, li k e di p ht h eri a a n d 

tet a n us 3 3 4 . A d mi nistr ati o n of a nti-St x a nti b o di es s h o w e d pr o mis e i n pr e cli ni c al a ni m al st u di es a n d w er e 

d e e m e d s af e aft er P h as e I a n d P h as e II cli ni c al tri als 3 2 6, 3 3 5, 3 3 6 . O n e m aj or c h all e n g e of a nti b o d y-n e utr ali z ati o n 

t h er a p y is t h at t h er e ar e a nti g e ni c all y disti n ct s u bt y p es of St x; a n a nti b o d y or a nti b o d y c o c kt ail w o ul d n e e d t o 

n e utr ali z e m ulti pl e t o xi n s u bt y p es i n or d er t o b e wi d el y us ef ul 3 2 6 . A d diti o n all y, a p ol ys a c c h ari d e c o nj u g at e 

v a c ci n e w as t est e d i n a d ults a n d c hil dr e n a n d eli cit e d a n a nti -L P S r es p o n s e 3 3 7 – 3 3 9 , b ut h as n ot b e e n d e v el o p e d 

f urt h er. I m pr o v e m e nts c o ul d b e m a d e t o i n cl u d e t h e St x B s u b u nit or a nti g e ni c T 3 S S eff e ct or 

pr ot ei ns 3 3 7, 3 4 0, 3 4 1 .  

It is diffi c ult t o pr o gr ess p ast P h as e II cli ni c al tri als f or t h er a p e uti cs tr e ati n g H U S. B e c a us e of t h e 

s p or a di c n at ur e of E H E C o ut br e a ks a n d r el ati v el y r ar e pr o gr essi o n t o H U S, H all  et al. d es cri b e t h e “st atisti cs 

a n d fi n a n c es f or a cli ni c al tri al [ as] al m ost i ns ur m o u nt a bl e ” 3 2 6 . T ar g eti n g c ell ul ar pr o c ess es d o w nstr e a m of St x 

i nt o xi c ati o n t h at ar e s h ar e d wit h ot h er dis e as e m e c h a nis ms m a y b e m or e fr uitf ul f or d esi g ni n g a s u c c essf ul 

l ar g e-s c al e tri al. T h es e pr o c ess es i n cl u d e t h e u nf ol d e d pr ot ei n r es p o ns e, a p o pt osis, t h e ri b ot o xi c str ess 

r es p o ns e, a n d t o xi n-i n d u c e d i nfl a m m at or y pr o c ess es3 2 6 . F or e x a m pl e, a nti-c yt o ki n e t h er a pi es a n d ki n as e 

i n hi bit ors c o ul d bl o c k s e cr eti o n of i nfl a m m at or y c yt o ki n es w hi c h dri v e p at h ol o g y i n t h e c ol o n a n d ki d n e y3 2 6 . 

M or e w or k is n e c ess ar y t o d et er mi n e h o w i nfl a m m at or y r es p o ns es i n t h e c ol o n c o ntri b ut e t o t h e pr o gr essi o n 

of H U S; t his is dis c uss e d i n C h a pt er 4.  
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E nt er o h e m orr h a gi c  Esc heric hi a coli  O 1 5 7: H 7 ( E H E C) is a n i m p ort a nt f o o d -b or n e p at h o g e n t h at 

c ol o ni z es t h e c ol o n. Tr a ns p os o n -i ns erti o n s e q u e n ci n g ( TI S) w as us e d t o i d e ntif y g e n es r e q uir e d for 

E H E C a n d  E . coli K -1 2 gr o wt h  i n vitro a n d f or E H E C gr o wt h  i n vivo i n t h e i nf a nt r a b bit c ol o n. T h er e 

w as a r estri cti v e b ottl e n e c k f or E H E C c ol o ni z ati o n of t h e r a b bit c ol o n, w hi c h c o m pli c at e d 

i d e ntifi c ati o n of E H E C g e n es f a cilit ati n g gr o wt h i n vivo. T w o a n al ysis m et h o ds w er e us e d 

c o m p e ns at e f or t h e eff e cts of t h e i nf e cti o n b ottl e n e c k. T h es e a n al ys es c o nfir m e d t h at t h e E H E C 

L E E -e n c o d e d t y p e 3 s e cr eti o n a p p ar at us is r e q uir e d f or gr o wt h  i n vivo a n d r e v e al e d t h at o nl y a f e w 

eff e ct ors ar e criti c al f or  i n vivo fit n ess. O v er 2 0 0 m ut a nts n ot pr e vi o usl y ass o ci at e d wit h E H E C 

gr o wt h  i n vivo als o a p p e ar e d att e n u at e d  i n vivo, a n d a s u bs et of t h es e p ut ati v e i n vivo fit n ess f a ct ors 

w er e v ali d at e d. S o m e w er e f o u n d t o c o ntri b ut e t o effi ci e nt t y p e -t hr e e s e cr eti o n w hil e ot h ers 

pr o m ot e E H E C r esist a n c e t o h ost -d eri v e d str ess es.  W e i d e ntifi e d cv p A as r e q uir e d f or E H E C, Vi brio 

c holer ae a n d  Vi brio p ar a h ae molytic us  r esist a n c e t o t h e bil e s alt d e o x y c h ol at e, hi g hli g hti n g t h e i m p ort a nt 

r ol e of t his pr e vi o usl y u n c h ar a ct eri z e d pr ot ei n i n p at h o g e n s ur vi v al. C oll e cti v el y, o ur fi n di n gs 

pr o vi d e a c o m pr e h e nsi v e fr a m e w or k f or u n d erst a n di n g E H E C gr o wt h i n t h e i nt esti n e.  

 

P arts of t his wor k were first p u blis he d as: W arr A R, H u b b ar d T P, M u n er a D, Bl o n d el CJ, A b el z ur Wi es c h 

P, A b el S, W a n g X, D a vis B M, W al d or M K. 2 0 1 9. Tr a ns p os o n -i ns erti o n s e q u e n ci n g s cr e e ns u n v eil 

r e q uir e m e nts f or E H E C gr o wt h a n d i nt esti n al c ol o ni z ati o n. Pl os P at h o g e ns. 1 5( 8): e 1 0 0 7 6 5 2  

 

A ut hor co ntri b utio ns: A R W c o ntri b ut e d e q u all y t o t his w or k wit h T P H, D M, a n d CJ B. T h e w or k w as 

c o n c e pt u ali z e d b y A R W, T P H, D M, CJ B, a n d M K W. T h e i n v esti g ati o n a n d d at a a n al ysis w er e 

p erf or m e d b y A R W, T P H, D M, CJ B, P A z W, S A, X W wit h s u p er visi o n fr o m M K W. T h e fi g ur es 

w er e m a d e b y A R W a n d T P H. T h e writi n g w as c o m pl et e d b y A R W, T P H, B M a n d M K W.  



 
 

E nt er o h e m orr h a gi c Es c h eri c hi a c oli ( E H E C) is a n i m p ort a nt f o o d -b or n e p at h o g e n t h at c a us es 

g astr oi nt esti n al ( GI) i nf e cti o ns w orl d wi d e. E H E C is a n o n -i n v asi v e p at h o g e n t h at c ol o ni z es t h e 

h u m a n c ol o n a n d gi v es ris e t o s p or a di c i nf e cti o ns as w ell as l ar g e o ut br e a ks 3 4 2 – 3 4 4 . T h e cli ni c al 

c o ns e q u e n c es of E H E C i nf e cti o n r a n g e fr o m mil d di arr h e a t o h e m orr h a gi c c olitis a n d i n cl u d e t h e 

p ot e nti all y l et h al h e m ol yti c ur e mi c  s y n dr o m e ( H U S) 6 6, 3 4 5 . 

T h e pr ot ot y pi c al E H E C O 1 5 7: H 7 str ai n, E D L 9 3 3, c a us e d t h e first r e c o g ni z e d E H E C o ut br e a k 

i n 1 9 8 26 7 . E D L 9 3 3 h as a 5. 5 M b c hr o m os o m e a n d a 9 0 k b vir ul e n c e pl as mi d6 3, 3 4 6 . T h e E . coli s p e ci es 

p a n -g e n o m e is l ar g e ( > 1 6, 0 0 0 g e n es), a n d a n y g i v e n is ol at e c o nt ai ns a di v ers e, m os ai c g e n o m e wit h 

a p pr o xi m at el y 1, 5 0 0 – 2, 0 0 0 c o ns er v e d ‘c or e ’ g e n es 5 3, 5 4, 5 6, 5 7, 3 4 7, 3 4 8  a n d a n a d diti o n al 3, 0 0 0 – 4, 0 0 0 

‘a c c ess or y ’ g e n es. T h e p at h ot y p e  E . coli O 1 5 7: H 7 s p e cifi c all y c o nt ai ns o n e or m or e pr o p h a g es 

e n c o di n g S hi g a t o xi ns a n d t h e L o c us of E nt er o c yt e Eff a c e m e nt ( L E E) p at h o g e ni cit y isl a n d 6 1 . T h es e 

t w o h ori z o nt all y a c q uir e d el e m e nts ar e criti c al E H E C vir ul e n c e d et er mi n a nts. S hi g a t o xi ns 

c o ntri b ut e t o di arr h e a a n d t h e d e v el o p m e nt of H U S 2 1, 6 6, 3 4 5 . T h e L E E e n c o d es a t y p e III s e cr eti o n 

s yst e m ( T 3 S S) a n d s e v er al s e cr et e d eff e ct ors. E H E C’s T 3 S S m e di at es att a c h m e nt of t h e p at h o g e n t o 

c ol o ni c e nt er o c yt es, eff a c e m e nt of t h e br us h b or d er mi cr o villi, a n d t h e f or m ati o n of a cti n -ri c h 

p e d est al -li k e str u ct ur es u n d er n e at h att a c h e d b a ct eri a1 8 4 . O n c e tr a nsl o c at e d i nt o t h e h ost c ell, T 3 S S 

eff e ct ors, w hi c h ar e e n c o d e d b ot h i nsi d e a n d o utsi d e t h e L E E, t ar g et di v ers e si g n ali n g p at h w a ys a n d 

c ell ul ar pr o c ess es 1 7 1, 1 8 5 . A f u n cti o n al L E E T 3 S S is r e q uir e d f or E H E C i nt esti n al c ol o ni z ati o n i n 

a ni m al m o d els as w ell as i n h u m a ns 2 1, 1 7 1, 1 7 7, 1 8 0, 1 8 2, 1 8 6, 3 4 9 . 

I n a d diti o n t o t h e vir ul e n c e f a ct ors t h at pr o m pt t h e k e y s y m pt o ms of i nf e cti o n, E H E C als o 

r eli es o n b a ct eri al f a ct ors t h at e n a bl e p at h o g e n s ur vi v al i n a n d a d a pt ati o n t o t h e h ost e n vir o n m e nt. 

D uri n g c ol o ni z ati o n of t h e h u m a n GI tr a ct, E H E C e n c o u nt ers m ulti pl e h ost b arri ers t o i nf e cti o n, 

i n cl u di n g b ut n ot li mit e d t o st o m a c h a ci d, bil e, a n d ot h er h ost- a n d mi cr o bi ot a -d eri v e d c o m p o u n ds 



 
 

wit h a nti mi cr o bi al pr o p erti es 1 8 9 . E H E C is k n o w n to d et e ct i nt esti n al c u es d eri v e d fr o m t h e h ost a n d 

t h e mi cr o bi ot a t o a cti v at e e x pr essi o n of vir ul e n c e g e n es a n d t o m o d ul at e g e n e e x pr essi o n b ot h 

t e m p or all y a n d s p ati all y1 2 4, 1 9 4, 1 9 7, 3 5 0, 3 5 1 . H o w e v er, a c o m pr e h e nsi v e, g e n o m e-wi d e a n al ysis of b a ct eri al 

f a ct ors t h at c o ntri b ut e t o E H E C s ur vi v al wit hi n t h e h ost h as n ot b e e n r e p ort e d.  

T h e d e v el o p m e nt of tr a ns p os o n -i ns erti o n s e q u e n ci n g ( TI S, als o k n o w n as T n S e q, I n S e q, 

Tr a DI S, or HI T S) 3 5 2 – 3 5 5   f a cilit at e d hi g h-t hr o u g h p ut a n d g e n o m e-s c al e a n al ys es of t h e g e n eti c 

r e quir e m e nts f or b a ct eri al gr o wt h i n diff er e nt c o n diti o ns, i n cl u di n g i n a ni m al m o d els of i nf e cti o n 3 5 6 –

3 6 5 . I n t his a p pr o a c h, t h e r el ati v e a b u n d a n c e of tr a ns p os o n-i ns erti o n m ut a nts wit hi n tr a ns p os o n-

i ns erti o n li br ari es pr o vi d es i nsi g ht i nt o l o ci’s c o ntri b uti o ns t o b a ct eri al fit n ess i n diff er e nt 

e n vir o n m e nts 3 6 6, 3 6 7 . P ot e nti al i ns erti o n sit es f or w hi c h c orr es p o n di n g i ns erti o n m ut a nts ar e n ot 

r e c o v er e d fr e q u e ntl y c orr es p o n d t o r e gi o ns of t h e g e n o m e t h at ar e r e q uir e d f or b a ct eri al gr o wt h 

( oft e n t er m e d ‘ess e nti al g e n es ’), alt h o u g h t h e a bs e n c e of a p arti c ul ar i ns erti o n m ut a nt d o es n ot 

al w a ys r efl e ct a criti c al r ol e f or t h e t ar g et e d l o c us i n m ai nt ai ni n g b a ct eri al gr o wt h 3 6 8, 3 6 9 . C o m p ar ati v e 

a n al ys es of t h e a b u n d a n c e of m ut a nts i n a n i niti al (i n p ut) li br ar y a n d aft er gr o wt h i n a s el e cti v e 

e n vir o n m e nt ( e. g., a n a ni m al h ost) c a n b e us e d t o g a u g e l o ci’s c o ntri b uti o ns t o fit n ess i n t h e s el e cti v e 

c o n diti o n.  

H er e, tr a ns p os o n li br ari es w er e cr e at e d i n E H E C E D L 9 3 3 a n d t h e l a b or at or y -a d a pt e d  E . coli K -

1 2 a n d us e d t o c h ar a ct eri z e t h eir r es p e cti v e  i n vitro gr o wt h r e q uir e m e nts. T h e E H E C li br ar y w as als o 

p ass a g e d t hr o u g h a n i nf a nt r a b bit m o d el t o i d e ntif y g e n es r e q uir e d f or i nt esti n al c ol o ni z ati o n. O ur 

d at a i n di c at e t h at d uri n g i nf e cti o n of t h e GI tr a ct, E H E C p o p ul ati o ns u n d er g o a s e v e r e i nf e cti o n 

b ottl e n e c k t h at c o m pli c at es i d e ntifi c ati o n of g e n es wit h tr u e  i n vivo fit n ess d ef e cts. W e us e d t w o 

c o m pl e m e nt ar y a n al yti c a p pr o a c h es t o miti g at e t h e n ois e i ntr o d u c e d b y r estri cti v e b ottl e n e c ks t o 

i d e ntif y o v er 2 0 0 g e n es r e q uir e d f or effi ci e nt c ol o ni z ati o n of t h e r a b bit c ol o n. As e x p e ct e d, t h es e 

i n cl u d e d t h e L E E-e n c o d e d T 3 S S a n d  tir, a L E E-e n c o d e d eff e ct or n e c ess ar y f or i nt esti n al 



 
 

c ol o ni z ati o n 2 1, 2 2 . I n a d diti o n, 2 n o n-L E E eff e ct ors a n d m a n y a d diti o n al n e w g e n es t h at e n c o d e 

c o m p o n e nts of t h e b a ct eri u m’s m et a b oli c p at h w a ys a n d str ess r es p o ns e s yst e ms w er e f o u n d t o 

e n a bl e b a ct eri al c ol o ni z ati o n of t h e c ol o n. Is o g e ni c m ut a nts f or 1 7 l o ci  w er e c o nstr u ct e d, v ali d at e d 

i n t h e i nf a nt r a b bit m o d el a n d t est e d i n vitro u n d er str ess c o n diti o ns t h at m o d el h ost -d eri v e d 

c h all e n g es e n c o u nt er e d wit hi n t h e GI tr a ct.  cv p A w as f o u n d t o b e s p e cifi c all y r e q uir e d f or r esist a n c e 

t o t h e bil e s alt d e o x y c h ol at e a n d t h er ef or e a p p e ars t o b e a pr e vi o usl y u n a p pr e ci at e d m e m b er of t h e 

bil e -r esist a n c e r e p ert oir e of di v ers e e nt eri c p at h o g e ns. 

 

T h e m ari n er -b as e d Hi m ar 1 tr a ns p os o n, w hi c h i ns erts s p e cifi c all y at t h e T A di n u cl e oti d e 3 7 0  w as us e d 

t o g e n er at e a tr a ns p os o n-i ns erti o n li br ar y i n E D L 9 3 3. T h e li br ar y w as c h ar a ct eri z e d vi a hi g h -

t hr o u g h p ut s e q u e n ci n g of g e n o mi c D N A fl a n ki n g sit es of tr a ns p os o n-i ns erti o n. T o m a p t h e r e a ds, 

w e us e d t h e m ost r e c e nt E D L 9 3 3 g e n o m e s e q u e n c e 3 4 6  a n d a n n ot ati o n ( N C BI, F e br u ar y 2 0 1 7). Si n c e 

t his g e n o m e, u nli k e t h e i niti al E H E C g e n o m e6 3 , h as n ot b e e n li n k e d t o f u n cti o n al i nf or m ati o n ( e. g., 

t h e E H E C K E G G d at a b as e3 7 1 ), w e g e n er at e d a c orr es p o n d e n c e t a bl e i n w hi c h t h e n e w g e n e 

a n n ot ati o ns ( R S l o c us t a gs) ar e li n k e d t o t h e ori gi n al a n n ot ati o ns ( Z n u m b ers) ( T a bl e S 1). T his 

c orr es p o n d e n c e t a bl e e n a bl e d us t o utili z e hist ori c all y v al u a bl e r es o ur c es as w ell as t h e u p d at e d 

g e n o mi c s e q u e n c e. 1 3 7, 8 0 5 disti n ct i ns erti o n m ut a nts w er e i d e ntifi e d, w hi c h c orr es p o n ds t o 5 2. 5 % 

of p ot e nti al i ns erti o n m ut a nts wit h a n a v er a g e of ~ 2 1 r e a ds p er g e n ot y p e ( Fi g ur e  2. 1 A). S e nsiti vit y 

a n al ysis r e v e al e d t h at n e arl y all m ut a nts w er e r e pr es e nt e d wit hi n r a n d o ml y s el e ct e d r e a d p o ols 

c o nt ai ni n g ~ 2 milli o n r e a ds. I n cr e asi n g s e q u e n ci n g d e pt h t o ~ 3 milli o n r e a ds h a d a n e gli gi bl e eff e ct 

o n li br ar y c o m pl e xit y, s u g g esti n g t h at a s e q u e n ci n g d e pt h of ~ 3 milli o n r e a ds is s uffi ci e nt t o i d e ntif y 

virt u all y all g e n ot y p es wit hi n t his E H E C li br ar y ( Fi g ur e 2. 1 A).  

 

https://journals.plos.org/plospathogens/article?id=10.1371/journal.ppat.1007652#ppat.1007652.s001


 
 

 

 

 

 
 
Fi g u r e 2 .1 : S e q u e n ci n g s at ur ati o n of TI S li br ari e s.  

R e a d s w er e r a n d o ml y s a m pl e d fr o m e a c h li br ar y a n d t h e p er c e nt a g e of T A sit e s di sr u pt e d i n e a c h r a n d o ml y 
s el e ct e d p o ol w er e pl ott e d f or t h e E D L 9 3 3 li br ar y ( A), M G 1 6 5 5 li br ar y ( B), t h e i n o c ul u m li br ar y u s e d t o i nf e ct 
i nf a nt r a b bit s ( C), a n d t h e li br ari e s r e c o v er e d fr o m 7 r a b bit c ol o n s ( D-J).  



 
 

E H E C’s 6 ,0 3 2 a n n ot at e d g e n es w er e bi n n e d a c c or di n g t o t h e p er c e nt a g e of disr u pt e d T A sit es 

wit hi n e a c h g e n e  ( Fi g ur e 2. 2 A). As e x p e ct e d f or a hi g h-d e nsit y Hi m ar 1 tr a ns p os o n -i ns erti o n li br ar y, 

w hi c h c o nt ai ns i ns erti o ns at a m aj orit y of T A sit es, t his distri b uti o n w as bi m o d al, wit h a mi n or p e a k 

c o m pris e d of g e n es disr u pt e d i n f e w p ot e nti al i ns erti o n sit es ( Fi g ur e 2 . 2 A, l eft), a n d a m aj or p e a k 

c o m pris e d of g e n es t h at ar e disr u pt e d i n m ost or all p ot e nti al i ns erti o n sit es ( Fi g ur e 2. 2 A, ri g ht) 3 6 7 . 

B as e d o n t h e c e nt er of t h e m aj or ri g ht -si d e p e a k, w e esti m at e t h at ~ 7 0 % of n o n -ess e nti al i ns erti o n  

sit es h a v e b e e n disr u pt e d i n t his E H E C li br ar y, a d e gr e e of c o m pl e xit y t h at e n a bl e d hi g h -r es ol uti o n 

a n al ysis of tr a ns p os o n -i ns erti o n fr e q u e n c y. 

F urt h er a n al ysis of i ns erti o n sit e distri b uti o n w as p erf or m e d usi n g a hi d d e n M ar k o v m o d el -

b as e d a n al ysis pi p eli n e ( E L -A R TI S T 3 6 6 ) t h at cl assifi es l o ci wit h a l o w fr e q u e n c y of tr a ns p os o n-

i ns erti o n a cr oss t h e e ntir e c o di n g s e q u e n c e as ‘ u n d err e pr es e nt e d’ ( oft e n r ef err e d t o as ‘ ess e nti al’ 

g e n es) or a cr oss a p orti o n of t h e c o di n g s e q u e n c e as ‘r e gi o n al’ ( Fi g ur e 2. 2 B). All ot h er l o ci ar e 

cl assifi e d as ‘ n e utr al’. Of E H E C’s 6 ,0 3 2 g e n es, 8 9 5 w er e u n d err e pr es e nt e d (r e d), 4 0 7 r e gi o n al 

( p ur pl e), a n d 4, 7 3 0 n e utr al ( bl u e) ( Fi g ur e 2. 2 AB , T a bl e S 2) . N e utr al g e n es ar e  li k el y dis p e ns a bl e f or 

gr o wt h i n L B, w h er e as n o n -n e utr al g e n es (r e gi o n al a n d u n d err e pr es e nt e d  g e n es c o m bi n e d) li k el y 

h a v e i m p ort a nt f u n cti o ns f or gr o wt h i n t his m e di a or ar e ot h er wis e  r efr a ct or y t o tr a ns p os o n-

i ns erti o n3 6 8, 3 6 9 . 

W e i d e ntifi e d Z N u m b ers ( T a bl e  S 1) a n d t h e li n k e d Cl ust ers of Ort h ol o g o us Gr o u ps 

( C O G)3 7 2, 3 7 3  a n d K E G G p at h w a ys ass o ci at e d wit h t h e 1 3 0 2 g e n es cl assifi e d as n o n -n e utr al 

( u n d err e pr es e nt e d a n d r e gi o n al) ( T a bl es S 2  a n d  S 3 ). E a c h C O G c at e g or y w as pl ott e d a g ai nst its 

‘C O G E nri c h m e nt I n d e x ’, w hi c h is c al c ul at e d as t h e p er c e nt a g e of n o n-n e utr al g e n es i n e a c h C O G 

c at e g or y di vi d e d b y t h e p er c e nt of t h e w h ol e g e n o m e wit h t h at C O G 3 7 4 . A s u bs et of C O Gs,  

https://journals.plos.org/plospathogens/article?id=10.1371/journal.ppat.1007652#ppat.1007652.s006
https://journals.plos.org/plospathogens/article?id=10.1371/journal.ppat.1007652#ppat.1007652.s007
https://journals.plos.org/plospathogens/article?id=10.1371/journal.ppat.1007652#ppat.1007652.s008


 
 

 
Fi g u r e 2 .2 : A n al y si s of e s s e nti al g e n e s i n E H E C E D L 9 3 3 a n d c o m p ari s o n t o K-1 2 M G 1 6 5 5.  

( A) Di stri b uti o n of p er c e nt a g e T A sit e di sr u pti o n f or all g e n e s i n E H E C E D L 9 3 3. G e n e s ar e cl a s sifi e d b y E L -A R TI S T 
a s eit h er u n d er r e pr e s e nt e d (r e d), r e gi o n al ( p ur pl e), or n e utr al ( bl u e). ( B) Tr a n s p o s o n -i n s erti o n pr ofil e s of 
r e pr e s e nt ati v e u n d err e pr e s e nt e d, r e gi o n al, a n d n e utr al g e n e s. ( C) Di stri b uti o n of p er c e nt a g e T A sit e di sr u pti o n f or all 
g e n e s i n K -1 2 M G 1 6 5 5. G e n e s ar e cl a s sifi e d  b y E L -A R TI S T a s u n d err e pr e s e nt e d (r e d), r e gi o n al ( p ur pl e), or n e utr al 
( bl u e) u si n g t h e s a m e p ar a m et er s a s f or t h e E D L 9 3 3 li br ar y. ( D) G e n e s cl a s sifi e d a s n o n -n e utr al i n t h e E L D 9 3 3 TI S 
li br ar y w er e c o m p ar e d t o t h e M G 1 6 5 5 TI S li br ar y a n d c at e g ori z e d a s eit her l a c ki n g a h o m ol o g ( gr e e n), h a vi n g t h e 
s a m e cl a s sifi c ati o n i n b ot h li br ari e s (r e d), or b ei n g n o n -n e utr al i n E D L 9 3 3 a n d n e utr al i n M G 1 6 5 5 ( bl u e). ( E) G C 
c o nt e nt ( %) of E D L 9 3 3 g e n e s wit h a n d wit h o ut h o m ol o g s i n K -1 2 M G 1 6 5 5, cl a s sifi e d b y TI S cl a s sifi c ati o n  ( n e utr al or 
n o n -n e utr al). N e utr al a n d n o n -n e utr al g e n e s wit hi n e a c h g e n e t y p e ( di v er g e nt or h o m ol o g) ar e c o m p ar e d u si n g a 
M a n n -W hit n e y U t e st wit h a B o nf err o ni c orr e cti o n. R ati o s of n e utr al t o n o n -n e utr al g e n e s f or e a c h g e n e t y p e ar e 
c o m p ar e d u si n g a Fi s h er’ s E x a ct T e st; (**) i n di c at e s a p -v al u e of < 0. 0 1 a n d (***) i n di c at e a p -v al u e of < 0. 0 0 1. ( F) T o p 
1 0 K E G G p at h w a y s a s s o ci at e d wit h g e n e s t h at ar e n o n -n e utr al i n E D L 9 3 3 a n d n e utr al i n M G 1 6 5 5.  



 
 

p arti c ul arl y tr a nsl ati o n, li pi d a n d c o e n z y m e m et a b olis m, a n d c ell w all bi o g e n esis w er e ass o ci at e d wit h 

n o n -n e utr al g e n es at a fr e q u e n c y si g nifi c a ntl y hi g h er t h a n e x p e ct e d b as e d o n t h eir g e n o mi c 

r e pr es e nt ati o n (Fi g ur e 2. 3 A). C oll e cti v el y, t h e C O G a n d a si mil ar K E G G a n al ysis ( T a bl e  S 3) 

r e v e al e d t h at E H E C g e n es wit h n o n-n e utr al tr a ns p os o n -i ns erti o n pr ofil es ar e ass o ci at e d wit h 

p at h w a ys a n d pr o c ess es oft e n li n k e d t o ess e nti al g e n es i n ot h er or g a nis ms 3 7 5 . 

 

N o n -n e utr al g e n es c o m pris e ~ 2 2 % of E H E C’s a n n ot at e d g e n es, a pr o p orti o n of t h e g e n o m e t h at is 

s u bst a nti all y l ar g er t h a n t h e 8 % a n d 9 % o bs er v e d i n a n al o g o us TI S -b as e d c h ar a ct eri z ati o n s of Vi brio 

p ar a h ae molytic us  a n d  Vi brio c holer ae 3 6 6, 3 7 6 . T o e v al u at e w h et h er t h e a b u n d a n c e of n o n-n e utr al l o ci w as 

s p e cifi c t o E H E C or w as c h ar a ct eristi c of a d diti o n al  E . coli str ai ns, a hi g h-d e nsit y tr a ns p os o n -

i ns erti o n li br ar y w as c o nstr u ct e d i n E . coli K -1 2 M G 1 6 5 5 3 7 7 . E L-A R TI S T a n al ysis of t h e K -1 2 li br ar y 

w as i m pl e m e nt e d wit h t h e s a m e p ar a m et ers as t h os e f or t h e E H E C li br ar y a n d cl assifi e d 2 4 % of 

g e n es as u n d err e pr es e nt e d ( 7 8 6 u n d err e pr es e nt e d, 3 0 0 r e gi o n al a n d 3 3 9 7 n e utr al;  Fi g ur e 2. 2 C,  T a bl e  

S 4).  

W e c o m p ar e d g e n e cl assifi c ati o ns b et w e e n h o m ol o g o us l o ci ( T a bl e S 2) a n d f o u n d a s u bst a nti al 

c o n c or d a n c e b et w e e n t h e s ets of g e n es wit h n o n -n e utr al i ns erti o n pr ofil es: 8 3 % ( 6 2 9 / 7 6 0) of t h e 

n o n -n e utr al E H E C g e n es wit h h o m ol o gs i n K -1 2 w er e li k e wis e cl assifi e d as n o n -n e utr al i n K -1 2 

( Fi g ur e 2. 2 D). T h us, a n al ys es of n o n-n e utr al l o ci s u g g est eit h er t h at m ost a n c estr al  

l o ci m a k e si mil ar c o ntri b uti o ns t o t h e s ur vi v al a n d / or pr olif er ati o n of E H E C a n d K -1 2 i n L B or 

t h at t h e y ar e si mil arl y r esist a nt t o tr a ns p os o n-i ns erti o n. 
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Fi g u r e 2 .3 : A s s e s s m e nt of n o n-n e utr al E H E C E D L 9 3 3 g e n e s.  

( A) N o n-n e utr al g e n e s b y Cl u st er s of Ort h ol o g o u s Gr o u p s ( C O G) cl a s sifi c ati o n. A t w o -t ail e d Fi s h er’ s e x a ct t e st wit h 
a B o nf err o ni c orr e cti o n w a s u s e d t o t e st t h e n ull h y p ot h e si s t h at e nri c h m e nt i s i n d e p e n d e nt of TI S st at u s. p -v al u e s 
c o n si d er e d t o b e si g nifi c a nt if < 0. 0 0 2. Si n gl e a st eri s k s (*) i n di c at e s p -v al u e < 0. 0 0 2, d o u bl e a st eri s k s (**) i n di c at e p -
v al u e < 0. 0 0 1, a n d tri pl e a st eri s k s (***) i n di c at e p -v al u e < 0. 0 0 0 1. ( B) G C c o nt e nt ( %) of E D L 9 3 3 g e n e s cl a s sifi e d a s 
eit h er n e utr al ( bl u e) or n o n -n e utr al (r e gi o n al + u n d err e pr e s e nt e d; r e d) b y TI S. Di stri b uti o n s ar e c o m p ar e d u si n g a 
M a n n -W hit n e y U t e st; tri pl e a st eri s k s (***) i n di c at e p -v al u e of < 0. 0 0 0 1. ( C) G C c o nt e nt ( %) of E D L 9 3 3 g e n e s cl a s sifi e d 
a s h a vi n g a h o m ol o g i n M G 1 6 5 5 ( h o m ol o g) or n ot  ( di v er g e nt). Di strib uti o n s ar e c o m p ar e d u si n g a M a n n -W hit n e y U 
t e st; tri pl e a st eri s k s (***) i n di c at e p-v al u e of < 0. 0 0 0 1. ( D) T A i n s erti o n s a cr o s s  k d s C  i n E D L 9 3 3 (l eft) a n d M G 1 6 5 5 
(ri g ht). 



 
 

Pr e vi o us a n al ys es r e v e al e d t h at n u cl e oi d bi n di n g pr ot ei ns s u c h as H N S, w hi c h bi n ds t o D N A 

wit h l o w G C c o nt e nt, c a n hi n d er Hi m ar 1 i ns erti o n 3 6 8 . C o nsist e nt wit h t his o bs er v ati o n, E H E C 

g e n es cl assifi e d as n o n -n e utr al h a v e a l o w er a v er a g e G C c o nt e nt t h a n g e n es cl assifi e d as n e utr al 

(Fi g ur e 2. 3 B). I nt er esti n gl y, t h e dis p arit y i n G C c o nt e nt b et w e e n n e utr al a n d n o n -n e utr al l o ci is 

p arti c ul arl y m ar k e d f or E H E C g e n es t h at d o n ot h a v e a h o m ol o g i n K -1 2 ( di v er g e nt;  Fi g ur e 2. 2 E). 

T h es e a n al ys es s u g g est t h at t h er e is a n ass o ci ati o n b et w e e n G C c o nt e nt a n d tr a ns p os o n -i ns erti o n 

fr e q u e n c y i n E H E C, as i n ot h er or g a nis ms, a n d t h at t h e pr e v al e n c e of u n d err e pr es e nt e d l o ci a m o n g 

di v er g e nt l o ci m a y i n p art st e m fr o m t h e l o w er a v er a g e G C c o nt e nt of t h es e l o ci ( Fi g ur e 2. 3 C). 

A d diti o n al st u di es ar e n e c ess ar y t o d et er mi n e if t h e ass o ci ati o n b et w e e n l o w G C c o nt e nt a n d  

r e d u c e d tr a ns p os o n-i ns erti o n is d u e t o t h e bi n di n g of H N S or ot h er n u cl e oi d-ass o ci at e d pr ot ei ns, or 

y et  u ni d e ntifi e d fit n ess -i n d e p e n d e nt tr a ns p os o n-i ns erti o n bi as es. 

 

T h e s ets of g e n es cl assifi e d as u n d err e pr es e nt e d or r e gi o n al i n E H E C a n d K -1 2 tr a ns p os o n li br ari es 

w er e c o m p ar e d t o t h e 3 0 0 g e n es cl assifi e d as ess e nti al i n t h e K -1 2 str ai n B W 2 5 1 1 3 b as e d o n t h eir 

a bs e n c e fr o m a c o m pr e h e nsi v e li br ar y of si n gl e g e n e k n o c k o uts 3 7 8 – 3 8 0 . 9 8 % of th es e g e n es ( 2 9 4 / 3 0 0) 

w er e als o cl assifi e d as u n d err e pr es e nt e d or r e gi o n al i n E D L 9 3 3 ( T a bl e S 2) a n d M G 1 6 5 5 ( T a bl e S 4). 

T h e f e w l o ci pr e vi o usl y cl assifi e d as ess e nti al b ut n ot f o u n d t o b e u n d err e pr es e nt e d or r e gi o n al i n 

o ur a n al ysis i n cl u d e s e v er al s m all g e n es, w h os e l o w n u m b er of T A sit es h a m p ers c o nfi d e nt 

cl assifi c ati o n. O n e g e n e i n t his list,  k ds C , w as f o u n d t o h a v e i ns erti o ns a cr oss t h e g e n e i n b ot h 

E D L 9 3 3 a n d M G 1 6 5 5 ( Fi g ur e 2. 3 D).  k ds C  k n o c k o uts h a v e als o b e e n r e p ort e d pr e vi o usl y 3 8 1 , 

c o nfir mi n g t h at t his  l o c us is n ot r e q uir e d f or K-1 2 gr o wt h d es pit e t h e a bs e n c e of a n ass o ci at e d 

m ut a nt wit hi n t h e K ei o c oll e cti o n. T h us, u n d err e pr es e nt e d a n d r e gi o n al l o ci e n c o m p ass, b ut ar e n ot 

li mit e d t o, l o ci pr e vi o usl y cl assifi e d as ess e nti al. 



 
 

S e v er al f a ct ors li k el y a c c o u nt f or t h e fr e q u e nt cl assifi c ati o n of ‘n o n -ess e nti al ’ l o ci as 

u n d err e pr es e nt e d or r e gi o n al. First, l o ci c a n b e cl assifi e d as u n d err e pr es e nt e d e v e n w h e n vi a bl e 

m ut a nts ar e cl e arl y pr es e nt wit hi n t h e i ns erti o n li br ar y ( Fi g ur e 2. 2 A); i ns erti o ns si m pl y n e e d t o  b e 

c o nsist e ntl y l ess a b u n d a nt a cr oss a s e g m e nt of t h e g e n e t h a n i ns erti o ns at ot h er ( n e utr al) sit es. L o ci 

m a y als o b e cl assifi e d as u n d err e pr es e nt e d d u e t o fit n ess -i n d e p e n d e nt i ns erti o n bi as es, as dis c uss e d 

a b o v e 3 6 8, 3 6 9 . A d diti o n al e vi d e n c e t h at l o ci c at eg ori z e d as n o n -n e utr al b y tr a ns p os o n -i ns erti o n st u di es 

ar e n ot n e c ess aril y ess e nti al f or gr o wt h w as pr o vi d e d b y a r e c e nt st u d y of ess e nti al g e n es i n K -1 2 3 8 2 . 

H o w e v er, t h e m or e e x p a nsi v e n o n -n e utr al cl assifi c ati o n c a n pr o vi d e i nsi g ht i nt o l o ci t h at e n a bl e 

o pti m al gr o wt h, i n a d diti o n t o t h os e t h at ar e r e q uir e d.  

 

W e f urt h er e x pl or e d t h e 1 3 1 u n d err e pr es e nt e d E H E C l o ci ( T a bl e S 5) t h at w er e cl assifi e d as n e utr al 

( a bl e t o s ust ai n i ns erti o ns) i n K-1 2. M ost of t h es e g e n es ar e li n k e d t o K E G G p at h w a ys f or 

m et a b olis m, p arti c ul arl y m et a b olis m of g al a ct os e, gl y c er o p h os p h oli pi d, a n d bi os y nt h esis of 

s e c o n d ar y m et a b olit es ( T a bl e S 5,  Fi g ur e 2. 2 F). W hil e t his di v er g e n c e c o ul d r efl e ct t h e l a b or at or y 

a d a pt ati o n of t h e K -1 2 is ol at e, g e n e a c q uisiti o n d uri n g E H E C e v ol uti o n m a y h a v e h ei g ht e n e d t h e 

p at h o g e n’s r eli a n c e o n m et a b oli c pr o c ess es t h at ar e n ot criti c al f or gr o wt h of K -1 2. S u c h a n c estr al 

g e n es m a y b e us ef ul t ar g ets f or a nti mi cr o bi al a g e nts, a s t h e y mi g ht a nt a g o ni z e E H E C gr o wt h 

wit h o ut disr u pti o n of cl os el y r el at e d c o m m e ns al E nt er o b a ct eri a c e a e p o p ul ati o ns. TI S st u di es i n 

a d diti o n al  E . coli is ol at es ar e r e q uir e d t o d et er mi n e t h e r el ati v e c o ntri b uti o ns of t h e c or e a n d 

a c c ess or y  E . coli g e n o m e t o t h e list of ess e nti al g e n es. 

 



 
 

T o i d e ntif y m ut a nts d efi ci e nt i n t h eir c a p a cit y t o c ol o ni z e t h e m a m m ali a n i nt esti n e, t h e E H E C 

tr a ns p os o n li br ar y w as or o g astri c all y i n o c ul at e d i nt o i nf a nt r a b bits, a n est a blis h e d m o d el h ost f or 

i nf e cti o n st u di es2 1, 2 2, 3 8 3, 3 8 4 . E H E C str ai n E D L 9 3 3 c a us es di arr h e a a n d si mil ar p at h ol o g y i n i nf a nt 

r a b bits as t h at pr e vi o usl y d es cri b e d f or E H E C str ai n 9 0 5 2 1 . Tr a ns p os o n-i ns erti o n m ut a nts w er e 

r e c o v er e d fr o m t h e c ol o n 2 d a ys p ost-inf e cti o n, a n d t h e sit es a n d a b u n d a n c e of tr a ns p os o n -i ns erti o n 

m ut ati o ns w er e d et er mi n e d vi a s e q u e n ci n g. T h e r el ati v e a b u n d a n c e of i n di vi d u al tr a ns p os o n -

i ns erti o n m ut a nts i n t h e li br ar y i n o c ul u m w as c o m p ar e d t o s a m pl es i n d e p e n d e ntl y r e c o v er e d fr o m 

t h e c ol o ns of 7 a ni m als t o i d e ntif y i ns erti o n m ut a nts t h at w er e c o nsist e ntl y l ess a b u n d a nt i n li br ari es 

r e c o v er e d fr o m t h e c ol o n. U n d er i d e al c o n diti o ns, t his si g n at ur e is i n di c ati v e of n e g ati v e s el e cti o n of 

t h e m ut a nt d uri n g i nf e cti o n, r efl e cti n g t h at t h e disr u pt ed l o c us is n e c ess ar y f or o pti m al gr o wt h 

wit hi n t h e i nt esti n e.  

S e q u e n ci n g a n d s e nsiti vit y a n al ys es of t h e 7 p ass a g e d li br ari es r e v e al e d t h at t h e y c o nt ai n e d 

s u bst a nti all y f e w er u ni q u e i ns erti o n m ut a nts t h a n t h e li br ar y i n o c ul u m ( 2 3 – 3 8 % t ot al m ut a nts 

r e c o v er ed, ~ 3 0, 0 0 0 of 1 2 0, 0 0 0) ( Fi g ur e 2. 1 D -J). T h es e d at a ar e s u g g esti v e of p o p ul ati o n 

c o nstri cti o ns t h at c o ul d h a v e aris e n fr o m 2 disti n ct b ut n ot m ut u all y e x cl usi v e c a us es: 1) n e g ati v e 

s el e cti o n, l e a di n g t o d e pl eti o n of m ut a nts d efi ci e nt at  i n vivo s ur vi v al or i nt esti n al c ol o ni z ati o n; 

a n d / or 2) i nf e cti o n b ottl e n e c ks, p o p ul ati o n c o nstri cti o ns t h at l e a d t o st o c h asti c r e d u cti o ns i n t h e 

a v er a g e n u m b er of i ns erti o ns p er g e n e i n d e p e n d e nt of g e n ot y p e or s el e cti v e pr ess ur es. W e bi n n e d 

g e n es a c c or di n g t o t h e p er c e nt a g e o f T A sit es disr u pt e d wit hi n t h eir s e q u e n c es a n d pl ott e d t h e 

n u m b er of g e n es c orr es p o n di n g t o e a c h bi n f or b ot h t h e i n o c ul u m ( Fi g ur e 2. 4 A -t o p) a n d a 

r e pr es e nt ati v e r a b bit-p ass a g e d s a m pl e ( Fi g ur e 2. 4 A -b ott o m). T h e p ass a g e d s a m pl e e x hi bit e d a 

m ar k e d l eft w ar d s hift r el ati v e t o t h e i n o c ul u m, a si g n at ur e i n di c ati v e of p o p ul ati o n c o nstri cti o n d u e 

t o a n i nf e cti o n b ottl e n e c k3 6 7, 3 8 5 . 



 
 

 
Fi g u r e 2 .4 : I d e ntifi c ati o n of E H E C g e n e s r e q ui r e d f or i nt e sti n al c ol o ni z ati o n   

( A) Di stri b uti o n of p er c e nt a g e T A sit e di sr u pti o n f or all g e n e s i n E D L 9 3 3 i n t h e li br ar y u s e d t o i n o c ul at e i nf a nt r a b bit s 
(t o p) a n d i n a r e pr e s e nt ati v e li br ar y r e c o v er e d fr o m a r a b bit c ol o n t w o d a y s aft er i nf e cti o n ( b ott o m ). ( B) Di stri b uti o n 
s h o w n i n ( A)  o v erl ai d wit h t h e cl a s sifi c ati o n s fr o m C o n -A R TI S T. G e n e s wit h i n s uffi ci e nt d at a ar e r e m o v e d fr o m t h e 
b ott o m p a n el. ( C) Di stri b uti o n of C o n -A R TI S T g e n e cl a s sifi c ati o n s (i n s uffi ci e nt d at a (I D, bl a c k), q u eri e d ( bl u e), 
c o n diti o n all y d e pl et e d ( C D, r e d)) i n e a c h li br ar y r e c o v er e d fr o m s e v e n i nf a nt r a b bit c ol o n s t w o d a y s p o st i nf e cti o n a s 
c o m p ar e d t o t h e i n o c ul u m. T h e l a st c ol u m n, C, r e pr e s e nt s t h e c o n s e n s u s  cl a s sifi c ati o n f or all g e n e s. ( D) Di stri b uti o n 
of P C 1 s c or e s a cr o s s all E H E C g e n e s. R e d bi n s f all wit hi n t h e l o w e st 1 0 % of P C 1 s c or e s ( C D). Bl u e bi n s r e pr e s e nt 
g e n e s cl a s sifi e d a s q u eri e d ( Q). ( E) C o n diti o n all y d e pl et e d g e n e s b y Cl u st er s of Ort h ol o g o u s Gr o u p s ( C O G) 
cl a s sifi c ati o n. A t w o -t ail e d Fi s h er’ s e x a ct t e st wit h a B o nf err o ni c orr e cti o n w a s u se d t o t e st t h e n ull h y p ot h e si s t h at 
e nri c h m e nt i s i n d e p e n d e nt of TI S cl a s sifi c ati o n. (***), p -v al u e < 0. 0 0 0 1. ( F) T o p 1 0 K E G G p at h w a y s of E H E C g e n e s 
cl a s sifi e d a s c o n diti o n all y d e pl et e d b y b ot h C o n -A R TI S T a n d C o m p TI S ( Gr o u p 1).  



 
 

As i nf e cti o n b ottl e n e c ks c a n c o nf o u n d i d e ntifi c ati o n of g e n es wit h tr u e fit n ess d ef e cts  i n vivo, w e 

a n al y z e d t h e TI S d at a usi n g t w o c o m pl e m e nt ar y pi p eli n es t h at miti g at e t h e eff e cts of b ottl e n e c ks: 

C o n -A R TI S T 3 6 6  a n d C o m p TI S 3 8 6 . B ot h C o n-A R TI S T a n d C o m p TI S us e it er ati v e si m ul ati o n -b as e d 

n or m ali z ati o n t o c o m p e ns at e f or e x p eri m e nt al b ottl e n e c ks a n d f a cilit at e dis cri mi n ati o n b et w e e n 

st o c h asti c r e d u cti o ns i n g e n ot y p e a b u n d a n c e a n d r e d u cti o ns attri b ut a bl e t o g e n ui n e  s el e cti o n 

( m ut a nts f or w hi c h t h er e w as a fit n ess c ost i n t h e h ost e n vir o n m e nt); h o w e v er, t h e y us e disti n ct 

m et h o d ol o gi es t o m e as ur e p h e n ot y pi c c o nsist e n c y a cr oss a ni m al r e pli c at es i n or d er t o c at e g ori z e 

g e n es as eit h er c o n diti o n all y d e pl et e d ( C D), q u eri e d ( Q), or i ns uffi ci e nt d at a (I D) as c o m p ar e d t o t h e 

i n o c ul u m li br ar y ( Fi g ur e 2. 5). 

C o n -A R TI S T utili z es r el ati v el y stri n g e nt st a n d ar ds t o i d e ntif y r o b ust c a n di d at e g e n es t h at 

f a cilit at e E H E C i nt esti n al gr o wt h i n e a c h r a b bit. S u c h ‘ c o n diti o n all y d e pl et e d’ ( C D) g e n es m ust 

c o nt a i n s uffi ci e nt tr a ns p os o n-i ns erti o ns f or C o n-A R TI S T a n al ysis ( at l e ast 5 T A sit es disr u pt e d b y 

tr a ns p os o n-i ns erti o n wit hi n t h e i n o c ul u m a n d o ut p ut d at as ets) a n d m e et a st a n d ar d of a 4-f ol d 

r e d u cti o n i n r e a d a b u n d a n c e (f ol d-c h a n g e) t h at is c o nsist e nt a cr oss T A sit es i n a g e n e, w h er e 

c o nsist e n c y is m e as ur e d usi n g a M a n n W hit n e y U ( M W U) st atisti c al t est ( Fi g ur e 2. 5). Q u eri e d g e n es 

c o nt ai n s uffi ci e nt i ns erti o ns f or a n al ysis b ut f ail t o m e et t h e f ol d -c h a n g e or p -v al u e t hr es h ol d. I n 

c o ntr ast, g e n es cl assifi e d as i ns uffi ci e nt d at a (I D) h a v e f e w er t h a n 5 T A sit es disr u pt e d b y 

tr a ns p os o n-i ns erti o n. T h e o ut p ut of g e n e c at e g ori z ati o n usi n g t h es e t hr es h ol ds is dis pl a y e d f or a 

si n gl e r a b bit i n Fi g ur e 2. 4 B  ( a d diti o n al a ni m als i n Fi g ur e 2. 6 ) a n d s u m m ari z e d f or all a ni m als 

in  Fi g ur e 2. 4 C. A n a d diti o n al crit eri o n t h at g e n es b e cl assifi e d as C D i n 5 or m or e of t h e 7 a ni m als 

a n al y z e d w as i m p os e d t o cr e at e a c o ns e ns us list of C D g e n es ( Fi g ur e 2. 4 C). I n c o ntr ast t o t h e > 2 0 0 0 

g e n es cl assifi e d as c o n diti o n all y d e pl et e d i n o n e or m or e a ni m als, o nl y 2 4 6 g e n es w er e cl assifi e d as 

c o n diti o n all y d e pl et e d a cr oss 5 or m or e a ni m als ( T a bl e S 6).  



 
 

 

F i g ur e 2 .5 : S c h e m ati c of a n al yti c s c h e m e t o i d e ntif y c o n diti o n all y d e pl et e d g e n e s.   

T h e TI S d at a w a s a n al y z e d wit h C o n -A R TI S T a n d C o m p TI S. T h e fir st st e p i s c orr e cti o n f or b ottl e n e c k eff e ct s t o 
f a cilit at e i d e ntifi c ati o n of att e n u at e d m ut a nt s. T o d o t hi s, si m ul ati o n-b a s e d n or m ali z ati o n i s p erf or m e d o n t h e i n o c ul u m 
d at a s et t o m o d el t h e st o c h a sti c l o s s o b s er v e d i n t h e c ol o n d at a s et s. N e xt, r el ati v e a b u n d a n c e of m ut a nt s i n t h e 
n or m ali z e d i n o c ul u m a n d c ol o n d at a s et w er e c o m p ar e d t o d et er mi n e a m e a n f ol d -c h a n g e a cr o s s e a c h g e n e. N e xt, 
g e n e s wit h m e a n f ol d -c h a n g e v al u e s t h at ar e c o n si st e nt wit h a si g n at u r e of att e n u ati o n i n vi v o w er e i d e ntifi e d. Wit h 
C o n -A R TI S T, g e n e s  ar e fir st c at e g ori z e d b a s e d o n t h eir p h e n ot y p e i n e a c h a ni m al r e pli c at e, a n d t h e n a c o n s e n s u s 
i s d et er mi n e d f or t h e p h e n ot y p e a cr o s s all r e pli c at e s. T o a c hi e v e t hi s, i n e a c h a ni m al, g e n e s are fir st filt er e d b y t h e 
n u m b er of i nf or m ati v e sit e s — t h e n u m b er of u ni q u e T A sit e s b et w e e n t h e i n p ut a n d o ut p ut t h at h a v e tr a n s p o s o n-
i n s erti o n s. G e n e s wit h l e s s t h a n 5 i nf or m ati v e sit e s ar e cl a s sifi e d a s i n s uffi ci e nt d at a (I D, bl a c k). G e n e s wit h s uffi ci e nt 
d at a ( ≥ 5 T A sit e s di sr u pt e d) ar e cl a s sifi e d b a s e d o n a d u al st a n d ar d of att e n u ati o n ( m e a n l o g 2  f ol d c h a n g e ≤ -2) a n d 
c o n si st e n c y ( M a n n W hit n e y U p -v al u e < 0. 0 1) a s eit h er q u eri e d ( Q, bl u e) or c o n diti o n all y d e pl et e d ( C D, r e d). T o 
c h o o s e g e n e s wit h c o n si st e n t p h e n ot y p e s a cr o s s t h e r e pli c at e s, g e n e s w er e cl a s sifi e d a s C D if t h e y w er e cl a s sifi e d 
a s C D i n 5 or m or e r e pli c at e s. C o m p TI S s y nt h e si z e s d at a a cr o s s all a ni m al r e pli c at e s t o i d e ntif y g e n e s i m p ort a nt f or 
c ol o ni z ati o n. G e n e s ar e fir st filt er e d t o r e m o v e t h o s e wit h o ut f ol d -c h a n g e i nf or m ati o n a cr o s s all r e pli c at e s (I D, bl a c k). 
G e n e -l e v el P C A i s p erf or m e d o n g e n e s wit h s uffi ci e nt d at a, a n d g e n e s ar e cl a s sifi e d a s Q or C D b a s e d o n t h eir gl P C 1 
s c or e. G e n e s wit h a s c or e i n t h e b ott o m 1 0 % of t h e gl P C 1 s c or e di stri b uti o n ar e att e n u at e d ( C D).  



 
 

 

 
Fi g u r e 2 .6 : C o n-A R TI S T a n d C o m p TI S cl a s sifi c ati o n of g e n e s i m p ort a nt f o r c ol o ni z ati o n .  

( A-G) Di stri b uti o n of p er c e nt a g e T A sit e di sr u pti o n i n li br ari e s r e c o v er e d fr o m 7 r a b bit c ol o n s. T h e s e di stri b uti o n s 
ar e o v erl ai d wit h C o n -A R TI S T cl a s sifi c ati o n ( q u eri e d, bl u e; C D ( c o n diti o n all y d e pl et e d), r e d). ( H) V ari a n c e 
e x pl ai n e d b y e a c h g e n e -l e v el ( gl) pri n ci p al c o m p o n e nt f or gl P C A p erf or m e d a cr o s s t h e 7 r a b bit s cr e e n s. (I) G e n e-
l e v el pri n ci p al c o m p o n e nt 1 ( gl P C 1) c o effi ci e nt s f or e a c h r a b bit d at a s et. ( J) H e at m a p of t h e l o g2  f ol d c h a n g e f or 
e a c h g e n e wit h a gl P C 1 s c or e t h at f all s wit hi n t h e b ott o m 1 0 % of t h e di stri b uti o n. E a c h c ol u m n r e pr e s e nt s g e n e s 
fr o m a s e p ar ate r a b bit r e pli c at e. G e n e s ar e or d er e d b y gl P C 1 s c or e, l o w e st at t h e t o p of t h e h e at m a p a n d hi g h e st 
at t h e b ott o m.  



 
 

C o m p TI S w as als o us e d t o c o m p ar e t h e s e v e n li br ari es r e c o v er e d fr o m r a b bit c ol o ns. C o m p TI S 

r eli es o n P C A, a di m e nsi o n al r e d u cti o n a p pr o a c h us ed t o d es cri b e t h e s o ur c es of v ari ati o n i n 

m ulti v ari at e d at as ets, a n d c a n b e us e d h er e as a n alt er n ati v e m e as ur e of p h e n ot y pi c c o nsist e n c y 

b et w e e n a ni m als. T his is p arti c ul arl y b e n efi ci al i n t his c as e, w h er e t h e s e v er e b ottl e n e c k li mits t h e 

a v ail a bilit y of i n di vi d u al tr a ns p os o n m ut a nt r e pli c at es r e q uir e d f or C o n-A R TI S T’s M W U p -v al u e 

t hr es h ol ds. I n t h e C o m p TI S a n al ysis, e a c h g e n e’s f ol d c h a n g e fr o m t h e s e v e n c ol o n li br ari es w as 

s u bj e ct e d t o g e n e l e v el P C A ( gl P C A) 3 8 6 . G e n es f or w hi c h f ol d c h a n g e i nf or m ati o n is n ot r e p ort e d i n 

all s e v e n a ni m al r e pli c at es ar e cl assifi e d as I D. gl P C 1 d es cri b es m ost of t h e v ari ati o n i n t h e a ni m als 

( Fi g ur e 2.6 H) a n d r e pr es e nts a w ei g ht e d a v er a g e of t h e f ol d c h a n g e v al u es f or e a c h g e n e a cr oss t h e 7 

a ni m als ( T a bl e S 6). T h e si g ns a n d m a g nit u d es of gl P C 1 w er e all si mil ar ( Fi g ur e 2. 6 I), i n di c ati n g t h at 

e a c h r a b bit c o ntri b ut es a p pr o xi m at el y e q u all y t o gl P C 1, as e x p e ct e d f or bi ol o gi c al r e pli c at es. T h e 

distri b uti o n of gl P C 1 s c or es is c o nti n u o us ( Fi g ur e 2. 4 D) a n d d es cri b es e a c h g e n e’s c o ntri b uti o n t o 

E H E C i nt esti n al c ol o ni z ati o n. M ost g e n es h a v e a gl P C 1 s c or e cl os e t o z er o, s u g g esti n g t h at t h e y d o 

n ot c o ntri b ut e t o c ol o ni z ati o n. H o w e v er, t h e n o n -s y m m etri c al distri b uti o n i n cl u d es a m ar k e d l eft t ail 

e n c o m p assi n g t h e l o w est 1 0 % of s c or es, w h i c h w er e cl ass e d as C D ( Fi g ur e 2. 4 D, 2.6 J). T h e list of 

5 4 1 C D g e n es i n cl u d es n e arl y all ( 8 5 %) of t h e g e n es cl assifi e d as C D b y t h e m or e c o ns er v ati v e C o n -

A R TI S T a n al ysis o utli n e d a b o v e ( Fi g ur e 2. 5).  

T h es e a n al ys es yi el d f o ur gr o u ps of g e n es ( Fi g ur e 2. 5). G r o u p 1 i n cl u d es t h e 2 0 9 g e n es 

c at e g ori z e d as C D b y b ot h C o n A R TI S T a n d C o m p TI S a n d r e pr es e nts t h e hi g h est c o nfi d e n c e 

c a n di d at e g e n es r e q uir e d f or c ol o ni z ati o n. Gr o u p 2 i n cl u d es 3 3 2 g e n es i d e ntifi e d as C D b y 

C o m p TI S b ut cl assifi e d as Q or I D b y C o n -A R TI S T; i t i n cl u d es ler ( gl P C 1 = -2 2 9 0), a criti c al 

a cti v at or of t h e L E E T 3 S S 3 8 7 , w hi c h is cl assifi e d as q u eri e d b y C o n-A R TI S T d u e t o t h e r el ati v e 

p a u cit y of u ni q u e i ns erti o n m ut a nts. T h e l a c k of  ler m ut a nts is li k el y d u e t o t h e s m all si z e of t h e g e n e 

(f e w T A sit es) a n d t o H N S bi n di n g o c cl u di n g tr a ns p os o n i ns erti o n3 8 7 . Gr o u p 3 i n cl u d es t h e 3 7 g e n es  



 
 

i d e ntifi e d as C D b y C o n A R TI S T b ut n ot b y C o m p TI S, d u e t o t h e a bs e n c e of f ol d-c h a n g e 

i nf or m ati o n f or all s e v e n r e pli c at e r a b bits. L astl y, Gr o u p 4 i n cl u d es t h e 5 4 5 4 g e n es al w a ys i d e ntifi e d 

as q u eri e d or i ns uffi ci e nt d at a. D u e t o t h e s e v er e b ottl e n e c k, w e d o n ot c o n cl u d e t h at t h es e g e n es 

ar e  not  att e n u at e d r el ati v e t o t h e wil d t y p e str ai n  i n vivo; it is li k el y t h at t h e list of C D l o ci c all e d b y 

eit h er m et h o d is i n c o m pl et e. B el o w, w e pri m aril y f o c us e d o n Gr o u p 1 g e n es f or f urt h er a n al ysis, as 

t h e y r e pr es e nt t h e m ost r o b ust c a n di d at es f or f a ct ors pr o m oti n g E H E C i nt esti n al c ol o ni z ati o n. 

Usi n g o ur Z c orr es p o n d e n c e t a bl e ( T a bl e S 1), 8 9 % ( 1 8 6 / 2 0 9) of Gr o u p 1 g e n es w er e assi g n e d 

t o a C O G f u n cti o n al c at e g or y. C D g e n es w er e fr e q u e ntl y ass o ci at e d wit h a mi n o a ci d a n d n u cl e oti d e 

m et a b olis m, si g n al tr a ns d u cti o n, a n d c ell w all / e n v el o p e bi o g e n esis, b ut o nl y a mi n o a ci d m et a b olis m 

r e a c h e d st atisti c al si g nifi c a n c e aft er c orr e cti o n f or m ulti pl e h y p ot h esis t esti n g ( Fi g ur e 2. 4 E ). T h es e 

g e n es ar e als o ass o ci at e d wit h K E G G m et a b oli c p at h w a ys ( p arti c ul arl y a mi n o a ci d m et a b olis m), 

s e v er al t w o-c o m p o n e nt s yst e ms,  i n cl u di n g qse C , w hi c h h as pr e vi o usl y b e e n i m pli c at e d i n E H E C 

vir ul e n c e g e n e r e g ul ati o n, a n d li p o p ol ys a c c h ari d e bi os y nt h esis 1 9 4  ( T a bl e S 7, Fi g ur e 2. 4 F). 3 0 of t h e 

2 0 9 C D g e n es ar e E H E C s p e cifi c, w h er e as t h e r e m ai ni n g 1 7 9 h a v e h o m ol o gs i n K -1 2 ( T a bl e S 6), 

h i g hli g hti n g t h e i m p ort a n c e of c o ns er v e d m et a b oli c p at h w a ys i n t h e p at h o g e n’s c a p a cit y t o 

s u c c essf ull y c ol o ni z e its c ol o ni c ni c h e. Si mil ar m et a b oli c p at h w a ys w er e als o f o u n d t o b e i m p ort a nt 

f or V . c holer ae gr o wt h i n t h e i nf a nt r a b bit s m all i nt esti n e 3 6 6, 3 8 8 , r aisi n g t h e p ossi bilit y of t ar g eti n g 

m et a b oli c p at h w a ys s u c h as t h os e f or a mi n o a ci d bi os y nt h esis wit h a nti bi oti cs 3 8 9 – 3 9 1 . 

 

T o ass ess t h e a c c ur a c y of o ur g e n e cl assifi c ati o ns usi n g C o n -A R TI S T a n d C o m p TI S, w e e x a mi n e d 

cl assifi c ati o ns wit hi n t h e L E E p at h o g e ni cit y isl a n d, w hi c h e n c o d es t h e E H E C T 3 S S a n d pl a ys a 

criti c al r ol e i n i nt esti n al c ol o ni z ati o n 2 1, 1 7 7, 1 8 0, 1 8 2, 1 8 6 . T h e L E E is c o m pris e d of 4 0 g e n es, i n cl u di n g ge n es 

e n c o di n g t h e str u ct ur al c o m p o n e nts of t h e T 3 S S, s o m e of t h e p at h o g e n’s eff e ct ors, t h eir 



 
 

c h a p er o n es, a n d I nti mi n, t h e a d h esi n t h at bi n ds t o t h e tr a nsl o c at e d Tir pr ot ei n. I n i nf a nt r a b bits, 

pr e vi o us st u di es usi n g si n gl e d el eti o n m ut a nts r e v e al e d t h at  tir, e ae, a n d esc N, t h e T 3 S S A T P as e, w er e 

all r e q uir e d f or c ol o ni z ati o n 2 1, 2 2 . W e o bs er v e d a m ar k e d r e d u cti o n i n t h e a b u n d a n c e of i ns erti o ns 

a cr oss n e arl y t h e e ntir e L E E i n t h e s a m pl es fr o m t h e r a b bit c ol o ns r el ati v e t o t h e si m ul ati o n -

n or m ali z e d i n p ut r e a ds, i n di c ati n g t his l o c us is r e q uir e d f or c ol o ni z ati o n ( Fi g ur e 2.7 A). H o w e v er, t h e 

L E E h as l o w G C c o nt e nt a n d is r e g ul at e d t hr o u g h H N S bi n di n g 3 8 7  w hi c h w h e n c o u pl e d wit h t h e 

i nf e cti o n b ottl e n e c k ar e e x p e ct e d t o h a m p er ass ess m e nt of g e n e c o ntri b uti o ns t o i nt esti n al fit n ess. 

1 2 / 4 0 L E E -e n c o d e d g e n es w er e c at e g ori z e d as Gr o u p 1 ( C D b y b ot h C o n A R TI S T a n d 

C o m p TI S), i n cl u di n g 3 g e n es pr e vi o usl y f o u n d t o b e r e q uir e d f or c ol o ni z ati o n ( tir, e ae a n d  esc N) a n d 

8 a d diti o n al g e n es criti c al f or T 3 S S a cti vit y, i n cl u di n g tr a nsl o c o n T 3 S S c o m p o n e nts ( es p B, es p D, 

a n d  es p A) a n d str u ct ur al c o m p o n e nts (esc D, esc Q, esc V, escI, a n d esc C) ( Fi g ur e 2. 8 A B, T a bl e S 6) 1 8 0, 3 9 2 –

3 9 6 . A d diti o n all y, 1 5 g e n es w er e c at e g ori z e d as Gr o u p 2, i n cl u di n g m a n y e n c o di n g c h a p er o n es criti c al 

f or T 3 S S ass e m bl y or T 3 S S str u ct ur al c o m p o n e nts.  

W e als o ass ess e d t h e c o ntri b uti o n of E H E C T 3 S S eff e ct ors o n c ol o ni z ati o n. E H E C h as 4 9 

eff e ct ors: 6 g e n es e n c o d e d wit hi n t h e L E E ( es p F, es p G, es p H, es p Z, a n d m a p ) a n d 4 3 n o n-L E E 

e n c o d e d eff e ct ors ( Nl e). N e arl y all eff e ct ors ( 5 / 6 L E E -e n c o d e d eff e ct ors a n d 4 1 / 4 3 Nl e g e n es) 

w er e c at e g ori z e d i nt o Gr o u p 4 ( n ot C D). C o nsist e nt wit h t h es e r es ults, pr e vi o us st u di es h a v e s h o w n 

t h at t h e L E E-e n c o d e d eff e ct ors  es p G a n d  m a p  ar e dis p e ns a bl e f or r o b ust c ol o ni z ati o n, a n d t h at 

Δ es p H a n d Δ es p F o nl y h a d m o d est c ol o ni z ati o n d ef e cts 2 2 . T h e o nl y eff e ct ors f o u n d t o b e i m p ort a nt 

f or c ol o ni z ati o n b y eit h er C o n-A R TI S T or C o m p TI S w er e  tir ( as e x p e ct e d) a n d 2 Nl e 

g e n es:  nle A  a n d  es p M 1. Nl e A w as pr e vi o usl y r e p ort e d t o b e i m p ort a nt f or c ol o ni c c ol o ni z ati o n b y a 

r el at e d e nt eri c p at h o g e n, Citro b acter ro de nti u m 3 9 7 , a n d is t h o u g ht t o s u p pr ess i nfl a m m as o m e a cti vit y3 9 8 ; 

Es p M 1 is t h o u g ht t o m o d ul at e h ost a cti n c yt os k el et al d y n a mi cs 3 9 9, 4 0 0 . I nt er esti n gl y, m ut a nts 

i n nle A  a n d  es p M 1 w er e als o s c or e d as att e n u at e d  i n a Tr a DI S-b as e d st u d y of E D L 9 3 3 gr o wt h i n  



 
 

 

 
Fi g u r e 2 .7 : C o n -A R TI S T a n d C o m p TI S -b a s e d cl a s sifi c ati o n of L E E g e n e s a n d T 3 S S eff e ct or s.   

( A) Art e mi s pl ot s of r e a d s i n t h e L E E p at h o g e ni cit y i sl a n d i n t h e c o ntr ol -si m ul at e d i n o c ul u m li br ar y (t o p) a n d a 
r e pr e s e nt ati v e li br ar y r e c o v er e d fr o m t h e r a b bit c ol o n ( mi d dl e). T h e g e n e s i n t h e L E E ar e di s pl a y e d at t h e b ott o m. 
T h e k e y i n di c at e s w hi c h cl a s sifi c ati o n gr o u p e a c h g e n e b el o n g s: m ar o o n g e n e s b el o n g t o Gr o u p 1, w hi c h ar e 
cl a s sifi e d a s c o n diti o n all y d e pl et e d ( C D) b y b ot h C o n -A R TI S T a n d C o m p TI S; r e d g e n e s b el o n g t o Gr o u p 2, w hi c h 
ar e cl a s sifi e d a s C D b y C o m p TI S al o n e; or a n g e g e n e s b el o n g t o Gr o u p 3 , w hi c h ar e cl a s sifi e d a s C D b y C o n-
A R TI S T al o n e; a n d gr a y g e n e s b el o n g t o Gr o u p 4, w hi c h ar e n ot C D. ( B) S c h e m ati c s h o wi n g cl a s sifi c ati o n of t h e 
L E E g e n e s a n d Nl e eff e ct or s.  



 
 

c al v es, w h er e a b u n d a n c e of m ut a nts i n f e c es w as a n al y z e d 4 0 1 ; h o w e v er, t his st u d y us e d a m u c h 

s m all er mi ni T n 5 li br ar y ( c o v eri n g 8 5 5 g e n es) a n d r eli e d o n a diff er e nt a n al yti c a p pr o a c h t h at us e d a 

l ess stri n g e nt d efi niti o n of att e n u ati o n (s ol el y b as e d o n 2-f ol d r e d u cti o n i n tr a ns p os o n m ut a nt 

a b u n d a n c e i n o ut p ut vs i n p ut), m a ki n g c o m p aris o n t o o ur st u d y diffi c ult. A d diti o n al st u di es ar e  

w arr a nt e d t o c o nfir m a n d f urt h er e x pl or e h o w t h es e 2 Nl e eff e ct ors pl a y pi v ot al r ol es pr o m oti n g 

i nt esti n al c ol o ni z ati o n. 

 

W e p erf or m e d f urt h er s t u di es of 1 7 c o n diti o n all y d e pl et e d g e n es / o p er o ns t h at h a d n ot pr e vi o usl y 

b e e n d e m o nstr at e d t o pr o m ot e E H E C i nt esti n al c ol o ni z ati o n. All g e n es w er e p art of Gr o u p 1, 

e x c e pt  h u p B , w hi c h w as i d e ntifi e d as C D o nl y b y C o m p TI S ( T a bl e S 6). M ut a nts wit h i n-fr a m e 

d el eti o ns of eit h er si n gl e l o ci ( ag a R , cv p A, e nv C, htr A , h u p B , mgt A , o xy R, prc , ss p A, s ufI, tol C, a n d 

R S 0 9 6 1 0) or o p er o ns cl assifi e d as c o n diti o n all y d e pl et e d ( acr A B , cl p P X, e nv Zo m p R, p ho P Q , t at A B C) 

w er e g e n er at e d. T h e n, e a c h m ut a nt str ai n w as b ar c o d e d wit h u ni q u e s e q u e n c e t a gs i nt e gr at e d i nt o a 

n e utr al l o c us t o e n a bl e m ulti pl e x e d a n al ysis.  T h e b ar c o d e d m ut a nts, al o n g wit h t h e b ar c o d e d W T 

E H E C, w er e c o -i n o c ul at e d i nt o i nf a nt r a b bits t o c o m p ar e t h e col o ni z ati o n. T h e r el ati v e fr e q u e n ci es 

of W T a n d m ut a nt E H E C r e c o v er e d fr o m i nf e ct e d a ni m als w as e n u m er at e d b y b ar c o d e s e q u e n ci n g, 

a n d t h es e fr e q u e n ci es w er e us e d t o c al c ul at e c o m p etiti v e i n di c es ( CI) f or e a c h m ut a nt (i. e., r el ati v e 

a b u n d a n c e of m ut a nt / W T).  1 4 of t h e 1 7 m ut a nts t est e d h a d CI v al u es si g nifi c a ntl y l o w er t h a n 1, 

v ali d ati n g t h e c ol o ni z ati o n d ef e cts i nf err e d fr o m t h e TI S d at a ( Fi g ur e 2. 8 ). T h e i n vitro gr o wt h  of t h e 

b ar c o d e d m ut a nts w as i n disti n g uis h a bl e fr o m t h at of t h e W T str ai n ( Fi g ur e 2. 9 ), su g g esti n g t h at t h e 

i n vivo att e n u ati o n is n ot e x pl ai n e d b y a g e n er ali z e d gr o wt h d efi ci e n c y. I n a g gr e g at e, t h es e 

o bs er v ati o ns s u p p ort o ur e x p eri m e nt al a n d a n al yti c al a p pr o a c h es a n d pr o vi d e c o nfir m ati o n t h at 

m a n y of t h e g e n es cl assifi e d as C D i n vivo c o ntri b ut e t o i nt esti n al c ol o ni z ati o n.  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fi g u r e 2 .8 : V ali d ati o n of c ol o ni z ati o n d ef e ct s i n s el e ct e d 
m ut a nt s .  
C o m p etiti v e i n di c e s of i n di c at e d m ut a nt s v s wil d t y p e E H E C. 
B ar c o d e d m ut a nt s w er e c o -i n o c ul at e d wit h b ar c o d e d wil d-t y p e 
E H E C i nt o i nf a nt r a b bit s a n d r e c o v er e d t w o d a y s l at er fr o m t h e 
c ol o n s of i nf e ct e d r a b bit s. R el ati v e a b u n d a n c e of e a c h m ut a nt w a s 
d et er mi n e d b y s e q u e n ci n g t h e b ar c o d e s. (**) p -v al u e < 0. 0 1 a n d 
(***) p-v al u e < 0. 0 0 1. Δ h u p B , w hi c h h a d a gl P C 1 s c or e i n t h e b ott o m 
1 0 %, b ut w a s n ot cl a s sifi e d a s C D b y C o n -A R TI S T, i s hi g hli g ht e d 
i n bl u e. 

 

Fi g u r e 2 .9 : I n vitr o gr o wt h a n d m or p h ol o g y of m ut a nt s.   

( A) 1 7 m ut a nt str ai n s pl u s t h e wil d-t y p e w er e gr o w n i n L B a n d t ur bi dit y m e a s ur e d b y o pti c al 
d e n sit y. T h e a v er a g e of t hr e e r e a di n g s wit h t h e st a n d ar d d e vi ati o n i s pl ott e d. ( B) C ell -s h a p e 
d ef e ct s of Δ s ufI , Δe n v C , Δt at A B C, a n d Δpr c  m ut a nt s i n hi g h o s m ol alit y m e di a. M or p h ol o g y 
i n L B (t o p) or L B s u p pl e m e nt e d wit h 0. 3 M N a Cl ( b ott o m) i s s h o w n. 



 
 

 

T h e m a n y n e w g e n es i m pli c at e d i n E H E C c ol o ni z ati o n b y t h e TI S d at a c o ul d c o ntri b ut e t o t h e 

p at h o g e n’s s ur vi v al a n d gr o wt h  i n vivo b y a l ar g e v ari et y of m e c h a nis ms. Gi v e n t h e pi v ot al r ol e of 

E H E C’s T 3 S S i n i nt esti n al c ol o ni z ati o n, a s w ell as pr e vi o us o bs er v ati o ns t h at f a ct ors o utsi d e t h e 

L E E c a n r e g ul at e T 3 S S g e n e e x pr essi o n a n d / or a cti vit y 3 8 7 , w e ass ess e d w h et h er T 3 S S f u n cti o n w as 

i m p air e d i n t h e 1 1 m ut a nts wit h CIs < 0. 3 ( Fi g ur e 2. 10 A). Tr a nsl o c ati o n of Es p F ( a n eff e ct or 

pr ot ei n) f u s e d t o a T E M-1 b et a -l a ct a m as e r e p ort er i nt o H e L a c ells w as us e d as a n i n di c at or of T 3 S S 

f u n cti o n alit y4 0 2 . A n Δesc N m ut a nt, w hi c h l a c ks t h e A T P as e r e q uir e d f or T 3 S S f u n cti o n, w as us e d as a 

n e g ati v e c o ntr ol.  

D el eti o ns i n t hr e e pr ot e as e -e n c o d e d g e n es,  cl p P X, htr A , a n d prc , w er e ass o ci at e d wit h r e d u c e d 

Es p F tr a nsl o c ati o n ( Fi g ur e 2. 1 0 A). B ot h Cl p X P a n d Htr A h a v e b e e n i m pli c at e d i n T 3 S S 

e x pr essi o n / a cti vit y i n pr e vi o us r e p orts 4 0 3 – 4 0 6 . T h e Cl p X P pr ot e as e c o ntr ols L E E g e n e e x pr essi o n 

i n dir e ctl y b y d e gr a di n g L E E -r e g ul ati n g pr ot ei ns R p o S a n d Grl R 4 0 7 . T h e p eri pl as mi c pr ot e as e Htr A 

( als o k n o w n as D e g P) h as b e e n i m pli c at e d i n p ost-tr a nsl ati o n al r e g ul ati o n of T 3 S S as p art of t h e 

C p x -e n v el o p e str ess r es p o ns e 4 0 5, 4 0 6 . I nt er esti n gl y, prc , w hi c h als o e n c o d es a p eri pl as mi c pr ot e as e4 0 7 , 

als o a p p e ars r e q uir e d f or r o b ust Es p F tr a nsl o c ati o n. Pr c h as b e e n i m pli c at e d i n t h e m ai nt e n a n c e of 

c ell e n v el o p e i nt e grit y u n d er l o w a n d hi g h s alt c o n diti o ns i n  E . coli K -1 2 4 0 8 . C o nsist e nt wit h t his 

o bs er v ati o n, i n hi g h os m ol arit y m e di a a Δ prc  E H E C m ut a nt e x hi bit e d c ell s h a p e d ef e cts ( Fi g ur e 

2. 9 B). D efi ci e n ci es i n t h e c ell e n v el o p e ass o ci at e d wit h a bs e n c e of Pr c m a y i m p air T 3 S S ass e m bl y 

a n d / or f u n cti o n, p er h a ps als o b y tri g g eri n g t h e C p x -e n v el o p e str ess r es p o ns e. T o g et h er, t h es e 

o bs er v ati o ns  s u g g est t h at i n vivo t h es e t hr e e pr ot e as es m o d ul at e T 3 S S e x pr essi o n /f u n cti o n, t h er e b y 

pr o m oti n g E H E C i nt esti n al c ol o ni z ati o n.  



 
 

 

W e als o i n v esti g at e d t h e c a p a cit y of e a c h of t h e 1 1 m ut a nt str ai ns t o s ur vi v e c h all e n g e wit h t hr e e 

str ess ors– l o w p H, bil e, a n d hi g h s alt ( os m oti c c h all e n g e)– t h at t h e p at h o g e n m a y e n c o u nt er i n t h e 

g astr oi nt esti n al tr a ct. R el at i v e t o t h e W T str ai n, all b ut o n e (s ufI) of t h e m ut a nt str ai ns e x hi bit e d 

r e d u c e d s ur vi v al f oll o wi n g o n e or m or e of t h es e c h all e n g es ( Fi g ur e 2. 1 0 B C), s u g g esti n g t h at 

e x p os ur e t o t h es e h ost e n vir o n m e nt al f a ct ors m a y c o ntri b ut e t o t h e  i n vivo att e n u ati o n of t h es e 

m ut a nts. M a n y of t h e E H E C m ut a nts e x hi bit e d s e nsiti viti es t o e xt er n al str ess ors t h at ar e c o nsist e nt 

wit h pr e vi o usl y d es cri b e d p h e n ot y p es i n ot h er or g a nis ms a n d e x p eri m e nt al s yst e ms. F or e x a m pl e, 

t h e E H E C Δacr A B  l o c us, w hi c h w as ass o ciat e d wit h bil e s e nsiti vit y i n E H E C ( Fi g ur e 2. 1 0 B), is 

 

 
Fi g u r e 2 .1 0 : Eff e ct or tr a n sl o c ati o n a n d s ur vi v al i n r e s p o n s e t o v ari o u s g a str o -i nt e sti n al str e s s or s b y 
m ut a nt s d ef e cti v e i n c ol o ni z ati o n .  
 
( A) N or m ali z e d eff e ct or tr a n sl o c ati o n of m ut a nt s c o m p ar e d t o W T. Δ e s c N, a m ut a nt t h at a br o g at e s T 3 S S a cti vit y, 
w a s u s e d a s a c o ntr ol. M ut a nt s w er e t e st e d f or t h eir a bilit y t o tr a n sl o c at e E s p F -T E M 1 i nt o H e L a c ell s, a s 
m e a s ur e d b y a s hift i n e mi s si o n s p e ctr a fr o m 5 2 0 t o 4 5 0 n m. Fl u or e s c e n c e w a s n or m ali z e d t o W T l e v el s. 
G e o m etri c m e a n s a n d g e o m etri c st a n d ar d d e vi ati o n s ar e pl ott e d. ( B) MI C f or N a Cl ( o s m oti c str e s s) a n d cr u d e 
bil e f or t h e i n di c at e d m ut a nt s. B ol d t e xt hi g hli g ht s v al u e s diff eri n g fr o m t h e wil d -t y p e. ( C) N or m ali z e d a ci d 
r e si st a n c e. M ut a nt s w er e t e st e d f or t h eir a bilit y t o s ur vi v e l o w a ci d s h o c k. S ur vi v al i s s h o w n a s a p er c e nt a g e of 
t h e a ci d r e si st a n c e of t h e W T. G e o m etri c m e a n a n d g e o m etri c st a n d ar d d e vi ati o n  

 



 
 

k n o w n t o c o ntri b ut e t o a m ulti dr u g effl u x s yst e m t h at c a n e xtr u d e bil e s alts, a nti bi oti cs, a n d 

d et er g e nts 4 0 9 . O ur o bs er v ati o n t h at m ut a nts l a c ki n g t h e o xi d ati v e str ess r es p o ns e g e n e o xy R ar e 

s e nsiti v e to bil e a n d t o a ci d p H is als o c o n c or d a nt wit h pr e vi o us r e p orts li n ki n g b ot h sti m uli t o  

o xi d ati v e str ess 1 1 4, 4 1 0, 4 1 1 . F urt h er m or e, t h e h ei g ht e n e d s e nsiti vit y t o bil e, a ci d, a n d el e v at e d os m ol arit y 

of E H E C l a c ki n g t h e t w o -c o m p o n e nt r e g ul at or y s yst e m E n v Z / O m p R is c o nsist e nt wit h pr e vi o us 

r e p orts t h at E n v Z / O m p R is a criti c al d et er mi n a nt of m e m br a n e p er m e a bilit y, d u e t o its r e g ul ati o n 

of o ut er m e m br a n e p ori ns O m p F a n d O m p C. M ut ati o ns t h at a cti v at e t his si g n ali n g s yst e m (i n 

c o ntr ast t o t h e d el eti o ns t est e d h er e) h a v e b e e n f o u n d t o pr o m ot e  E . coli vi a bilit y  i n vivo a n d t o 

e n h a n c e r esist a n c e t o bil e s alts 4 1 2 . 

T h e E H E C Δ t at A B C m ut a nt e x hi bit e d a m ar k e d c ol o ni z ati o n d ef e ct a n d a m o d est i n cr e as e i n 

bil e s e nsiti vit y. T h e t wi n -ar gi ni n e tr a nsl o c ati o n ( T at) pr ot ei n s e cr eti o n s yst e m, w hi c h tr a ns p orts 

f ol d e d pr ot ei n s u bstr at es a cr oss t h e c yt o pl as mi c m e m br a n e 4 1 3, 4 1 4 , h as b e e n i m pli c at e d i n t h e 

p at h o g e ni cit y of a v ari et y of Gr a m -n e g ati v e p at h o g e ns, i n cl u di n g e nt eri c p at h o g e ns s u c h 

as  S al mo nell a e nteric a  s er o v ar T y p hi m uri u m 4 1 5 – 4 1 7 , Yersi ni a pse u dot u berc ulosis 4 1 8, 4 1 9 , C a m pylo b acter jej u ni 4 2 0 , 

a n d  Vi brio c holer ae 4 2 1 . Att e n u ati o n of T at m ut a nts c a n r efl e ct t h e c o m bi n e d a bs e n c e of a v ari et y of 

s e cr et e d f a ct ors. F or e x a m pl e, t h e vir ul e n c e d ef e ct of  S . e nteric a T y p hi m uri u m  t at m ut a nts ar e li k el y 

d u e t o c ell e n v el o p e d ef e cts c a us e d b y t h e i n a bilit y t o s e cr et e t h e p eri pl as mi c c ell di visi o n pr ot ei ns 

A mi A, A mi C a n d S ufI 4 1 6 . N ot a bl y, si n gl e k n o c k-o uts of a n y of t h es e g e n es d o es n ot 

c a us e  S . e nteric a att e n u ati o n 4 1 6 , b ut alt o g et h er t h eir a bs e nc e r e n d ers t h e c ell -e n v el o p e d ef e cti v e a n d 

m or e s e nsiti v e t o c ell -e n v el o p e str ess ors, s u c h as bil e a ci ds 4 1 7 . 

I n E H E C, t h e T at s yst e m h as b e e n i m pli c at e d i n St x 1 e x p ort 4 2 2 , b ut b e c a us e St x 1 w as n ot a hit 

i n o ur s cr e e n a n d is n ot t h o u g ht t o m o d ul at e i nt esti nal c ol o ni z ati o n i n i nf a nt r a b bits 2 1 , it is n ot li k el y 

t o e x pl ai n t h e m ar k e d c ol o ni z ati o n d ef e ct of t h e E H E C Δt at A B C m ut a nt. T h e s uit e of E H E C T at 

s u bstr at es h as n ot b e e n e x p eri m e nt all y d efi n e d, alt h o u g h p ut ati v e T at s u bstr at es c a n b e i d e ntifi e d b y 



 
 

a c h ar a c t eristi c si g n al s e q u e n c e4 1 3, 4 1 4 . A f e w s u bstr at es, i n cl u di n g S ufI, Os m Y, O p p A, M gl B, a n d H 7 

fl a g elli n, h a v e b e e n d et e ct e d e x p eri m e nt all y 4 2 2 . s ufI, i nt er esti n gl y, w as als o a v ali d at e d hit i n o ur 

s cr e e n, a n d is t h e o nl y C D g e n e t h at h as a pr e di ct e d T at -s e cr eti o n si g n al. H o w e v er, t h e Δs ufI m ut a nt 

di d n ot dis pl a y e n h a n c e d bil e s e nsiti vit y, s u g g esti n g t h at att e n u ati o n of t his m ut a nt, a n d p er h a ps of 

t h e Δt at A B C m ut a nt as w ell, r efl e cts d efi ci e n ci es i n ot h er pr o c ess es. S ufI is a p eri pl as mi c c ell 

di visi o n pr ot ei n t h at l o c ali z es t o t h e di vis o m e a n d m a y b e i m p ort a nt f or m ai nt ai ni n g di vis o m e 

ass e m bl y d uri n g str ess c o n diti o ns 4 2 3, 4 2 4 . E . coli t at m ut a nts h a v e s e pt ati o n d ef e cts 4 2 5 , pr es u m a bl y fr o m 

l oss of S ufI at t h e di vis o m e. I nt er esti n gl y, e nv C, a n ot h er v ali d ate d C D g e n e, e n c o d es a s e pt al m ur ei n 

h y dr ol as e 4 2 6  t h at is r e q uir e d f or c ell di visi o n, a n d t h e Δe nv C m ut a nt als o dis pl a y e d i n cr e as e d bil e 

s e nsiti vit y. C o nsist e nt wit h t his h y p ot h esis, i n hi g h os m ol arit y m e di a, t h e Δ s ufI, Δe nv C, a n d 

Δ t at A B C m ut a nts e x hi bit e d s e pt ati o n or c ell s h a p e d ef e cts ( Fi g ur e 2. 1 0 B). C oll e cti v el y, t h es e d at a 

s u g g est t h at a n i m p air e d c a p a cit y f or c ell di visi o n m a y r e d u c e E H E C’s fit n ess f or i ntr ai nt esti n al 

gr o wt h, a n d t h at at ti m es t his m a y r efl e ct i n cr e as e d s us c e pti bilit y t o cl e ar a n c e b y h ost f a ct ors s u c h as 

bil e.  

 

W e f urt h er c h ar a ct eri z e d E H E C Δ cv p A b e c a us e ot h er TI S -b as e d st u di es of t h e r e q uir e m e nts f or 

c ol o ni z ati o n b y di v ers e e nt eri c p at h o g e ns ( Vi brio c holer ae , Vi brio p ar a h ae molytic us  a n d  S al mo nell a 

e nteric a s er o v ar T y p hi m uri u m) als o cl assifi e d  cv p A as i m p ort a nt f or c ol o ni z ati o n, b ut di d n ot e x pl or e 

t h e r e as o ns f or m ut a nt att e n u ati o n3 6 6, 3 7 6, 4 2 7 . cv p A h as b e e n li n k e d t o c oli ci n V e x p ort i n  E . coli K -1 2 4 2 8  

as w ell as c url i pr o d u cti o n a n d bi ofil m f or m ati o n i n U P E C4 2 9 . T h e E H E C Δcv p A m ut a nt di d n ot 

e x hi bit a n o b vi o us d ef e ct i n bi ofil m f or m ati o n or c urli pr o d u cti o n ( Fi g ur e 2. 1 1 A B), s u g g esti n g 

t h at cv p A m a y h a v e a disti n ct a n d pr e vi o usl y u n a p pr e ci at e d r ol e i n p at h o g e ni cit y.  



 
 

 

 
Fi g u r e 2 .1 1 : C h ar a ct eri z ati o n of Δc v p A .  

( A) Bi ofil m pr o d u cti o n i n W T a n d Δc v p A  u si n g cr y st al vi ol et st ai ni n g a n d a b s or pti o n. L e v el s w er e n or m ali z e d t o 
a p er c e nt of t h e W T v al u e; t hr e e s a m pl e s w er e a n al y z e d a n d t h e g e o m etri c m e a n s a n d g e o m etri c st a n d ar d 
d e vi ati o n ar e pl ott e d. T h e diff er e n c e s b et w e e n t h e t w o gr o u p s w er e n ot si g nifi c a nt ( n. s.) b y M a n n -W hit n e y U. ( B) 
W T a n d Δ c v p A  str u c k t o si n gl e c ol o ni e s o n a n a g ar pl at e m a d e wit h Y E S C A m e di a s u p pl e m e n t e d wit h C o n g o 
R e d t o d et e ct c urli fi b er s. ( C) 1: 1 c o m p etiti v e i nf e cti o n b et w e e n Δ c v p A  a n d Δ l a c Z. ( D) W T a n d Δc v p A  str u c k t o 
si n gl e c ol o ni e s o n a n a g ar pl at e c o nt ai ni n g mi ni m al m e di a wit h n o e x o g e n o u s p uri n e s. ( E) Dil uti o n s eri e s of  Vi bri o  
c h ol er a e  C 6 7 0 6 W T a n d  c v p A ::t n pl at e d o n L B a n d L B 1 % d e o x y c h ol at e ( D O C). ( F) Dil uti o n s eri e s of Vi bri o  
p ar a h a e m ol yti c u s  W T a n d Δ c v p A  pl at e d o n L B a n d L B 1 % d e o x y c h ol at e ( D O C).  



 
 

I niti all y, w e c o nfir m e d t h at t h e Δcv p A m ut a nt e x hi bits a n i nt esti n al c ol o ni z ati o n d ef e ct i n 1: 1 

c o m p etiti o n vs t h e wil d t y p e str ai n ( ~ 2 0 -f ol d d ef e ct, Fi g ur e 2. 1 2 C). T o f urt h er c h ar a ct eri z e t h e 

s e nsiti vit y of t h e E H E C Δcv p A m ut a nt t o bil e ( Fi g ur e 2. 1 2 B), w e e x p os e d t h e m ut a nt t o t h e t w o 

m aj or bil e s alts f o u n d i n t h e g astr oi nt esti n al tr a ct, c h ol at e ( C H O) a n d d e o x y c h ol at e ( D O C) 1 1 4, 1 1 5  

( Fi g ur e 2. 12 A C ). I n c o ntr ast t o W T E H E C, w hi c h dis pl a y e d e q ui v al e nt s e nsiti vit y t o t h e t w o bil e 

s alts i n MI C ass a ys ( MI C = 2. 5 % f or b ot h), t h e Δ cv p A m ut a nt w as m u c h m or e s e nsiti v e t o D O C 

t h a n t o C H O ( MI C = 0. 0 8 % v ers us 1.2 5 %). T h e Δ cv p A m ut a nt’s s e nsiti vit y t o d e o x y c h ol at e w as 

pr es e nt b ot h i n li q ui d c ult ur es a n d d uri n g gr o wt h o n s oli d m e di a ( Fi g ur e 2. 1 2 A B C). cv p A li es 

u pstr e a m of t h e p uri n e bi os y nt h esis l o c us  p ur F , a n d s o m e Δcv p A m ut a nt p h e n ot y p es h a v e b e e n 

attri b ut e d t o r e d u c e d e x pr essi o n of  p ur F  d u e t o p ol ar eff e cts 4 2 8, 4 3 0 , b ut t h e gr o wt h of o ur 

Δ cv p A m ut a nt w as n ot i m p air e d i n t h e a bs e n c e of e x o g e n o us p uri n es ( Fi g ur e 2. 1 1 D), s u g g esti n g 

t h e cv p A d el eti o n d o es n ot a d v ers el y m o dif y  p ur F  e x pr essi o n. M or e o v er, t h e D O C s e nsiti vit y 

p h e n ot y p e of Δ cv p A w as r est or e d b y pl as mi d -b as e d e x pr essi o n of  cv p A, c o nfir mi n g t h at t his 

p h e n ot y p e is li n k e d t o t h e a bs e n c e of  cv p A ( Fi g ur e 2. 12 A).  

Bil e s e nsiti vit y h as b e e n ass o ci at e d wit h d ef e cts i n t h e b a ct eri al e n v el o p e or wit h r e d u c e d effl u x 

c a p a cit y 1 1 5 . W e ass ess e d t h e gr o wt h of t h e Δcv p A m ut a nt i n t h e pr es e n c e of a v ari et y of a g e nts t h at 

p ert ur b t h e c ell e n v el o p e t o ass ess t h e r a n g e of t h e d ef e cts ass o ci at e d wit h t h e a bs e n c e of  cv p A. T h e 

MI Cs of W T a n d Δ cv p A E H E C w er e c o m p ar e d  t o t h os e of a n Δacr A B  m ut a nt, w h os e l a c k of a 

br o a d -s p e ctr u m effl u x s yst e m pr o vi d e d a p ositi v e c o ntr ol f or t h es e ass a ys. N ot a bl y, t h e 

Δ cv p A m ut a nt di d n ot e x hi bit e n h a n c e d s e nsiti vit y t o a n y of t h e c o m p o u n ds t est e d ot h er t h a n bil e 

s alts. I n m ar k e d c o ntr ast, t h e Δacr A B  m ut a nt dis pl a y e d i n cr e as e d s e nsiti vit y t o all a g e nts ass a y e d 

( Fi g ur e 2. 12 C). T h es e o bs er v ati o ns s u g g est t h at t h e s e nsiti vit y of t h e  cv p A m ut a nt t o D O C is n ot 

li k el y attri b ut a bl e t o a g e n er al c ell e n v el o p e d ef e ct i n t his str ai n. Vi brio c holer a e a n d Vi brio  

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

Fi g u r e 2 .1 2 : C v p A pr o m ot e s E H E C r e si st a n c e t o d e o x y c h ol at e .  

( A) Dil uti o n s eri e s of W T, Δc v p A  m ut a nt, a n d Δ c v p A  m ut a nt wit h ar a bi n o s e -i n d u ci bl e c v p A  c o m pl e m e nt ati o n 
pl a s mi d pl at e d o n L B, L B 1 % c h ol at e ( C H O) or L B 1 % d e o x y c h ol at e ( D O C). ( B) O pti c al d e n sit y of W T a n d 
Δ c v p A  gr o w n i n L B a n d t w o c o n c e ntr ati o n s of D O C, a d d e d at t h e i n di c at e d arr o w. T h e a v er a g e of t hr e e r e a di n g s 
i s pl ott e d wit h err or s b ar s i n di c ati n g st a n d ar d d e vi ati o n. ( C) MI C of a nti mi cr o bi al c o m p o u n d s f or W T a n d 
Δ c v p A  a n d Δ a cr A B  m ut a nt s. U nit s ar e m g/ m L u nl e s s s p e cifi e d ot h er wi s e. B ol d e d v al u e s ar e t h o s e diff er e nt t h a n 
t h e wil d-t y p e. ( D) S c h e m ati c of pr e di ct e d C v p A t o p ol o g y. 



 
 

p ar a h ae molytic us  Δ cv p A m ut a nts als o e x hi bit e d s e nsiti vit y t o D O C ( Fi g ur e 2. 1 2 E F), i m pl yi n g a si mil ar 

r ol e i n bil e r esist a n c e i n t h es e dist a ntl y r el at e d e nt eri c p at h o g e ns. 

A v ari et y of bi oi nf or m ati c al g orit h ms ( P S L Pr e d, H H Pr e d, P h o bi us, P h yr e 2) s u g g est t h at C v p A 

is a n i n n er m e m br a n e pr ot ei n wit h 4– 5 tr a ns m e m br a n e el e m e nts si mil ar t o s m all s ol ut e tr a ns p ort er 

pr ot ei ns ( Fi g ur e 2. 1 2 D). P h yr e 2 a n d H H Pr e d r e v e al C v p A’s p arti al si mil arit y t o i n n er m e m br a n e 

tr a ns p ort ers i n t h e M aj or F a cilit at or S u p erf a mil y of tr a ns p ort ers ( M F S) a n d t h e sm all -c o n d u ct a n c e 

m e c h a n os e nsiti v e c h a n n els f a mil y ( Ms c C). T h e P F A M d at a b as e gr o u ps C v p A ( P F 0 2 6 7 4) i n t h e 

L ys E tr a ns p ort er s u p erf a mil y ( C L 0 2 9 2), a s et of pr ot ei ns k n o w n t o e n a bl e s ol ut e e x p ort. I n 

c o nj u n cti o n wit h fi n di n gs pr es e nt e d a b o v e, t h es e pr e di cti o ns  r ais e t h e p ossi bilit y t h at C v p A is 

i m p ort a nt f or t h e e x p ort of a li mit e d s et of s u bstr at es t h at i n cl u d es D O C. A d diti o n al st u di es t o 

c o nfir m t his h y p ot h esis a n d t o est a blis h h o w C v p A e n a bl es e x p ort ar e w arr a nt e d, p arti c ul arl y 

b e c a us e t his pr ot ei n is wi d es p r e a d a m o n gst e nt eri c p at h o g e ns. 

 

H er e, w e cr e at e d a hi g hl y s at ur at e d tr a ns p os o n li br ar y i n E H E C E D L 9 3 3 t o i d e ntif y t h e g e n es 

r e q uir e d f or i n vitro a n d  i n vivo gr o wt h of t his i m p ort a nt f o o d -b or n e p at h o g e n usi n g TI S. T his 

a p pr o a c h h as tr a nsf or m e d  o ur c a p a cit y t o r a pi dl y a n d c o m pr e h e nsi v el y ass ess t h e c o ntri b uti o n a n 

or g a nis m’s g e n es t o gr o wt h i n diff er e nt e n vir o n m e nts 3 6 7, 4 3 1, 4 3 2 . H o w e v er, t e c h ni c al a n d bi ol o gi c iss u es 

c a n c o nf o u n d i nt er pr et ati o n of g e n o m e -s c al e tr a ns p os o n-i ns erti o n pr ofil es. F or ex a m pl e, w e f o u n d 

t h at E H E C g e n es wit h l o w G C c o nt e nt or t h os e wit h o ut h o m ol o gs i n K-1 2 w er e l ess li k el y t o 

c o nt ai n tr a ns p os o n -i ns erti o ns, w hi c h m a y r efl e ct pr o c ess es ot h er t h a n r e d u c e d bi ol o gi c al fit n ess. F or 

e x a m pl e, t h e pr es e n c e of n u cl e oi d bi n di n g pr ot e i ns c o ul d i m p air tr a ns p os o n-i ns erti o n i nt o t h es e 

l o ci. U n e x p e ct e dl y, m or e t h a n 1 0 0 of t h e g e n es c o ns er v e d b et w e e n E H E C a n d K-1 2 a p p e ar t o 

pr o m ot e t h e gr o wt h of t h e p at h o g e n b ut n ot t h at of K -1 2, s u g g esti n g t h at str ai n -s p e cifi c pr o c ess es 



 
 

m a y h a v e e n a bl e d di v er g e n c e of t h e m et a b oli c r ol es of a n c estr al  E . coli g e n es i n t h es e b a c k gr o u n ds. 

M or e c o m pr e h e nsi v e c o m p aris o ns b et w e e n a d diti o n al  E . coli is ol at es ar e n e e d e d t o c o nfir m t his 

h y p ot h esis.  

 

Et hi cs st at e m e nt  

All a ni m al e x p eri m e nts w er e c o n d u ct e d i n a c c or d a n c e wit h t h e r e c o m m e n d ati o ns i n t h e G ui d e f or 

t h e C ar e a n d Us e of L a b or at or y A ni m als of t h e N ati o n al I nstit ut es of H e alt h a n d t h e A ni m al 

W elf ar e A ct of t h e U nit e d St at es D e p art m e nt of A gri c ult ur e usi n g pr ot o c ols r e vi e w e d a n d a p pr o v e d 

b y Bri g h a m a n d W o m e n’s H os pit al C o m mitt e e o n A ni m als (I nstit uti o n al A ni m al C ar e a n d Us e 

C o m mitt e e pr ot o c ol n u m b er 2 0 1 6 N 0 0 0 3 3 4 a n d A ni m al W elf ar e Ass ur a n c e of C o m pli a n c e n u m b er 

A 4 7 5 2 -0 1)  

 

B a ct eri al str ai ns, pl as mi ds a n d gr o wt h c o n diti o ns  

Str a i ns, pl as mi ds a n d pri m ers us e d i n t his st u d y ar e list e d i n T a bl es S 8  a n d  S 9. Str ai ns w er e c ult ur e d 

i n L B m e di u m or o n L B a g ar pl at es at 3 7 ° C u nl ess s p e cifi e d ot h er wis e . A nti bi oti cs a n d s u p pl e m e nts 

w er e us e d at t h e f oll o wi n g c o n c e ntr ati o ns: 2 0 μ g / m L c hl or a m p h e ni c ol ( C m), 5 0 μ g / m L k a n a m y ci n 

( K m), 1 0 μ g / m L g e nt a mi ci n ( G m), 5 0 μ g / m L c ar b e ni cilli n ( C b), a n d 0. 3 m M di a mi n o pi m eli c a ci d 

( D A P). 

A g e nt a mi ci n -r esist a nt m ut a nt of E . coli O 1 5 7: H 7 E D L 9 3 3 ( Δ l acI::a ac C 1 ) a n d a c hl or a m p h e ni c ol-

r esist a nt m ut a nt of E . coli K -1 2 M G 1 6 5 5 ( Δ l acI::c at) w er e us e d i n t his st u d y f or all e x p eri m e nts, a n d 

all m ut ati o ns w er e c o nstr u ct e d i n t h es e str ai n b a c k gr o u n ds e x c e pt w h er e s p e cifi e d ot h er wis e. T h e 

Δ l acI::a ac C 1  a n d Δ l acI::c at m ut ati o ns w er e c o nstr u ct e d b y st a n d ar d all eli c e x c h a n g e t e c h ni q u es 4 3 3  

usi n g a d eri v ati v e of t h e s ui ci d e v e ct or p C V D 4 4 2 h ar b ori n g a g e nt a mi ci n r esist a n c e c ass ett e 



 
 

a m plifi e d fr o m str ai n T P 9 9 7 ( A d d g e n e str ai n # 1 3 0 5 5) 4 3 4  or a c hl or a m p h e ni c ol r esist a n c e c ass ett e 

fr o m pl as mi d p K D 3 ( A d d g e n e pl as mi d # 4 5 6 0 4) 3 7 8  fl a n k e d b y t h e 5’ a n d 3’ D N A r e gi o ns of 

t h e l acI g e n e. Is o g e ni c m ut a nts of E D L 9 3 3 Δ l acI::a ac C 1  w er e als o c o nstr u ct e d b y st a n d ar d all eli c 

e x c h a n g e usi n g d eri v ati v es of s ui ci d e v e ct or p D M 4 h ar b ori n g D N A r e gi o ns fl a n ki n g t h e g e n e(s) 

t ar g et e d f or d el eti o n. E . coli M F D λ pir 4 3 5  w as us e d as t h e d o n or str ai n t o d eli v er all eli c e x c h a n g e 

v e ct ors i nt o r e ci pi e nt str ai ns b y c o nj u g ati o n. S e q u e n ci n g w as us e d t o c o nfir m m ut ati o ns.  

A Δ cv pA  str ai n w as als o c o nstr u ct e d usi n g st a n d ar d all eli c e x c h a n g e i n a str e pt o m y ci n - r esist a nt 

m ut a nt of  V . p ar a h ae molytic us  RI M D 2 2 1 0 6 3 3. A  cv p A::t n m ut a nt w as us e d fr o m a Vi brio 

c holer ae C 6 7 0 6 arr a y e d tr a ns p os o n li br ar y 4 3 6 . 

 

E u k ar y oti c c ell li n e a n d gr o wt h c o n diti o ns  

H e L a c ells w er e o bt ai n e d fr o m T h e H ar v ar d Di g esti v e Dis e as es C e nt er ( H D D C) C or e F a ciliti es at 

B ost o n C hil dr e n’s H os pit al a n d w er e c ult ur e d i n D ul b e c c o’s m o difi e d E a gl e’s m e di u m ( D M E M) 

s u p pl e m e nt e d wit h 1 0 % f et al b o vi n e s er u m ( F B S). C ells w er e gr o w n at 3 7 ° C wit h 5 % C O 2  a n d 

r o uti n el y p ass a g e d at 7 0 t o 8 0 % c o nfl u e n c e; m e di u m w as r e pl e nis h e d e v er y 2 t o 3 d a ys.  

 

Tr a ns p os o n -i ns erti o n li br ar y c o nstr u cti o n 

T o cr e at e tr a ns p os o n -i ns erti o n m ut a nt li br ari es i n E H E C E D L 9 3 3 Δl acI::a ac C 1 , c o nj u g ati o n w as 

p erf or m e d t o tr a nsf er t h e tr a ns p os o n -c o nt ai ni n g s ui ci d e v e ct or p S C 1 8 9 4 3 7  fr o m a d o n or str ai n 

(E . coli M F D λ pir) i nt o t h e E D L 9 3 3 r e ci pi e nt. Bri efl y, 1 0 0 μ L of o v er ni g ht c ult ur es of d o n or a n d 

r e ci pi e nt w er e p ell et e d, w as h e d wit h L B, a n d c o m bi n e d i n 2 0 μ L of L B. T h ese c o nj u g ati o n mi xt ur es 

w er e s p ott e d o nt o a 0. 4 5 μ m H A filt er ( Milli p or e) o n a n L B a g ar pl at e a n d i n c u b at e d at 3 7 ° C f or 1 

h. T h e filt ers w er e w as h e d i n 8 m L of L B a n d i m m e di at el y s pr e a d a cr oss t hr e e 2 4 5 x 2 4 5 

m m  ( C or ni n g) L B-a g ar pl at es c o nt ai ni n g G m a n d K n. Pl at es w er e i n c u b at e d at 3 7 ° C f or 1 6 h a n d 



 
 

t h e n i n di vi d u all y s cr a p e d t o c oll e ct c ol o ni es. C ol o ni es w er e r es us p e n d e d i n L B a n d st or e d i n 2 0 % 

gl y c er ol ( v / v) at -8 0 ° C as t hr e e s e p ar at e li br ar y st o c ks. T h e t hr e e li br ari es w er e p o ol e d t o p erf or m 

ess e nti al g e n es  a n al ysis, a n d o n e li br ar y ali q u ot w as us e d t o as a n i n o c ul u m f or i nf a nt r a b bit i nf e cti o n 

st u di es. 

T o cr e at e TI S m ut a nt li br ari es i n  E . coli K -1 2 M G 1 6 5 5 Δ l acI:: c at, c o nj u g ati o n w as p erf or m e d as 

a b o v e. 2 0 0 u L of o v er ni g ht c ult ur e of t h e d o n or str ai n ( E . coli M F D λ pir c arr yi n g p S C 1 8 9) a n d t h e 

r e ci pi e nt str ai n ( M G 1 6 5 5 Δl acI:: c at) w er e p ell et e d, w as h e d, c o m bi n e d a n d s p ott e d o n 0. 4 5 μ m H A 

filt ers at 3 7 ° C f or 5. 5 h o urs. C ells w er e c oll e ct e d fr o m t h e filt er, w as h e d, pl at e d o n s el e cti v e m e di a 

( L B K m, C m), a n d i n c u b at e d o v er ni g ht at 3 0 ° C. C ol o ni es w er e r es us p e n d e d i n L B a n d fr o z e n i n 

2 0 % gl y c er ol ( v / v). A n ali q u ot w as t h a w e d a n d g D N A is ol at e d f or a n al ysis.  

 

I nf a nt r a b bit i nf e cti o n wit h E H E C tr a ns p os o n-i ns erti o n li br ar y 

Mi x e d g e n d er litt ers of 2 -d a y -ol d N e w Z e al a n d W hit e i nf a nt r a b bits w er e c o -h o us e d wit h a l a ct ati n g 

m ot h er ( C h arl es Ri v er). T o pr e p ar e t h e E H E C tr a ns p os o n -i ns erti o n li br ar y f or i nf e cti o n of i nf a nt 

r a b bits, 1 m L fr o m o n e li br ar y ali q u ot w as t h a w e d a n d a d d e d t o 2 0 m L of L B. Aft er gr o wi n g t h e 

c ult ur e f or 3 h at 3 7 ° C wit h s h a ki n g, t h e O D 6 0 0  w as m e as ur e d a n d 3 0 u nits of c ult ur e at O D 6 0 0  = 1 

( a b o ut 8 m L) w er e p ell et e d a n d r es us p e n d e d i n 1 0 m L P B S. Dil uti o ns of t h e i n o c ul u m w er e pl at e d 

o n L B a g ar pl at es wit h G m a n d K m f or pr e cis e d os e d et er mi n ati o n. A n  ali q u ot of t h e i n o c ul u m w as 

s a v e d f or s u bs e q u e nt g D N A e xtr a cti o n a n d s e q u e n ci n g (i n p ut). E a c h i nf a nt r a b bit w as i nf e ct e d 

or o g astri c all y wit h 5 0 0 μl of t h e i n o c ul u m ( 1 x 1 0 9  C F U) usi n g a si z e 4 Fr e n c h c at h et er. F oll o wi n g 

i n o c ul ati o n, t h e i nf a nt r a b bits w er e m o nit or e d at l e ast 2 x / d a y f or si g ns of ill n ess a n d e ut h a ni z e d 2 

d a ys p osti nf e cti o n. T h e e ntir e i nt esti n al tr a ct w as r e m o v e d fr o m e ut h a n ati z e d r a b bits, a n d s e cti o ns 

of t h e mi d -c ol o n w er e r e m o v e d a n d h o m o g e ni z e d i n 1 m L of st eril e P B S usi n g a mi ni b e a d b e at er -1 6 

( Bi o S p e c Pr o d u cts, I n c.). 2 0 0 μ L of tiss u e h o m o g e n at e fr o m t h e c ol o n w er e pl at e d o n L B a g ar 



 
 

c o nt ai ni n g G m a n d K m t o r e c o v er vi a bl e tr a ns p os o n -i ns erti o n m ut a nts. Pl at es w er e gr o w n f or 1 6 h 

at 3 7 ° C. T h e n e xt d a y, c ol o ni es w er e s cr a p e d a n d r es us p e n d e d i n P B S. A 5 m L ali q u ot of c ells w as 

us e d f or g e n o mi c D N A e xtr a cti o n a n d s u bs e q u e nt s e q u e n ci n g ( R a b bits 1 – 7).  

 

C h ar a ct eri z ati o n of tr a ns p os o n -i ns erti o n li br ari es 

Tr a ns p os o n -i ns erti o n li br ari es w er e c h ar a ct eri z e d as d es cri b e d pr e vi o usl y3 7 6, 4 3 8 . Bri efl y, f or e a c h 

li br ar y, g D N A w as is ol at e d usi n g t h e Wi z ar d G e n o mi c D N A e xtr a cti o n kit ( Pr o m e g a). g D N A w as 

t h e n fr a g m e nt e d t o 4 0 0– 6 0 0 b p b y s o ni c ati o n ( C o v aris E 2 2 0) a n d e n d r e p air e d ( Q ui c k Bl u nti n g Kit, 

N E B). Tr a ns p os o n j u n cti o ns w er e a m plifi e d fr o m g D N A b y P C R. P C R pr o d u cts w er e g el p urifi e d 

t o is ol at e 2 0 0-5 0 0 b p fr a g m e nts. T o esti m at e i n p ut a n d e ns ur e e q u al m ulti pl e xi n g i n d o w nstr e a m 

s e q u e n ci n g, p urifi e d P C R pr o d u cts w er e s u bj e ct e d t o q P C R usi n g pri m ers a g ai nst t h e Ill u mi n a P 5 

a n d P 7 h y bri di z ati o n s e q u e n c e. E q ui m ol ar D N A fr a g m e nts f or e a c h li br ar y w er e c o m bi n e d a n d 

s e q u e n c e d wit h a Mi S e q. R e a ds f or all TI S li br ari es h a v e b e e n d e p osit e d i n t h e S R A d at a b as e 

( A c c essi o n N u m b er: P RJ N A 5 4 8 9 0 5). 

R e a ds w er e first tri m m e d of tr a ns p os o n a n d a d a pt or s e q u e n c es usi n g C L C G e n o mi cs 

W or k b e n c h ( QI A G E N) a n d t h e n m a p p e d t o  Esc heric hi a coli  O 1 5 7: H 7 str ai n E D L 9 3 3 ( N C BI 

A c c essi o n N u m b ers: c hr o m os o m e, N Z _ C P 0 0 8 9 5 7. 1; p O 1 5 7 pl as mi d, N Z _ C P 0 0 8 9 5 8. 1) usi n g 

B o wti e wit h o ut all o wi n g mis m at c h es. R e a ds w er e dis c ar d e d if t h e y di d n ot ali g n t o a n y T A sit es,  a n d 

r e a ds t h at m a p p e d t o m ulti pl e T A sit es w er e r a n d o ml y distri b ut e d b et w e e n t h e m ulti pl e sit es. Aft er 

m a p pi n g, s e nsiti vit y a n al ysis w as p erf or m e d o n e a c h li br ar y t o e ns ur e a d e q u at e s e q u e n ci n g d e pt h b y 

s u b-s a m pli n g r e a ds a n d ass essi n g h o w m a n y u ni q u e tr a n s p os o n m ut a nts w er e d et e ct e d. N e xt, t h e 

d at a w as n or m ali z e d f or c hr o m os o m al r e pli c ati o n bi as es a n d diff er e n c es i n s e q u e n ci n g d e pt h usi n g a 

L O E S S c orr e cti o n of 1 0 0, 0 0 0 -b p a n d 1 0, 0 0 0 -b p wi n d o ws f or t h e c hr o m os o m e a n d pl as mi d, 



 
 

r es p e cti v el y. T h e n u m b er of r e a ds at e a c h T A sit e w as t alli e d a n d bi n n e d b y g e n e a n d t h e p er c e nt a g e 

of disr u pt e d T A sit es w as c al c ul at e d. G e n es w er e bi n n e d b y p er c e nt a g e of T A sit es disr u pt e d.  

F or ess e nti al g e n e a n al ysis, E L -A R TI S T w as us e d as d es cri b e d pr e vi o usl y 3 7 6 . Pr ot ei n-c o di n g g e n e s, 

R N A -c o di n g g e n es, a n d ps e u d o g e n es w er e i n cl u d e d i n t his a n al ysis. Bri efl y, E L -A R TI S T cl assifi es 

g e n es i nt o o n e of t hr e e c at e g ori es ( u n d err e pr es e nt e d, r e gi o n al, or n e utr al), b as e d o n t h eir 

tr a ns p os o n-i ns erti o n pr ofil e. Cl assifi c ati o ns ar e o bt ai n e d usi n g a hi d d e n M ar k o v m o d el ( H M M) 

a n al ysis f oll o wi n g sli di n g wi n d o w ( S W) tr ai ni n g ( p < 0. 0 5, 1 0 T A sit es). I ns erti o n -pr ofil es f or 

e x a m pl e g e n es w er e vis u ali z e d wit h Art e mis.  

F or i d e ntifi c ati o n of m ut a nts c o n diti o n all y d e pl et e d i n t h e r a b bit c ol o n as c o m p ar e d t o t h e i n p ut 

i n o c ul u m, C o n-A R TI S T w as us e d as d es cri b e d pr e vi o usl y 4 3 8 . First, t h e i n p ut li br ar y w as n or m ali z e d 

t o si m ul at e t h e s e v erit y of t h e b ottl e n e c k as o bs er v e d i n t h e li br ari es r e c o v er e d fr o m r a b bit c ol o ns 

usi n g m ulti n o mi al distri b uti o n -b as e d r a n d o m s a m pli n g ( n = 1 0 0). N e xt, a m o difi e d v ersi o n of t h e 

M a n n -W hit n e y U ( M W U) f u n cti o n w as a p pli e d t o c o m p ar e t h es e 1 0 0 si m ul at e d c o ntr ol d at a s ets t o 

t h e li br ari es r e c o v er e d fr o m t h e r a b bit c ol o n. All g e n es w er e a n al y z e d, b ut cl assifi c ati o n as 

‘c o n diti o n all y d e pl et e d ’ ( C D) w as r estri ct e d t o g e n es t h at h a d s uffi ci e nt d at a ( ≥ 5 i nf or m ati v e T A 

sit es), m et o ur st a n d ar d of att e n u ati o n ( m e a n l o g 2  f ol d c h a n g e ≤ -2), m et o ur st a n d ar d of p h e n ot y pi c 

c o nsist e n c y ( M W U p -v al u e of ≤ 0. 0 1), a n d h a d a c o ns e ns us cl assifi c ati o n i n 5 or m or e of t h e 7 

a ni m als a n al y z e d. G e n es wit h ≥ 5 i nf or m ati v e T A si t es t h at f ail t o e x c e e d b ot h st a n d ar ds of 

att e n u ati o n a n d c o nsist e n c y ar e cl assifi e d as ‘q u eri e d ’ ( Q, bl u e), w h er e as g e n es wit h l ess t h a n 5 

i nf or m ati v e T A sit es ar e cl assifi e d as ‘i ns uffi ci e nt d at a’ (I D). 

G e n e -l e v el P C A ( gl P C A) w as p erf or m e d usi n g C o m p TI S, a pri n ci p al c o m p o n e nt a n al ysis -b as e d 

TI S pi p eli n e, as d es cri b e d i n 3 8 6 . Bri efl y, l o g2  f ol d c h a n g e v al u es w er e d eri v e d b y c o m p ari n g r e a d 

a b u n d a n c e i n e a c h s a m pl e t o 1 0 0 c o ntr ol -si m ul at e d d at as ets as i n C o n-A R TI S T. T h es e f ol d c h a n g e 

v al u es w er e w ei g ht e d t o m i ni mi z e n ois e d u e t o v ari a bilit y3 8 6 . N e xt, g e n es t h at di d n ot h a v e a f ol d 



 
 

c h a n g e r e p ort e d f or all 7 a ni m als w er e dis c ar d e d. T h e f ol d c h a n g e v al u es w er e t h e n z -s c or e 

n or m ali z e d. W ei g ht e d P C A w as p erf or m e d i n M atl a b ( M at h w or ks) wit h t h e P C A al g orit h m ( p c a).  

G e n es w er e c at e g ori z e d i nt o 4 gr o u ps b as e d o n t h eir cl assifi c ati o ns i n C o n -A R TI S T a n d C o m p TI S.  

 

G C c o nt e nt  

T h e G C c o nt e nt of cl assifi e d g e n es w as c o m p ar e d usi n g a M a n n -W hit n e y U st atisti c al t est a n d a 

B o nf err o ni c orr e cti o n f or m ulti pl e h y p ot h esis c orr e cti o n w h e n m or e t h a n o n e c o m p aris o n w as 

m a d e. A p -v al u e < 0. 0 5 w as c o nsi d er e d si g nifi c a nt f or o n e c o m p aris o n, p < 0. 0 2 5 f or t w o. A Fis h er’s 

e x a ct t w o -t ail e d t-t est w as us e d t o c o m p ar e r ati os of cl assifi c ati o ns b et w e e n gr o u ps, w h er e a p-v al u e 

of < 0. 0 1 w as c o nsi d er e d si g nifi c a nt.  

 

I n vi v o c o m p etiti v e i nf e cti o n: p o ol e d m ut a nts v ers us wil d -t y p e 

B ar c o d es w er e i ntr o d u c e d i nt o Δ l acI::a ac C 1 a n d is o g e ni c m ut a nt str ai ns as d es cri b e d pr e vi o usl y 3 7 6, 4 3 9 . 

Bri efl y, a 9 9 1 b p fr a g m e nt of  cy n X ( R S 0 2 0 1 5) t h at i n cl u d e d 5 1 b p of t h e i nt er g e ni c r e gi o n 

b et w e e n  cy n X a n d  l ac A ( R S 0 2 0 2 0) w as a m plifi e d usi n g pri m ers t h at c o nt ai n e d a 3 0 b p str et c h of 

r a n d o m s e q u e n c e a n d cl o n e d i nt o S a cI a n d X b aI di g est e d p G P 7 0 4. T h e r es ulti n g p S o A 1 7 6. mi x w as 

tr a nsf or m e d i nt o E . coli M F D λ pir. I n di vi d u al c ol o ni es c arr yi n g u ni q u e t a g s e q u e n c es w er e is ol at e d 

a n d us e d as d o n ors t o d eli v er p S o A 1 7 6 b ar c o d e d d eri v ati v es t o E D L 9 3 3 Δ l acI::a ac C 1 a n d e a c h 

is o g e ni c m ut a nt str ai n. T hr e e b ar c o d es w er e i n d e p e n d e ntl y i nt e gr at e d i nt o E D L 9 3 3 Δl acI::a ac C 1 , a n d 

t hr e e b ar c o d es i nt o e a c h is o g e ni c m ut a nt vi a h o m ol o g o us r e c o m bi n ati o n i n t h e i nt er g e ni c r e gi o n 

b et w e e n  cy n X a n d  l ac A, w hi c h t ol er at es tr a ns p os o n-i ns erti o n i n vitro a n d  i n vivo, i n di c ati n g t his l o c us 

is n e utr al f or t h e fit n ess of t h e b a ct eri a. C orr e ct i ns erti o n of b ar c o d es w as c o nfir m e d b y P C R a n d 

s e q u e n ci n g. 



 
 

T o pr e p ar e t h e c ult ur e of mi x e d E H E C -b ar c o d e d str ai ns f or t h e m ulti -c oi nf e cti o n e x p eri m e nt, 

1 0 0 μl of o v er ni g ht c ult ur es of t h e b ar c o d e d str ai ns w er e mi x e d i n a fl as k a n d 1 m L of t his mi x w as 

a d d e d t o 2 0 m L L B. Aft er gr o wi n g t h e c ult ur e f or 3 h at 3 7 ° C wit h s h a ki n g, t h e O D 6 0 0  w as 

m e as ur e d a n d 3 0 u nits of c ult ur e at O D 6 0 0  = 1 ( a b o ut 8 m L) w er e p ell et e d a n d r es us p e n d e d i n 1 0 

m L P B S. Dil uti o ns of t h e i n o c ul u m w er e pl at e d o n L B a g ar pl at es wit h G m a n d C b f or pr e cis e C F U 

d et er mi n ati o n. 1 0 i nf a nt r a b bits w er e i n o c ul at e d a n d m o nit or e d as d es cri b e d a b o v e, a n d c ol o n 

s a m pl es c oll e ct e d. Tiss u e h o m o g e n at e w as pl at e d, a n d C F U w er e c oll e ct e d t h e f oll o wi n g d a y. g D N A 

w as e xtr a ct e d a n d pr e p ar e d f or s e q u e n ci n g as d es cri b e d pr e vi o usl y 4 3 9 . 

T h e q u a ntifi c ati o n of s e q u e n c e t a gs w as d o n e as d es cri b e d pr e vi o usl y 4 3 9 . I n bri ef, s e q u e n c e t a gs 

w er e a m plifi e d fr o m t h e i n o c ul u m c ult ur e a n d li br ari es r e c o v er e d fr o m r a b bit c ol o ns. T h e r el ati v e  i n 

vivo fit n ess of e a c h m ut a nt w as ass ess e d b y c al c ul ati n g t h e c om p etiti v e i n d e x ( CI) as f oll o ws:  W e 

c o m p ar e t w o str ai ns ( Δ l acI::a ac C 1  a n d is o g e ni c m ut a nt) i n a p o p ul ati o n wit h  

fr e q u e n ci es fwt  a n d  fm ut ,x  r es p e cti v el y w h er e x is o n e of 1 7 m ut a nt str ai ns wit h a d el eti o n i n g e n e x. F or 

si m pli cit y, w e ass u m e h er e t h at b ot h e x p a n d e x p o n e nti all y fr o m a ti m e p oi nt t 0  t o a s a m pli n g ti m e 

p oi nt t s, t h eir r el ati v e fit n ess ( offs pri n g / g e n er ati o n) is pr o p orti o n al t o t h e c o m p etiti v e i n d e x CI: 

𝑙 𝑛 (

𝑓 𝑚 𝑢 𝑡 ,𝑥 ,𝑠
𝑓 𝑚 𝑢 𝑡 ,𝑥 ,0

⁄

𝑓 𝑤 𝑡 ,𝑠
𝑓 𝑤 𝑡 ,0

⁄
)  = 𝑙 𝑛 ( 𝐶𝐼 ) . H er e, fwt, 0  a n d  fm ut, x, 0  ar e t h e fr e q u e n ci es of t h e str ai ns i n t h e 

i n o c ul u m, m e as ur e d i n tri pli c at es, a n d fwt,s  a n d  fm ut, x,s d es cri b e t h e fr e q u e n ci es at t h e s a m pli n g ti m e 

p oi nt i n t h e a ni m al h ost. B e c a us e t h e W T str ai n w as t a g g e d wit h 3 i n di vi d u al t a gs a n d t h e i n o c ul u m 

w as m e as ur e d i n tri pli c at e, w e h a v e 3 x 3 = 9 m e as ur e m e nts of t h e r ati o 
𝑓 𝑤 𝑡 ,𝑠

𝑓 𝑤 𝑡 ,0
⁄ . T h e s a m e is tr u e 

f or all m ut a nt str ai ns, s u c h t h at w e h a v e 9 m e as ur e m e nts of t h e r ati o 
𝑓 𝑚 𝑢 𝑡 ,𝑥 ,𝑠

𝑓 𝑚 𝑢 𝑡 ,𝑥 ,0
⁄ . I n t ot al, w e 

t h er ef or e h a v e 3 x 3 x 3 x 3 = 8 1CI m e as ur e m e nts f or e a c h  m ut a nt p er a ni m al. T o d et er mi n e i ntr a -h ost 

v ari a n c e i n t h es e 8 1 m e as ur e m e nts, a 9 5 % c o nfi d e n c e i nt er v al of t h e CI i n si n gl e a ni m al h osts w as 



 
 

d et er mi n e d b y b o otstr a p pi n g. F or c o m bi ni n g t h e CIs m e as ur e d a cr oss all 1 0 a ni m al h osts, w e 

p erf or m e d a r a n d o m -eff e cts m et a -a n al ysis usi n g t h e m et af or p a c k a g e [ 1 2 1 ] i n t h e st atisti c al s oft w ar e 

p a c k a g e R ( v ersi o n 3. 0. 2). T h e p o ol e d r at e pr o p orti o ns a n d 9 5 % c o nfi d e n c e i nt er v als w er e 

c al c ul at e d usi n g t h e esti m at es a n d t h e v ari a n c e of CIs i n e a c h a ni m al d et er mi n e d b y b o otstr a p pi n g 

a n d c orr e ct e d f or m ulti pl e t esti n g usi n g t h e B e nj a mi ni -H o c h b er g pr o c e d ur e.  

 

I n vitr o gr o wt h 

E a c h b a ct eri al str ai n w as gr o w n at  3 7 ° C o v er ni g ht. T h e n e xt d a y, c ult ur es w er e dil ut e d 1: 1 0 0 0 i nt o 

1 0 0 u L of L B i n 9 6 -w ell gr o wt h c ur v e pl at es i n tri pli c at e. Pl at es w er e l eft s h a ki n g at 3 7 ° C f or 1 0 – 2 4 

h o urs. A bs or b a n c e r e a di n gs at 6 0 0 n m w er e n or m ali z e d t o a bl a n k, a n d t h e a v er a g e of e a c h t ri pli c at e 

w as t a k e n as t h e o pti c al d e nsit y.  

 

T 3 S S tr a nsl o c ati o n ass a ys  

T 3 S S f u n cti o n alit y w as ass ess e d b y tr a nsl o c ati o n of t h e k n o w n E H E C T 3 S S eff e ct or pr ot ei n Es p F 

i nt o H e L a c ells as d es cri b e d pr e vi o usl y3 9 6 . Bri efl y, t h e pl as mi d e n c o di n g t h e eff e ct or pr otei n Es p F 

f us e d t o T E M-1 b et a -l a ct a m as e w as tr a nsf or m e d i nt o e a c h of t h e b a ct eri al str ai ns t o b e t est e d. 

O v er ni g ht c ult ur es of e a c h b a ct eri al str ai n w er e dil ut e d 1 / 5 0 i n D M E M s u p pl e m e nt e d wit h H E P E S 

( 2 5 m M), 1 0 % F B S a n d L-gl ut a mi n e ( 2 m M) a n d i n c u b at e d st ati c all y at 3 7 ° C wit h 5 % C O 2 f or t w o 

h o urs. T his m e di a is k n o w n t o i n d u c e T 3 S S e x pr essi o n 4 4 0 . H e L a c ells w er e s e e d e d at a d e nsit y of 

2 x 1 0 4  c ells i n 9 6 -w ell cl e ar b ott o m bl a c k pl at es a n d i nf e ct e d f or 3 0 mi n ut es at a n M OI of 1 0 0. Aft er 

3 0 mi n ut es of i nf e cti o n I P T G w as a d d e d at a fi n al c o n c e ntr ati o n of 1 m M t o i n d u c e t h e pl as mi d -

e n c o d e d T 3 S S eff e ct or. Aft er a n a d diti o n al h o ur of i n c u b ati o n, m o n o l a y ers w er e w as h e d i n H B S S 

s ol uti o n a n d l o a d e d wit h fl u or es c e nt s u bstr at e C C F 2 / A M s ol uti o n (I n vitr o g e n) as r e c o m m e n d e d b y 

t h e m a n uf a ct ur er. Aft er 9 0 mi n ut es, fl u or es c e n c e w as q u a ntifi e d i n a pl at e fl u or es c e n c e r e a d er wit h 

https://journals.plos.org/plospathogens/article?id=10.1371/journal.ppat.1007652#ppat.1007652.ref121


 
 

e x cit ati o n at 4 1 0 n m a n d e missi o n w as d et e ct e d at 4 5 0 n m. Tr a nsl o c ati o n w as e x pr ess e d as t h e 

e missi o n r ati o at 4 5 0 / 5 2 0 n m t o n or m ali z e b et a -l a ct a m as e a cti vit y t o c ell l o a di n g a n d t h e n u m b er of 

c ells pr es e nt e d at e a c h w ell, a n d t h e n n or m ali z e d t o W T l e v els of tr a nsl o c ati o n.  

 

Bi ofil m, c urli pr o d u cti o n, a n d p uri n e ass a ys  

Bi ofil m a n d c urli pr o d u cti o n ass a ys w er e p erf or m e d as d es cri b e d pr e vi o usl y 4 2 9 . F or bi ofil m ass a ys, 

b a ct eri al c ult ur es w er e gr o w n i n y e ast e xtr a ct -C as a mi n o A ci ds ( Y E S C A) m e di u m u ntil t h e y r e a c h e d 

a n O D 6 0 0  ~ 0. 5 a n d 1 / 1 0 0 0 dil uti o n of t his c ult ur e w as us e d t o s e e d 9 6 -w ell P V C pl at es. T h e 

c ult ur es w er e gr o w n at 3 0 ° C f or 4 8 h o urs a n d bi ofil m pr o d u cti o n w as q u a ntit ati v el y m e as ur e d usi n g 

cr yst al vi ol et st ai ni n g a n d a bs or b a n c e r e a di n g at 5 9 5 n m. R el ati v e bi ofil m pr o d u cti o n w as n or m ali z e d 

t o t h e a v er a g e of t hr e e W T s a m pl es. A t w o-t ail e d M a n n W hit n e y U t est w as us e d t o d et er mi n e if 

bi ofil m pr o d u cti o n w as si g nifi c a ntl y diff er e nt. A p -v al u e < 0. 0 5 w as c o nsi d er e d t o b e si g nifi c a nt. T o 

t est c urli pr o d u cti o n, b a ct eri al c ult ur es w er e gr o w n i n Y E S C A m e di u m u ntil t h e y r e a c h e d a n 

O D 6 0 0  ~ 0. 5 a n d t h e n w er e str u c k t o si n gl e c ol o ni es o nt o Y E S C A a g ar pl at es s u p pl e m e nt e d wit h 

C o n g o R e d. R e d c ol o ni es i n di c at e c urli pr o d u cti o n. T o t est if o ur Δ cv p A d el eti o n h a d p ol ar eff e cts 

o n  p ur F , t h e m ut a nt a n d WT w er e str u c k o nt o mi ni m al m e di a l a c ki n g e x o g e n o us p uri n es.  

 

A ci d s h o c k ass a ys  

A n a d a pt ati o n of t h e a ci d s h o c k m et h o d d es cri b e d pr e vi o usl y 4 4 1  w as p erf or m e d. Bri efl y, b a ct eri al 

c ult ur es w er e gr o w n u ntil mi d -e x p o n e nti al p h as e ( O D 6 0 0  ~ 0. 6), t h e n dil ut e d 2 0 -fol d i n L B p H 5. 5 

a n d i n c u b at e d f or 1 h o ur b ef or e pr e p ari n g s eri al dil uti o ns a n d pl ati n g e a c h c ult ur e t o d et er mi n e t h e 

r el ati v e p er c e nt a g e of s ur vi v al i n c o m p aris o n t o t h e wil d-t y p e E D L 9 3 3 str ai n. T h e p H of t h e L B 

br ot h w as a dj ust e d usi n g st erili z e d 1 m M H Cl  a n d b uff er e d wit h 1 0 % M E S. V al u es ar e e x pr ess e d as 

p er c e nt s ur vi v al n or m ali z e d t o W T.  



 
 

MI C ass a ys  

MI C ass a ys w er e p erf or m e d usi n g a n a d a pt ati o n of a st a n d ar d m et h o d ol o g y wit h e x p o n e nti al -p h as e 

c ult ur es 4 4 2 . Bri efl y, t h e diff er e nt c o m p o u n ds t o b e t est e d (s e e Fi g ur e  2. 6 B  a n d  2. 7 C ) w er e pr e p ar e d i n 

s eri al 2-f ol d dil uti o ns i n 5 0 ul of L B i n br ot h i n a 9 6-w ell pl at e f or m at. T o e a c h w ell w as a d d e d 5 0 ul 

of a c ult ur e pr e p ar e d b y dil uti n g a n o v er ni g ht c ult ur e 1, 0 0 0 -f ol d i nt o fr es h L B br ot h, gr o wi n g it f or 

1 h at 3 7 ° C, a n d a g ai n dil ut i n g it 1, 0 0 0-f ol d i nt o fr es h m e di u m. T h e pl at es w er e t h e n i n c u b at e d 

wit h o ut s h a ki n g f or 2 4 h at 3 7 ° C.  

 

Bil e s alts s ur vi v al ass a ys  

Bil e s alt s e nsiti vit y ass a ys w er e a d a pt e d fr o m pr e vi o us r e p orts 4 4 3 . F or pl at e s e nsiti vit y ass a ys, e a c h 

b a ct eri al str ai n w as gr o w n at 3 7 ° C u ntil t h e y r e a c h e d mi d -e x p o n e nti al p h as e of gr o wt h ( O D 6 0 0  of 

0. 5) a n d t h e c ult ur e w as s eri all y dil ut e d a n d s p ot -tit er e d o nt o L B a g ar pl at es s u p pl e m e nt e d wit h 

eit h er 1 % D O C or 1 % C H O. S p ots w er e air dri e d a n d pl at es i n c u b at e d at 3 7 ° C f or 2 4 h. F or 

s e nsiti vit y ass a ys d o n e i n li q ui d c ult ur e, e a c h b a ct eri al str ai n w as gr o w n at 3 7 ° C u ntil it r e a c h e d mi d -

e x p o n e nti al p h as e of gr o wt h ( O D 6 0 0  of 0. 5) a n d t h e n c ult ur es w er e s plit a n d s u p pl e m e nt e d wit h 

eit h er D O C, C H O or b uff er ( P B S) a n d b a ct eri al gr o wt h w a s ass ess e d b y a bs or b a n c e at 6 0 0 n m.  

 

Gr o wt h i n hi g h -s alt m e di a 

B a ct eri al str ai ns w er e gr o w n i n eit h er L B or L B s u p pl e m e nt e d wit h 0. 3 M N a Cl u ntil mi d -

e x p o n e nti al p h as e a n d a n al y z e d b y p h as e mi cr os c o p y at 1 0 0 x m a g nifi c ati o n.  

 

1: 1 c o m p etiti v e i nf e cti o n of Δ cv pA  a n d wil d -t y p e 

T o t est t h e Δ cv p A i n vivo fit n ess d ef e ct, w e c o m p et e d Δcv p A a g ai nst a Δ l ac Z m ut a nt i n t h e i nf a nt 

r a b bits. T o pr e p ar e t h e c ult ur es f or i nf e cti o n, 1 0 0 μl of o v er ni g ht c ult ur es of e a c h str ai n w er e 

https://journals.plos.org/plospathogens/article?id=10.1371/journal.ppat.1007652#ppat-1007652-g006
https://journals.plos.org/plospathogens/article?id=10.1371/journal.ppat.1007652#ppat-1007652-g007


 
 

i n o c ul at e d i nt o 1 0 0 m L of L B G m f or. Aft er 3 h o urs of gr o wt h at 3 7 ° C wit h s h a ki n g, t h e O D6 0 0  w as 

m e as ur e d a n d 3 0 u nits of c ult ur e at O D 6 0 0  = 1 w er e p ell et e d a n d r es us p e n d i n 1 0 m L P B S. T h e n, 5 

m L of t h e Δ l ac Z c ult ur e w as c o m bi n e d wit h 5 m L Δ cv p A t o m a k e a 1: 1 mi xt ur e. Dil uti o ns of t h e 

i n o c ul u m w er e pl at e d o n L B a g ar pl at es c o nt ai ni n g G m a n d X-G al ( 6 0 m g / m L) f or pr e cis e C F U 

d et er mi n ati o n a n d  d et er mi ni n g t h e i n p ut r ati o of Δ l ac Z ( w hit e) t o Δcv p A ( bl u e). 4 i nf a nt r a b bits w er e 

i n o c ul at e d a n d i n o c ul at e d a n d m o nit or e d as d es cri b e d a b o v e, a n d c ol o n s a m pl es c oll e ct e d. Tiss u e 

h o m o g e n at e w as pl at e d o n L B a g ar pl at es c o nt ai ni n g G m a n d X -G al ( 6 0 m g / m L) a n d C F U w er e 

c o u nt e d t h e f oll o wi n g d a y. A c o m p etiti v e i n d e x w as c al c ul at e d b y di vi di n g t h e b ur d e n of 

Δ cv p A di vi d e d b y t h e Δ l ac Z b ur d e n, a dj ust e d f or t h e i n p ut r ati o.  

 

Δ cv p A c o m pl e m e nt ati o n ass a ys  

cv p A w as i ns ert e d i nt o t h e e x pr essi o n v e ct or p M M B 2 0 7 4 4 4  ( A T CC # 3 7 8 0 9) d o w nstr e a m of t h e 

I P T G-i n d u ci bl e pr o m ot er usi n g is ot h er m al ass e m bl y. T h e r es ulti n g pl as mi d, p M M B 2 0 7-cv p A, as 

w ell as a n e m pt y v e ct or c o ntr ol, w er e tr a nsf or m e d i nt o Δ cv p A. T o r es c u e t h e Δcv p A D O C s e nsiti vit y 

p h e n ot y p e, w e us e d t h es e str ai ns i n a b il e s alt s e nsiti vit y ass a y as d es cri b e d a b o v e. W e f o u n d t h at 

e x pr essi o n fr o m t his pl as mi d w as v er y l e a k y at b as al ( n o n -i n d u c e d) c o n diti o ns a n d c o ul d r es c u e 

t h e cv p A D O C s e nsiti vit y e v e n wit h o ut a d diti o n of I P T G.  

 

C o m p ut ati o n al a n al ysis  

T o e n a bl e c o m pr e h e ns i v e f u n cti o n al / p at h w a y a n al ys es i n E H E C w e c arri e d o ut B L A S T-b as e d 

c o m p aris o ns b et w e e n t h e ol d E H E C g e n o m e s e q u e n c e a n d a n n ot ati o n s yst e m 6 3  ( N C BI A c c essi o n 

N u m b ers A E 0 0 5 1 7 4 a n d A F 0 7 4 6 1 3) a n d t h e n e w s e q u e n c e a n d a n n ot ati o n s yst e m 3 4 6  

( N Z _ C P 0 0 8 9 5 7. 1 a n d N Z _ CP 0 0 8 9 5 8. 1). T his c o m p aris o n li n ks t h e n e w a n n ot ati o ns ( R S l o c us t a gs) 

t o t h e ori gi n al ‘ Z n u m b ers’ a n d t h eir ass o ci at e d f u n cti o n a n d p at h w a y a n n ot ati o n. 



 
 

T o m a k e t h e c orr es p o n d e n c e t a bl e ( T a bl e S 1) b et w e e n t h e ol d E H E C a n n ot ati o n s yst e m ( Z 

N u m b ers) a n d t h e n e w s yst e m ( R S N u m b ers), l o c al n u cl e oti d e B L A S T wit h o ut p ut f or m at 6 w as 

us e d. First, a r ef er e n c e n u cl e oti d e d at a b as e w as g e n er at e d fr o m t h e n e w est E H E C s e q u e n c e a n d 

a n n ot ati o n ( N Z _ C P 0 0 8 9 5 7. 1 a n d N Z _ C P 0 0 8 9 5 8. 1). T h e E H E C g e n o m e s e q u e n c e c o nt ai ni n g Z 

n u m b er a n n ot ati o ns ( A E 0 0 5 1 7 4 a n d A F 0 7 4 6 1 3) w as us e d as t h e q u er y. Of t h e 6 0 3 2 E D L 9 3 3 g e n es, 

5 5 0 8 h a v e 8 5 % or gr e at er n u cl e oti d e i d e ntit y t o a Z N u m b er e d l o c us. 4 7 9 6 of t h es e g e n es m at c h 

o nl y o n e Z N u m b er e d l o c us a n d 7 1 2 g e n es m at c h m ulti pl e Z N u m b ers. T h es e c as es  ar e fr e q u e ntl y 

d u e t o r e p etiti v e g e n o mi c s e q u e n c es (s u c h as cr y pti c p h a g e g e n es, tr a ns p os o ns, or i ns erti o n 

el e m e nts) or sit u ati o ns c as es w h er e t w o l o ci h a v e b e e n m er g e d i nt o o n e l o c us. D u e t o g a ps a n d 

a m bi g uit y pr es e nt i n t h e ori gi n al E D L 9 3 3 s e q u e n c e, w e di d n ot filt er o n ali g n m e nt l e n gt h i n or d er t o 

fi n d t h e b est m at c h es. I n c as es w h er e t h er e w as o n e m at c hi n g l o c us, t h e ali g n m e nt w as al w a ys ≥ 9 0 % 

of t h e l e n gt h of t h e g e n e. F or g e n es wit h m ulti pl e m at c h es, t h e l e n gt h of t h e ali g n m e nt v ari e d.  

T h er e ar e 5 2 4 g e n es wit h n o c orr es p o n di n g Z N u m b er, pr es u m a bl y l o ci t h at ar e n e wl y r e c o g ni z e d 

g e n es, a n d als o 7 1 Z N u m b ers n ot assi g n e d t o a n R S N u m b er, w hi c h ar e l o ci n o w r e c o g ni z e d as 

i nt er g e ni c r e gi o ns or n ot pr es e nt i n t h e fi n al ass e m bl y. 

T o fi n d t h e K -1 2 h o m ol o g f or  E H E C g e n es ( T a bl e S 2), l o c al B L A S T w as als o us e d. A r ef er e n c e 

n u cl e oti d e a n d a mi n o a ci d d at a b as e w as g e n er at e d fr o m M G 1 6 5 5 K -1 2 ( N C _ 0 0 0 9 1 3. 3), a n d t h e 

n e w est E H E C g e n o m e s e q u e n c e w as us e d as t h e q u er y. F or ps e u d o g e n es a n d g e n es c o di n g f or 

R N A, ≥ 9 0 % n u cl e o ti d e i d e ntit y a cr oss ≥ 9 0 % of t h e g e n e l e n gt h w as c o nsi d er e d a h o m ol o g. F or 

pr ot ei n c o di n g g e n es, ≥ 9 0 % a mi n o a ci d i d e ntit y a cr oss ≥ 9 0 % of t h e a mi n o a ci d s e q u e n c e w as 

c o nsi d er e d a h o m ol o g.  

T o fi n d K E G G p at h w a ys a n d C O G assi g n m e nts f or g e n es of i nt er est, t h e Z c orr es p o n d e n c e 

t a bl e w as us e d t o l o o k u p t h e Z n u m b er of e a c h g e n e. T h e Z n u m b er a n d c orr es p o n di n g f u n cti o n al 

i nf or m ati o n w as s e ar c h e d o n t h e E H E C K E G G d at a b as e. 



 
 

T o d et er mi n e if C O Gs w er e e nri c h e d i n c ert ai n gr o u ps of g e n es (s u c h as c o n diti o n all y d e pl et e d 

g e n es), a C O G e nri c h m e nt i n d e x w as c al c ul at e d 3 7 4 . T h e C O G E nri c h m e nt I n d e x is t h e p er c e nt a g e of 

t h e g e n es of a c ert ai n c at e g or y ( ess e nti al g e n es or C D g e n es) assi g n e d t o a s p e cifi c C O G di vi d e d b y 

t h e p er c e nt a g e of g e n es i n t h at C O G i n t h e e ntir e g e n o m e. A t w o -t ail e d Fis h er’s e x a ct t est w as us e d 

t o d et er mi n e if t his r ati o w as i n d e p e n d e nt of gr o u pi n g. A B o nf err o ni c orr e cti o n w as a p pli e d f or 

m ulti pl e h y p ot h esis t esti n g. A p -v al u e of < 0. 0 0 2 w as c o nsi d er e d t o b e si g nifi c a nt.  

S e q u e n ci n g s at ur ati o n of TI S li br ari es w as d et er mi n e d b y r a n d o ml y s a m pli n g 1 0 0, 0 0 0 r e a ds fr o m 

e a c h li br ar y a n d i d e ntif yi n g t h e n u m b er of u ni q u e m ut a nts i n t h at p o ol. Li br ari es ar e s e q u e n c e d t o 

s at ur ati o n w h e n n o n e w m ut a nts ar e i d e ntifi e d as a d diti o n al r e a ds ar e a d d e d. 2 – 4 milli o n r e a ds ar e 

s uffi ci e nt t o c a pt ur e t h e d e pt h of li br ari es us e d h er e.  
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T h e f u n cti o n of cv p A, a b a ct eri al g e n e pr e di ct e d t o e n c o d e a n i n n er m e m br a n e pr ot ei n, is l ar g el y 

u n k n o w n. E arl y st u di es i n E. coli  li n k e d cv p A t o C oli ci n V s e cr eti o n a n d r e c e nt w or k r e v e al e d t h at it 

is r e q uir e d f or r o b ust i nt esti n al c ol o ni z ati o n b y di v ers e e nt eri c p at h o g e ns. I n e nt er o h e m orr h a gi c E. 

coli ( E H E C), cv p A is r e q uir e d f or r esist a n c e t o t h e bil e s alt d e o x y c h ol at e ( D O C). H er e, w e c arri e d 

o ut g e n o m e -s c al e tr a ns p os o n-i ns erti o n m ut a g e n esis a n d s p o nt a n e o us s u p pr ess or a n al ysis t o u n c o v er 

cv p A’s g e n eti c i nt er a cti o ns a n d i d e ntif y c o m m o n p at h w a ys t h at r es c u e t h e s e nsiti vit y of a ∆cv p A 

E H E C m ut a nt t o D O C. C oll e cti v el y, t h es e s cr e e ns l e d t o t h e h y p ot h esis t h at t h e ∆ cv p A m ut a nt is 

i m p air e d i n its c a p a cit y t o a cti v at e t h e σE -m e di at e d str ess r es p o ns e. T his i d e a w as s u p p ort e d b y 

s h o wi n g t h at m ut ati o ns t h at a cti v at e σE , eit h er i n dir e ctl y or t hr o u g h its dir e ct o v er e x pr essi o n, c a n 

r est or e t h e ∆cv p A m ut a nt’s r esist a n c e t o D O C. A n al ysis of t h e distri b uti o n of C v p A h o m ol o gs 

r e v e al e d t h at t his i n n er m e m br a n e pr ot ei n is c o ns er v e d a cr oss b a ct eri al p h yl a, i n b ot h e nt eri c a n d 

n o n -e nt eri c b a ct eri a t h at ar e n ot e x p os e d t o bil e. T o g et h er, o ur fi n di n gs s u g g est t h at C v p A m a y 

f u n cti o n i n tri g g eri n g a cti v ati o n of t h e σE  str ess r es p o ns e p at h w a y i n r es p o ns e t o D O C as w ell as 

a d diti o n al sti m uli.  

 

T his wor k  is bei ng develo pe d for p u blic atio n as: W arr A R, Gi or gi o R T, W al d or M K. G e n eti c a n al ys es li n k 

t h e c o ns er v e d i n n er m e m br a n e pr ot ei n C v p A t o t h e σE  e xtr a c yt o pl as mi c str ess r es p o ns e.  

 

A ut hor co ntri b utio ns: T h e w or k w as c o n c e pt u ali z e d b y A R W a n d M K W. T h e i n v esti g ati o n a n d d at a 

a n al ysis w er e p erf or m e d b y A R W a n d R T G wit h s u p er visi o n fr o m M K W. T h e fi g ur es w er e m a d e b y 

A R W. T h e writi n g w as c o m pl et e d b y A R W wit h e diti n g fr o m M K W.  

 

 



 

E nt eri c p at h o g e n s e n c o u nt er a br o a d r a n g e of h ost -d eri v e d str ess ors d uri n g t h eir tr a nsit t hr o u g h t h e 

g astr oi nt esti n al ( GI) tr a ct. T h es e p at h o g e ns e nt er t h e GI tr a ct t hr o u g h c o ns u m pti o n of 

c o nt a mi n at e d f o o d or w at er, a n d t h e di v ers e c h all e n g es t h e y f a c e i n t h e h ost e n vir o n m e nt i n cl u d e 

s u bst a nti al fl u ct u ati o ns i n os m ol arit y, o x y g e n c o n c e ntr ati o n, p H, a n d n utri e nt a v ail a bilit y, as w ell as 

m e c h a ni c al s h e ar f or c e fr o m p erist alsis a n d t h e b a ct eri ci d al a cti viti es of a nti mi cr o bi al p e pti d es a n d 

bil e s alts. P at h o g e ns m ust als o c o m p e t e wit h t h e mi cr o bi ot a a n d f a c e t h e t hr e at of i m m u n e c ells a n d 

eff e ct ors 1 1 2, 1 1 3 . T o s ur vi v e a n d s u c c essf ull y c ol o ni z e t h e h ost, e nt eri c p at h o g e ns m ust r a pi dl y s e ns e 

a n d r es p o n d t o t h es e str ess ors.  

Bil e i n p arti c ul ar p os es c o m pl e x t hr e at t o e nt eri c p at h o g e ns. Bil e is a n a q u e o us s ol uti o n of bil e 

s alts, bilir u bi n, f ats, a n d i n or g a ni c s alts pr o d u c e d b y t h e li v er a n d s e cr et e d i nt o t h e i nt esti n e, w h er e it 

pl a ys a criti c al r ol e i n di g esti o n of f ats 4 4 5, 4 4 6 . Bil e s alts ar e p ot e nt a nti mi cr o bi al c o m p o u n ds t h at c a n 

d a m a g e di v ers e c o m p o n e nts of t h e b a ct eri al c ell. Bil e s alts ar e t h o u g ht t o e nt er t h e b a ct eri al c ell b y 

b ot h p assi v e diff usi o n a n d t hr o u g h o ut er m e m br a n e pr ot ei ns ( O M Ps) s u c h as p ori ns 1 1 4, 1 1 5 . E nt eri c 

p at h o g e ns e m pl o y a v ari et y of str at e gi es t o c o m b at t h e p er t ur b ati o ns c a us e d b y bil e s alts, i n cl u di n g 

utili zi n g effl u x p u m ps t o r e m o v e bil e s alts fr o m t h e c ell c yt os ol, a n d e x pr essi n g c h a p er o n es a n d 

pr ot e as es t o a m eli or at e pr ot ei n f ol di n g str ess 1 8 9 – 1 9 1 .  

T o c o or di n at e r es p o ns es t o bil e, b a ct eri a utili z e a h ost of gl o b al str ess -r es p o ns e pr o gr a ms. F or 

e x a m pl e, bil e -i n d u c e d D N A d a m a g e a cti v at es t h e e x pr essi o n of t h e S O S r e g ul o n, a l ar g e s uit e of 

g e n es t h at assist i n r e p airi n g a n d r es p o n di n g t o D N A d a m a g e 4 4 7 – 4 4 9 . Bil e als o tri g g ers t h e a cti v ati o n 

of alt er n at e si g m a f a c t ors, w hi c h e n a bl e R N A p ol y m er as e ( R N A P) t o s el e cti v el y tr a ns cri b e s ets of 

g e n es i n r es p o ns e t o e n vir o n m e nt al c o n diti o ns. D uri n g n or m al gr o wt h c o n diti o ns, R N A P ass o ci at es 

wit h t h e h o us e k e e pi n g si g m a s u b u nit, R p o D ( σ 7 0 ). T h e c ell ul ar str ess es pr o v o k e d b y bil e pr o m ot e 

utili z ati o n of t h e alt er n ati v e str ess r es p o ns e si g m a f a ct or R p o S ( σ S ), w hi c h g o v er ns e x pr essi o n of a 



 

l ar g e n u m b er ( > 5 0 0) of str ess-r es p o ns e g e n es4 5 0 – 4 5 2 . R p o E ( σE ), a si g m a f a ct or w hi c h m e di at es t h e 

r es p o ns e t o ‘ e xtr a c yt o pl as mi c’ str ess, s u c h as misf ol d e d pr ot ei ns i n t h e p eri pl as mi c s p a c e or 

disr u pti o ns i n L P S bi os y nt h esis, m a y als o b e i m p ort a nt f or r esist a n c e t o t h e m e m br a n e -d a m a gi n g 

eff e cts of bil e 4 5 3, 4 5 4 . σE  f u n cti o n i nt ers e cts wit h a v ari et y of ot h er c ell e n v el o p e str ess r es p o ns e 

p at h w a ys i n gr a m -n e g ati v e b a ct eri a s u c h as t h e t w o -c o m p o n e nt s yst e ms C p x R A a n d B a e S R; 

t o g et h er, t h es e p at h w a ys cr e at e a c o m pl e x r e g ul at or y n et w or k m e di ati n g b a ct eri al e n v el o p e 

h o m e ost asis 4 5 3, 4 5 5 . 

T h e g e n e cv p A w as i d e ntifi e d i n s cr e e ns f or g e n es r e q uir e d f or i nt esti n al c ol o ni z ati o n i n s e v er al 

e nt eri c p at h o g e ns, i n cl u di n g Vi brio c holer ae , V . p ar a h ae molytic us , a n d S al mo nell a T y p hi m uri u m 3 6 6, 3 7 6, 4 2 7 , 

b ut t h e m e c h a nis m(s) t h at a c c o u nt f or t h e c ol o ni z ati o n d ef e cts h a v e n ot b e e n c h ar a ct eri z e d. W e 

r e c e ntl y f o u n d t h at t h e pr ot ei n C v p A is r e q uir e d f or t h e f o o d b or n e i nt esti n al p at h o g e n 

e nt er o h e m orr h a gi c Esc heric hi a coli  O 1 5 7: H 7 ( E H E C) t o o pti m all y c ol o ni z e t h e c ol o n of i nf a nt 

r a b bits; m or e o v er, E H E C cv p A d el eti o n m ut a nts w e r e hi g hl y s e nsiti v e t o bil e, a n d i n p arti c ul ar t h e 

bil e s alt d e o x y c h ol at e ( D O C) 2 4 . E H E C c a us es h e m orr h a gi c c olitis a n d i n s o m e c as es t h e s e v er e 

c o m pli c ati o n h e m ol yti c ur e mi c s y n dr o m e, a c o n diti o n i n w hi c h d a m a g e t o bl o o d v ess els of t h e 

ki d n e y mi cr o v as c ul at ur e l e a ds t o r e n al f ail ur e. Pr e vi o us st u di es h a v e l e d t o t h e i d e a t h at E H E C us es 

bil e as a c u e t o i n d u c e e x pr essi o n of vir ul e n c e g e n es, fl a g ell a, a n d g e n es pr o m oti n g s ur vi v al i n vivo, 

i n cl u di n g t h e A cr A B effl u x p u m p w hi c h e n a bl es r e m o v al of bil e s alts fr o m t h e c ell i nt eri or4 4 9, 4 5 6 – 4 6 2 , 

b ut t h e r ol e of C v p A i n c o ntri b uti n g t o bil e r esist a n c e i n E H E C is u n k n o w n.  

cv p A w as ori gi n all y d es cri b e d as a g e n e r e q uir e d f or t h e pr o d u cti o n of C oli ci n V ( C ol V), a s m all 

p e pti d e a nti bi oti c pr o d u c e d b y s o m e str ai ns of p at h o g e ni c  E. coli4 2 8 . Alt h o u g h t h e C ol V s e cr eti o n 

s yst e m w as c h ar a ct eri z e d 4 6 3 , t h e s p e cifi c r ol e f or C v p A i n t his me c h a nis m w as n ot i d e ntifi e d. H er e, 

w e pr o vi d e e vi d e n c e t h at C v p A li k el y pr o vi d es E H E C r esist a n c e t o D O C b y m o d ul ati n g t h e σ E  

str ess r es p o ns e p at h w a y. W e als o s h o w t h at C v p A is wi d el y c o ns er v e d a cr oss di v ers e b a ct eri al p h yl a 



 

a n d h y p ot h esi z e  t h at it m a y f u n cti o n t o c o or di n at e str ess r es p o ns es t o p ert ur b ati o ns i n i o n 

h o m e ost asis.  

 

C v p A b e ars str u ct ur al si mil arit y t o t h e i n n er m e m br a n e m e c h a n os e nsiti v e i o n c h a n n els Ms c S a n d 

Ms c L ( H H Pr e d, P h yr e 2) 2 4 , a n d w h ol e-pr ot e o m e l o c ali z ati o n a n al ysis i n E. coli  assi g n e d C v p A t o t h e 

i n n er m e m br a n e4 6 4 . F urt h er m or e, s e v er al pr ot ei n m o d eli n g al g orit h ms ( P S L Pr e d, H H Pr e d, P h o bi us, 

P h yr e 2, O C T O P U S) 2 4  pr e di ct t h at C v p A is a 4 -p ass i n n er m e m br a n e pr ot ei n wit h p eri pl as m i c C-

t er mi n us (Fi g ur e 3. 1 A). T o e x p eri m e nt all y v erif y t h es e assi g n m e nts, w e g e n er at e d t w o pl as mi ds t h at 

i n d u ci bl y e x pr ess sf G F P-C v p A f usi o ns, wit h sf G F P o n eit h er t h e N - or C -t er mi n us, e n a bli n g 

vis u ali z ati o n of t h e l o c ali z ati o n of C v p A i n E H E C. O nl y t h e sf G F P f usi o n t o t h e N -t er mi n us of 

C v p A yi el d e d a c o nstr u ct t h at c o m pl e m e nt e d t h e gr o wt h d ef e ct of a n E H E C str ai n l a c ki n g t h e cv p A 

g e n e ( ∆cv p A) o n pl at es c o nt ai ni n g D O C, i m pl yi n g t his c o nstr u ct c o nt ai ns a f u n cti o n al C v p A pr ot ei n 

(Fi g ur e 3. 1 B). I n d u cti o n of t his f usi o n pr ot ei n r e v e al e d a cl e ar si g n al t h at o utli n e d t h e E H E C c ell 

m e m br a n e i n a si mil ar p att er n as t h e m e m br a n e st ai n F M 4 -6 4 ( Fi g ur e 3. 1 C D). T h es e d at a s u p p ort 

t h e pr e di ct e d l o c ali z ati o n of C v p A, a n d s u g g est t h at t h e a v ail a bilit y of its p eri pl as mi c C -t er mi n us 

m a y b e n e c ess ar y f or f u n cti o n.   

 

A pr e vi o us r e p ort s u g g est e d t h at E. coli  C v p A is r e q uir e d f or t h e e x p ort of t h e p e pti d e a nti bi oti c 

C oli ci n V ( C ol V )4 2 8 . W e s o u g ht t o r e pr o d u c e t his o bs er v ati o n i n E H E C. T h e e ntir e C ol V -

pr o d u cti o n a n d i m m u nit y o p er o n a n d e n d o g e n o us pr o m ot ers d eri v e d fr o m t h e n at ur all y o c c urri n g  



 

 

 

 

 
Fi g u r e 3 .1 : C v p A l o c ali z e s t o t h e E H E C c ell p eri p h er y.   

a) S c h e m ati c of t h e pr e di ct e d C v p A t o p ol o g y, wit h l o c ati o n of N -t er mi n al sf G F P f u si o n s h o w n. A d a pt e d fr o m ( 2 2). 
R e d r e si d u e s ar e n e arl y 1 0 0 % c o n s er v e d a cr o s s b a ct eri al p h yl a.  b) Dil uti o n s eri e s of W T, ∆ c v p A  m ut a nt, a n d ∆ c v p A  
m ut a nt wit h a n I P T G -i n d u ci bl e sf G F P -c v p A  f u si o n c o m pl e m e nt ati o n pl a s mi d pl at e d o n L B, L B 1 % d e o x y c h ol at e 
( D O C), a n d L B 1 % D O C 1 m M I P T G. c) Mi cr o gr a p h s of a n N-t er mi n al sf G F P-C v p A f u si o n pr ot ei n e x pr e s s e d i n E H E C 
a n d st ai n e d wit h t h e F M 4 -6 4 m e m br a n e d y e. S c al e b ar i n di c at e s 5 μ M. d) H ori z o nt al li n e s c a n of G F P a n d F M 4 -6 4 
si g n al.  



 

C ol V pl as mi d, p C ol V -K 3 0, w as i ns ert e d i nt o t h e cl o ni n g v e ct or p B R 3 2 2, yi el di n g p B R 3 2 2 -C ol V. 

Alt h o u g h b ot h W T ( E D L 9 3 3) a n d ∆ cv p A E H E C w er e tr a nsf or m a bl e wit h p B R 3 2 2 -C ol V, o nl y t h e 

W T str ai n gr e w r o b ustl y i n L B br ot h w hil e c arr yi n g p B R 3 2 2 -C ol V. I n c o ntr ast, t h e ∆ cv p A 

m ut a nt el o n g at e d a n d l ys e d  (Fi g ur e 3. 2 A ). T h e a biliti es of t h es e str ai ns t o s e cr et e f u n cti o n al C ol V 

w as e v al u at e d b y t esti n g w h et h er t h e y cr e at e a z o n e of gr o wt h i n hi biti o n o n a s e nsiti v e i n di c at or 

str ai n. T h e W T str ai n c arr yi n g p B R 3 2 2 -C ol V kill e d t h e i n di c at or str ai n, cr e ati n g a disti n ct z o n e of 

cl e ari n g ( Fi g ur e 3. 2 B), w h er e as t h e ∆ cv p A str ai n f ail e d t o est a blis h s u c h a z o n e ( Fi g ur e 3. 2 B). T h es e 

d at a ar e c o nsist e n t wit h pr e vi o us r e p orts4 2 8  a n d s u g g est t h at ∆ cv p A m ut a nts ar e u n a bl e t o s e cr et e 

f u n cti o n al C ol V a n d m a y b e s e nsiti v e t o s elf-i nt o xi c ati o n.  

 

 

 

 
 
Fi g u r e 3 .2 : ∆c v p A E H E C i s s e n siti v e t o C oli ci n V pr o d u cti o n a n d d o e s n ot a p p e ar t o s e cr et e it .  

a) Mi cr o gr a p h of o v er ni g ht c ult ur e of i n di c at e d str ai n s e x pr e s si n g C ol V fr o m pl a s mi d p B R 3 2 2 -C ol V. S c al e b ar i s 1 0 
μ M. Or a n g e b o x d e n ot e s i n s et. b) 5 u L j a b of o v er ni g ht c ult ur e of i n di c at e d str ai n i n s oft a g ar  m atri x c o nt ai ni n g 1 0 0 
μ L of i n di c at or ( s e n siti v e E H E C) str ai n. Arr o w i n di c at e s p o siti o n of j a b. Li n e r e pr e s e nt s 2 0 m m.   



 

O ur pr e vi o us w or k r e v e al e d t h at C v p A is r e q uir e d f or E H E C t o r o b ustl y c ol o ni z e t h e i nf a nt 

r a b bit c ol o n, a n d t h at ∆cv p A m ut a nts ar e s e nsiti v e t o t h e bil e s alt D O C b ut n ot t o t h e bil e s alt 

c h ol at e ( C H O) 2 4 . Bil e s alts li k e D O C ar e t h o u g ht t o c a us e a wi d e r a n g e of d el et eri o us eff e cts i n 

b a ct eri a, i n cl u di n g d a m a g e t o t h e c ell e n v el o p e a n d D N A, a n d wi d es pr e a d pr ot ei n misf ol di n g a n d 

r e d o x str ess1 1 4, 1 1 5 . T h e e x a ct m e c h a nis ms t hr o u g h w hi c h bil e s alts m e di at e t h es e di v ers e d el et eri o us 

eff e cts ar e n ot c o m pl et el y u n d erst o o d 1 1 4, 1 1 5 . W e att e m pt e d t o d et er mi n e w hi c h as p e ct of D O C 

t o xi cit y w as m ost d a m a gi n g t o ∆cv p A m ut a nts b y t esti n g a v ari et y of a g e nts t h at c a us e i n di vi d u al 

as p e cts of bil e str ess, i n cl u di n g t h e m e m br a n e -d a m a gi n g d et er g e nt S D S, D N A d a m a gi n g a nti bi oti cs, 

c ell w all p ert ur bi n g a nti bi oti cs, pr ot ei n s y nt h esis p ert ur bi n g a nti bi oti cs, a n d t h e r e d o x -str ess 

i n d u ci n g c o m p o u n ds di a mi d e a n d h y dr og e n p er o xi d e 2 4  ( T a bl e 3.1 ). H o w e v er, t h e ∆cv p A m ut a nt w as 

n ot m or e s e nsiti v e t h a n t h e W T str ai n t o a n y of t h es e a g e nts. T h es e o bs er v ati o ns ar g u e a g ai nst t h e 

i d e a t h at t h e s e nsiti vit y of t h e ∆cv p A m ut a nt t o D O C r es ults fr o m a g e n er al c ell e n v el o p e d ef e ct, a n d 

i nst e a d s u g g est t h at D O C t o xi cit y ( a n d p ot e nti all y t h e t o xi cit y of C ol V a c c u m ul ati o n) r efl e cts a m or e 

s p e cifi c d ef e ct i n c ells l a c ki n g cv p A. B el o w w e m o v e d f or w ar d wit h D O C as a t o ol t o pr o b e t h e 

f u n cti o n of C v p A. 

 

          T a bl e 3 .1 : MI C f or v ari o u s c o m p o u n d s i n W T a n d Δ c v p A  E H E C  

T y p e of str e s s  C o m p o u n d ( u nit)  W T MI C  ∆ c v p A MI C  
S e v er al  D O C ( %)  2. 5  0. 0 8  
Di s ulfi d e b o n d f or m ati o n  Di a mi d e ( m M)  0. 6 2 5  0. 6 2 5  
R e a cti v e o x y g e n s p e ci e s  H 2 O 2 ( m M) 3. 2  3. 2  
C ell w all d a m a g e  A m pi cilli n ( μ g/ m L)  7. 8  7. 8  
C ell w all d a m a g e  Pi p er a cilli n ( μ g/ m L)  0. 3 1  0. 3 1  
D et er g e nt  S D S ( %)  5  5  
D et er g e nt  P ol y m y xi n B ( μ g/ m L)  1. 1 7  1. 1 7  
D N A d a m a g e  N ali di xi c a ci d ( μ g/ m L)  2. 5  2. 5  

. 

 

 



 

σ

T o f urt h er ass ess C v p A’s f u n cti o n, w e c arri e d o ut t hr e e g e n eti c s cr e e ns i n E H E C t o d efi n e cv p A’s 

n et w or k of g e n eti c i nt er a cti o ns. T w o of t h e s cr e e ns r eli e d o n tr a ns p os o n -i ns erti o n m ut a g e n esis, a n d 

o n e us e d s p o nt a n e o us s u p pr ess or a n al ysis. Si mil ar g e n eti c a p pr o a c h es h a v e b e e n fr uitf ul f or ot h er 

m e m br a n e pr ot ei ns 4 6 5 – 4 6 8 , w hi c h ar e oft e n diffi c ult t o pr o b e usi n g bi o c h e mi c al a p pr o a c h es t o i d e ntif y 

pr ot ei n -pr ot ei n i nt er a cti o ns.  

F or t h e tr a ns p os o n s cr e e ns, w e b e g a n b y  g e n er ati n g hi g h d e nsit y tr a ns p os o n -i ns erti o n m ut a nt 

li br ari es i n t h e W T a n d ∆cv p A E H E C str ai ns b y m ut a g e ni zi n g t h e str ai ns wit h t h e m ari n er 

tr a ns p os o n Hi m ar 1, w hi c h i ns erts r a n d o ml y at T A di n u cl e oti d es. T h e a b u n d a n c e of e a c h 

tr a ns p os o n-i ns erti o n m ut a nt i n t h e t w o li br ari es w as q u a ntifi e d b y d e e p s e q u e n ci n g t h e sit es of 

tr a ns p os o n i ns erti o n. G e n es w er e bi n n e d b y t h e p er c e nt a g e of T A sit es disr u pt e d (Fi g ur e 3. 3 A ), a n d 

as e x p e ct e d f or li br ari es of hi g h i ns erti o n d e nsit y, t his distri b uti o n w as bi m o d al. T h e l eft -m ost mi n or 

p e a k r e pr es e nts g e n es wit h f e w t o n o i ns erti o ns, a n d t h e ri g ht -m ost m aj or p e a k r e pr es e nts g e n es 

wit h a m aj orit y of T A sit es disr u pt e d 3 6 7 . T h e distri b uti o n of tr a ns p os o n i ns erti o ns i n t h e W T a n d 

∆ cv p A li br ari es w as si mil ar a n d dis pl a y e d c o m pl e xit y e n a bli n g hi g h-r es ol uti o n a n al ysis of tr a ns p os o n-

i ns erti o n fr e q u e n c y3 6 6  (Fi g ur e  3. 3 A ).  

W e first c o m pl et e d a s y nt h eti c s cr e e n i n w hi c h w e c o m p ar e d t h e distri b uti o ns of t h e tr a ns p os o n 

i ns erti o ns a cr oss t h e g e n o m e i n t h e W T a n d ∆cv p A li br ari es. T his c o m p aris o n yi el ds t hr e e c at e g ori es 

of g e n es: ( 1) l o ci wit h si mil ar i ns erti o n pr ofil es i n b ot h b a c k gr o u n ds ar e d e e m e d ‘n e utr al ’; ( 2) l o ci 

wit h f e w er i ns erti o ns i n t h e ∆ cv p A vs t h e W T b a c k gr o u n d ar e c o nsi d er e d ‘s y nt h eti c si c k’; a n d ( 3) l o ci 

wit h m or e i ns erti o ns i n t h e ∆ cv p A c o m p ar e d t o t h e W T b a c k gr o u n d ar e d e e m e d ‘s y nt h eti c h e alt h y’. 

T his a p pr o a c h h as b e e n us e d t o i d e ntif y g e n eti c i nt er a cti o ns i n s e v er al ot h er or g a nis ms 4 6 9 – 4 7 2 . W e 

i d e ntifi e d 3 2 c a n di d at e s y nt h eti c h e alt h y g e n es, f or w hi c h tr a ns p os o n-i ns erti o n m ut a nts w er e 

o v err e pr es e nt e d at l e ast 4 -f ol d i n t h e ∆cv p A m ut a nt b a c k gr o u n d c o m p ar e d t o t h e W T ( Fi g ur e 3. 3 B,  



 

 
Fi g u r e 3 .3 : T r a n s p o s o n-i n s erti o n s e q u e n ci n g s cr e e n s r e v e al C v p A’ s g e n eti c i nt er a cti o n s.  

a) Di stri b uti o n of t h e p er c e nt a g e of T A sit e s di sr u pt e d f or all g e n e s i n t h e li br ar y c o n str u ct e d i n t h e W T ( bl a c k b ar s) 
a n d ∆ c v p A (gr a y b ar s) b a c k gr o u n d s. b) V ol c a n o pl ot d e pi cti n g t h e r el ati v e a b u n d a n c e of r e a d c o u nt s m a p p e d t o 
i n di vi d u al g e n e s i n tr a n s p o s o n li br ari e s i n W T a n d ∆c v p A m ut a nt b a c k gr o u n d s. T h e m e a n l o g 2 f ol d c h a n g e ( x a xi s) 
a n d M a n n -W hit n e y U p -v al u e ( y a xi s) ar e s h o w n f or e a c h g e n e. G e n e s hi g hli g ht e d i n r e d h a v e gr e at er t h a n 5 u ni q u e 
tr a n s p o s o n m ut a nt s, a l o g2 F C > 2 or < -2, a n d p -v al u e < 0. 0 5. c -d) Di stri b uti o n of t h e p er c e nt a g e of T A sit e s di sr u pt e d 
f or all g e n e s i n t h e li br ar y c o n str u ct e d i n t h e W T ( c) or ∆c v p A b a c k gr o u n d ( d) aft er gr o wt h i n L B ( bl a c k b ar s) or 1 % 
D O C (r e d b ar s). e -f) V ol c a n o pl ot d e pi cti n g t h e r el ati v e a b u n d a n c e of r e a d c o u nt s ma p p e d t o i n di vi d u al g e n e s i n 
tr a n s p o s o n li br ari e s i n W T ( e) or ∆c v p A b a c k gr o u n d (f) i n L B v s i n 1 % D O C. T h e l o g 2 m e a n f ol d c h a n g e ( x a xi s) a n d 
M a n n -W hit n e y U p -v al u e ( y a xi s) ar e s h o w n f or e a c h g e n e. G e n e s hi g hli g ht e d i n r e d ar e t h o s e f or w hi c h m e a n l o g 2 F C  
> 2 or < -2 a n d p -v al u e < 0. 0 5 i n t h e ∆ c v p A m ut a nt b a c k gr o u n d b ut n ot t h e W T b a c k gr o u n d.  



 

T a bl e S 1 0 ). S e v er al of t h es e g e n es w er e c o m p o n e nts of i o n tr a ns p ort s yst e ms, i n cl u di n g tr k H a n d 

tr k A, w hi c h ar e c o m p o n e nts of t h e c ell ul ar p ot assi u m u pt a k e s yst e m, a n d t hr e e g e n es of t h e s a p 

tr a ns p ort er c o m pl e x (s a p B, s a p D, a n d s a p F). S a p D is als o k n o w n t o i nt er a ct wit h t h e Tr k p ot assi u m 

tr a ns p ort s yst e m4 7 3 . S e v er al c h a p er o n es, i n cl u di n g sec B, t h e alt er n ati v e si g m a f a ct or r po N, a n d s e v er al 

c ell s h a p e /s e pt al str u ct ur e g e n es, i n cl u di n g fts E X, w er e als o o n t h e list of s y nt h eti c h e alt h y g e n es . 1 4  

c a n di d at e s y nt h eti c si c k g e n es,  w hi c h w er e u n d err e pr es e nt e d at l e ast 4 -f ol d i n t h e ∆cv p A m ut a nt 

b a c k gr o u n d c o m p ar e d  t o t h e W T (Fi g ur e 3. 3 B, T a bl e S 1 ), w er e als o i d e ntifi e d . T h es e g e n es i n cl u d e d 

y ae L, a pr ot e as e t h at w or ks wit h D e g S t o a cti v at e σ E  b y d e gr a di n g t h e a nti -si g m a f a ct or Rs e A. 

C oll e cti v el y, t h es e r es ults s u g g est t h at i n a cti v ati n g c ert ai n i o n tr a ns p ort pr o c ess es b olst er t h e fit n ess 

of t h e ∆ cv p A str ai n, w hil e i m p airi n g t h e c ell’s a bilit y t o a cti v at e t h e σ E  -m e di at e d str ess r es p o ns e is 

p art i c ul arl y d el et eri o us i n t h e ∆cv p A b a c k gr o u n d. I nt er esti n gl y, t h er e is e vi d e n c e t h at c ell ul ar 

p ot assi u m l e v els c a n r e g ul at e pr o m ot er s el e cti vit y of si g m a f a ct ors 4 7 4 .  

A s e c o n d tr a ns p os o n s cr e e n w as d esi g n e d t o i d e ntif y i ns erti o n m ut ati o ns i n g e n es t h at s u p p r ess 

t h e D O C s e nsiti vit y p h e n ot y p e i n t h e ∆cv p A m ut a nt. T h e W T a n d ∆ cv p A tr a ns p os o n-i ns erti o n 

m ut a nt li br ari es w er e s cr e e n e d o n pl at es c o nt ai ni n g eit h er L B or L B s u p pl e m e nt e d wit h 1 % D O C. 

As a b o v e, aft er e n u m er ati n g t h e a b u n d a n c e of tr a ns p os o n -i ns erti o n m ut a nts wit h s e q u e n ci n g, g e n es 

w er e bi n n e d a c c or di n g t o t h e p er c e nt a g e of disr u pt e d T A sit es ( Fi g ur e 3. 3 C D ). T h e distri b uti o n of 

disr u pt e d T A sit es p er g e n e i n t h e W T li br ar y w as n ot m ar k e dl y diff er e nt b et w e e n t h e L B a n d D O C 

s el e cti o n, as e x p e ct e d b e c a us e a m aj orit y of m ut a nts d o n ot h a v e a p h e n ot y p e i n D O C ( Fi g ur e 3. 3 C) 

(Fi g ur e 3. 3 C ). H o w e v er, t h e distri b uti o n i n t h e ∆cv p A li br ar y w as diff er e nt b et w e e n t h e t w o 

c o n diti o ns; t h er e w as a l eft w ar d s hift i n t h e distri b uti o n of i ns erti o ns aft er t h e ∆ cv p A li br ar y w as 

e x p os e d t o D O C c o m p ar e d t o L B ( Fi g ur e 3. 3 D ). T his l eft w ar d s hift is i n di c ati v e of a b ottl e n e c k, a 

st o c h asti c, g e n ot y p e-i n d e p e n d e nt c o nstri cti o n of p o p ul ati o n si z e, a n d r efl e cts t h e pr of o u n d D O C 

s e nsiti vit y of t h e ∆cv p A m ut a nt. T o i d e ntif y m ut a nts i n b ot h li br ari es w hi c h h a v e m ar k e dl y b ett er or 



 

w ors e p h e n ot y p es t h a n e x p e ct e d i n D O C, w e us e d C o n -A R TI S T, a n a n al yti c al pi p eli n e t h at 

miti g at es t h e eff e cts of b ottl e n e c ks t o i d e ntif y diff er e nti all y a b u n d a nt m ut a nts 3 6 6 . F or e a c h li br ar y, 

t h e a b u n d a n c e of e a c h m ut a nt w as c o m p ar e d b et w e e n t h e L B a n d D O C c o n diti o n t o i d e ntif y t hr e e 

c at e g ori es of g e n es: ( 1) l o ci wit h si mil ar i ns erti o n pr ofil es i n b ot h L B a n d D O C ar e ‘n e utr al ’; ( 2) l o ci 

wit h f e w er i ns erti o ns i n t h e D O C c o n diti o n t h a n e x p e ct e d w h e n c o m p ar e d t o L B ar e ‘d e pl et e d ’; a n d 

( 3) l o ci wit h m or e i ns erti o ns i n t h e D O C c o n diti o n t h a n e x p e ct e d w h e n c o m p ar e d t o L B ar e 

‘e nri c h e d ’ (Fi g ur e 3. 3 E F ). I n t h e ∆cv p A b a c k gr o u n d, w e i d e ntifi e d 2 3 3 ‘ d e pl et e d’ g e n es i n w hi c h 

m ut ati o ns ar e e x p e ct e d t o i n cr e as e b as eli n e D O C s e nsiti vit y, a n d 2 6 ‘ e nri c h e d’ g e n es i n w hi c h 

m ut ati o ns ar e e x p e ct e d t o s u p pr ess D O C s e nsiti vit y ( Fi g ur e 3. 3 F ). 1 9 of t h es e 2 6 g e n es di d n ot 

s h o w diff er e nti al a b u n d a n c e i n D O C vs. L B c o m p aris o n i n t h e W T b a c k gr o u n d a n d w er e cl assifi e d 

as ‘ n e utr al’ (Fi g ur e 3. 3 E F ). T h es e g e n es ar e of p arti c ul ar i nt er est as c a n di d at e s u p pr ess ors, as t h e y 

h a v e cv p A-s p e cifi c D O C p h e n ot y p es. M a n y of t h es e g e n es w er e li n k e d t o str ess r es p o ns e p at h w a ys 

a n d c ell e n v el o p e i nt e grit y, s u c h as t h e a nti -si g m a f a ct or rseA , t h e σ E  -eff e ct or  c h a p er o n e s k p, t h e 

t w o-c o m p o n e nt s yst e m b as S R , t h e r e d o x g e n es so d C a n d cyo C, t h e dis ulfi d e /r e d o x b o n d f or m ati o n 

g e n es ds b A  a n d ds b B , a n d t h e c ell m e m br a n e s y nt h esis g e n es ms b B, wc a M, a n d rf a C. M ut ati o ns i n 

s e v er al of t h es e g e n es ar e k n o w n t o i n cr e as e t h e l e v el of σ E a cti vit y 4 7 5 – 4 7 7 .  

I n a d diti o n t o tr a ns p os o n-b as e d s cr e e ns, w e als o c h ar a ct eri z e d s p o nt a n e o us s u p pr ess ors of 

D O C s e nsiti vit y i n t h e ∆ cv p A m ut a nt. I n t his s cr e e n, 2 m L of O D 0. 5 ∆ cv p A br ot h c ult ur e w er e 

pl at e d o n l ar g e pl at es a n d 1 6 p ut ati v e s u p pr ess or c ol o ni es w er e pi c k e d aft er 2 4 h o urs. Aft er r e -

p at c hi n g o n 1 % D O C, w hi c h c o nfir m e d t h eir r esist a n c e, w h ol e -g e n o m e s e q u e n ci n g of t h e 

s u p pr ess ors w as c arri e d o ut a n d t h es e g e n o m es s e q u e n c es  w er e c o m p ar e d t o t h at of t h e ∆ cv p A 

p ar e nt str ai n t o i d e ntif y p ut ati v e s u p pr ess or m ut ati o ns. S N Ps or d el eti o ns t h at w er e n ot pr es e nt i n 

∆ cv p A p ar e nt str ai n w er e f o u n d i n 1 4 of t h e 1 6 str ai ns. N ot a bl y 1 2 of t h e 1 4 str ai ns h a d m ut ati o ns i n 

g e n es li n k e d t o L P S bi o g e n esis, i n cl u di n g s e v er al g e n es i n t h e li p o p ol ys a c c h ari d e tr a ns p ort ( L P T) 



 

s yst e m (l pt B, l pt E, l pt F, l pt G) a n d a n e n z y m e r e q uir e d f or li pi d A s y nt h esis, ms b B; g e n es r el at e d t o 

r e d o x i n cl u di n g n uo H a n d cyo D C w er e als o i d e ntifi e d  ( T a bl e 3. 2 ). I nt er esti ngl y, ms b B w as als o 

i d e ntifi e d as a c a n di d at e s u p pr ess or i n t h e tr a ns p os o n D O C s cr e e n a b o v e. L P T g e n es ar e ess e nti al, 

a n d t h us n ot hi g hl y r e pr es e nt e d i n o ur tr a ns p os o n li br ari es. Alt h o u g h n ot st atisti c all y r o b ust, w e 

a n al y z e d t h e tr a ns p os o n D O C s cr e e n d at a f or t h e L P T g e n es wit h at l e ast 1 i ns erti o n m ut a nt a n d 

f o u n d t h at l pt C D F G h a d l ar g e, p ositi v e f ol d -c h a n g es i n 1 % D O C vs L B i n t h e ∆ cv p A b a c k gr o u n d 

a n d n ot W T ( T a bl e S 1 1 ), s u p p orti n g t h e fi n di n gs of t h e s p o nt a n e o us s u p pr ess or s cr e e n.  

 

  T a bl e 3 .2 : M ut ati o n s i n s u p pr e s s or s of ∆c v p A D O C s e n siti vit y a  
S u p pr e s s or  M ut ati o n  L o c u s  G e n e  F u n cti o n  

1  
S N P  R S 0 0 3 5 0  ar a C  Ar a bi n o s e o p er o n tr a n s cri pti o n al r e g ul at or  
S N P  R S 0 2 4 7 5  y aj R  P ut ati v e tr a n s p ort pr ot ei n  
S N P  R S 1 3 8 4 0  m s b B  Li pi d A bi o s y nt h e si s a c yltr a n sf er a s e   

2  
S N P  R S 1 6 8 8 5  n u o H  N A D H -q ui n o n e o xi d or e d u ct a s e s u b u nit  
S N P  R S 2 7 7 9 5  l pt G L P S e x p ort p er m e a s e  

3  
S N P  R S 1 6 8 8 5  n u o H  N A D H -q ui n o n e o xi d or e d u ct a s e s u b u nit  
S N P  R S 2 1 7 5 0  l pt B L P S e x p ort A T P -bi n di n g pr ot ei n  

4  S N P  R S 1 3 8 4 0  m s b B  Li pi d A bi o s y nt h e si s a c yltr a n sf er a s e   
5  S N P  R S 2 1 7 5 0  l pt B L P S e x p ort A T P -bi n di n g pr ot ei n  
6  S N P  R S 2 7 7 9 5  l pt G L P S e x p ort p er m e a s e  
7  S N P  R S 2 7 7 9 5  l pt G L P S e x p ort p er m e a s e  

8  
S N P  I nt er g e ni c u p str e a m  l pt E L P S a s s e m bl y li p o pr ot ei n 
D E L  R S 0 2 4 8 5  c y o D  C yt o c hr o m e  b o  s u b u nit I V  

9  D E L  R S 1 3 8 4 0  m s b B  Li pi d A bi o s y nt h e si s a c yltr a n sf er a s e   

1 0  
S N P  R S 1 6 8 8 5  n u o H  N A D H -q ui n o n e o xi d or e d u ct a s e s u b u nit  
S N P  R S 2 7 7 9 5  l pt G L P S e x p ort p er m e a s e  

1 1  S N P  R S 2 7 7 9 0  l pt F L P S e x p ort p er m e a s e  

1 4  
S N P  R S 1 2 6 4 5  dt p A  Pr ot o n -d e p e n d e nt di/tri p e pti d e s y m p ort er  
S N P  R S 0 2 4 9 5  c y o B  C yt o c hr o m e  b o 3 s u b u nit 1  

1 5  
S N P  R S 1 3 8 4 0  m s b B  Li pi d A bi o s y nt h e si s a c yltr a n sf er a s e   
S N P  R S 1 6 8 8 5  n u o H  N A D H -q ui n o n e o xi d or e d u ct a s e s u b u nit  

1 6  
S N P  R S 1 2 6 4 5  dt p A  Di/tri -p e pti d e p er m e a s e  
S N P  R S 0 2 4 9 5  c y o B  C yt o c hr o m e  b o 3 s u b u nit 1  

a S N P i n di c at e s a si n gl e -n u cl e oti d e p ol y m or p hi s m, D E L i n di c at e s a l ar g er d el eti o n m ut ati o n.  
 

 



 

σ ∆

S e v er al i n d e p e n d e nt pi e c es of e vi d e n c e c o n n e cti n g cv p A t o t h e σE  r es p o ns e w er e f o u n d i n t h e 3 

g e n eti c s cr e e ns d es cri b e d a b o v e. σ E  is n or m all y s e q u est er e d at t h e i n n er m e m br a n e b y ass o ci ati o n 

wit h a n a nti -si g m a f a ct or, Rs e A. W h e n t h e a p pr o pri at e sti m uli is d et e ct e d, pr ot e as es Y a e L a n d D e g S 

s e q u e nti all y cl e a v e Rs e A, li b er ati n g σ E  t o a cti v at e e x pr essi o n of ~ 1 0 0 g e n es i n r es p o ns e4 7 8, 4 7 9 . A 

v ari et y of p ert ur b ati o ns t o t h e c ell e n v el o p e c a n tri g g er t his p at h w a y, i n cl u di n g misf ol d e d O M Ps, 

disr u pti o ns i n L P S bi os y nt h esis l e a di n g t o pr e c urs or a c c u m ul ati o n, a n d c h a n g es i n c ell ul ar r e d o x 

st at e 4 8 0, 4 7 5 – 4 7 7 . N ot a bl y, t h e g e n eti c s cr e e ns r e v e al e d th at t h e ∆ cv p A m ut a nt is m or e s e nsiti v e t h a n t h e 

W T t o m ut ati o ns i n y ae L a n d t h e s u p pr ess or s cr e e ns u n c o v er e d a v ari et y of m ut ati o ns, i n cl u di n g i n 

rse A, l pt B C D E F G, a n d ms b B , w hi c h li k el y tri g g er t h e σ E  r es p o ns e, t h at a p p e ar e d t o r es c u e t h e 

s e nsiti vit y of ∆cv p A t o D O C. I n a cti v ati n g m ut ati o ns i n rse A i n cr e as e t h e b as al a cti vit y of σE  b y 

pr e v e nti n g its m e m br a n e s e q u estr ati o n, a n d m ut ati o ns i n L P S bi os y nt h esis g e n es ms b B  a n d t h e L P S 

tr a ns p ort s yst e m tri g g er σE  t hr o u g h a c c u m ul ati o n of L P S pr e c urs ors4 7 5, 4 7 6 . 

T o t e st t h e li n k a g e b et w e e n cv p A a n d σ E , d el eti o n m ut a nts of rse A a n d ms b B i n t h e W T a n d 

∆ cv p A b a c k gr o u n ds  w er e cr e at e d.  T h es e d el eti o ns b ot h r est or e d t h e r esist a n c e of t h e ∆ cv p A m ut a nt 

t o 1 % D O C t o W T l e v els (Fi g ur e 3. 4 A ). Si mil arl y, dir e ct o v er e x pr essi o n of r po E fr o m a pl as mi d 

r es c u e d t h e s e nsiti vit y of t h e ∆cv p A m ut a nt t o  D O C ( Fi g ur e 3. 4 B ). T h es e d at a s u g g est t h at 

m ut ati o ns t h at a cti v at e σ E , eit h er i n dir e ctl y or t hr o u g h its dir e ct o v er e x pr essi o n, c a n r est or e t h e 

∆ cv p A m ut a nt’s r esist a n c e t o D O C, i m pl yi n g t h at t h e m ut a nt m a y b e ot h er wis e u n a bl e t o a cti v at e σ E 

i n r es p o ns e t o D O C.  

 

 



 

 

T h e p h yl o g e n y t o ol A n n otr e e 4 8 1  w as us e d t o a n al y z e t h e distri b uti o n of C v p A h o m ol o gs a cr oss m or e 

t h a n 2 7, 0 00 b a ct eri al g e n o m es. C v p A h o m ol o gs ( ≥ 3 0 % a mi n o a ci d i d e ntit y, ≥ 7 0 % ali g n m e nt) w er e 

f o u n d i n 9, 8 3 0 g e n o m es distri b ut e d a cr oss 5 5 p h yl a (Fi g ur e 3. 5 A , T a bl e S 1 2 ). H o m ol o gs ar e pr es e nt 

i n t h e m aj orit y of r e pr es e nt e d g e n o m es i n t h e C a m p yl o b a ct er ot a ( 2 3 6 / 2 5 4, 9 3 %), D ef erri b a ct er ot a 

( 1 3 / 1 4, 9 3 %), a n d Pr ot e o b a ct eri a ( 6 9 2 3 / 7 6 3 0, 9 1 %) p h yl a (Fi g ur e 3. 5 B ). I n c o ntr ast, o nl y 2 of 3 1 1 8 

str ai ns i n A cti n o b a ct eri a h a v e a C v p A h o m ol o g ( 0. 0 6 %) ( Fi g ur e 3. 5 B ).  

S e q u e n c e ali g n m e nt of t h e pri m ar y a mi n o a ci d s e q u e n c es of 2 0 C v p A h o m ol o gs fr o m b a ct eri al 

s p e ci es fr o m di v ers e p h yl a r e v e al e d s e v er al hi g hl y c o ns er v e d r esi d u es, i n cl u di n g a n as p art at e a n d 

t hr e e gl y ci n es wit h n e arl y 1 0 0 % c o ns er v ati o n (Fi g ur e 3. 6 ). T h e m otif G X X X G, c o m m o n i n 

tr a ns m e m br a n e s e g m ents 4 8 2  is als o pr es e nt. All 2 0 C v p A h o m ol o gs ar e pr e di ct e d t o l o c ali z e t o t h e 

i n n er m e m br a n e b y P S L Pr e d. All h o m ol o gs s h ar e gr e at er si mil arit y i n ali g n m e nts of t h eir r es p e cti v e  

 

 
Fi g u r e 3 .4 : A cti v ati o n of R p o E r e s c u e s t h e ∆c v p A m ut a nt’ s s e n siti vit y t o D O C.   

a) Dil uti o n s eri e s of W T, ∆ c v p A , ∆c v p A  ∆ m s b B  a n d ∆ c v p A  ∆ r s e A pl at e d o n L B or L B 1 % d e o x y c h ol at e ( D O C). b) 
Dil uti o n s eri e s of W T, ∆ c v p A , ∆c v p A  tr a n sf or m e d wit h e m pt y e x pr e s si o n v e ct or p M M B 2 0 7, a n d ∆c v p A  tr a n sf or m e d 
wit h p M M B 2 0 7 c arr yi n g I P T G i n d u ci bl e r p o E pl at e d o n L B a n d L B 1 % D O C wit h 0. 1 m M I P T G.  



 

 

 

 
Fi g u r e 3 .5 : C v p A i s hi g hl y c o n s er v e d a cr o s s m a n y b a ct eri al p h yl a.  

a) P h yl o g e n y of C v p A di stri b uti o n a cr o s s b a ct eri al p h yl a. Pi n k li n e s r e pr e s e nt p h yl a w h er e at l e a st o n e s p e ci e s h a s 
a C v p A h o m ol o g of at l e a st 3 0 % a mi n o a ci d i d e ntit y a n d at l e a st 7 0 % ali g n m e nt t o E. c oli  C v p A. T h e n u m b er s s h o w n 
i n br a c k et s d e n ot e t h e n u m b er of i n di vi d u al g e n o m e s i n t h at p h yl u m. b) Ri g ht, p h yl a wit h v ar yi n g d e gr e e s of C v p A 
c o n s er v ati o n at t h e s p e ci e s l e v el. Pi n k li n e s r e pr e s e nt s p e ci e s t h at c o nt ai n a C v p A h o m ol o g. N u m b er s i n p ar e nt h e si s 
aft er p h yl u m n a m e i n di c at e t h e p er c e nt a g e of s p e ci e s i n t h at p h yl u m wit h a C v p A h o m ol o g.  



 

 

 

 

 

 

Fi g u r e 3 .6 : M U S C L E ali g n m e nt of 2 0 C v p A h o m ol o g s fr o m b a ct eri al s p e ci e s a cr o s s di v er s e p h yl a.   

R e si d u e s wit h > 7 0 % c o n s er v ati o n a cr o s s s p e ci e s ar e i n di c at e d b y a c ol or e d b o x. R e si d u e n u m b eri n g a n d pr e di ct e d 
m e m br a n e t o p ol o g y f or t h e E. c oli C v p A i s s h o w n a b o v e t h e ali g n m e nt. T h e gr e e n b o x i n di c at e s pr e di ct e d p eri pl a s mi c 
( P) s eg m e nt s, t h e gr a y b o x i n di c at e s tr a n s m e m br a n e ( T M) s e g m e nt s, a n d t h e pi n k b o x r e pr e s e nt s c yt o pl a s mi c ( C) 
s e g m e nt s.   



 

N -t er mi n al r e gi o ns, a n d h a v e m or e v ari a bl e l e n gt hs i n t h eir fi n al p eri pl as mi c s e g m e nts, w hi c h c o ul d 

r efl e ct diff er e nt f u n cti o ns or bi n di n g p art n ers at t h e C-t er mi n us.  

T his c o ns er v ati o n a cr oss di v ers e p h yl a hi g hli g hts t h at t h e f u n cti o n of C v p A is n ot stri c tl y r el at e d 

t o bil e. W hil e h o m ol o gs ar e pr es e nt i n e nt eri c p at h o g e ni c a n d c o m m e ns al str ai ns, s u c h as 

C a m pylo b acter jej u ni,  Yersi ni a e nterolitic a , Fi bro b acter s ucci noge nes , a n d B acteroi des fr agilis, m a n y str ai ns wit h a 

C v p A h o m ol o g i n h a bit n o n -i nt esti n al nic h es. T h es e str ai ns i n cl u d e n o n -e nt eri c p at h o g e ns s u c h as 

Neisseri a me ni ngiti dis, pl a nt s y m bi o nts s u c h as R hi zo bi u m tro pici, a n d n o n -p at h o g e ni c e n vir o n m e nt al 

is ol at es fr o m di v ers e e n vir o n m e nts s u c h as t u n dr a s oil (Gr a n ulicell a t u n dricol a ), h y dr ot h er m al v e n ts 

(T her movi brio a m mo nific a ns ), a n d m ari n e e n vir o n m e nts (S piroc h aet a cello biosi p hil a ). 

 

Si n c e t h e ori gi n al r e p ort d es cri bi n g cv p A as a g e n e r e q uir e d f or pr o d u cti o n of t h e pl as mi d -b or n e 

C ol V p e pti d e fr o m E. coli  m or e t h a n 3 0 y e ars a g o 4 2 8 , v er y littl e pr o gr ess h as b e e n m a d e d et er mi ni n g 

t h e f u n cti o n of t his wi d el y c o ns er v e d i n n er m e m br a n e pr ot ei n. M or e r e c e ntl y, cv p A h as b e e n f o u n d 

t o b e i m p ort a nt f or i nt esti n al c ol o ni z ati o n of Vi brio c holer ae , V . p ar a h ae molytic us , a n d S al mo nell a 

T y p hi m uri u m a n d E H E C i n st u di es b as e d o n i n vivo tr a ns p os o n s cr e e ns2 4, 3 6 6, 3 7 6, 4 2 7 . I n E H E C, w e 

f o u n d t h at a ∆ cv p A m ut a nt w as hi g hl y s e nsiti v e t o D O C 2 4 , a bil e c o m p o n e nt, t h us pr es e nti n g a 

p ossi bl e e x pl a n ati o n f or cv p A’s r ol e i n t h e c ol o ni z ati o n of disti n ct ni c h es i n t h e s m all a n d l ar g e 

i nt esti n e b y di v ers e e nt eri c p at h o g e ns.  H er e, w e us e d g e n eti c s cr e e ns t o f urt h er o ur u n d erst a n di n g 

of cv p A f u n cti o n. T h es e s cr e e ns l e d t o t h e h y p ot h esis t h at cv p A is a n u pstr e a m c o m p o n e nt of t h e σ E 

‘ e xtr a c yt o pl as mi c’ str ess r es p o ns e p at h w a y t h at r es p o n ds t o D O C a n d ot h er sti m uli, s u c h as C ol V 

s e cr eti o n. 

A v ari et y of sti m uli c a n l e a d t o  t h e a cti v ati o n of t h e σE r es p o ns e. Misf ol d e d o ut er m e m br a n e 

pr ot ei ns, disr u pti o ns i n L P S bi o g e n esis, a n d p ert ur b ati o ns i n r e d o x st at e h a v e all b e e n li n k e d t o 



 

i n cr e as e d σE  a cti vit y 4 8 0, 4 7 5 – 4 7 7 . M ut ati o ns i n t h e r e g ul at ors of t h es e p at h w a ys, f or e x a m pl e i n a cti v ati n g 

rse A, t h e a nti-si g m a f a ct or w hi c h c o ntr ols σ E a cti vit y 4 8 0 , ms b B, a n e n z y m e r e q uir e d f or t h e 

bi os y nt h esis of li pi d A 4 7 5 , or t h e r e d o x e n z y m es cyo C, so d C, a n d ds b A B 4 7 7  c a n als o tri g g er  t h e 

a cti v ati o n of σ E i n t h e a bs e n c e of e xt er n al sti m uli. C o n v ers el y, i n a cti v ati n g m ut ati o ns i n deg S a n d 

y ae L, t h e pr ot e as es r e q uir e d t o r el e as e s e q u est er e d σE fr o m t h e m e m br a n e, i n hi bit σE a cti v ati o n 4 8 3 – 4 8 5 . 

N e arl y all of t h e σ E -i nt er a cti n g g e n es list e d ab o v e w er e i d e ntifi e d as p ot e nti al m o d ul at ors of t h e 

fit n ess ∆cv p A m ut a nt i n D O C . T h es e d at a s u g g est t h at i n r es p o ns e t o D O C, C v p A m a y b e r e q uir e d 

t o a cti v at e t h e σE r es p o ns e. I n a ∆cv p A m ut a nt, t his p at h w a y is u n a bl e t o r es p o n d t o d el et eri o us 

sti m uli, a n d a d diti o n al σ E -a cti v ati n g m ut ati o ns ( d el eti o ns i n rse A, ms b B, l pt g e n es, dir e ct 

o v er e x pr essi o n of r po E) ar e r e q uir e d t o b y p ass t his bl o c k. M ut ati o ns i n cyo C, so d C, a n d ds b A B w er e 

u n a bl e t o s u p pr ess t h e s e nsiti vit y of ∆ cv p A D O C m ut ati o ns, d es pit e t h es e l o ci  h a vi n g str o n g 

p h e n ot y p es i n t h e D O C tr a ns p os o n -i ns erti o n s cr e e n. It is p ossi bl e t h at u n d er t h e c o n diti o ns of o ur 

i n vitro v ali d ati o n e x p eri m e nts, d el eti o ns i n t h es e e n z y m es ar e n ot s uffi ci e nt t o r es c u e D O C 

s e nsiti vit y.  

T h e c o ns er v ati o n of C v p A a cr oss di v ers e b a ct eri al p h yl a, i n cl u di n g i n s p e ci es w hi c h ar e n e v er 

e x p os e d t o bil e, s u g g ests t h at C v p A f u n cti o n is n ot r estri ct e d t o r es p o n di n g t o bil e str ess. Bil e c a n 

i m p air s e v er al pr o c ess es i n t h e b a ct eri al c ell, i n cl u di n g i nfli cti n g d a m a g e t o t h e c ell e n v el o p e a n d 

D N A, a n d g e n er ati n g pr ot ei n f ol di n g str ess a n d alt er ati o ns i n r e d o x st at e 1 1 4, 1 1 5 . W e w er e u n a bl e t o 

is ol at e w hi c h i n di vi d u al as p e ct of D O C str ess kills ∆cv p A m ut a nts, r aisi n g t h e p ossi bilit y t h at eit h er 

t h es e d el et eri o us eff e cts n e e d t o o c cur t o g et h er, or t h at bil e i m p airs a d diti o n al pr o c ess es t h at w er e 

n ot t est e d. O n e p ossi bilit y is t h at bil e, a n d D O C i n p arti c ul ar, p ert ur bs i o n h o m e ost asis, w hi c h c o ul d 

i n t ur n disr u pt m e m br a n e p ot e nti al. T h e i n cr e as e d fit n ess of i ns erti o ns i n s e v er al g e n es li n k e d t o K+  

tr a ns p ort li n ks cv p A a n d i o n tr a ns p ort pr o c ess es a n d s u p p orts t his i d e a. F urt h er m or e, i n e u k ar y oti c 

c ells, D O C e x p os ur e l e a ds t o c h a n g es i n mit o c h o n dri al m e m br a n e p ot e nti al 4 8 6 . I nt er esti n gl y, ∆cv p A 



 

m ut a nts ar e n ot s e nsiti v e t o t h e v er y si mil a r bil e s alt c h ol at e ( C H O)2 4 , w hi c h m a y r efl e ct a diff er e n c e 

i n t h e a bilit y of t h es e s alts t o m o v e t hr o u g h m e m br a n es4 8 7  or t h e i n cr e as e d h y dr o p h o bi cit y of 

D O C 4 4 3 .  

Gi v e n t h e si mil arit y of C v p A t o t h e m e c h a n os e nsiti v e s ol ut e tr a ns p ort ers Ms c S  a n d Ms c L a n d 

t he n u m er o us g e n es r el at e d t o i o n tr a ns p ort t h at w er e i d e ntifi e d i n t h e s y nt h eti c l et h al s cr e e n, it is 

t e m pti n g t o s p e c ul at e t h at C v p A is its elf a n i o n c h a n n el t h at m o nit ors a n d pr o m ot es m e m br a n e 

p ot e nti al h o m e ost asis. N ot a bl y, C oli ci n V m e di at es its b a ct eri ci d al a cti o n b y disr u pti n g t h e 

m e m br a n e p ot e nti al of t h e i n n er m e m br a n e 4 8 8, 4 8 9 ; t h e h ei g ht e n e d s e nsiti vit y of ∆cv p A m ut a nts t o 

p ert ur b ati o ns of m e m br a n e p ot e nti al m a y  e x pl ai n w h y t h e y c a n n ot pr o d u c e f u n cti o n al C oli ci n V. 

M ai nt e n a n c e of i o n h o m e ost asis a n d m e m br a n e p ot e nti al is a criti c al c a p a bilit y f or all b a ct eri al 

s p e ci es. D O C m a y r e pr es e nt a sti m ul us t h at l e a ds t o p ert ur b ati o n of i o n l e v els; ot h er sti m uli ar e 

li k el y e n c o u nt er e d i n t h e dis p ar at e ni c h es i n h a bit e d b y t h e di v ers e b a ct eri al s p e ci es e n c o di n g Cv p A 

h o m ol o gs.  

Fi n all y, o ur o bs er v ati o ns s u g g est t h at t h e C -t er mi n us of C v p A is r e q uir e d f or its f u n cti o n. A 

f usi o n of sf G F P t o t his e n d of t h e pr ot ei n w as n ot f u n cti o n al. T h e C-t er mi n al r e gi o n of C v p A v ari es 

i n l e n gt h b et w e e n s p e ci es. Al b eit s p e c ul ati v e, w e pr o p os e t h at t his r e gi o n of t h e pr ot ei n m a y b e 

criti c al f or bi n di n g t o p eri pl as mi c p art n er(s) or s e nsi n g /r es p o n di n g t o p eri pl as mi c sti m uli. Cl e arl y, 

a d diti o n al bi o c h e mi c al st u di es t o el u ci d at e t h e m e c h a nisti c b asis of C v p A f u n cti o n ar e w arr a nt e d.  

 

B a ct eri al str ai ns a n d gr o wt h c o n diti o ns   

B a ct eri al str ai ns w er e c ult ur e d i n L B m e di u m or o n L B a g ar pl at es at 3 7 ° C.  A nti bi oti cs a n d 

s u p pl e m e nts w er e us e d at t h e f oll o wi n g c o n c e ntr ati o ns: 2 0 μ g / m L c hl or a m p h e ni c ol ( C m), 5 0 

μ g / m L  k a n a m y ci n ( K m), 1 0 μ g / m L g e nt a mi ci n ( G m), 5 0 μ g / m L c ar b e ni cilli n ( C b), 0. 3 m M 



 

di a mi n o pi m eli c a ci d ( D A P), 1 % d e o x y c h ol at e ( D O C), 0. 1 m M 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).  

A g e nt a mi ci n -r esist a nt m ut a nt of E. coli O 1 5 7: H 7 str ai n E D L 9 3 3 ( ∆ l acI::a ac C 1 )2 4  w as us e d i n all 

e x p eri m e nts i n t his st u d y as t h e wil d -t y p e ( W T). All m ut a nts w er e c o nstr u ct e d i n t his str ai n 

b a c k gr o u n d usi n g st a n d ar d all eli c e x c h a n g e t e c h ni q u es 4 3 3  wit h t h e p T O X pl as mi d s yst e m 4 9 0  or 

l a m b d a-r e d r e c o m bi n e eri n g3 7 8 .  

C oli ci n V pr o d u cti o n a n d i m m u nit y o p er o ns a n d e n d o g e n o us pr o m ot ers w er e cl o n e d fr o m 

pl as mi d  p C ol V -K 3 0: T n 1 0 ( gift fr o m Dr. R o b ert o K olt er) i nt o p B R 3 2 2 ( yi el di n g ‘ p B R 3 2 2 -C ol V’) 

usi n g is ot h er m al ass e m bl y. T h e r es ulti n g pl as mi ds w er e tr a nsf or m e d i nt o W T or ∆ cv p A str ai ns.  

T o c o nstr u ct i n d u ci bl e N - or C -t er mi n al sf G F P f usi o ns t o C v p A, t h e sf G F P s e q u e n c e w as 

a m plifi e d fr o m p B a d -sf G F P ( A d d g e n e pl as mi d # 8 5 4 8 2) a n d li n k e d t o t h e cv p A s e q u e n c e a m plifi e d 

fr o m E H E C g e n omi c D N A wit h t h e li n k er s e q u e n c e g c a g c g g c c g g c g g a g g g t hr o u g h is ot h er m al 

ass e m bl y i nt o p M M B 2 0 7 4 4 4  ( A T C C # 3 7 8 0 9) m ulti pl e cl o ni n g sit e ( M C S).  Si mil arl y, t o c o nstr u ct t h e 

r po E e x pr essi o n pl as mi d, t h e r po E s e q u e n c e w as a m plifi e d fr o m g e n o mi c D N A a n d cl o n e d i nt o t h e 

p M M B 2 0 7 M C S. T h e r es ulti n g pl as mi ds w er e tr a nsf or m e d i nt o W T or ∆ cv p A str ai ns b y 

el e ctr o p or ati o n.   

 

C ol V pr o d u cti o n ass a y  

p B R 3 2 2 -C ol V  w as tr a nsf or m e d  i nt o W T or ∆ cv p A str ai ns. I n di vi d u al c ol o ni es of eit h er str ai n w er e 

s el e ct e d a n d gr o w n o v er ni g ht i n L B -C ar b, a n d t h e n n or m ali z e d t o O D 0. 5. T o pr e p ar e i n di c at or 

pl at es, 1 0 0 μ L of W T E H E C w as a d d e d t o 5 m L of 0. 8 % m olt e n L B a g ar, v ort e x e d t o mi x, t h e n 

p o ur e d q ui c kl y o nt o a pr e -w ar m e d L B pl at es, w hi c h w er e all o w e d t o s oli dif y u n dist ur b e d. 5 μ L of 

O D 0. 5 C ol V pr o d u ci n g str ai n ( W T or ∆ cv p A tr a nsf or m e d wit h p B R 3 2 2-C ol V) w as j a b b e d i nt o s oft 



 

a g ar pl at e a n d i n c u b at e d u pri g ht o v er ni g ht at 3 7 ° C. T h e n e xt d a y, pl at es w er e e x a mi n e d f or z o n es of 

cl e ari n g ar o u n d t h e C ol V pr o d u ci n g str ai n.  

 

D O C s e nsiti vit y ass a y  

T o d et er mi n e s e nsiti vit y t o D O C, e a c h str ai n w as gr o w n at 3 7 ° C u ntil mi d -e x p o n e nti al p h as e ( O D 6 0 0  

= 0. 5). F or i n d u ci bl e e x pr essi o n, at mi d -e x p o n e nti al p h as e, I P T G w as a d d e d t o a fi n al c o n c e ntr ati o n 

of 1 m M a n d c ells w er e i n c u b at e d at 3 7 ° C s h a ki n g f or 1 h o ur. C ult ur es w er e n or m ali z e d t o O D 6 0 0  = 

0. 5, s eri all y dil ut e d a n d pl at e d o nt o L B a g ar pl at es wit h a n d wit h o ut 1 % D O C a n d 0. 1 m M I P T G.  

 

Mi cr os c o p y  

T o pr e p ar e sf G F P -C v p A f usi o n c ells f or mi cr os c o p y, str ai ns w er e gr o w n t o mi d -e x p o n e nti al p h as e 

( O D6 0 0  = 0. 5). I P T G w as t h e n a d d e d t o a fi n al c o n c e ntr ati o n of 1 m M. Aft er o n e h o ur, c ells w er e 

st ai n e d wit h t h e m e m br a n e d y e F M 4 -6 4 as d es cri b e d pr e vi o usl y 4 6 9, 4 9 1 . Bri efl y, 1 μ g / m L F M 4 -6 4 w as 

a d d e d t o 1 0 0 μ L of c ult ur e a n d i n c u b at e d at r o o m t e m p er at ur e f or 5 mi n ut es. T o pr e p ar e p C ol V -

c o nt ai ni n g c ells f or mi cr os c o p y, o v er ni g ht c ult ur e w as first n or m ali z e d t o O D 6 0 0  = 0. 5. 3 μ L c ult ur e 

w er e t h e n i m m o bili z e d o n 0. 8 % a g ar os e p a ds a n d i m a g e d wit h a Ni k o n Ti E cli ps e mi cr os c o p e 

e q ui p p e d wit h a wi d efi el d A n d or N e o Z yl a c a m er a a n d a 1 0 0 x oil p h as e 3 1. 4 n u m eri c al a p ert ur e 

o bj e cti v e. I m a g es w er e pr o c ess e d i n I m a g eJ / FIJI 4 9 2 .  

 

Mi ni m u m i n hi bit or y c o n c e ntr ati o n ( MI C)  

T o d et er mi n e MI C of v ari o us c o m p o u n ds list e d i n T a bl e 1, a n ass a y w as p erf or m e d as d es cri b e d 

pr e vi o usl y 2 4, 4 4 2 . Bri efl y, c o m p o u n ds t o b e t est e d w er e pr e p ar e d i n s eri al 2-f ol d dil uti o ns i n L B ( 5 0 μ L 

t ot al v ol u m e) i n a 9 6 w ell pl at e. O v er ni g ht c ult ur es of b a ct eri al str ai ns w er e dil ut e d 1: 1 0 0 0 i n L B, 



 

gr o w n f or 1 h o ur at 3 7˚ C, a n d t h e n dil ut e d a g ai n 1: 1 0 0 0 i n L B. 5 0 μ L of t his dil ut e d c ult ur e w as 

a d d e d t o e a c h w ell. Pl at es w er e i n c u b at e d st ati c all y f or 2 4 h o urs at 3 7˚ C.  

 

Tr a ns p os o n -i ns erti o n li br ar y c o nstr u cti o n 

TI S li br ari es w er e g e n er at e d i n E H E C E D L 9 3 3 ∆ l acI::a ac C 1 a n d ∆cv p A m ut a nt as d es cri b e d 

pr e vi o usl y 2 4 . Bri efl y, c o nj u g ati o n w as p erf or m e d t o tr a nsf er t h e tr a ns p os o n -c o nt ai ni n g s ui ci d e v e ct or 

p S C 1 8 9 4 3 7  fr o m a D A P-a u x otr o p hi c d o n or str ai n  (E.  coli M F D λ pir ) i nt o t h e r e ci pi e nt str ai n. 6 0 0 μ L 

of o v er ni g ht c ult ur e of d o n or a n d r e ci pi e nt w er e p ell et e d, w as h e d wit h 1 m L L B, a n d r es us p e n d e d 

e a c h i n 6 0 μ L L B. T h e c ult ur es w er e mi x e d a n d s p ott e d o nt o a 0. 4 5 μ M H A filt er ( Mili p or e) o n a n 

L B -D A P a g ar pl a nt a n d i n c u b at e d at 3 7˚ C f or 1 h o ur. T h e filt er s w er e t h e n w as h e d i n 2 4 m L L B 

a n d i m m e di at el y s pr e a d a cr oss t hr e e  2 4 5 x 2 4 5 m m 2  ( C or ni n g) L B-a g ar pl at es c o nt ai ni n g G m a n d K m 

a n d i n c u b at e d o v er ni g ht at 3 7˚ C. Pl at es w er e s cr a p e d t o c oll e ct c ol o ni es, w hi c h w er e r es us p e n d e d i n 

L B a n d st or e d i n L B + 2 0 % gl y c e r ol ( v / v) 1 m L ali q u ots at -8 0˚ C. A n ali q u ot w as t h a w e d a n d 

g D N A is ol at e d f or a n al ysis.  

 

D O C -s el e ct e d TI S li br ar y 

1 ali q u ot of W T a n d ∆ cv p A li br ar y w er e t h a w e d a n d dil ut e d t o O D6 0 0  = 1 wit h L B. 5 m L of t his 

dil ut e d c ult ur e w as a d d e d t o a fl as k wit h 7 5 m L of L B. T h e c ult ur e w as gr o w n s h a ki n g at 3 7˚ C f or 1 

h o ur, at w hi c h t h eir O D 6 0 0  m e as ur e d ~ 0. 2 5. 5 m L of t h e c ult ur e w as pl at e d o n e a c h of t w o 2 4 5 x 2 4 5 

m m 2  ( C or ni n g) L B-a g ar pl at es c o nt ai ni n g G m a n d K m a n d o n e a c h of t w o pl at es c o nt ai ni n g G m 

a n d K m a n d 1 % d e o x y c h ol at e ( D O C). Pl at es w er e i n c u b at e d o v er ni g ht ( ~ 1 6 h o urs) at 3 7˚ C a n d 

i m m e di at el y s cr a p e d t o c oll e ct c ol o ni es. C ol o ni es w er e r es us p e n d e d i n L B a n d st or e d i n L B + 2 0 % 

gl y c er ol ( v / v ) 1 m L ali q u ots at -8 0 C.  

 



 

C h ar a ct eri z ati o n of tr a ns p os o n -i ns erti o n li br ari es 

Tr a ns p os o n -i ns erti o n li br ari es w er e c h ar a ct eri z e d as d es cri b e d pr e vi o usl y 2 4 . Bri efl y, f or e a c h li br ar y, 

g D N A w as is ol at e d usi n g t h e Wi z ar d G e n o mi c D N A e xtr a cti o n kit ( Pr o m e g a). g D N A w as 

fr a g m e nt e d t o 4 0 0-6 0 0 b p usi n g a C o v aris E 2 0 0 s o ni c at or a n d e n d -r e p air e d usi n g t h e N E B Q ui c k 

Bl u nti n g Kit. P C R w as us e d t o a m plif y tr a ns p os o n j u n cti o ns, a n d P C R pr o d u cts w er e g el p urifi e d t o 

r e c o v er 2 0 0-5 0 0 b p fr a g m e nts. T o esti m at e li br ar y c o n c e n tr ati o n, p urifi e d P C R pr o d u cts w er e 

s u bj e ct e d t o q P C R usi n g pri m ers d esi g n e d t o t h e Ill u mi n a P 5 a n d P 7 h y bri di z ati o n s e q u e n c es. 

Li br ari es w er e mi x e d i n a n e q ui m ol ar f as hi o n a n d s e q u e n c e d wit h a Mi S e q.  

R e a ds w er e tri m m e d of tr a ns p os o n a n d a d a pt er s e q u e n c es  usi n g C L C G e n o mi cs W or k b e n c h 

( Qi a g e n) a n d m a p p e d t o E. coli O 1 5 7: H 7 E D L 9 3 3 ( N C BI A c c essi o n N u m b ers: c hr o m os o m e, 

N Z _ C P 0 0 8 9 5 7. 1; p O 1 5 7 pl as mi d, N Z _ C P 0 0 8 9 5 8. 1) usi n g B o wti e, all o wi n g f or n o mis m at c h es. 

R e a ds w er e dis c ar d e d if t h e y di d n ot m a p t o a n y sit es i n t h e g e n o m e, a n d r e a ds m a p pi n g t o m ulti pl e 

sit es w er e r a n d o ml y distri b ut e d. T h e d at a w as n or m ali z e d f or c hr o m os o m al r e pli c ati o n bi as es a n d 

diff er e n c es i n s e q u e n c e d e pt h usi n g a L O E S S c orr e cti o n of 1 0 0 , 0 0 0 b p ( c hr o m os o m e) a n d 1 0, 0 0 0 

b p ( pl as mi d) wi n d o ws. R e a ds at e a c h T A sit e w er e t alli e d a n d bi n n e d b y pr ot ei n -c o di n g g e n e.  

F or i d e ntifi c ati o n of l o ci wit h s y nt h eti c fit n ess b et w e e n W T a n d ∆ cv p A m ut a nt, t h e C o n-A R TI S T 

pi p eli n e w as us e d 2 4, 3 6 6 . First, t h e W T li br ar y n or m ali z e d t o si m ul at e a n y b ottl e n e c ks or diff er e n c es i n 

s e q u e n ci n g d e pt h as o bs er v e d i n t h e ∆ cv p A li br ar y usi n g m ulti n o mi al distri b uti o n-b as e d r a n d o m 

s a m pli n g ( n = 1 0 0). N e xt, a M a n n-W hit n e y U t est w as a p pli e d t o c o m p ar e t h es e 1 0 0 si m ul at e d d at a 

s ets t o t h e ∆ cv p A m ut a nt li br ar y . G e n es f or w hi c h t h er e w er e gr e at er t h a n 5 i n di vi d u al tr a ns p os o n -

i ns erti o n m ut a nts w er e c o nsi d er e d t o h a v e s uffi ci e nt d at a f or a n al ysis ( ot h er wis e ‘i ns uffi ci e nt d at a’). 

G e n es f or w hi c h m ut a nt a b u n d a n c e i n t h e ∆ cv p A b a c k gr o u n d w as m e a n l o g 2 F C ≥ 2 c o m p ar e d t o 

t h e W T wit h a p-v al u e < 0. 0 5 w er e c o nsi d er e d t o b e ‘s y nt h eti c h e alt h y’, w hil e g e n es wit h m ut a nt 



 

a b u n d a n c e l o g 2 F C ≤ -2 c o m p ar e d t o t h e W T wit h a p -v al u e < 0. 0 5 w er e c o nsi d er e d t o b e ‘s y nt h eti c 

si c k’. T h e r e m ai ni n g g e n es w ere cl assifi e d as ‘ n e utr al’.  

A si mil ar a n al ysis w as p erf or m e d t o i d e ntif y m ut a nts c o n diti o n all y d e pl et e d or e nri c h e d i n 1 % 

D O C c o m p ar e d t o L B f or e a c h str ai n. First, f or e a c h str ai n, t h e L B li br ar y w as n or m ali z e d t o 

si m ul at e a n y b ottl e n e c ks or diff er e n c es i n s e q u e n ci n g d e pt h as o bs er v e d i n t h e c orr es p o n di n g 1 % 

D O C li br ar y usi n g m ulti n o mi al distri b uti o n -b as e d r a n d o m s a m pli n g ( n = 1 0 0). N e xt, a M a n n -

W hit n e y U t est w as a p pli e d t o c o m p ar e t h es e 1 0 0 si m ul at e d d at a s ets t o t h e 1 % D O C m ut a nt 

li br ar y. G e n es f or w hi c h t h er e w er e gr e at er t h a n 5 i n di vi d u al tr a ns p os o n-i ns erti o n m ut a nts w er e 

c o nsi d er e d t o h a v e s uffi ci e nt d at a f or a n al ysis ( ot h er wis e ‘i ns uffi ci e nt d at a’). G e n es f or w hi c h m ut a nt 

a b u n d a n c e i n t h e 1 % D O C b a c k gr o u n d  w as m e a n l o g 2 F C ≥ 2 c o m p ar e d t o t h e W T wit h a p -v al u e 

< 0. 0 5 w er e c o nsi d er e d t o b e ‘ e nri c h e d’, w hil e g e n es wit h m ut a nt a b u n d a n c e l o g 2 F C ≤ -2 c o m p ar e d 

t o t h e W T wit h a p-v al u e < 0. 0 5 w er e c o nsi d er e d t o b e ‘ d e pl et e d’. T h e r e m ai ni n g g e n es w er e 

cl assifi e d as ‘ n e utr al’.  

 

S p o nt a n e o us s u p pr ess or is ol ati o n a n d s e q u e n ci n g  

T o is ol at e a n d i d e ntif y s p o nt a n e o us s u p pr ess or m ut ati o ns, t h e ∆ cv p A m ut a nt w as first gr o w n t o 

mi d -e x p o n e nti al p h as e ( O D 6 0 0  = 0. 5). 2 m L of t his c ult ur e w as pl at e d o n 1 5 0 x 1 5 m m ( Fis h er) L B -

a g ar pl at e c o nt ai ni n g 1 % D O C a n d i n c u b at e d f or 2 4 h o urs at 3 7˚ C. T h e n e xt d a y, s u p pr ess or 

c ol o ni es w er e pi c k e d a n d r e -str e a k e d o n L B a g ar pl at es c o nt ai ni n g 1 % D O C. 1 5 s u p pr ess or c ol o ni es 

w er e  pi c k e d, gr o w n o v er ni g ht, a n d s u bj e ct e d t o g D N A is ol ati o n wit h t h e Wi z ar d G e n o mi c D N A 

e xtr a cti o n kit ( Pr o m e g a). g D N A fr o m t h e ∆ c v p A m ut a nt w as als o is ol at e d as t h e p ar e nt al c o ntr ol 

str ai n. g D N A w as eit h er s u b mitt e d f or s e q u e n ci n g at t h e Mi cr o bi al G e n o m e S e q u e n ci n g C e nt er at 

t h e U ni v ersit y of Pitts b ur g h or pr e p ar e d f or w h ol e g e n o m e s e q u e n ci n g i n h o us e usi n g t h e N e xt er a 



 

X T D N A Li br ar y Pr e p ar ati o n Kit (Ill u mi n a). Li br ari es w er e s e q u e n c e d usi n g t h e N e xt S e q 5 5 0 or 

Mi S e q pl atf or ms, r es p e cti v el y.  

R e a ds w er e m a p p e d  t o t h e E. coli O 1 5 7: H 7  E D L 9 3 3 g e n o m e ( N C BI A c c essi o n N u m b ers: 

c hr o m os o m e, N Z _ C P 0 0 8 9 5 7. 1; p O 1 5 7 pl as mi d, N Z _ C P 0 0 8 9 5 8. 1)  usi ng C L C G e n o mi cs 

W or k b e n c h ( Qi a g e n) wit h d ef a ult p ar a m et ers. B asi c v ari a nt d et e cti o n w as p erf or m e d, ass u mi n g a 

pl oi d y of o n e a n d filt e ri n g o ut v ari a nts wit h a fr e q u e n c y of l ess t h a n 3 5 %. K n o w n v ari a nts w er e 

filt er e d a g ai nst t h e ∆cv p A str ai n. V ari a nt c alls w er e t h e n m a n u all y c ur at e d t o i d e ntif y S N Ps wit h a 

fr e q u e n c y gr e at er t h a n 9 0 %. 

 

Bi oi nf or m ati cs / pr ot ei n pr e di cti o n  

Pr ot ei n pr e di cti o ns a b o ut C v p A str u ct ur e w er e i nf err e d fr o m s e v er al pr o gr a ms: P S L Pr e d, H H Pr e d, 

P h o bi us, P h yr e 2, a n d O C T O P U S 4 9 3 – 4 9 7 . Pr ott er4 9 8  w as us e d t o cr e at e a t o p ol o gi c al di a gr a m. T his 

fi g ur e ori gi n all y a p p e ar e d i n2 4 . 

T o p ol o g y di a gr a m f or C v p A w as m a d e usi n g Pr ott er. T o e x a mi n e t h e c o ns er v ati o n of C v p A 

a mi n o a ci d s e q u e n c e a cr oss b a ct eri al p h yl a, w e us e d A n n otr e e v ersi o n 8 9 4 8 1 . Q u er y t er m ‘ C v p A’ 

( K E G G K 0 3 5 5 8) w as us e d t o fi n d b a ct eri al pr ot ei ns wit h at l e ast 3 0 % i d e ntit y a n d 7 0 % ali g n m e nt 

a cr oss 2 7, 0 0 0 g e n o m es.  2 0 C v p A s e q u e n c es fr o m g e n o m es a cr oss b a ct eri al p h yl a w er e s el e ct e d f or 

c o m p aris o n a n d ali g n e d usi n g M U S C L E 4 9 9  wit hi n t h e M E G A X pl atf or m 5 0 0  usi n g d ef a ult 

p ar a m et ers.  

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

4  
                                  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

E nt er o h e m orr h a gi c Es c h eri c hi a c oli ( E H E C) is a f o o d -b or n e p at h o g e n t h at c a us es di arr h e al dis e as e 

a n d t h e p ot e nti all y l et h al h e m ol yti c ur e mi c s y n dr o m e. W e us e d a n i nf a nt r a b bit m o d el of E H E C 

i nf e cti o n t h at r e c a pit ul at es m a n y as p e cts of h u m a n i nt esti n al dis e as e t o c o m pr e h e nsi v el y ass ess 

c ol o ni c tr a ns cri pti o n al r es p o ns es t o t his p at h o g e n. C ell ul ar c o m p art m e nt -s pe cifi c R N A -s e q u e n ci n g 

of i nt esti n al tiss u e fr o m a ni m als i nf e ct e d wit h E H E C str ai ns c o nt ai ni n g or l a c ki n g S hi g a t o xi ns ( St x) 

r e v e al e d t h at E H E C i nf e cti o n eli cits a r o b ust r es p o ns e t h at is dr a m ati c all y s h a p e d b y St x, p arti c ul arl y 

i n e pit h eli al c ells. M a n y of t h e diff er e n c es i n t h e tr a ns cri pti o n al r es p o ns es eli cit e d b y t h es e str ai ns 

w er e i n g e n es i n v ol v e d i n i m m u n e si g n ali n g p at h w a ys, s u c h as I L 2 3 A, a n d c o a g ul ati o n, i n cl u di n g F 3, 

t h e g e n e e n c o di n g Tiss u e F a ct or. R N A FI S H c o nfir m e d t h at t h es e el e v at e d tr a ns cri pts w er e f o u n d 

al m ost e x cl usi v el y i n e pit h eli al c ells. C oll e cti v el y, t h es e fi n di n gs s u g g est t h at t h e p ot e nt St x -m e di at e d 

m o d ul ati o n of i n n at e i m m u n e si g n ali n g s k e ws t h e h ost r es p o ns e t o E H E C t o w ar ds t y p e 3 i m m u nit y.  

 

T his wor k is bei ng develo pe d for p u blic a tio n as: W arr A R, K u e hl CJ, W al d or M K. 2 0 1 9. S hi g a t o xi n 

r e m o d els t h e i nt esti n al e pit h eli al tr a ns cri pti o n al r es p o ns e t o E nt er o h e m orr h a gi c Es c h eri c hi a c oli.  

 

A ut hor co ntri b utio ns: T h e w or k w as c o n c e pt u ali z e d b y A R W a n d M K W. T h e i n v esti g ati o n a n d d at a 

a n al ys is w er e p erf or m e d b y A R W a n d CJ K wit h s u p er visi o n fr o m M K W. T h e fi g ur es w er e m a d e b y 

A R W. T h e writi n g w as c o m pl et e d b y A R W wit h e diti n g fr o m M K W.  

 

 

 

 

 



 

E nt er o h e m orr h a gi c Esc heric hi a coli  ( E H E C) is a n i m p ort a nt f o o d b or n e p at h o g e n r es p o nsi bl e f or u p 

t o 2 milli o n a n n u al c as es of a c ut e g astr oi nt esti n al ill n ess1 6 . C hi efl y c ol o ni zi n g t h e c ol o n, E H E C 

t y pi c all y l e a ds t o s elf-li miti n g h e m orr h a gi c c olitis; h o w e v er, 5-1 0 % of i nf e ct e d i n di vi d u als als o 

d e v el o p h e m ol yti c ur e mi c s y n dr o m e ( H U S), a p ot e nti all y lif e -t hr e at e ni n g c o m pli c ati o n t h at c a n l e a d 

t o r e n al f ail ur e6 6, 2 2 7 . S u p p orti v e r e h y dr ati o n t h er a p y r e m ai ns t h e pri m ar y tr e at m e nt f or E H E C 

i nf e cti o n, w hil e a nti bi oti cs ar e ass o ci at e d wit h el e v at e d fr eq u e n ci es of H U S a n d t h er ef or e 

c o ntr ai n di c at e d 1 2 . T h er e is n o v a c ci n e a v ail a bl e. E H E C i nf e cti o n is ass o ci at e d wit h a n i nfl a m m at or y 

r es p o ns e i n t h e c ol o n, wit h p ati e nts d e m o nstr ati n g el e v at e d f e c al l e u k o c yt es a n d c al pr ot e cti n l e v els. 

C ol o ni c bi o ps y s a m pl es fr o m p ati e nts wit h E H E C i nf e cti o n e x hi bit i nfl a m m ati o n, e d e m a, fi bri n 

d e p ositi o n, n e utr o p hil i n v asi o n, a n d h e m orr h a g e 2 6 6, 2 6 7, 2 8 9 – 2 9 1 .  

E. coli  O 1 5 7: H 7 is t h e m ost c o m m o n E H E C s er ot y p e, b ut ot h er s er ot y p es h a v e b e e n d es cri b e d. 

All s er ot y p es s h ar e t w o pri m ar y vir ul e n c e f a ct ors: t h e ‘ L E E’ p at h o g e ni cit y isl a n d t h at e n c o d es a t y p e 

III s e cr eti o n s yst e m ( T 3 S S), a n d pr o p h a g es t h at e n c o d e o n e or m or e S hi g a t o xi ns 3 4 3 . T h e a cti viti es of 

E H E C’s T 3 S S eff e ct or pr ot ei ns m e di at e t h e p at h o g e n’s ti g ht a d h er e n c e t o t h e c ol o ni c m u c os a 3 8 7 , 

a n d c a n  pr o m ot e or a nt a g o ni z e t h e i nfl a m m at or y r es p o ns e i n e pit h eli al c ells 5 0 1 – 5 0 4 .  

D uri n g i nf e cti o n, E H E C pr o d u c es a n d r el e as es S hi g a t o xi ns ( St x) i nt o t h e i nt esti n al l u m e n. St xs 

ar e p ot e nt A B 5 s u b u nit e x ot o xi ns w hi c h c a n bi n d t o t h e h ost c e ll s urf a c e gl y c os p hi n g oli pi d 

gl o b otri a os yl c er a mi d e ( G b 3). O n c e i nt er n ali z e d i nt o t h e e u k ar y oti c c ell c yt os ol, St x c at al y z es a sit e -

s p e cifi c d e p uri n ati o n of t h e 2 8s r R N A, w hi c h l e a ds t o i n hi biti o n of 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 ess r es p ons e, pr o d u cti o n of c yt o ki n es, a n d c ell d e at h 2 5 2, 2 5 7, 5 0 5, 2 5 1, 2 4 9 . A bs or pti o n of St x i nt o 

t h e bl o o d r es ults i n its s yst e mi c cir c ul ati o n a n d d a m a g e t o e n d ot h eli al c ells, p arti c ul arl y i n t h e r e n al 

mi cr o v as c ul at ur e, l e a di n g t o t h e c h ar a ct eristi c fi n di n gs of H U S .  



 

T h e r ol e of St x i n E H E C p at h o g e ni cit y i n t h e c ol o n is c o ntr o v ersi al. Alt h o u g h St x h as b e e n 

ass o ci at e d wit h c ol o ni c p at h ol o g y 2 1, 2 3, 2 5 4, 2 6 6, 2 6 7 , t h e m e c h a nis ms t h at e x pl ai n t h es e o bs er v ati o ns ar e 

u n cl e ar b e c a us e t h e pr es e n c e of G b 3 i n t h e c ol o ni c e pit h eli u m h as b e e n dis p ut e d 2 6 8, 2 6 9, 5 0 6, 2 5 4 . S o m e 

s u g g est t h at St x d o es n ot dir e ctl y a ct o n t h e c ol o ni c e pit h eli u m, b ut i nst e a d tr a ns v ers es t hr o u g h t h e 

e pit h eli al l a y er t o pri m aril y a ct o n e n d ot h eli al a n d i m m u n e c ells 2 7 2, 2 7 3, 5 0 7, 2 7 4, 2 7 5 . St x m a y als o e nt er c ol o n 

e pit h eli al c ells t hr o u g h bi n di n g alt er n ati v e r e c e pt ors 2 7 1, 5 0 6 . D es pit e t h e a m bi g uit y s urr o u n di n g t h e 

m e c h a nis ms b y w hi c h St x e x erts t o xi c eff e cts i n t h e c ol o n d uri n g E H E C i nf e cti o n, p urifi e d St x c a n 

sti m ul at e i nfl a m m at or y r es p o ns es i n c ult ur e d c ells 2 5 8, 2 5 5, 5 0 8, 2 5 6, 2 5 7, 2 5 4, 2 5 9 – 2 6 2, 2 4 9, 2 5 1 . A n al ys es of t h e 

tr a ns cri pti o n al r es p o ns es t o E H E C i nf e cti o n i n c ult ur e d e pit h eli al c ells a n d or g a n oi ds h a v e als o 

d e m o nstr at e d t h at pr o c ess es li n k e d t o i nfl a m m at or y si g n ali n g, c yt os k el et al or g a ni z ati o n, a n d 

a p o pt osis  ar e alt er e d 2 8 4, 5 0 9, 2 8 6, 2 6 3 . H o w e v er, t o d at e, o ur k n o wl e d g e of t h e h ost r es p o ns e t o E H E C 

i nf e cti o n is al m ost e x cl usi v el y d eri v e d fr o m tiss u e-c ult ur e b as e d st u di es. B e c a us e mi c e d o n ot 

d e v el o p o v ert di arr h e a or c ol o ni c p at h ol o g y d uri n g E H E C i nf e cti o n 1 7 , n o c o m pr e h e nsi v e i n vi v o 

a n al ys es of h o w E H E C m o difi es c ol o ni c g e n e e x pr essi o n p att er ns d uri n g i nf e cti o n h a v e b e e n 

r e p ort e d. M or e o v er, t h e e xt e nt t o w hi c h St x c o ntri b ut es t o s u c h g e n e e x pr essi o n c h a n g es i n vi v o is 

u n cl e ar.  

I m m u n e r es p o ns es t o b a ct eri al p at ho g e ns h a v e b e e n gr o u p e d i nt o t y p e 1 or t y p e 3 i m m u nit y 5 1 0 . 

T y p e 1 r es p o ns es ar e us u all y tri g g er e d b y i ntr a c ell ul ar p at h o g e ns, c hi efl y t hr o u g h I L -1 2 sti m ul at e d 

I F N γ-pr o d u ci n g c ells, w hi c h l e a d t o a cti v ati o n of c yt ot o xi c l y m p h o c yt es t h at c a n d estr o y i nf e ct e d  

c ells. T y p e 3 r es p o ns es ar e us u all y tri g g er e d b y e xtr a c ell ul ar p at h o g e ns. T y pi c all y, e x p os ur e t o 

p at h o g e n -ass o ci at e d m ol e c ul ar p att er ns ( P A M Ps) sti m ul at es d e n driti c c ells t o pr o d u c e I L 1 a n d I L 2 3, 

w hi c h sti m ul at e i m m u n e eff e ct or c ells t o pr o d u c e I L 1 7 a n d I L 2 2. T h es e c yt o ki n es l e a d t o c h a n g es i n 

e pit h eli al c ells, pr o m oti n g a nti mi cr o bi al p e pti d e pr o d u cti o n a n d b arri er m ai nt e n a n c e, a n d tri g g er 

i nfiltr ati o n of p h a g o c yti c c ells t o e n g ulf e xtr a c ell ul ar p at h o g e ns. H o w e v er, t h e ass o ci ati o ns of t y p e 1 



 

a n d t y p e 3 i m m u nit y wit h i ntr a c ell ul ar a n d e xtr a c ell ul ar p at h o g e ns r es p e cti v el y ar e n ot stri ct. F or 

e x a m pl e,  Citro b acter ro de nti u m, a n e xtr a c ell ul ar p at h o g e n t h at e n c o d es a T 3 S S hi g hl y si mil ar t o E H E C, 

eli cits a t y p e 1 i m m u n e r es p o ns e 5 1 1 – 5 1 3 ; it is u n k n o w n if t h e s a m e is tr u e f or St x-pr o d u ci n g E H E C.  

H er e, w e us e d i nf a nt r a b bits, a s m all a ni m al m o d el of E H E C i nf e cti o n w h er e or o g astri c 

i n o c ul ati o n of t h e p at h o g e n l e a ds t o a dis e as e t h at cl os el y mi mi cs t h e i nt esti n al m a nif est ati o ns of 

h u m a n E H E C dis e as e 2 1 – 2 3 , t o i n v esti g ate h o w St x pr o d u cti o n i n t h e g ut m o difi es t h e c ell ul ar 

r es p o ns e of t h e c ol o ni c m u c os a d uri n g E H E C i nf e cti o n. W e c o m p ar e d t h e c ol o ni c e pit h eli al a n d 

l a mi n a pr o pri a tr a ns cri pti o n al r es p o ns es t o W T a n d m ut a nt E H E C l a c ki n g St x g e n es.  

C oll e cti v el y, o ur fi n di n gs pr o vi d e a c o m pr e h e nsi v e pr ofil e of t h e c ol o ni c tr a ns cri pti o n al 

r es p o ns es t o E H E C a n d s u g g est t h at St x, w hi c h pri m aril y i m p a cts t h e g e n e e x pr essi o n of e pit h eli al 

c ells, s hifts i n n at e i m m u n e r es p o ns es t o t h e p at h o g e n fr o m t y p e 1 t o w ar d t y p e 3 i m m u ni t y. 

 

W e us e d E D L 9 3 3, a pr ot ot y pi c al E. coli  O 1 5 7: H 7 cli ni c al is ol at e ( W T) 6 3, 3 4 6 , t o i n v esti g at e h o w S hi g a 

t o xi ns m o dif y t h e r es p o ns e of t h e c ol o ni c m u c os a t o E H E C i nf e cti o n. T his str ai n e nc o d es t w o St x 

v ari a nts, St x 1 a n d St x 2, w hi c h w er e b ot h d el et e d t o yi el d str ai n ∆ ∆ st x. W T a n d ∆ ∆st x w er e 

a d mi nist er e d or o g astri c all y t o i nf a nt r a b bits t o d et er mi n e if St x i nfl u e n c es E H E C i nt esti n al 

c ol o ni z ati o n or t h e c ol o ni c m u c os al r es p o ns e t o i nf e cti o n. As d es cri b e d pr e vi o usl y i n e x p eri m e nts 

wit h a diff er e nt E H E C cli ni c al is ol at e 2 1 , t h e b ur d e n of W T a n d ∆ ∆st x i n t h e c ol o n di d n ot diff er 

(Fi g ur e 4. 1 ), s u g g esti n g t h at St x d o es n ot alt er E H E C c ol o ni z ati o n i n t his m o d el. N o n et h el ess, St x 

a p p e ar e d t o c o ntri b ut e t o t h e d e v el o p m e nt of di arr h e a as d es cri b e d 2 1 . 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hist o p at h ol o gi c a n al ys es of c ol o n s a m pl es fr o m a ni m als i n o c ul at e d wit h W T, ∆ ∆ st x, or P B S 

( m o c k) w er e c arri e d o ut at p e a k c ol o ni z ati o n ( 3 6-4 0 h o urs p ost i n o c ul ati o n). C o m p ar e d t o m o c k -

tr e at e d c o ntr ol a ni m als, c ol o n s a m pl es fr o m b ot h W T a n d ∆ ∆st x i nf e ct e d r a b bits h a d pr o mi n e nt  

p at h ol o gi c c h a n g es i n t h e mi d a n d dist al c ol o n, sit es of m a xi m al c ol o ni z ati o n. W T a n d ∆ ∆ st x 

i nf e cti o ns l e d t o si mil ar l e v els of o v er all c ol o ni c i nfl a m m ati o n, c h ar a ct eri z e d b y a n i n cr e as e d n u m b er 

of s m all m o n o n u cl e ar c ells i n  t h e s u b m u c os al tiss u e, as w ell as c o m p ar a bl e l e v els of h et er o p hil 

(l a pi n e n e utr o p hil) i nfiltr ati o n (Fi g ur e 4. 2 ). B ot h W T a n d ∆ ∆st x i nf e cti o n eli cit e d mi n or e pit h eli al 

sl o u g hi n g i n t h e c ol o n (Fi g ur e 4. 3 ). H o w e v er, c o m p ar e d t o t h e c ol o ni c p at h ol o g y ass o ci ate d wit h t h e 

∆ ∆ st x str ai n, t h er e w as si g nifi c a ntl y m or e a p o pt osis, i n di c at e d b y wi d es pr e a d fr a g m e nt e d n u cl ei, a n d 

e d e m a / h e m orr h a g e, i n di c at e d b y wi d es pr e a d bl o o d a n d fl ui d a c c u m ul ati o n i n tiss u e, o bs er v e d i n 

s a m pl es fr o m a ni m als i nf e ct e d wit h W T E H E C ( Fi g ur e 4. 4 ). T h es e o bs er v ati o ns s u p p ort t h e 

h y p ot h esis t h at E H E C pr o d u cti o n of St x i n t h e i nt esti n e pr o v o k es l o c al p at h ol o g y i n cl u di n g 

a p o pt osis a n d h e m orr h a g e i n t h e c ol o ni c m u c os a.  

 

Fi g u r e 4 .1 :  I nt e sti n al c ol o ni z ati o n of W T a n d 
∆ ∆ st x E H E C a r e si mil ar.   
 
C F U r e c o v er e d fr o m mi d or di st al r a b bit c ol o n 3 6 
h o ur s p o st i n o c ul ati o n wit h eit h er W T or ∆ ∆ st x 
E H E C. Li n e s i n di c at e g e o m etri c m e a n. n. s. ( n ot 
si g nifi c a nt) b y a t w o -t ail e d M a n n-W hit n e y U . 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

T o f urt h er i n v esti g at e h o w St x m o difi es t h e c ol o ni c m u c os a’s r es p o ns e t o E H E C i nf e cti o n, w e us e d 

R N A -s e q t o c h ar a ct eri z e t h e tr a ns cri pt o m es of c ol o ni c e pit h eli al a n d l a mi n a pr o pri a c ells d eri v e d 

fr o m i nf a nt r a b bits or o g astri c all y i n o c ul at e d wit h W T, ∆ ∆ st x, or P B S ( m o c k). I n t h e c ol o n, e pit h eli al 

c ells m a k e i niti al c o nt a ct wit h E H E C a n d St x; b e n e at h t h e e pit h eli al l a y er, c ells i n t h e l a mi n a pr o pri a, 

w hi c h i n cl u d e i m m u n e c ells, r es p o n d t o si g n als fr o m t h e e pit h eli al c ells or p ot e nti all y fr o m dir e ct 

c o nt a ct w it h P A M Ps t o tri g g er a d diti o n al i m m u n e r es p o ns es5 1 0 . T o pr ofil e tr a ns cri pti o n al c h a n g es i n 

t h es e c ell p o p ul ati o ns, w e h ar v est e d c ol o ns at t h e ti m e of p e a k c ol o ni z ati o n a n d c oll e ct e d e pit h eli al 

a n d l a mi n a pr o pri a c ells fr o m 3 r a b bits p er i n o c ul u m t y p e.  

 

 

 
Fi g u r e 4 .2 : E pit h eli al sl o u g hi n g i s si mil ar i n 
a ni m al s i nf e ct e d wit h W T o r ∆ ∆ st x E H E C .  
 
Sl o u g hi n g i n c ol o n s e cti o n s fr o m i nf a nt r a b bit s 
i n o c ul at e d wit h P B S ( m o c k), W T or ∆ ∆st x E H E C 3 6 
h o ur s p o st i n o c ul ati o n. S c or e s f or i n di vi d u al ti s s u e 
s e cti o n s ar e pl ott e d al o n g wit h t h e m e di a n (r e d li n e).  
C o m p ari s o n s b et w e e n gr o u p s w a s m a d e u si n g a 
M a n n -W hit n e y U t e st. T h e B ej m a mi ni -H o c h b er g 
Pr o c e d ur e w a s u s e d t o c o ntr ol f or t h e f al s e 
di s c o v er y r at e wit h m ulti pl e c o m p ari s o n s at 2 0 %. P -
v al u e s w er e c o n si d er e d si g nifi c a nt at l e s s t h a n 0. 0 5 
(*). n. s. i n di c at e s a n o n -si g nifi c a nt diff er e n c e.  



 

 

 
Fi g u r e 4 .3 : I m m u n e c ell i nfiltr ati o n i s si mil ar i n a ni m al s i nf e ct e d wit h W T or ∆ ∆ st x E H E C.   

( a) H et er o p hil i nfiltr ati o n i n c ol o n s e cti o n s fr o m i nf a nt r a b bit s i n o c ul at e d wit h P B S ( m o c k), W T or ∆ ∆ st x E H E C 3 6 
h o ur s p o st i n o c ul ati o n. S c or e s f or i n di vi d u al ti s s u e s e cti o n s ar e pl ott e d al o n g wit h t h e m e di a n (r e d li n e). C o m p ari s o n s 
b et w e e n gr o u p s w a s m a d e u si n g a t w o -t ail e d M a n n-W hit n e y U t e st. P -v al u e s w er e c o n si d er e d si g nifi c a nt at l e s s t h a n 
0. 0 5 (*) or 0. 0 1 (**). n. s. i n di c at e s a n o n -si g nifi c a nt diff er e n c e. ( b -d): R e pr e s e nt ati v e i m a g e s fr o m m o c k ( s c or e = 0), 
W T ( s c or e = 4), a n d ∆ ∆ st x  ( s c or e = 2) i nf e ct e d c ol o n s. S c al e b ar s i n di c at e 5 0 µ m. Or a n g e b o x d e n ot e s i n s et di s pl a y e d 
t o t h e ri g ht. W hit e arr o w s i n di c at e h et er o p hil s. ( e): S e v erit y of h e m orr h a g e/ e d e m a. (f-h): E x a m pl e i m a g e s fr o m m o c k 
( s c or e = 0), W T ( s c or e = 3), a n d ∆ ∆st x  ( s c or e = 3) E H E C-i nf e ct e d c ol o n s. S c al e b ar s i n di c at e 5 0 µ m. Or a n g e b o x d e n ot e s 
i n s et di s pl a y e d t o t h e ri g ht. W hit e arr o w s i n di c at e h et er o p hil s. Gr e e n arr o w s i n di c ate l y m p h o c yt e s.  



 

 
Fi g u r e 4 .4 : A p o pt o si s a n d h e m orr h a g e/ e d e m a i s m or e p r o mi n e nt i n a ni m al s i nf e ct e d wit h W T v s ∆ ∆ st x E H E C.   
 
( a) A p o pt oti c n u cl ei i n c ol o n s e cti o n s fr o m i nf a nt r a b bit s i n o c ul at e d wit h P B S ( m o c k), W T or ∆ ∆ st x E H E C. S c or e s f or 
i n di vi d u al a ni m al s ar e pl ott e d wit h t h e m e di a n (r e d li n e). St ati sti c al c o m p ari s o n s w er e m a d e u si n g a M a n n-W hit n e y U, 
p < 0. 0 5 (*), 0. 0 1 (**), or 0. 0 0 1 (***). ( b -d): E x a m pl e i m a g e s fr o m m o c k ( s c or e = 0), W T ( s c or e = 4), a n d ∆ ∆ st x  ( s c or e = 2) 
i nf e ct e d c ol o n s. W hit e arr o w s i n di c at e a p o pt oti c n u cl ei. ( e): S e v erit y of h e m orr h a g e/ e d e m a. (f-h): R e pr e s e nt ati v e 
e x a m pl e i m a g e s fr o m m o c k ( s c or e = 0), W T ( s c or e = 3) a n d ∆ ∆ st x  ( s c or e = 1) i nf e ct e d c ol o n s. S c al e b ar s i n di c at e 5 0 µ m. 
Or a n g e b o x e s d e n ot e s i n s et.  



 

R N A  w as e xtr a ct e d, s u bj e ct e d t o n e xt -g e n er ati o n s e q u e n ci n g, a n d m a p p e d t o t h e r a b bit g e n o m e. 

E x pr essi o n of t w o m ar k er g e n es — E P C A M, w hi c h e n c o d es f or a n e pit h eli al c ell a d h esi o n pr ot ei n, 

a n d P T P R C, w hi c h e n c o d es t h e i m m u n e c ell s urf a c e m ar k er C D 4 5 — c o nfir m e d t h e e nri c h m e nt of 

e pit h eli al a n d i m m u n e c ells r es p e cti v el y ( Fi g ur e 4. 5 A ). N e xt, t h e gl o b al g e n e e x pr essi o n pr ofil es f or 

i n di vi d u al s a m pl es w er e e v al u at e d a n d c o m p ar e d usi n g t h e diff er e nti al g e n e e x pr essi o n p a c k a g e 

D E S e q 2. Pri n ci p al c o m p o n e nt a n al ysis ( P C A) r e v e al e d t h at e pit h eli al s a m pl es fr o m e a c h gr o u p 

cl ust er e d s e p ar at el y, hi g hli g hti n g t h e s p e cifi cit y of t h e tr a ns cri pt o mi c r es p o ns es eli cit e d b y e a c h 

i n o c ul ati o n t y p e i n t his c o m p art m e nt (Fi g ur e 4. 6 A). P C A di d n ot s e gr e g at e t h e l a mi n a pr o pri a 

s a m pl es as n e atl y b as e d o n t h e pr es e n c e or a bs e n c e of st x (Fi g ur e 4. 5 B ), s u g g esti n g t h at t h e 

tr a ns cri pti o n al r es p o ns e t o St x is c o n c e ntr at e d i n t h e e pit h eli al c o m p art m e nt.  

R el ati v e t o t h e m o c k i nf e ct e d s a m pl es,  W T i nf e cti o n sti m ul at e d m or e tr a ns cri pt o mi c c h a n g es 

t h a n ∆ ∆st x i nf e cti o n i n c ol o ni c e pit h eli al c ells. Of t h e ~ 3 0, 0 0 0 r a b bit g e n es s ur v e y e d, 1 1 2 6 h a d 

si g nifi c a ntl y diff er e nt e x pr essi o n i n W T / m o c k; f or ∆ ∆ st x/ m o c k, 4 9 7 g e n es w er e diff er e nti all y 

e x pr ess e d ( Fi g ur e 4. 7 , T a bl es S 1 3 a n d S 1 4 ). 3 2 1 g e n es w er e i n c o m m o n b et w e e n t h e t w o i nf e cti o n 

t y p es (Fi g ur e 4. 8 A ). M ost of t h es e s h ar e d g e n es w er e ass o ci at e d wit h G O M ol e c ul ar F u n cti o n t er ms 

c o m m o nl y li n k e d t o b a ct eri al i nf e cti o n, i n cl u di n g c yt o ki n e / c h e m o ki n e si g n ali n g a n d bi n di n g, a n d 

L P S r e c o g niti o n t hr o u g h T L R 4 si g n ali n g ( Fi g ur e 4. 8 B ), i m pl yi n g t h at m a n y t y pi c al p at h o g e n-

r es p o ns e p at h w a ys ar e a cti v at e d si mil arl y i n t h e pr es e n c e or a bs e n c e of St x. Si mil ar p att er ns w er e 

o bs er v e d i n t h e l a mi n a pr o pri a tr a ns cri pt o m e ( Fi g ur e 4. 8 C D Fi g, T a bl es S 1 5 a n d S 1 6 ).  

 



 

 

 
Fi g u r e 4 .5 : E H E C i nf e cti o n l e a d s t o tr a n s c ri pt o mi c c h a n g e s i n t h e c ol o n.  

a) R el ati v e g e n e e x pr e s si o n i n tr a n s cri pt s p er milli o n f or e pit h eli al c ell m ar k er E P C A M a n d i m m u n e c ell m ar k er C D 4 5 
g e n e P T P R C. V al u e s f or i n di vi d u al r a b bit s ar e pl ott e d wit h m e a n. Di stri b uti o n s ar e c o m p ar e d wit h a M a n n -W hit n e y U 
t e st, p < 0. 0 5(*), 0. 0 0 0 1 (****). b) Pri n ci p al C o m p o n e nt A n al y si s ( P C A) of rl o g -tr a n sf or m e d e x pr e s si o n v al u e s of l a mi n a 
pr o pri a c ell s. c) H e at m a p of rl o g -tr a n sf or m e d r e a d c o u nt s fr o m e pit h eli al c ell s f or 3 a ni m al r e pli c at e s ( W T or ∆ ∆st x  
E H E C i nf e ct e d) f or all g e n e s b y r a n k. Hi er ar c hi c al cl u st eri n g p erf or m e d u si n g E u cli di a n s a m pl e di st a n c e s. R o w s ar e 
n or m ali z e d b y Z -s c or e. d) H e at m a p of rl o g -tr a n sf or m e d r e a d c o u nt s fr o m l a mi n a pr o pri a c ell s f or 3 a ni m al r e pli c at e s 
( W T or ∆ ∆st x  E H E C i nf e ct e d) f or all g e n e s b y r a n k. Hi er ar c hi c al cl u st eri n g p erf or m e d u si n g E u cli di a n s a m pl e di st a n c e s. 
R o w s ar e n or m ali z e d b y Z -s c or e. e) R el ati v e p er c e nt a g e s of i m m u n e c ell t y p e s i n i nf e ct e d a n d u ni nf e ct e d ti s s u e a s 
pr e di ct e d b y CI B E R S O R T x. A b s ol ut e d i stri b uti o n s ar e c o m p ar e d wit h a M a n n-W hit n e y U t e st, p < 0. 0 5(*).  



 

 

 
Fi g u r e 4 .6 : C ol o ni c e pit h eli al c ell tr a n s cri pt o m e s diff er b et w e e n a ni m al s i nf e ct e d wit h W T a n d ∆ ∆ st x  E H E C.   
 
a) Pri n ci p al c o m p o n e nt a n al y si s of rl o g -tr a n sf or m e d e x pr e s si o n v al u e s b) A v er a g e e x pr e s si o n l e v el ( b a s e m e a n) a n d 
l o g 2 f ol d c h a n g e of tr a n s cri pt a b u n d a n c e fr o m r a b bit s i n o c ul at e d wit h W T or ∆ ∆st x  E H E C. R e d d ot s ar e g e n e s wit h 
si g nifi c a ntl y diff er e nt ( p < 0. 0 5) tr a n s cri pt a b u n d a n c e. D a s h e d li n e i n di c at e s l o g 2 f ol d c h a n g e > 2 or < -2. c) H e at m a p 
of rl o g -tr a n sf or m e d r e a d c o u nt s f or t o p 2 5 a n d b ott o m 2 5 g e n e s b y r a n k. R o w s ar e Z-n or m ali z e d. G e n e n a m e s ar e 
c ol or e d b y f u n cti o n: r e d – i m m u n e, or a n g e– m et a b oli s m, gr e e n – pr olif er ati o n/ a p o pt o si s, bl u e – c o a g ul ati o n, p ur pl e –
tr a n sl ati o n/ pr ot ei n f ol di n g, pi n k– b arri er f u n cti o n/ c yt o s k el et o n, bl a c k – u n c h ar a ct eri z e d or ot h er. d) H all m ar k g e n e s et s 
si g nifi c a ntl y a s s o ci at e d wi t h W T or ∆ ∆st x  i nf e cti o n. e) G e n e s et e nri c h m e nt pl ot f or s el e ct e d p at h w a y s. Bl a c k ti c k 
m ar k s ar e g e n e s wit hi n p at h w a y or g a ni z e d b y r a n k. f) H e at m a p of rl o g -tr a n sf or m e d r e a d c o u nt s f or t o p 5 g e n e s i n 
t h e l e a di n g e d g e f or i n di c at e d p at h w a y or g a ni z e d b y r a nk.  



 

 
Fi g u r e 4 .7 : C o m p ari s o n of tr a n s cri pti o n al pr ofil e s fr o m c ol o ni c s a m pl e s of i nf a nt r a b bit s i n o c ul at e d wit h P B S 
( m o c k), W T o r ∆ ∆st x E H E C    
 
( a, d, g, j) A v er a g e e x pr e s si o n l e v el ( b a s e m e a n) a n d l o g 2 f ol d c h a n g e of tr a n s cri pt a b u n d a n c e i n c ol o ni c e pit h eli al 
c ell s ( a, d) or l a mi n a pr o pri a ( g, j) fr o m r a b bit s i n o c ul at e d wit h W T E H E C ( a, g) or ∆ ∆ st x  E H E C ( d, j) c o m p ar e d t o 
P B S ( m o c k). G e n e s wit h si g nifi c a ntl y diff er e nt ( a dj u st e d p -v al u e < 0. 0 5) tr a n s cri pt a b u n d a n c e ar e hi g hli g ht e d i n r e d. 
( b, e, h, k) H e at m a p of rl o g-tr a n sf or m e d r e a d c o u nt s fr o m e pit h eli al c ell s f or 3 a ni m al r e pli c at e s ( W T or ∆ ∆st x  E H E C 
i nf e ct e d) f or all g e n e s b y r a n k. Hi er ar c hi c al cl u st eri n g p erf or m e d u si n g E u cli di a n s a m pl e di st a n c e s. R o w s ar e 
n or m ali z e d b y Z -s c or e. T h e 4 p a n el s c orr e s p o n d t o t h e c o m p ari s o n s s h o w n i n t h e p a n el s i m m e di at el y a b o v e ( a, d, g,j); 
W, W T E H E C, M, m o c k, ∆ ∆, ∆ ∆ st x  E H E C. ( c, f, i, l)) H e at m a p of rl o g -tr a n sf or m e d r e a d c o u nt s fr o m e pit h eli al c ell s 
f or 3 a ni m al r e pli c at e s ( W T or ∆ ∆st x  E H E C i nf e ct e d) t o p 2 5 a n d b ott o m 2 5 g e n e s b y r a n k. T h e 4 p a n el s c orr e s p o n d 
t o t h e c o m p ari s o n s s h o w n i n t h e p a n el s i m m e di at el y a b o v e ( b, e, h, k); W, W T E H E C, M, m o c k, ∆ ∆, ∆ ∆st x  E H E C.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fi g u r e 4 .8 : W T a n d ∆ ∆st x E H E C c ol o ni c c ol o ni z ati o n b ot h sti m ul at e h o st tr a n s cri pti o n al r e s p o n s e s 
c o m m o nl y a s s o ci at e d wit h i nf e cti o n.   
 
a, c) V e n n di a gr a m s of diff er e nti all y e x pr e s s e d g e n e s i n wt v s m o c k i nf e cti o n a n d ∆ ∆ st x v s. m o c k i nf e cti o n fr o m 
c ol o ni c e pit h eli al c ell s ( a) or l a mi n a p r o pri a c ell s ( c). b, d) Tr a n s cri pti o n al c h a n g e s eli cit e d b y b ot h str ai n s m a p 
t o m a n y p at h w a y s a s s o ci at e d wit h i nf e cti o n b y G O M ol e c ul ar F u n cti o n a n al y si s i n c ol o ni c e pit h eli al c ell s ( b) 
or l a mi n a pr o pri a c ell s ( d).  



 

Alt h o u g h t h e W T a n d ∆ ∆ st x str ai ns sti m ul at e d a s h ar e d s et of tr a ns cri pts, w e als o f o u n d r o b ust 

a n d wi d es pr e a d diff er e n c es i n t h e e pit h eli al tr a ns cri pt o mi c r es p o ns es t o W T vs ∆ ∆ st x i nf e cti o n. 3 9 0 

g e n es e x hi bit e d si g nifi c a ntl y diff er e nt e x pr essi o n b et w e e n t h es e t w o c o n diti o ns ( Fi g ur e 4. 6 B, T a bl e  

S 1 7 ). G e n es w er e r a n k e d b y a dj ust e d p-v al u e, a n d hi er ar c hi c al cl ust eri n g w as p erf or m e d o n rl o g 

tr a nsf or m e d r e a d c o u nts. T h e cl ust eri n g a n al ysis c o nfir m e d t h at W T a n d ∆ ∆st x i nf e cti o n eli cit 

m ar k e dl y disti n ct tr a ns cri pt o mi c si g n at ur es i n t h e e p it h eli u m ( Fi gur e 4. 5 C ). M a n y of t h e t o p 5 0 

g e n es b y r a n k w er e i n v ol v e d i n pr o c ess es r el at e d t o c o a g ul ati o n a n d i m m u n e si g n ali n g ( Fi g ur e 

4. 6 C).  G e n e s et e nri c h m e nt a n al ysis ( G S E A) w as p erf or m e d t o f urt h er i d e ntif y tr a ns cri pti o n al 

pr o c ess es ass o ci at e d wit h W T or ∆ ∆ st x i nf e cti o n. W e i d e ntifi e d s e v er al p at h w a ys s p e cifi c all y 

ass o ci at e d wit h W T or ∆ ∆ st x i nf e cti o n (Fi g ur e 4. 6 D, T a bl e  S 1 7 ). N ot a bl y, a p o pt osis, c o a g ul ati o n, 

a n d N F K B si g n ali n g w er e ass o ci at e d wit h t h e tr a ns cri pt o mi c r es p o ns e t o W T i nf e cti o n, w h er e as 

p at h w a ys li n k e d wit h I F N α a n d I F N γ si g n ali n g w er e ass o ci at e d wit h ∆ ∆ st x i nf e cti o n (Fi g ur e 4. 6 E). 

Usi n g hi er ar c hi c al cl ust eri n g o n rl o g tr a nsf or m e d c o u nts of t h e t o p fi v e g e n es fr o m e a c h 

e nri c h m e nt -dri vi n g l e a di n g -e d g e s u bs et, w e o bs er v e d dr a m ati c diff er e n c es b et w e e n t h e 

tr a ns cri pti o n al r es p o ns es t o W T a n d ∆ ∆st x i nf e cti o n (Fi g ur e 4. 6 F). S p e cifi c all y, t h e dri v ers of 

c o a g ul ati o n, i n cl u di n g t h e g e n e c o di n g f or tiss u e f a ct or F 3, as w ell as  pr o -i nfl a m m at or y c yt o ki n es 

I L 2 3 A a n d  I L 1 A w er e s p e cifi c all y ass o ci at e d wi t h W T i nf e cti o n (Fi g ur e 4. 6 F). I n ∆ ∆ st x i nf e cti o n, 

m a n y i nt erf er o n -sti m ul at e d g e n es (I S Gs) w er e diff er e nti all y  u pr e g ul at e d, i n cl u di n g t h e T -c ell 

c h e m o ki n e C X C L 1 1.  C oll e cti v el y, t h es e a n al ys es s u g g est t h at St x s k e ws e pit h eli al c ell i n n at e i m m u n e 

r es p o ns e t o E H E C.  

I n s a m pl es fr o m t h e l a mi n a pr o pri a, f ar f e w er g e n es e x hi bit e d diff er e nti al e x pr essi o n i n 

c o m p aris o ns b et w e e n W T a n d ∆ ∆ st x-i nf e cti o ns t h a n i n e pit h eli al s a m pl es ( 9 1 vs 3 9 0) (Fi g ur e 4. 9 A , 

T a bl e  S 1 8 ). Li k e  t h e P C A a n al ysis ( S 4 B Fi g), hi er ar c hi c al cl ust eri n g di d n ot s e p ar at e t h e 

tr a ns cri pti o n al pr ofil es of W T a n d ∆ ∆st x-i nf e ct e d c ol o ns as cl e arl y as o bs er v e d i n e pit h eli al s a m pl es 



 

(Fi g ur e  4. 5 B  vs Fi g ur e 4. 6 A). H o w e v er, cl ust eri n g a n al ysis s h o w e d t h at t h e t o p 5 0 g e n es b y r a n k 

w er e disti n g uis h a bl e b y i n o c ul u m t y p e ( Fi g ur e 4. 9 B). M a n y of t h es e g e n es f u n cti o n i n c o a g ul ati o n 

a n d i m m u n e si g n ali n g p at h w a ys, i n cl u di n g s e v er al m atri x m et all o pr ot e as es ( M M P S), i m m u n e 

si g n ali n g p at h w a ys i n cl u di n g I F N γ, I S Gs, a n d S L A M F 6 a n d  C D 2 0 7  (Fi g ur e 4. 9 C) . G S E A w as 

p erf or m e d ( T a bl e  S 1 8 ), a n d p at h w a ys of i nt er est ass o ci at e d wit h W T i nf e cti o n i n cl u d e d “ T h 1 7 vs 

T h 1, ” “ T h 1 7 vs N ai v e, ” a n d “ T R E M 1 si g n ali n g ” r e v e ali n g t h at si g n at ur es ass o ci at e d wit h t y p e 3 

i m m u nit y ar e pr es e nt i n t h e l a mi n a pr o pri a (Fi g ur e 4. 9 C). G e n e -s ets ass o ci at e d wit h ∆ ∆st x i nf e cti o n 

i n cl u d e d “ N e w c astl e Vir us ” w hi c h i n d u c es a str o n g i nt erf er o n r es p o ns e (Fi g ur e 4. 9 C). E x a mi ni n g 

t h e l e a di n g-e d g e s u bs et of t h es e p at h w a ys u n d ers c or e d t h at g e n es ass o ci at e d wit h T h 1 7 c ells ar e 

a ss o ci at e d wit h W T i nf e cti o n w hil e I F N γ -sti m ul at e d g e n es s u c h as C X C L 1 1 ar e ass o ci at e d wit h 

∆ ∆ st x i nf e cti o n i n t h e l a mi n a pr o pri a (Fi g ur e 4. 9 D).  T o g et h er, t h es e a n al ys es s u g g est t h at St x bi as es 

l a mi n a pr o pri a tr a ns cri pti o n al r es p o ns es t o w ar d e x pr essi o n of ge n es ass o ci at e d wit h t y p e 3 i m m u nit y 

a n d t h at i n t h e a bs e n c e of t his t o xi n, I F N -r el at e d p at h w a ys ar e m or e pr o mi n e nt. 

E nri c h m e nt of diff er e nti all y e x pr ess e d g e n es r e pr es e nt ati v e of p arti c ul ar p at h w a ys c o ul d i n p art 

r efl e ct i nfiltr ati o n of c ells i nt o a tiss ue i n a d diti o n t o alt er ati o ns i n e x pr essi o n p att er ns of r esi d e nt 

c ells. B ot h W T a n d ∆ ∆ st x i nf e cti o n l e d t o si mil ar a n d si g nifi c a nt i m m u n e c ell i nfiltr ati o n i n t h e 

c ol o n ( Fi g ur e 4. 2 ). W e c h ar a ct eri z e d t h es e i nfiltr at es f urt h er l e v er a gi n g t h e b ul k R N As e q d at a a n d 

t h e d e c o n v ol uti o n al g orit h m CI B E R S O R T x5 1 4, 5 1 5 , w hi c h r eli es o n c ell-t y p e si g n at ur e m atri c es t o 

d efi n e c ell t y p es of i nt er est, t o r e v e al t h e r el ati v e pr o p orti o n of c ell t y p es i n e a c h s a m pl e. T h e 

r el ati v e pr o p orti o n of i m m u n e c ell t y p es i n t h e W T i nf e ct e d a ni m als w as si g nifi c a ntl y diff er e nt t h a n  



 

 

 

 
Fi g ur e 4 .9 : Pr ofil e s of c ol o ni c l a mi n a pr o pri a c ell tr a n s c ri pti o n al r e s p o n s e s diff er b et w e e n a ni m al s i nf e ct e d 
wit h W T a n d ∆ ∆ st x  E H E C.   
 
a) A v er a g e e x pr e s si o n l e v el ( b a s e m e a n) a n d l o g 2 f ol d c h a n g e of tr a n s cri pt a b u n d a n c e fr o m r a b bit s i n o c ul at e d wit h 
W T or ∆ ∆ st x  E H E C. R e d d ot s ar e g e n e s wit h si g nifi c a ntl y diff er e nt ( p < 0. 0 5) tr a n s cri pt a b u n d a n c e. D a s h e d li n e 
i n di c at e s l o g 2 f ol d c h a n g e > 2 or <-2. b) H e at m a p of rl o g -tr a n sf or m e d r e a d c o u nt s f or t o p 2 5 a n d b ott o m 2 5 g e n e s b y 
r a n k. Ro w s ar e Z -n or m ali z e d. G e n e n a m e s ar e c ol or e d b y f u n cti o n: r e d –  i m m u n e, or a n g e –  m et a b oli s m, gr e e n –  
pr olif er ati o n/ a p o pt o si s, bl u e –  c o a g ul ati o n, p ur pl e –  tr a n sl ati o n/ pr ot ei n f ol di n g, pi n k –  b arri er f u n cti o n/ c yt o s k el et o n, 
bl a c k –  u n c h ar a ct eri z e d or ot h er. c) G e n e s et e nri c h m e nt pl ot f or s el e ct e d p at h w a y s. Bl a c k ti c k m ar k s ar e g e n e s wit hi n 
p at h w a y or g a ni z e d b y r a n k. d) H e at m a p of rl o g -tr a n sf or m e d r e a d c o u nt s f or t o p 5 g e n e s i n t h e l e a di n g e d g e f or 
i n di c at e d p at h w a y or g a ni z e d b y r a n k. e) R el ati v e c ell a b u n d an c e of i m m u n e c ell s u bt y p e s d et er mi n e d b y 
CI B E R S O R T x b ul k R N A -s e q d e c o n v ol uti o n. Di stri b uti o n s c o m p ar e d wit h t h e K ol m o g or o v -S o k ol o v t e st, p < 0. 0 5 (*).  



 

t h e u ni nf e ct e d ( m o c k) s a m pl es, b ut n ot diff er e nt t h a n t h e distri b uti o n i n t h e ∆ ∆st x i nf e ct e d a ni m als 

(Fi g ur e 4. 9 E). T h e i nf e ct e d tiss u e s e cti o ns w er e ass o ci at e d wit h a hi g h er r el ati v e pr o p orti o n of 

a cti v at e d N K c ells, a cti v at e d m ast c ells, a n d n e utr o p hils a n d l o w er pr o p orti o n of M 2 m a cr o p h a g es 

c o m p ar e d t o u ni nf e ct e d tiss u e ( Fi g ur e 4. 9 E, 4. 5 E). T h u s, as i n t h e hist ol o gi c s e cti o ns (Fi g ur e 4. 2 ), 

t h es e a n al ys es s u g g est t h at b ot h W T a n d ∆ ∆st x sti m ul at e si mil ar i m m u n e c ell i nfiltr ati o n. T h er ef or e, 

t h e diff er e n c es i n t h e tr a ns cri pti o n al pr ofil es o bs er v e d i n a ni m als i nf e ct e d wit h t h es e str ai ns ar e 

li k el y attri b ut a bl e t o St x-i n d u c e d c h a n g es i n t h e tr a ns cri pti o n al l a n ds c a p e of c ells r esi d e nt i n t h e 

m u c os a, r at h er t h a n diff er e nti al i m m u n e c ell i nfiltr ati o n.   

 

C o m p aris o n of e x pr essi o n pr ofil es fr o m e pit h eli al a n d  l a mi n a pr o pri a s a m pl es fr o m a ni m als i nf e ct e d 

wit h W T vs ∆ ∆ st x E H E C r e v e al e d diff er e n c es i n m a n y g e n es ass o ci at e d wit h c o a g ul ati o n. S a m pl es 

fr o m W T i nf e cti o n h a d hi g h er l e v els of tr a ns cri pts f or F 3, a g e n e w hi c h e n c o d es t h e i niti at or of t h e 

cl otti n g c as c a d e, M M Ps a n d S E R PI Ns, w hi c h ar e pr ot e as es t h at r e g ul at e t h e pr o c essi n g of 

c o a g ul ati o n c as c a d e pr ot ei ns, as w ell as ur o ki n as e a n d t h e ur o ki n as e r e c e pt or, w hi c h r e g ul at e fi bri n 

d e p ositi o n. St x is k n o w n t o c a us e t hr o m b osis i n v as c ul ar b e ds o utsi d e of t h e GI tr a ct, a n d h as b e e n 

i n v esti g at e d i n t h e ki d n e y mi cr o v as c ul at ur e2 4 9, 3 1 6, 5 1 6 , b ut c o m p ar ati v el y f e w st u di es h a v e f o c us e d o n 

St x -li n k e d c o a g ul ati o n i n t h e i nt esti n e.  

As a nti b o di es t o d et e ct r a b bit pr ot ei ns i n tiss u e ar e n ot r e a dil y a v ail a bl e, w e  us e d R N A FI S H t o 

i n v esti g at e t h e l o c ali z ati o n of tr a ns cri pts of i nt er est i d e ntifi e d i n t h e R N As e q d at a. W e pr o b e d f or 

Tiss u e F a ct or ( F 3 ) tr a ns cri pts i n i nf e ct e d a n d c o ntr ol s a m pl es a n d f o u n d t h at t h er e w as m ar k e dl y 

gr e at er F 3  e x pr essi o n i n s a m pl es fr o m W T -i nf e ct e d vs ∆ ∆st x-i nf e ct e d or c o ntr ol r a b bits (Fi g ur e 

4. 1 0 A). F 3 tr a ns cri pts w er e o bs er v e d i n > 1 0 % of t ot al D A PI + c ol o n tiss u e i n W T i nf e cti o n a n d i n 

o nl y ~ 0. 1 % of tiss u e i n ∆ ∆ st x i nf e ct e d a ni m als (Fi g ur e 4 . 1 0B). M e a n fl u or es c e n c e i nt e nsit y ( M FI), a  



 

 

 

 

 

 
Fi g u r e 4 .1 0 : E x pr e s si o n of  F 3  i n e pit h eli al c ell s i s m u c h g r e at er i n a ni m al s i nf e ct e d wit h W T v s ∆ ∆st x  E H E C.   
 
a) Mi cr o gr a p h s of c ol o n s e cti o n s fr o m r a b bit s i n o c ul at e d wit h W T E H E C, ∆ ∆ st x  E H E C, or P B S ( m o c k) st ai n e d wit h a 
pr o b e t o r a b bit F 3 m R N A (r e d) a n d D A PI ( bl u e). S c al e b ar i s 5 0 0 µ M. b) P er c e nt a g e of ti s s u e s e cti o n wit h F 3  si g n al 
fr o m i n di vi d u al c ol o n s. Di stri b uti o n s c o m p ar e d u si n g M a n n-W hit n e y U t e st, p < 0. 0 1 (**), n. s. i n di c at e s n ot  si g nifi c a nt. 
c) M e a n fl u or e s c e nt i nt e n sit y ( M FI) fr o m i n di vi d u al c ol o n s pl ott e d wit h m e a n. Di stri b uti o n s c o m p ar e d u si n g M a n n -
W hit n e y U t e st, p < 0. 0 1 (**), n. s. i n di c at e s n ot si g nifi c a nt. d) P er c e nt F 3 si g n al wit hi n E -c a d h eri n p o siti v e c ell s. 
Di stri b uti o n s c o m p ar e d u si n g t h e M a n n -W hit n e y U t e st, p < 0. 0 5 (*). e) S e cti o n s st ai n e d wit h a pr o b e t o r a b bit F 3 
m R N A (r e d), D A PI ( bl u e), a n d a nti -E -c a d h eri n a nti b o d y ( w hit e). S c al e b ar i s 5 0 0 µ M. E x a m pl e i m m u n e c ell (I C) a n d 
e pit h eli al c ell ( E C) ar e i n di c at e d. f) N or m al i z e d e x pr e s si o n of F 3  a n d T F PI i n H T 2 9 c ell s i nf e ct e d wit h W T E H E C, 
∆ ∆ st x  E H E C, or P B S. E x pr e s si o n l e v el s c o m p ar e d wit h a St u d e nt s t w o -t ail e d t-t e st, p < 0. 0 0 1 (* **), n. s. i n di c at e s n ot 
si g nifi c a nt.  



 

pr o x y f or tr a ns cri pt a b u n d a n c e, w as m u c h hi g h er i n W T vs ∆ ∆ st x s a m pl es a n d t h e M FI i n t h e l att er 

s a m pl es di d n ot diff er fr o m t h e v al u es f o u n d i n m o c k i nf e ct e d s a m pl es ( Fi g ur e 4 . 1 0C), s u g g esti n g 

t h at St x is criti c al f or sti m ul ati n g F 3  e x pr essi o n. N ot a bl y, al m ost all ( > 9 0 %) of t h e F 3 -h y bri di zi n g 

si g n al i n W T s a m pl es w as d et e ct e d i n c ells e x pr essi n g E -C a d h eri n, a n e pit h eli al m ar k er ( Fi g ur e 

4 . 1 0D E).  T h us, St x, w h e n pr es e nt, a p p e ars t o pri m aril y a ct o n t h e c ol o ni c e pit h eli u m t o sti m ul at e F 3  

e x pr essi o n. T h e u nif or mit y of F 3  e x pr essi o n al o n g t h e e pit h eli u m, e v e n i n s e cti o ns w h er e f e w 

E H E C c ells w er e d et e ct e d ( Fi g ur e 4. 1 1 ), s u g g ests t h at St x m a y diff us e al o n g t h e e pit h eli u m t o 

m o dif y tr a ns cri pti o n al pr o gr a ms i n c ells t h at d o n ot h a v e att a c h e d E H E C; alt er n ati v el y, e pit h eli al 

c ells wit h att a c h e d E H E C m a y s e cr et e f a ct o rs t h at m o dif y tr a ns cri pti o n i n n ei g h b ori n g c ells.  

W e als o e x pl or e d w h et h er St x sti m ul at es F 3  tr a ns cri pti o n i n H T 2 9 c ells, a h u m a n c ol o ni c 

e pit h eli al c ell li n e. q P C R w as us e d t o q u a ntif y F 3  tr a ns cri pts i n H T 2 9 c ells aft er i nf e cti o n wit h W T, 

∆ ∆ st x E H E C, or  P B S ( m o c k). Wit h W T i nf e cti o n, F 3 g e n e e x pr essi o n w as 5 -f ol d hi g h er t h a n i n 

u ni nf e ct e d c ells ( Fi g ur e 4 . 1 0F); m or e o v er, as i n r a b bits, i n d u cti o n of F 3  e x pr essi o n i n H T 2 9 c ells 

w as l ar g el y d e p e n d e nt o n St x a n d t h er e w as littl e diff er e n c e i n F 3  e x pr essi o n i n  u ni nf e ct e d c ells vs 

t h os e i nf e ct e d wit h ∆ ∆st x i nf e cti o n (Fi g ur e 4 . 1 0F). It h as b e e n r e p ort e d t h at St x l e a ds t o i n cr e as es i n 

Tiss u e F a ct or pr o -c o a g ul a nt pr ot ei n a cti vit y i n r e n al pr o xi m al t u b ul e c ells a n d e n d ot h eli al c ells 5 1 7 – 5 2 0 ; 

t his eff e ct is t h o u g ht t o b e pri m aril y dri v e n b y a d e cr e as e i n t h e e x pr essi o n of Tiss u e F a ct or Pr ot ei n 

I n hi bit or ( T F PI), a n d n ot a n i n cr e as e i n F 3 g e n e e x pr essi o n 5 1 7, 5 2 1 . W e als o m e as ur e d T F PI tr a ns cri pt 

l e v els i n t h e s a m pl es us e d t o m e as ur e F 3 e x pr essi o n, t o ass ess if t his p at h w a y is als o a cti v e i n H T 2 9 

c ells. B ot h W T a n d ∆ ∆ st x i nf e cti o n si mil arl y sti m ul at e d l e v els of T F PI m R N A  > 1 0 -f ol d c o m p ar e d 

t o t h e u ni nf e ct e d c ells (Fi g ur e 4 . 1 0F). T h us, St x a p p e ars t o r e g ul at e Tiss u e F a ct or b y diff er e nt 

m e c h a nis ms i n  c ol o ni c e pit h eli al c ells vs e n d ot h eli al c ells.  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fi g u r e 4 .1 1 : B a ct e ri a d o n ot c ol o c ali z e wit h R N A s c o p e si g n al.  

I m m u n ofl u or e s c e n c e mi cr o gr a p h s of c ol o n s e cti o n s fr o m r a b bit s i n o c ul at e d wit h W T E H E C ( a-c) or ∆ ∆ st x  E H E C ( d) 
st ai n e d wit h a n R N A s c o p e pr o b e (r e d) f or r a b bit F 3 ( a), I L 2 3A  ( b), C X C L 8 ( c), or C X C L 1 1 ( d), D A PI ( bl u e), a n d a n 
a nti -E -c a d h eri n a nti b o d y ( w hit e). S c al e b ar i s 5 0 µ M.  



 

A n al ys es p r es e nt e d a b o v e r e v e al e d t h at St x s k e ws c ol o ni c m u c os al g e n e e x pr essi o n t o E H E C 

i nf e cti o n, sti m ul ati n g e x pr essi o n of s e v er al pr o-i nfl a m m at or y c yt o ki n es, s u c h as I L 2 3, r el ati v e t o 

l e v els o bs er v e d i n ∆ ∆st x i nf e cti o n ( Fi gur es  4. 6  a n d 4. 9 ). W e us e d R N A FI S H t o c o m p ar e t h e 

fl u or es c e n c e i nt e nsit y a n d distri b uti o n of I L 2 3A  tr a ns cri pts i n c ol o ns fr o m r a b bits i nf e ct e d wit h W T 

or ∆ ∆ st x (Fi g ur e 4. 1 2 A). T h e i nt e nsit y a n d p er c e nt of tiss u e e x pr essi n g I L 2 3 A si g n al i n s a m pl es 

fr o m a ni m als i nf e ct e d wit h W T E H E C w er e m ar k e dl y hi g h er t h a n t h os e i n a ni m als i nf e ct e d wit h 

∆ ∆ st x E H E C ( Fi g ur e 4. 1 2 B C). T h es e v al u es di d n ot diff er i n ∆ ∆ st x a n d c o ntr ol s a m pl es, s u g g esti n g 

t h at St x sti m ul at es I L 2 3 A e x pr essi o n. U n e x p e ct e dl y, n e arl y all of t h e I L 2 3 A e x pr essi o n i n W T 

s a m pl es w as d et e ct e d wit hi n e pit h eli al c ells ( E -c a d h eri n p ositi v e c ells) c o m p ar e d t o c ells i n t h e 

l a mi n a pr o pri a (Fi g ur e 4. 1 2 D).  

I L 2 3 als o pr o m ot es t h e e x pr essi o n of ot h er c yt o ki n es s u c h as t h e c h e m o ki n e C X C L 8, w hi c h is a 

n e utr o p hil c h e m o attr a ct a nt. Si mil ar t o F 3  a n d I L 2 3 A e x pr essi o n, C X C L 8 tr a ns cri pts w er e o bs er v e d 

at m u c h gr e at er i nt e nsit y a n d i n a m u c h l ar g er ar e a of tiss u e i n s a m pl es fr o m W T vs ∆ ∆ st x i nf e cti o n 

(Fi g ur e 4. 1 3 A B C). F urt h er m or e, t h es e C X C L 8  tr a ns cri pts w er e pri m aril y pr es e nt i n e pit h eli al c ells 

( Fi gur e 4. 1 3 D E F ). Si mil ar t o F 3, C X C L 8  a n d I L 2 3A  si g n al w as u nif or m t hr o u g h o ut e pit h eli al 

tiss u e, s h o wi n g n o a p p ar e nt c orr el ati o n wit h E H E C f o ci al o n g t h e e pit h eli u m ( Fi g ur e 4. 1 1 ). 

T o g et h er t h es e o bs er v ati o ns s u g g est t h at, d uri n g E H E C i nf e cti o n, St x bi as es t h e h ost i m m u n e 

r es p o ns e t o w ar d t y p e 3 i m m u nit y b y sti m ul ati n g I L 2 3 e x pr essi o n i n t h e c ol o ni c e pit h eli u m.  

I n t h e R N As e q d at a, w e f o u n d t h at a ni m als i nf e ct e d wit h ∆ ∆ st x h a d st atisti c all y si g nifi c a nt 

hi g h er l e v els of I F N G tr a ns cri pts t h a n t h os e i nf e ct e d wit h W T (Fi g ur e 4. 9 B), s u g g esti n g t h at St x 

m a y i n hi bit pr o d u cti o n of I F N γ , a c yt o ki n e li n k e d t o t y p e 1 i m m u nit y. R e d u ctio n i n I F N γ -m e di at e d 

S T A T -1 p h os p h or yl ati o n h as b e e n li n k e d t o St x a cti vit y i n vitr o 5 2 2 . I n vi v o, I F N γ is pr o d u c e d m ai nl y 

b y T h 1 c ells, I L C 1s, N K c ells a n d m a cr o p h a g es i n t h e l a mi n a pr o pri a. I F N γ si g n ali n g  



 

 

 

 

 

 

 
Fi g u r e 4 .1 2 : E x pr e s si o n of  I L 2 3A  i n e pit h eli al c ell s i s gr e at er i n a ni m al s i nf e ct e d wit h W T v s ∆ ∆st x  E H E C.   
 
a) Mi cr o gr a p h s of c ol o n s e cti o n s fr o m r a b bit s i n o c ul at e d wit h W T E H E C, ∆ ∆ st x  E H E C, or P B S ( m o c k) st ai n e d wit h a 
pr o b e t o r a b bi t I L 2 3A  m R N A (r e d) a n d D A PI ( bl u e). S c al e b ar i s 5 0 0 µ M. b) P er c e nt a g e of ti s s u e s e cti o n wit h I L 2 3A  
si g n al fr o m i n di vi d u al c ol o n s. Di stri b uti o n s c o m p ar e d u si n g M a n n -W hit n e y U t e st, p < 0. 0 1 (**), n. s. i n di c at e s n ot 
si g nifi c a nt. c) M e a n fl u or e s c e nt i nt e n sit y ( M FI) fr o m i n di vi d u al c ol o n s pl ott e d wit h m e a n. Di stri b uti o n s c o m p ar e d u si n g 
M a n n -W hit n e y U t e st, p < 0. 0 1 (**), n. s. i n di c at e s n ot si g nifi c a nt. d) P er c e nt I L 2 3A  si g n al wit hi n E -c a d h eri n p o siti v e 
c ell s. Di stri b uti o n s c o m p ar e d u si n g t h e M a n n -W hit n e y U t e st, p < 0. 0 5 (*). e) S e cti o n s st ai n e d wit h a pr o b e t o r a b bit 
I L 2 3A  m R N A (r e d), D A PI ( bl u e), a n d a nti -E -c a d h eri n a nti b o d y ( w hit e). S c al e b ar i s 5 0 0 µ M. E x a m pl e i m m u n e c ell (I C) 
a n d e pit h eli al c ell ( E C) i s i n di c at e d. f) N or m ali z e d e x pr e s si o n of I L 2 3A  i n H T 2 9 c ell s i nf e ct e d wit h W T E H E C, ∆ ∆st x  
E H E C, or P B S. E x pr e s si o n l e v el s c o m p ar e d wit h a St u d e nt s t w o -t ail e d t-t e st, p < 0. 0 0 1 (***), n. s. i n di c at e s n ot 
si g nifi c a nt.  



 

 

 

 

 

 

 
Fi g u r e 4 .1 3 : E x pr e s si o n of C X C L 8  i n e pit h eli al c ell s i s m u c h gr e at er i n a ni m al s i nf e ct e d wit h W T v s ∆ ∆st x  
E H E C.  

  
a) Mi cr o gr a p h s of c ol o n s e cti o n s fr o m r a b bit s i n o c ul at e d wit h W T E H E C, ∆ ∆ st x  E H E C, or P B S ( m o c k) st ai n e d wit h a 
pr o b e t o r a b bit C X C L 8 m R N A (r e d) a n d D A PI ( bl u e). S c al e b ar i s  5 0 0 µ M. b) P er c e nt a g e of ti s s u e s e cti o n wit h C X C L 8  
si g n al fr o m i n di vi d u al c ol o n s. Di stri b uti o n s c o m p ar e d u si n g M a n n -W hit n e y U t e st, p < 0. 0 1 (**), n. s. i n di c at e s n ot 
si g nifi c a nt. c) M e a n fl u or e s c e nt i nt e n sit y ( M FI) fr o m i n di vi d u al c ol o n s pl ott e d wit h m e a n. Di stri b uti o n s c o m p ar e d u si n g 
M a n n -W hit n e y U t e st, p < 0. 0 1 (**), n. s. i n di c at e s n ot si g nifi c a nt. d) P er c e nt C X C L 8 si g n al wit hi n E -c a d h eri n p o siti v e 
c ell s. Di stri b uti o n s c o m p ar e d u si n g t h e M a n n -W hit n e y U t e st, p < 0. 0 5 (*). e) S e cti o n s st ai n e d wit h a pr o b e t o r a b bit 
C X C L 8 m R N A (r e d), D A PI ( bl u e), a n d a nti -E -c a d h eri n a nti b o d y ( w hit e). S c al e b ar i s 5 0 0 µ M. E x a m pl e i m m u n e c ell 
(I C) a n d e pit h eli al c ell ( E C) i s i n di c at e d. f) N or m ali z e d e x pr e s si o n of C X C L 8  i n H T 2 9 c ell s i nf e ct e d wit h W T E H E C, 
∆ ∆ st x  E H E C, or P B S. E x pr e s si o n l e v el s c o m p ar e d wit h a St u d e nt s t w o -t ail e d t-t e st, p < 0. 0 0 1 (***), n. s. i n di c at e s n ot 
si g nifi c a nt.  



 

sti m ul at es tr a ns cri pti o n of m a n y ot h er g e n es k n o w n as i nt erf er o n -sti m ul at e d g e n es (I S Gs) 5 2 3 , m a n y 

of w hi c h w er e f o u n d t o b e diff er e nti all y e x pr ess e d i n a ni m als i nf e ct e d wit h W T vs ∆ ∆ st x ( Fi gur e 4. 6  

a n d 4. 9 ). O n e of t h os e g e n es, C X C L 1 1, is a n I F N γ-i n d u ci bl e c h e m o ki n e pr o d u c e d b y m a cr o p h a g es 

t h at a cts as a c h e m o attr a ct a nt f or C X C R 3 + T c ells; m a cr o p h a g e e n g a g e m e nt of C X C R 3 + T c ells 

pr o m ot es T h 1 c ell d e v el o p m e nt. R N A FI S H a n al ys es r e v e al e d t h at t h e M FI of t h e C X C L 1 1 si g n al 

w as m or e i nt e ns e a n d d et e ct e d i n m or e tiss u e ar e a i n s a m pl es fr o m a ni m als i nf e ct e d wit h ∆ ∆ st x vs 

W T ( Fi g ur e 4. 1 4 A B C). I nt er esti n gl y, a p pr o xi m at el y 5 0 % of t h e C X C L 1 1 tr a ns cri pt si g n al w as f o u n d 

i n e pit h eli al c ells (Fi g ur e 4. 1 4 D E). T h es e o bs er v ati o ns s u g g est t h at St x i n hi bits  I F N γ si g n ali n g i n t h e 

c ol o ni c e pit h eli u m d uri n g E H E C i nf e cti o n, usi n g t his c ell ul ar l a y er t o ti p t h e h ost r es p o ns e t o w ar ds 

t y p e 3 i m m u nit y.  

 

Or o g astri c i n o c ul ati o n of i nf a nt r a b bits wit h E H E C l e a ds t o di arr h e al dis e as e a n d c ol o ni c p at h ol o g y 

t hat cl os el y r es e m bl es m a n y of t h e i nt esti n al as p e cts of h u m a n E H E C i nf e cti o n 2 1 – 2 3 . H er e, w e us e d 

t his m o d el t o st u d y h o w St x m o difi es t h e h ost r es p o ns e t o i nf e cti o n i n t h e c ol o n b y c o m p ari n g t h e 

hist o p at h ol o g y a n d tr a ns cri pti o n al pr ofil es of t h e c ol o ni c m u c os a fr o m a ni m als i nf e ct e d wit h W T 

E H E C or a n is o g e ni c m ut a nt l a c ki n g St x g e n es ( ∆ ∆ st x). W e f o u n d t h at St x, a p ot e nt t o xi n, i n cr e as es 

a p o pt osis a n d h e m orr h a g e i n c ol o ni c tiss u e a n d dr a m ati c all y r e m o d els t h e c ol o ni c e pit h eli u m’s 

tr a ns cri pti o n al r es p o ns e t o EH E C i nf e cti o n. T h o u g h t h e tr a ns cri pti o n al r es p o ns es eli cit e d b y W T 

a n d ∆ ∆ st x E H E C i nf e cti o n e x hi bit e d s o m e o v erl a p, p arti c ul arl y i n p at h w a ys c o m m o nl y ass o ci at e d 

wit h gr a m -n e g ati v e i nf e cti o n, t h es e is o g e ni c str ai ns pr o v o k e d v er y disti n ct tr a ns cri pti o n al pr o fil es i n 

t h e c ol o ni c e pit h eli u m. N e arl y t wi c e as m a n y g e n es w er e diff er e nti all y r e g ul at e d i n a ni m als i nf e ct e d 

wit h W T / m o c k vs ∆ ∆ st x/ m o c k, a n d m a n y of t h e diff er e n c es i n t h e e pit h eli al r es p o ns e r el at e d t o  

 



 

 

 

 

 

 

 

 
Fi g u r e 4 .1 4 : E x pr e s si o n of  C X C L 1 1  i n i s gr e at er i n a ni m al s i nf e ct e d wit h ∆ ∆st x  v s W T E H E C.   

a) Mi cr o gr a p h s of c ol o n s e cti o n s fr o m r a b bit s i n o c ul at e d wit h W T E H E C, ∆ ∆ st x  E H E C, or P B S ( m o c k) st ai n e d wit h a 
pr o b e t o r a b bit C X C L 1 1 m R N A (r e d) a n d D A PI ( bl u e). S c al e b ar i s 5 0 0 µ M. b) P er c e nt a g e of ti s s u e s e cti o n wit h 
C X C L 1 1  si g n al fr o m i n di vi d u al c ol o n s. Di stri b uti o n s c o m p ar e d u si n g M a n n -W hit n e y U t e st, p < 0. 0 1 (**), n. s. i n di c at e s 
n ot si g nifi c a nt. c) M e a n fl u or e s c e nt i nt e n sit y ( M FI) fr o m i n di vi d u al c ol o n s pl ott e d wit h m e a n. Di stri b uti o n s c o m p ar e d 
u si n g M a n n -W hit n e y U t e st, p < 0. 0 1 (**), n. s. i n di c at e s n ot si g nifi c a nt. d) P er c e nt C X C L 1 1 si g n al wit hi n E -c a d h eri n 
p o siti v e c ell s. Di stri b uti o n s c o m p ar e d u si n g t h e M a n n -W hit n e y U t e st, p < 0. 0 5 (*). e) S e cti o n s st ai n e d wit h a pr o b e t o 
r a b bit C X C L 1 1 m R N A (r e d), D A PI ( bl u e), a n d a nti -E -c a d h eri n a nti b o d y ( w hit e). S c al e b ar i s 5 0 0 µ M. E x a m pl e i m m u n e 
c ell (I C) a n d e pit h eli al c ell ( E C) i s i n di c at e d.  



 

i m m u n e si g n ali n g a n d c o a g ul ati o n. O v er all, St x a p p e ars t o s k e w t h e e pit h eli al tr a ns cri pti o n al 

r es p o ns e t o w ar d e x pr essi o n of g e n es ass o ci at e d wit h t y p e 3 i m m u nit y.  

T h e c ell ul ar r es p o ns e t o St x h as als o b e e n c h ar a ct eri z e d usi n g tiss u e -c ult ur e d c ells. T h e 

‘ri b ot o xi c str ess r es p o ns e’ t o St x-m e di at e d c ell ul ar d a m a g e l e a ds t o t h e u pr e g ul ati o n of a v ari et y of 

g e n es a n d pr o d u cti o n of pr ot ei ns w hi c h m o d ul at e t h e i m m u n e r es p o ns e 2 4 9 – 2 5 1 . P urifi e d St x pr o m ot es 

t h e pr o d u cti o n of tr a ns cri pti o n f a ct ors (i n cl u di n g J U N a n d F O S) a n d i nfl a m m at or y c yt o ki n es 

( C C L 2, C C L 3, C C L 4, C C L 5, C S F 2, C S F 3, C X C L 1, C X C L 2, C X C L 3, C X C L 5, C X C L 8, I L 1 0, I L 1 α β, 

I L 6, T N F α) i n c ult ur e d e pit h eli al a n d i m m u n e c ells 5 0 8, 2 5 5 – 2 5 8, 2 5 4, 2 5 9 – 2 6 2, 2 4 9 . W e f o u n d t h at s e v er al of t h es e 

g e n es , i n cl u di n g J U N, F O S, C C L 4, C X C L 8, a n d I L 1 A w er e diff er e nti all y e x pr ess e d i n W T vs ∆ ∆ st x 

i nf e ct e d c ol o ns; t h us, St x b y its elf, i n t h e a bs e n c e of a d diti o n al E H E C-d eri v e d f a ct ors m a y a c c o u nt 

f or a s u bs et of t h e tr a ns cri pti o n al c h a n g es w e i d e ntifi e d i n t h e c ol o ni c e pit h eli u m of a ni m als i nf e ct e d 

wit h t h e W T str ai n. H o w e v er,  r e c e nt tr a ns cri pt o mi c st u di es of t h e r es p o ns e of h u m a n i nt esti n al 

or g a n oi ds di d n ot d et e ct diff er e nti al e x pr essi o n of m a n y of t h e c o a g ul ati o n -ass o ci at e d or i m m u n e 

si g n ali n g g e n es (i n cl u di n g F 3, C X C L 8 , a n d I L 2 3 A) t h at w e f o u n d i n i nf e ct e d i nf a nt r a b bits2 6 2, 2 6 3 ; 

t h es e diff er e n c es ar e p ot e nti all y e x pl ai n e d b y or g a n oi d c ult ur e c o n diti o ns, w hi c h c a n li mit c yt o ki n e 

e x pr essi o n 5 2 4 . O v er all, th es e dis cr e p a n ci es hi g hli g ht t h e i m p ort a nt diff er e n c es i n g e n e e x pr essi o n 

p att er ns o bs er v e d i n c ult ur e d c ells a n d t h e hi g hl y c o m pl e x mili e u of t h e h ost i nt esti n e, a n d t h at us e 

of p urifi e d t o xi n is n ot s uffi ci e nt t o c a pt ur e t h e i ntri c a ci es of t h e h ost r es p o ns e t o a p at h o g e n wit h a 

v ari et y of i m m u n o m o d ul ati n g si g n al s s u c h as L P S a n d T 3 S S eff e ct ors.  

C o m p aris o ns of t h e e pit h eli al tr a ns cri pti o n al pr ofil es i n d u c e d b y W T a n d ∆ ∆ st x E H E C i n r a b bit 

c ol o ns s u g g est t h at St x pr o m ot es t h e tr a ns cri pti o n of g e n es r el at e d t o t y p e 3 i m m u nit y. T h e 

e x pr essi o n of I L 2 3 A, t h e s u b u nit p 19 of t h e t y p e 3 c yt o ki n e I L 2 3, w as m ar k e dl y hi g h er i n W T t h a n 

∆ ∆ st x i nf e ct e d c ol o ns. I L 2 3 dri v es t h e i m m u n e r es p o ns e t o w ar ds t y p e 3 i m m u nit y, w hi c h is oft e n 

a cti v at e d i n r es p o ns e t o e xtr a c ell ul ar p at h o g e ns 5 1 0 , a n d is g e n er all y t h o u g ht t o b e pr o d u c e d b y 



 

d e n driti c c ells. U n e x p e ct e dl y, n e arl y all of t h e I L 2 3 A si g n al w as d et e ct e d i n c ol o ni c e pit h eli al c ells. 

H o w e v er, w e di d n ot d et e ct e pit h eli al tr a ns cri pts f or I L 1 2 B, w hi c h e n c o d es f or p 4 0, t h e ot h er 

s u b u nit of t h e I L 2 3 pr ot ei n. T y pi c all y, t h e t w o s u b u nits ar e e x pr ess e d t o g et h er a n d f or m t h e I L 2 3 

h et er o di m er 5 2 5 , b ut t h e g e n e e x pr essi o n of t h es e t w o s u b u nits is n ot al w a ys t e m p or all y 

s y n c hr o ni z e d 5 2 6 . It is p ossi bl e t h at I L 2 3 p 1 9 c o ul d h a v e a n i n d e p e n d e nt f u n cti o n or a n alt er n ati v e 

p art n er i n i nt esti n al e pit h eli al c ells, as h as b e e n s u g g est e d r e c e ntl y 5 2 7 . I n c o ntr ast t o t h e i n d u cti o n of 

I L 2 3 A, St x a p p e ars t o i n hi bit e x pr essi o n of I F N G a n d m a n y I S Gs s u c h as C X C L 1 1, si n c e t h es e 

c yt o ki n es a n d d o w nstr e a m f a ct ors w er e d o w nr e g ul at e d i n W T c o m p ar e d t o ∆ ∆ st x i nf e ct e d c ol o ns. 

I F N γ is t h e c h ar a ct eristi c c yt o ki n e of t y p e 1 i m m u nit y a n d is t y pi c all y a cti v at e d t o pr ot e ct c ells 

a g ai nst i ntr a c ell ul ar mi cr o b es 5 1 0 . I n vitr o st u di es h a v e als o s h o w n t h at St x c a n s u p pr ess I F N γ -

m e di at e d si g n ali n g 5 2 2 , w hil e si mil ar att a c hi n g-a n d -eff a ci n g p at h o g e ns w hi c h l a c k St x  d o n ot s u p pr ess 

I F Nγ  ( E P E C)5 2 8  a n d  r o b ustl y a cti v at e t y p e 1 r es p o ns es (Citro b acter ro de nti u m )5 1 1, 5 1 3 . A d diti o n al  

b a ct eri al t o xi n s wit h disti n ct m e c h a nis ms of a cti o n h a v e als o b e e n r e p ort e d t o bi as t h e i n n at e 

r es p o ns e al o n g t his a xis: Clostri dioi des difficile  t o xi n a n d t h e h e at-l a bil e e nt er ot o xi n of E. coli a n d h a v e 

als o b e e n s h o w n t o pr o m ot e t y p e 3 i m m u nit y b y i n d u ci n g I L 2 3 pr o d u cti o n 5 2 9, 5 3 0 . O ur fi n di n gs 

s u g g est t h at St x s h a p es t h e e arl y i n n at e i m m u n e r es p o ns e t o i nf e cti o n, a n d t h us li k el y h as 

i m pli c ati o ns f or t h e d e v el o p m e nt of a d a pti v e i m m u n e r es p o ns es a n d t h e h ost’s c a p a cit y t o cl e ar t h e 

i nf e cti o n. T h o u g h r e a g e nts t o v erif y c h a n g es i n t h e a b u n d a n c e of pr ot ei ns ar e n ot r e a dil y a v ail a bl e 

f or r a b bits, w e h o p e t h at t his will b e p ossi bl e i n t h e f ut ur e. 

St x -m e di at e d d a m a g e t o e n d ot h eli al c ells, p arti c ul arl y i n t h e r e n al mi cr o v as c ul at ur e, is a w ell -

st u di e d h all m ar k of H U S. T o xi n d a m a g e t o e n d ot h eli al c ells tri g g ers t h e c o a g ul ati o n c as c a d e, w hi c h 

l e a ds t o t hr o m b osis wit h fi bri n d e p ositi o n a n d h e m ol ysis of R B Cs3 2 0 . I n t h e c ol o n, p ati e nt bi o psi es 

h a v e r e v e al e d t h at E H E C i nf e cti o n c a n als o i n d u c e mi cr o v as c ul ar t hr o m bi a n d fi bri n d e p os iti o n2 6 7 , 

b ut f e w st u di es h a v e i n v esti g at e d t h e p att er ns of g e n e e x pr essi o n w hi c h m a y c o ntri b ut e t o 



 

t hr o m b osis i n t h e i nt esti n e. Alt h o u g h w e w er e u n a bl e t o d et e ct fi bri n d e p ositi o n i n tiss u e s e cti o ns, 

w e f o u n d  t h at F 3 , t h e g e n e e n c o di n g t h e i niti at or of t he c o a g ul ati o n c as c a d e, is dr a m ati c all y i n d u c e d 

i n c ol o ni c e pit h eli al c ells i n W T b ut n ot ∆ ∆ st x i nf e cti o n. Tiss u e F a ct or is t y pi c all y e x pr ess e d o n c ells 

w hi c h ar e n ot i n c o nt a ct wit h bl o o d, s u c h as e pit h eli al c ells, a n d c a n b e i n d u c e d i n r es p o ns e t o 

i nfl a m mat or y sti m uli 5 3 1 . I n e n d ot h eli al c ells, S hi g a t o xi n c a n pr o m ot e Tiss u e F a ct or a cti vit y t hr o u g h 

a m e c h a nis m ass o ci at e d wit h  a d e cr e as e i n e x pr essi o n of Tiss u e F a ct or Pr ot ei n I n hi bit or ( T F PI) 5 1 7 –

5 1 9, 5 2 1 . H o w e v er, i n r a b bit c ol o ni c e pit h eli al c ells a n d i n t he h u m a n c ol o n c a n c er c ell li n e H T -2 9, 

T F PI g e n e e x pr essi o n w as n ot alt er e d d es pit e a m ar k e d i n cr e as e i n Tiss u e F a ct or e x pr essi o n, 

s u g g esti n g a n alt er n at e m e c h a nis m of Tiss u e F a ct or i n d u cti o n i n c ol o ni c e pit h eli al c ells.  

C oll e cti v el y, o ur fi n di n gs r e v e al t h at St x p o w erf ull y s h a p es t h e h ost r es p o ns e t o E H E C. T h o u g h t h e 

d e gr e e of e pit h eli al tr a ns cri pti o n al r e m o d eli n g b y St x is stri ki n g, it is n ot i m m e di at el y a p p ar e nt w h at 

b e n efit t his pr o gr a m yi el ds f or t h e p at h o g e n, es p e ci all y wit h n o dis c er ni bl e diff er e n c e i n t h e b ur d e n 

of W T a n d ∆ ∆ st x E H E C i n i nf e ct e d a ni m als. It is p ossi bl e t h at t h e s h a pi n g of t h e i nfl a m m at or y 

r es p o ns e b y St x a u g m e nts di arr h e a a n d t h er e b y e n h a n c es p at h o g e n diss e mi n ati o n. A d diti o n all y, 

alt er e d g e n e e x pr essi o n p att er ns d uri n g E H E C i nf e cti o n r el at e d t o c o a g ul ati o n a n d i nfl a m m ati o n ar e 

s u g g esti v e of ‘t hr o m b oi nfl a m m ati o n,’ a m e c h a nis m i n w hi c h t hr o m b osis a n d i nfl a m m ati o n s y n er gi z e 

t o c o ntri b ut e t o dis e as e p at h ol o g y 5 3 2 . O ur fi n di n gs ill ustr at e t h e p ot e n c y of c o m bi ni n g is o g e ni c 

m ut a nts wit h c ell u l ar c o m p art m e nt-s p e cifi c c h ar a ct eri z ati o n of h ost r es p o ns es t o i nf e cti o n, f or 

u nr a v elli n g h o w i n di vi d u al vir ul e n c e f a ct ors c o ntri b ut e t o t h e c ell t y p e -s p e cifi c p at h o g e n-h ost 

di al o g u e i n dis e as e. F or E H E C i nf e cti o n, u n d erst a n di n g t his di al o g u e a n d t h e i n n at e i m m u n e 

pr o c ess es c o ntri b uti n g t o t h e e arl y c ol o ni c p h as e of dis e as e pri or t o H U S c o ul d off er v al u a bl e cl u es 

f or d e v el o pi n g n e w t h er a pi es  

 



 

Et hi cs St at e m e nt  

A ni m al e x p eri m e nts w er e c o n d u ct e d usi n g pr ot o c ols a p pr o v e d b y Bri g h a m a n d W o m e n’s H os pit al 

C o m mitt e e o n A ni m als (I nstit uti o n al A ni m al C ar e a n d Us e C o m mitt e e pr ot o c ol n u m b er 

2 0 1 6 N 0 0 0 3 3 4 a n d A ni m al W elf ar e Ass ur a n c e of C o m pli a n c e n u m b er A 4 7 5 2 -0 1) a n d i n a c c or d a n c e 

wit h r e c o m m e n d ati o ns i n t h e N ati o n al I nstit ut e of H e alt h’s G ui d e f o r t h e C ar e a n d Us e of 

L a b or at or y A ni m als a n d t h e A ni m al W elf ar e A ct of t h e U nit e d St at es D e p art m e nt of A gri c ult ur e.  

  

B a ct eri al Str ai ns a n d Gr o wt h C o n diti o ns  

B a ct eri al str ai ns w er e c ult ur e d i n L B m e di u m or o n L B a g ar pl at es at 3 7 ° C.  A g e nt a mi ci n -r esist a nt 

m ut a nt of E. coli O 1 5 7: H 7 str ai n E D L 9 3 3 ( ∆ l acI::a ac C 1 )2 4  w as us e d i n all e x p eri m e nts i n t his st u d y 

a n d g e nt a mi ci n ( G m) w as us e d at 1 0 μ g / m L.  T h e ∆ ∆ st x m ut a nt w as c o nstr u ct e d usi n g l a m b d a r e d 

r e c o m bi n e eri n g5 3 3  as d es cri b e d 5 3 4 .  

 

I nf a nt r a b bit i nf e cti o n a n d tiss u e pr o c essi n g 

T w o -d a y ol d litt ers of mi x e d g e n d er N e w Z e al a n d W hit e r a b bits w er e c o -h o us e d wit h a l a ct ati n g 

d a m ( C h arl es Ri v er). I nf e cti o n i n o c ul a w er e pr e p ar e d b y dil uti n g 1 0 0 μl of o v er ni g ht c ult ur e i nt o 1 0 0 

m L of L B G m; t h e n, f oll o wi n g  3 h o urs of gr o wt h at 3 7 ° C wit h s h a ki n g, 3 0 u nits of c ult ur e at O D 6 0 0  

= 1 ( a b o ut 8 m L) w er e p ell et e d a n d r es us p e n d e d i n 1 0 m L P B S. Dil uti o ns of t h e i n o c ul u m w er e 

pl at e d t o e n u m er at e C F U. E a c h i nf a nt r a b bit w as or o g astri c all y i n o c ul at e d wit h 5 0 0 μl of t h e 

in o c ul u m ( ~ 1 x 1 0 9  C F U), usi n g a si z e 4 Fr e n c h c at h et er. F oll o wi n g i n o c ul ati o n, t h e i nf a nt r a b bits 

w er e m o nit or e d at l e ast 2 x / d a y f or si g ns of ill n ess a n d e ut h a ni z e d 2 d a ys ( 3 6 -4 0 h o urs) p ost 

i nf e cti o n, w h e n t h e e ntir e i nt esti n al tr a ct w as r e m o v e d.  



 

O n e c m s e cti o ns of t h e m e di al a n d dist al c ol o n w er e r e m o v e d p ost n e cr o ps y a n d t h e tiss u e 

pi e c es w er e h o m o g e ni z e d i n 1 m L of st eril e P B S usi n g a mi ni b e a d b e at er -1 6 ( Bi o S p e c Pr o d u cts, 

I n c.). Dil uti o n s eri es of t h e h o m o g e n at es w er e pl at e d o n L B G m pl at es, w hi c h w er e i n c u b at e d 

o v er ni g ht at 3 7 ° C, t o d et er mi n e C F U / g b a ct eri al b ur d e ns i n tiss u e s e cti o ns.  

  

Tiss u e pr es er v ati o n a n d hist o p at h ol o g y  

T w o c m s e cti o ns of m e di al a n d dist al c ol o n w er e fi x e d i n 2 m L 1 0 % n e utr al -b uff er e d f or m ali n 

o v er ni g ht ( ~ 1 6 h o urs) at r o o m t e m p er a t ur e. T h e n e xt d a y, tiss u e s e cti o ns w er e tr a nsf err e d t o 2 m L 

7 0 % et h a n ol. F or m ali n -fi x e d, p ar affi n e m b e d d e d 5 u M s e cti o ns w er e st ai n e d wit h h e m at o x yli n a n d 

e osi n ( H & E) b y t h e R o d e nt Hist o p at h ol o g y C or e at D a n a F ar b er C a n c er I nstit ut e. Sli d es w er e 

bli n dl y e v al u at e d b y a hist o p at h ol o gist a n d s c or e d s e mi -q u a ntit ati v el y. S e cti o ns w er e e v al u at e d f or 

i nfl a m m ati o n usi n g t h e f oll o wi n g crit eri a: 0, n o n e; 1, mil d i nfiltr ati o n of i m m u n e c ells i nt o l a mi n a 

pr o pri a; 2, m o d er at e i nfiltr ati o n; 3, e xt e nsi v e i nfiltr ati o n; 4,  s e v er e a n d e xt e nsi v e i nfiltr ati o n. 

A p o pt osis w as e v al u at e d usi n g t h e f oll o wi n g crit eri a: 0, n o n e; 1, f e w c ells o bs er v e d wit h fr a g m e nt e d 

n u cl ei; 2, m a n y c ells wit h fr a g m e nt e d n u cl ei; 3, si g nifi c a nt a p o pt oti c n u cl ei a n d p e n etr ati o n t o cr y pts; 

4, tr a ns m ur al a p o pt osis. E d e m a, c o n g esti o n a n d h e m orr h a g e w er e e v al u at e d usi n g t h e f oll o wi n g 

crit eri a: 0, n o n e; 1, mil d v as c ul ar c o n g esti o n a n d / or mil d e d e m a; 2, m o d er at e c o n g esti o n a n d / or 

e d e m a; 3, c o n g esti o n wit h h e m orr h a g e + / e d e m a; 4, c o n g esti o n wit h s e v er e m ultif o c al h e m orr h a g e 

+ / - e d e m a. H et er o p hil i nfiltr ati o n w as e v al u at e d usi n g t h e f oll o wi n g crit eri a: 0, n o n e; 1, s c att er e d 

i n di vi d u al h et er o p hils or s m all cl ust ers i n t h e l a mi n a pr o pri a; 2, m ultif o c al a g gr e g at es i n m u c os a wit h 

f e w c ells i n l u m e n; 3, m ultif o c al a g gr e g at es i n m u c os a wit h a b u n d a nt c ell e xtr usi o n i nt o l u m e n; 4, 

m ultif o c al a g gr e g at es i n m u c os a wit h l ar g e h et er o p hili c i ntr al u mi n al r afts. Sl o u g hi n g w as e v al u at e d 

usi n g t h e f oll o wi n g crit eri a: 0, n o n e; 1, f e w e pit h eli al c ells sl o u g h e d fr o m l u mi n al s urf a c e; 2, 

m o d er at e n u m b er of e pit h eli al c ells sl o u g h e d fr o m l u mi n al s urf a c e; 3, e pit h eli al s urf a c e is s e v er el y 



 

disr u pt e d; 4, e xt e nsi v e a n d s e v er e sl o u g hi n g ( e pit h eli al l a y er is a bs e nt). S c or es w er e c o m p ar e d 

b et w e e n i nf e cti o n t y p es usi n g a t w o -t ail e d M a n n-W hit n e y U st atisti c al t est. T h e B ej m a mi ni -

H o c h b er g Pr o c e d ur e w as us e d t o c o ntr ol f or t h e f als e dis c o v er y r at e wit h m ulti pl e c o m p aris o ns at 

2 0 %. P -v al u es w er e c o nsi d er e d si g nifi c a nt at l ess t h a n 0. 0 5 ( *), 0. 0 1 ( * *), a n d 0. 0 0 1 ( * * *).  

  

Tiss u e pr e p ar ati o n f or R N A -s e qu e n ci n g  

Fi v e c m s e cti o ns fr o m b et w e e n t h e m e di al a n d dist al c ol o n w er e h ar v est e d a n d pr o c ess e d 

i m m e di at el y p ost n e cr o ps y f or R N A s e q u e n ci n g fr o m 3 r a b bits i n o c ul at e d wit h P B S ( m o c k), W T or 

∆ ∆ st x E H E C. E pit h eli al c ell a n d l a mi n a pr o pri a c ell fr a cti o ns w er e is ol at e d fr o m tiss u e usi n g a 

m et h o d si mil ar t o t h at d es cri b e d pr e vi o usl y 5 3 5 . First, f at w as tri m m e d fr o m t h e tiss u e, a n d l u mi n al 

c o nt e nts w er e g e ntl y pr ess e d o ut. T h e tiss u e w as t h e n c ut l o n git u di n all y a n d ri ns e d i n 1 m L of w as h 

s ol uti o n ( R P MI 1 6 4 0, 2 % F et al B o vi n e S er u m ( F B S), 1 0 m M H E P E S, a n d 1 0 0 µ g / m L p e ni cilli n -

str e pt o m y ci n). N e xt, t h e tiss u e w as ri ns e d i n 4 0 m L i c e -c ol d C a / M g -fr e e H B S S b ef or e b ei n g 

tr a nsf err e d t o 1 0 m L of e pit h eli al diss o ci ati o n s ol uti o n ( H B S S, 1 0 0 µ g / m L p e ni cilli n -str e pt o m y ci n, 

1 0 m M H E P E S, 2 % F B S, 1 0 m M E D T A) fr es hl y s u p pl e m e nt e d wit h a n a d diti o n al 1 0 0 µ L of 0. 5 M 

E D T A. T o r e m o v e d yi n g a n d d e a d e pit h eli al c ells, t h e tiss u e w as i n c u b at e d i n e pit h eli al diss o ci ati o n 

s ol uti o n 3 7 °C at 1 2 5 r p m or 5 mi n ut es, t h e n i n c u b at e d o n i c e f or 5 mi n ut es, t h e n s h a k e n vi g or o usl y 

1 0 ti m es a n d v ort e x e d f or 2 s e c o n ds. S u p er n at a nts w er e dis c ar d e d a n d t h e tiss u e pi e c e w as 

tr a nsf err e d i nt o a n e w t u b e of 1 0 m L of e pit h eli al diss o ci ati o n s ol uti o n fr es hly s u p pl e m e nt e d wit h a n 

a d diti o n al 1 0 0 µ L of 0. 5 M E D T A. T h e s ol uti o n w as br o u g ht t o r o o m t e m p er at ur e q ui c kl y b y bri efl y 

w ar mi n g i n a 3 7 ° C b at h, t h e n i n c u b at e d f or 2 0 mi n ut es at 3 7 ° C at 1 2 5 r p m c e ntrif u g al r ot ati o n, t h e n 

i n c u b at e d o n i c e f or 5 mi n ut es, s h a k en vi g or o usl y 1 5 ti m es, a n d v ort e x e d vi g or o usl y f or 1 0 s e c o n ds. 

T h e s u p er n at a nt w as tr a nsf err e d t o a fr es h t u b e a n d c e ntrif u g e d at 3 0 0 x g f or fi v e mi n ut es. T h e c ell 

p ell et w as r es us p e n d e d i n 2 m L Tri z ol a n d t h e s ol uti o n w as st or e d at -8 0 ° C u ntil R N A e xtr a cti o n.  



 

Aft er e pit h eli al c ell diss o ci ati o n, t h e r e m ai ni n g tiss u e pi e c e w as tr a nsf err e d t o a t u b e c o nt ai ni n g 5 

m L of e n z y m ati c di g esti o n s ol uti o n ( R P MI 1 6 4 0, 2 % F et al B o vi n e S er u m ( F B S), 1 0 m M H E P E S, 

a n d 1 0 0 µ g / m L p e ni cilli n -str e pt o m y ci n, fr es h 1 0 0 µ g / m L Li b er as e T M, fr es h 1 0 0 µ g / m L D N as eI) 

a n d i n c u b at e d at 3 7 ° C wit h c e ntrif u g al r ot ati o n at 1 2 5 r p m f or 3 0 mi n ut es. T h e di g esti o n w as 

q u e n c h e d b y a d di n g 8 0 μ L of 0. 5 M E D T A. T h e s ol uti o n w as filt er e d t hr o u g h a 4 0 u M c ell str ai n er 

a n d ri ns e d wit h H B S S t o a fi n al v ol u m e of 3 0 m L. T his t u b e w as s p u n d o w n at 4 0 0 x g f or 1 0 

mi n ut es, a n d t h e c ell p ell et w as r es us p e n d e d i n 2 m L Tri z ol. S a m pl es w er e st or e d at -8 0 ° C u ntil 

R N A e xtr a cti o n.  

  

R N A e xtr a cti o n a n d m R N A s e q li br ar y pr e p ar ati o n a n d s e q u e n ci n g  

R N A w as e xtr a ct e d fr o m Tri z ol usi n g t h e Dir e ct -Z ol R N A Mi ni Pr e p Pl us kit fr o m Z y m o wit h s o m e 

m o difi c ati o ns. First, Tri z ol s a m pl es w er e i n c u b at e d at 6 5 ° C u ntil j ust t h a w e d ( 5 -1 0 mi n ut es). O n e 

m L s a m pl es w er e a d d e d t o R N as e -fr e e mi cr o c e ntrif u g e t u b es a n d 2 0 0 μ L of c hl or of or m w as a d d e d 

t o e a c h t u b e. T h e t u b es w er e i n v ert e d 1 0 x f or mi xi n g, a n d i n c u b at e d at r o o m t e m p er at ur e f or t hr e e 

mi n ut es. T h e s a m pl es w er e s p u n at 1 2, 0 0 0 x g f or 1 5 mi n ut es at 4 ° C, t o s e p ar at e t h e a q u e o us a n d 

or g a ni c l a y ers. T h e cl e ar a q u e o us p h as e w as r e m o v e d,  a n e q u al v ol u m e of 1 0 0 % et h a n ol w as a d d e d, 

a n d t h e s a m pl e w as mi x e d b y i n v ersi o n t e n ti m es b ef or e i n c u b ati n g at r o o m t e m p er at ur e f or fi v e 

mi n ut es. T h e e ntir e v ol u m e w as tr a nsf err e d t o a Dir e ct -Z ol s pi n c ol u m n a n d s p u n f or o n e mi n ut e. 

T h e s a m pl es w er e w as h e d wit h pr e -w as h b uff er t wi c e, wit h w as h b uff er o n c e, s p u n e m pt y t o 

r e m o v e r esi d u al b uff er t wi c e, a n d el ut e d wit h 5 0 μ L R N as e -fr e e w at er. T ot al R N A w as ass ess e d f or 

q u alit y a n d i nt e grit y ( RI N e) usi n g a Hi g h S e nsiti vit y R N A S cr e e n T a p e ( A gil e nt) at t h e H M S 

B i o p ol y m ers F a cilit y. R N A of hi g h q u alit y ( RI N e > 8) w as pr e p ar e d f or m R N A -s e q u e n ci n g usi n g t h e 

K A P A m R N A H y p er Pr e p kit ( R o c h e). Li br ari es w er e q u a ntifi e d usi n g a Hi g h S e nsiti vit y D 1 0 0 0 

S cr e e n T a p e ( A gil e nt) a n d Hi g h S e nsiti vit y Q u bit. Li br ari es w er e s e q u e n c e d  o n a N e xt S e q 5 5 0.  



 

Diff er e nti al e x pr essi o n a n al ysis  

First, r es o ur c es f or t h e r a b bit g e n o m e w er e c o m pil e d. W e c o n c at e n at e d F A S T A fil es f or e a c h r a b bit 

c hr o m os o m e, mit o c h o n dri al D N A, a n d u n pl a c e d s c aff ol ds fr o m Or y C u n 2. 0 ( Ass e m bl y 

G C A _ 0 0 0 0 0 3 6 2 5. 1)  t o cr e at e a r ef er e n c e g e n o m e F A S T A fil e. T h e E ns e m bl a n n ot ati o n ( M a y 2 0 1 9) 

w as us e d. S e q u e n ci n g r e a ds a n d g e n o m e r es o ur c es w er e u pl o a d e d t o t h e G al a x y w e b pl atf or m 5 3 6 , 

a n d t h e p u bli c s er v er us e g al a x y. or g w as us e d t o pr o c ess a n d m a p r e a ds.  First, r e a ds w er e tri m m e d 

usi n g Tri m G al or e! ( G al a x y T o ol v ersi o n 0. 4. 3. 1) wit h a ut o m ati c a d a pt er s e q u e n c e d et e cti o n. T h e n, 

tri m m e d r e a ds w er e m a p p e d t o t h e r a b bit r ef er e n c e g e n o m e a n d a n n ot ati o n usi n g R N A S T A R 

( G al a x y T o ol v ersi o n 2. 6. 0 b-1). f e at ur e C o u nt s ( G al a x y T o ol v ersi o n 1. 6. 4 + g al a x y 1) w as us e d t o 

b uil d a c o u nt m atri x fr o m m a p p e d r e a ds usi n g t h e E ns e m bl a n n ot ati o n as a g ui d e. C o u nt m atri c es 

w er e e x p ort e d fr o m G al a x y a n d i m p ort e d i nt o R ( v ersi o n 3. 5. 3) 5 3 7 . T h e r e a d c o u nts f or e a c h g e n e 

w er e n or m ali z e d t o Tr a ns cri pts P er Kil o b as e Milli o n ( T P M) t o c o m p ar e e x pr essi o n of m ar k er g e n es 

a cr oss s a m pl es. T P M w as c al c ul at e d b y first di vi di n g t h e n u m b er of r e a d c o u nts b y t h e l e n gt h of t h e 

g e n e i n kil o b as es t o yi el d r e a ds p er kil o b as e ( R P K). G e n e R P Ks w er e s u m m e d  f or e a c h s a m pl e a n d 

t his n u m b er w as di vi d e d b y 1, 0 0 0, 0 0 0 t o yi el d a s a m pl e-s p e cifi c s c ali n g f a ct or. T h e R P K v al u e f or 

e a c h g e n e w as di vi d e d b y t h e s c ali n g f a ct or t o yi el d T P M. T h e n o n -n or m ali z e d c o u nt m atri x w as 

als o a n al y z e d usi n g D E S e q 2 ( v ersi o n 1. 2 2. 2)  5 3 8  t o c o m p ar e t h e a b u n d a n c e of tr a ns cri pts b et w e e n 

diff er e nt i n o c ul u m t y p es t o i d e ntif y diff er e nti all y e x pr ess e d g e n es. P ar a m etri c dis p ersi o n w as us e d 

a n d s hri n k a g e of eff e ct si z e w as p erf or m e d usi n g t h e p a c k a g e a p e gl m 5 3 9 . G e n es wit h a n a dj ust e d p-

v al u e  of l ess t h a n 0. 0 5 w er e c o nsi d er e d t o b e diff er e nti all y e x pr ess e d. N or m ali z e d r e a d c o u nts w er e 

g e n er at e d usi n g a r e g ul ari z e d l o g (r -l o g) tr a nsf or m ati o n a n d us e d t o p erf or m pri n ci p al c o m p o n e nt 

a n al ysis ( P C A) of e a c h s a m pl e. R a w r e a ds a n d c o u nt m atri c es h a v e  b e e n d e p osit e d i nt o t h e G e n e 

E x pr essi o n O m ni b us ( G E O) r e p osit or y ( G S E 1 5 6 0 5 6).  

 



 

Hi er ar c hi c al cl ust eri n g  

F or e a c h g e n e, t h e p ar a m et er ‘r a n k’ w as c al c ul at e d b y m ulti pl yi n g t h e si g n of t h e f ol d -c h a n g e b y t h e 

l o g 1 0 tr a nsf or m e d a dj ust e d p-v al u e fr o m D E S e q 2. G e n es w er e or d er e d b y r a n k, a n d hi er ar c hi c al 

cl ust eri n g of s a m pl es w as p erf or m e d usi n g E u cli di a n s a m pl e dist a n c es usi n g t h e g pl ot ( v ersi o n 3. 0. 1) 

f u n cti o n H e at m a p. 2 usi n g r-l o g tr a nsf or m e d r e a d c o u nts, c o nstr u cti n g a d e n dr o gr a m b y c ol u m n 

(s a m pl es). H e at m a ps w er e s c al e d b y r o w a n d c ol ors assi g n e d usi n g C ol or Br e w er p al ett e R d Yl B u 

( v ersi o n 1. 1. 2) 5 4 0 . Si mil ar cl ust eri n g a n al ysis w as p erf or m e d f or t h e t o p 5 0 g e n es b y r a n k, a n d g e n es 

i n t h e l e a di n g-e d g e s u bs et fr o m G S E A.  

  

G e n e s et e nri c h m e nt  

G e n e s et e nri c h m e nt w as p erf or m e d usi n g f ast G S E A (f G S E A) i n R ( v ersi o n 1. 8. 0) 5 4 1 . O nl y g e n es 

wit h a n n ot ati o n w er e c o nsi d er e d. G e n es w er e r a n k e d wit h t h e p ar a m et er ‘r a n k’. T h e h all m ar k g e n e 

s ets 5 4 2  a n d i m m u n ol o gi c al si g n at ur es g e n e s ets 5 4 3  fr o m M Si g D B 5 4 4  w er e us e d. 1 0 0 0 p er m ut ati o ns 

w er e c o m pl et e d, a n d c at e g ori es wit h l ess t h a n 1 0 g e n es a n d gr e at er t h a n 5 0 0 g e n es w er e e x cl u d e d. 

P at h w a ys w er e c o nsi d er e d t o b e si g nifi c a ntl y e nri c h e d if t h e a dj ust e d p -v al u e w as l ess t h a n t h e f als e -

dis c o v er y r at e of 5 %. E nr i c h m e nt s c or es w er e pl ott e d usi n g t h e pl ot E nri c h m e nt f u n cti o n i n R. 

 

C o m p ari n g diff er e nti all y e x pr ess e d g e n es i n i nf e ct e d vs u ni nf e ct e d tiss u e  

G e n es wit h a n a dj ust e d p -v al u e of < 0. 0 5 a n d l o g 2 f ol d -c h a n g e of > 2 or < -2 fr o m D E S e q 2 ( W T vs 

m o c k, ∆ ∆ st x vs m o c k)  w er e c o nsi d er e d diff er e nti all y e x pr ess e d. T h es e lists w er e c o m p ar e d usi n g t h e 

o nli n e t o ol Bi o V e n n 5 4 5 . T h e list of c o m m o nl y diff er e nti all y e x pr ess e d g e n es fr o m t h es e c o m p aris o ns 

w as a n al y z e d usi n g t h e w e bt o ol g: Pr ofil er t o p erf or m f u n cti o n al e nri c h m e nt a n al ysis ( g: G Ost) 5 4 6 .  

 

 



 

CI B E R S O R T x  

CI B E R S O R T x 5 1 4, 5 1 5  w as p erf or m e d usi n g t h e w e bt o ol ( htt ps: / / ci b ers ort x.st a nf or d. e d u /) t o i m p ut e 

c ell fr a cti o ns. T P M v al u es f or all a n n ot at e d g e n es w er e i m p ort e d as a mi xt ur e m atri x, a n d L M 2 2 5 1 4, 5 4 7  

w as us e d as a si g n at ur e m atri x fil e. Distri b uti o ns of t h e a bs ol ut e  a b u n d a n c e of i m m u n e c ells w er e 

c o m p ar e d usi n g a K ol m o g or o v -S o k ol o v t est. R el ati v e a b u n d a n c e of i n di vi d u al c ell t y p es w er e 

c o m p ar e d usi n g a M a n n -W hit n e y U t est.  

 

Fl u or es c e nt i n sit u R N A h y bri di z ati o n  

Fl u or es c e nt i n -sit u h y bri di z ati o n ( FI S H) w as p erf or m e d usi n g R N As c o p e ( A C D Bi o) M ulti pl e x 

Fl u or es c e nt V 2 Ass a y i n 5 diff er e nt r a b bit c ol o n tiss u e s e cti o ns p er i n o c ul u m t y p e ( W T, ∆ ∆ st x a n d 

m o c k). M a n uf a ct ur er’s pr ot o c ols w er e f oll o w e d a n d t h e R N As c o p e H y b E Z o v e n w as us e d f or all 

i n c u b ati o ns. Fr es hl y s e cti o n e d f or m ali n-fi x e d, p arr afi n e m b e d d e d ( F F P E) tiss u e s e cti o ns ( 5 u M) 

w er e pr o c ess e d f oll o wi n g m a n uf a ct ur er’s pr ot o c ol. Bri efl y, s e cti o ns w er e tr e at e d wit h b oili n g t ar g et 

r etri e v al b uff er f or 1 5 mi n ut es a n d di g est e d wit h Pr ot e as e Pl us f or 2 8 mi n ut es. C ust o m R N As c o p e 

C 1 pr o b es f or r a b bit m R N A I L 2 3A , C X C L 8, C X C L 1 1, F 3, or d a p B ( n e g ati v e c o ntr ol) w er e 

h y bri di z e d t o t h e tiss u e. T h e C 1 pr o b e w as d et e ct e d wit h O p al 5 7 0 d y e ( A k o y a Bi os ci e n c es ) dil ut e d 

1: 1 0 0 0 i n M ulti pl e x T S A b uff er ( A C D Bi o). F oll o wi n g c o m pl eti o n of t h e R N As c o p e ass a y, s e cti o ns 

w er e pr o c ess e d f urt h er f or i m m u n ofl u or es c e n c e. S e cti o ns w er e p er m e a bili z e d wit h 0. 1 % 

Trit o n X 1 0 0 f or 1 0 mi n ut es at r o o m t e m p er at ur e, w as h e d, a n d tr e at e d wit h 5 % B S A f or 1 h o ur t o 

bl o c k n o n -s p e cifi c si g n al. S e cti o ns w er e w as h e d a n d st ai n e d wit h pri m ar y a nti b o d y t o E -c a d h eri n 

( 1: 1 0 0 a nti E-c a d h eri n m o us e m o n o cl o n al a nti b o d y, B D Bi os ci e n c es 6 1 0 1 8 1) a n d / or pri m ar y 

a nti b o d y t o O 1 5 7 -a nti g e n ( 1: 2 0 0 0 a nti E. coli O 1 5 7: H 7 g o at p ol y cl o n al a nti b o d y, A b c a m a b 3 0 5 2 1) 

o v er ni g ht at 4 ° C. T h e n e xt d a y, s e cti o ns w er e w as h e d a n d st ai n e d wit h a n a nti -m o us e s e c o n d ar y 

a nti b o d y c o nj u g at e d t o Al e x a 6 4 7 a n d / or a nti -g o al s e c o n d ar y a nti b o d y c o nj u g at e d t o Al e x a 4 8 8 



 

dil ut e d 1: 5 0 0 i n P B S  (I n vitr o g e n A-2 1 2 3 5). S e cti o ns w er e t h e n st ai n e d wit h D A PI ( 2 µ g / m L) f or 5 

mi n ut es b ef or e m o u nti n g wit h Pr o L o n g Di a m o n d a ntif a d e m o u nt a nt ( T h er m o Fis h er).  

  

Q u a ntit ati v e i m a g e a n al ysis  

S a m pl es w er e i m a g e d wit h a Ni k o n Ti E cli ps e mi cr os c o p e e q ui p p e d wit h a wi d efi el d A n d or 

N e o Z yl a c a m er a a n d a 2 0 x o bj e cti v e. F or H & E st ai n e d s e cti o ns, K o hl er ali g n m e nt a n d w hit e -

b al a n c e w as p erf or m e d, a n d t h e n R G B i m a g es w er e c a pt ur e d. F or s e cti o ns st ai n e d wit h fl u or es c e nt 

a nti b o di es a n d FI S H pr o b es, 4 x 6 stit c h e d i m a g es ( 1 0 % o v erl a p) w er e c a pt ur e d f or e a c h tiss u e 

s e cti o n usi n g m ulti-c h a n n el a c q uisiti o n ( bl u e, r e d, f ar -r e d) usi n g 1 6-bit i m a gi n g. I n I m a g eJ / FIJI 4 9 2 , 

t hr es h ol d v al u es f or e a c h c h a n n el w er e d et er mi n e d usi n g t h e s e cti o ns st ai n e d wit h t h e n e g ati v e 

c o ntr o l pr o b e (d a p B ), w hi c h s h o ul d h a v e n o si g n al i n t h e r e d c h a n n el a b o v e b a c k gr o u n d. T o a n al y z e 

m e a n fl u or es c e n c e i nt e nsit y ( M FI), t h e t hr es h ol d v al u e f or t h e bl u e c h a n n el ( D A PI) w as s et usi n g 

FIJI t o cr e at e a bi n ar y m as k. T his m as k w as a p pli e d t o t h e r e d c h a n n el ( R N As c o p e pr o b e), a n d a 

hist o gr a m of i nt e nsit y v al u es f or pi x els wit hi n t his m as k w as r e c or d e d. T h e a v er a g e v al u e a b o v e 

b a c k gr o u n d w as r e c or d e d f or e a c h s a m pl e. T o a n al y z e t h e p er c e nt a g e of tiss u e e x pr essi n g a 

tr a ns cri pt of i nt er est, t hr es h ol ds w er e a ppli e d t o b ot h t h e bl u e ( D A PI) a n d r e d ( R N As c o p e) 

c h a n n els t o cr e at e bi n ar y m as ks. T h e ar e a of t h e D A PI m as k w as r e c or d e d. FIJI ‘cr e at e s el e cti o n ’ 

t o ol w as us e d t o dr a w a s el e cti o n ar o u n d t h e D A PI ar e a. T his s el e cti o n w as tr a nsf err e d t o t h e 

R N As c o p e c h a n n el, a n d t h e ar e a of R N As c o p e si g n al wit hi n t his ar e a w as r e c or d e d. W e c al c ul at e d 

ar e a of tiss u e e x pr essi n g si g n al b y di vi di n g ar e a of R N As c o p e si g n al ( R N As c o p e ar e a wit hi n D A PI 

s el e cti o n) b y t ot al tiss u e ar e a ( ar e a of D A PI m as k). T o c al c ul at e t h e p er c e nt of t h e R N As c o p e si g n al 

d eri v e d fr o m e pit h eli al c ells, w e first a p pli e d a t hr es h ol d t o t h e f ar -r e d ( E-c a d h eri n) a n d r e d 

( R N As c o p e) c h a n n el t o cr e at e a bi n ar y m as k. T h e ar e a of t h e R N As c o p e m as k w as r e c or d e d. T h e n, 

t h e ‘cr e at e s el e cti o n ’ t o ol i n FIJI w as us e d t o dr a w a s el e cti o n ar o u n d t h e bi n ar y m as k of t h e E-



 

c a d h eri n ar e a. T h e s e cti o n w as e nl ar g e d b y 2 μ M t o a c c o m m o d at e si g n al at t h e e d g e of t h e c ells.  T his 

s e cti o n w as tr a nsf err e d t o t h e bi n ar y m as k e d R N As c o p e c h a n n el. T h e ar e a of R N As c o p e bi n ar y 

si g n al wit hi n t h e E-c a d h eri n s el e cti o n w as r e c or d e d. W e di vi d e d t h e ar e a of R N As c o p e si g n al wit hi n 

E -c a d h eri n s el e cti o n b y t h e t ot al R N As c o p e si g n al t o d et er mi n e p er c e nt a g e of si g n al wit hi n 

e pit h eli al c ells. T h es e t hr e e q u a ntifi c ati o ns ( m e a n fl u or es c e nt i nt e nsit y, p er c e nt of tiss u e e x pr essi n g 

si g n al, a n d p er c e nt of si g n al wit hi n e pit h eli al c ells) w er e c o m p ar e d f or W T i nf e ct e d vs m o c k a n d 

∆ ∆ st x i nf e ct e d vs m o c k f or e a c h pr o b e usi n g a t w o -t ail e d M a n n-W hit n e y U st atisti c al t est. T h e 

B ej m a mi ni -H o c h b er g Pr o c e d ur e w as us e d t o c o ntr ol f or t h e f als e dis c o v er y r at e wit h m ulti pl e 

c o m p aris o ns at 2 0 %. P -v al u es w er e c o nsi d er e d si g nifi c a nt at l ess t h a n 0. 0 5 ( *), 0. 0 1 ( * *), a n d  0. 0 0 1 

( * * *). 

 

Tiss u e c ult ur e i nf e cti o n a n d  R T -q P C R  

H u m a n c ol o n c ol or e ct al a d e n o c ar ci n o m a c ells ( H T -2 9, A T C C H T B -3 8) w er e p ur c h as e d fr o m 

A T C C a n d c ult ur e d i n M c C o y’s 5 A M e di u m s u p pl e m e nt e d wit h 1 0 % f et al b o vi n e s er u m. C ells w er e 

gr o w n at 3 7 ° C wit h 5 % C O 2. T w o d a ys b ef or e i nf e cti o n, 5 0 0, 0 0 0 c ells w er e s e e d e d i n 6 -w ell pl at es 

s o t h at i nf e cti o ns o c c urr e d at a p pr o xi m at el y 7 5 % c o nfl u e n c y. O n e h o ur b ef or e i nf e cti o n, t h e m e di a 

w as c h a n g e d t o D ul b e c c o’s m o difi e d E a gl e’s m e di u m ( D M E M) ( 4. 5 g / m L gl u c os e). T h e b a ct eri al 

i n o c ul u m w as pr e p ar e d b y first gr o wi n g E H E C str ai ns st ati c all y i n L B o v er ni g ht at 3 7 ° C t o O D6 0 0  of 

0. 6. B a ct eri a w er e r es us p e n d e d i n hi g h -gl u c os e D M E M t o O D 0. 5 a n d 4 5 u L of e a c h i n o c ul u m w as 

a d d e d t o 5 w ells of H T 2 9 ( M OI 1 0: 1); D M E M al o n e w as a d d e d t o 5 w ells as a m o c k i nf e cti o n 

( u ni nf e ct e d). T h e i nf e cti o ns w er e c arri e d o ut f or a t ot al of 6 h o urs, b ut t h e c ells w er e w as h e d o n c e 

wit h D P B S a n d t h e m e di a w as r e pl a c e d aft er 3 h o urs.  

Aft er t h e 6 -h o ur i nf e cti o n, e a c h w ell w as w as h e d t wi c e wit h D P B S t o r e m o v e s er u m -c o nt ai ni n g 

m e di a. R N A w as e xtr a ct e d usi n g t h e R N e as y Pl us Mi ni Kit ( Qi a g e n) a n d c D N A w as g e n er at e d fr o m 



 

2 u g R N A usi n g a Hi g h -C a p a cit y c D N A R e v ers e Tr a ns cri pti o n kit ( T h er m o Fis h er). Q u a ntit ati v e 

r e al-ti m e P C R w as p erf or m e d usi n g a St e p O n e Pl us R e al -Ti m e P C R m a c hi n e usi n g T a q m a n 2 x 

m ast er mi x a n d T a q m a n pr o b es f or G A P D H  (Hs 0 2 7 5 8 9 9 1 _ g 1), I L 2 3A  (Hs 0 0 3 7 2 3 2 4 _ m 1),  F 3  

(Hs 0 0 1 7 5 2 2 5 _ m 1)  a n d C X C L 8  (Hs 0 0 1 7 4 1 0 3 _ m 1). U n dil ut e d c D N A w as us e d i n t h e q P C R 

r e a cti o ns. E x pr essi o n l e v els w er e c al c ul at e d usi n g t h e delt a -d elt a C T m et h o d n or m ali z e d t o 

G A P D H . E x pr essi o n w as n or m ali z e d t o t h e a v er a g e e x pr essi o n of t h e 5 u ni nf e ct e d w ells. 

E x pr essi o n l e v els w er e c o m p ar e d usi n g a t w o -t ail e d St u d e nt’s t-t est. P -v al u es w er e c o nsi d er e d 

si g nifi c a nt at l ess t h a n 0. 0 5 ( *), 0. 0 1 (* *), 0. 0 0 1 ( * * *), a n d 0. 0 0 0 1 ( * * * *).  
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E H E C is a f or mi d a bl e h u m a n p at h o g e n. A criti c al b arri er i n t h e fi el d li miti n g d e e p er u n d erst a n di n g 

of t h e h ost p at h o g e n i nt er a cti o ns t h at o c c ur d uri n g E H E C i nf e cti o n h as b e e n l a c k of a s uit a bl e 

a ni m al m o d el 1 7, 1 8 . T o t his d a y, n o a ni m al m o d el c o m pl et el y r e c a pit ul at es b ot h i nt esti n al a n d s yst e mi c 

m a nif est ati o ns of E H E C i nf e cti o n. W e us e d i nf a nt r a b bits, a r el ati v el y u n d er us e d b ut p h ysi ol o gi c all y 

r el e v a nt m o d el of E H E C i nt esti n al dis e as e 1 9 – 2 3 , t o c o n d u ct f u n cti o n al g e n o mi c st u di es dir e ct e d at 

b ot h p at h o g e n a n d h ost. W e c h ar a ct eri z e d m e c h a nis ms of E H E C p at h o g e ni cit y a n d t h e h ost 

r es p o ns e t o i nf e cti o n i n t h e c ol o ni c m u c os a, e x p a n di n g k n o wl e d g e i n t h e fi el d. T his b o d y of w or k 

r ais es m a n y i nt er esti n g q u esti o ns f or f ut ur e st u d y.  

 

W e us e d tr a ns p os o n -i ns erti o n s e q u e n ci n g ( TI S) s cr e e ns t o d efi n e E H E C g e n es r e q uir e d f or b ot h 

gr o wt h i n vitro a n d c ol o ni z ati o n of t h e c ol o n 2 4  ( C h a pt er 2). W e g e n er at e d a li br ar y of o v er 1 0 0, 0 0 0 

u ni q u e E H E C tr a ns p os o n -i ns erti o n m ut a nts usi n g t h e Hi m ar 1 tr a nsp os o n a n d a n al y z e d t h eir 

a b u n d a n c e i n diff er e nt c o n diti o ns as a pr o x y f or fit n ess. L o ci wit h l o w er fr e q u e n c y of tr a ns p os o n -

i ns erti o n t h a n pr e di ct e d f or r a n d o m m ut a g e n esis w er e cl assifi e d as ‘ u n d err e pr es e nt e d’. W e c o nsi d er 

t w o h y p ot h es es i n C h a pt er 2 f or w hy t h es e r e gi o ns c a n n ot s ust ai n i ns erti o ns: eit h er t h e g e n e is 

r e q uir e d f or gr o wt h a n d a n y disr u pti o n is l et h al, or p h ysi c al o c cl usi o n b y D N A bi n di n g pr ot ei ns or 

c hr o m os o m e str u ct ur e li mits s u c c essf ul i ns erti o n. It is diffi c ult t o pr e cis el y d efi n e w h at c o ns tit ut es 

a n ‘ ess e nti al g e n e’, as g e n e r e q uir e m e nts diff er a cr oss gr o wt h c o n diti o ns, b ut t ar g et e d k n o c k -o ut 

li br ari es i n l a b or at or y str ai ns of E. coli h a v e esti m at e d t h er e ar e a b o ut 3 0 0 l o ci r e q uir e d f or gr o wt h 3 7 8 –

3 8 0 . S ur prisi n gl y, of t h e 6, 0 3 2 l o ci i n E H E C , w e cl assifi e d 8 9 5 as u n d err e pr es e nt e d aft er i n vitro 

gr o wt h. It is u nli k el y t h at E H E C r e q uir es a n e xtr a 5 9 5 g e n es f or gr o wt h. W e h y p ot h esi z e t h at t h e 



 

a b u n d a n c e of u n d err e pr es e nt e d l o ci i n E H E C r efl e cts t h e diffi c ult y of tr a ns p os o n i ns erti o n i n 

h ori z o nt al l y a c q uir e d r e gi o ns. T h es e r e gi o ns us u all y h a v e a l o w er G C c o nt e nt t h a n t h e s urr o u n di n g 

g e n o m e 5 4 8 , w hi c h c o ul d i n hi bit i ns erti o n of tr a ns p os o ns d u e t o hi g h er li k eli h o o d of ass o ci ati o n wit h 

n u cl e oi d bi n di n g pr ot ei ns li k e H -N S 3 6 8 . H-N S h as b e e n s h o w n t o s el e cti v el y bi n d t o a n d sil e n c e 

h ori z o nt all y a c q uir e d D N A 5 4 9, 5 5 0 . C o nsist e nt wit h t his, E H E C l o ci t h at w er e n ot c o ns er v e d i n E. coli 

K -1 2 w er e m or e li k el y t o b e u n d err e pr es e nt e d i n o ur a n al ysis. H o w e v er, TI S a n al ysis i n E. coli usi n g 

a diff er e nt tr a ns p os o n, T n 5, o nl y cl assifi e d 3 5 8 u n d err e pr es e nt e d l o ci 3 8 2 . T his i m pli es t h at t h e 

a b u n d a n c e of u n d err e pr es e nt e d m ut a nts i n o ur a n al ysis is m or e li k el y t o b e a t e c h ni c al iss u e r es ulti n g 

fr o m li mit ati o ns o n Hi m ar 1 i ns erti o n r at h er t h a n u n d erl yi n g bi ol o g y. Hi m ar 1 d o es ha v e a s e q u e n c e 

bi as 3 6 9 , w hi c h m a y b e m or e pr o n o u n c e d i n E. coli t h a n ot h er s p e ci es. A n al o g o us TI S a n al ysis usi n g 

Hi m ar 1 i n E. coli K -1 2 als o cl assifi e d a hi g h pr o p orti o n of g e n es as u n d err e pr es e nt e d ( 7 8 6 o ut of 

4, 4 8 3), b ut i n Vi brio c holer ae  a n d Vi brio p ar a h ae molytic us  t h e n u m b er w as m u c h l o w er ( 3 4 3 / 3, 4 5 6 a n d 

4 0 5 / 4, 4 6 3, r es p e cti v el y) 5 5 1, 3 7 6 . M or e w or k is n e e d e d t o u n d erst a n d w h at m e c h a nis ms r estri ct Hi m ar 1 

i ns erti o n i n E. coli, p arti c ul arl y i n h ori z o nt all y a c q uir e d r e gi o ns. T h es e r e gi o ns oft e n c o nt ai n 

vir ul e n c e a n d c ol o ni z ati o n f a ct ors, a n d li mits o n i ns erti n g tr a ns p os o ns i nt o t h es e g e n es r es ult i n 

di mi nis h e d st atisti c al p o w er f or r o b ust f or a n al ysis.  

A d diti o n al r es e ar c h is als o n e c ess ar y t o e x p a n d o n o ur o bs er v ati o n i n C h a pt er 2 r e g ar di n g 

is ol at e-s p e cifi c diff er e n c es i n g e n e ess e nti alit y. 1 3 1 g e n es w er e cl assifi e d as u n d err e pr es e nt e d i n 

E H E C t h at di d n ot h a v e a fit n ess p h e n ot y p e i n E. coli K -1 2, a n d h y p ot h esi z e d t h at t h es e g e n es 

c o ul d r e pr es e nt p at h o g e n -s p e cifi c a nti mi cr o bi al t ar g ets. S p e cifi c all y t ar g eti n g b a ct eri al p at h o g e ns 

d uri n g i nf e cti o n is c h all e n gi n g b ut criti c al b e c a us e br o a d s p e ctr u m a nti bi oti cs als o r e m o v e h el pf ul 

c o m m e ns al s p e ci es a n d c a n c a us e mi cr o bi o m e d ys bi osis 5 5 2 . A nti-vir ul e n c e t h er a p e uti cs, w hi c h t ar g et 

g e n es u ni q u e t o p at h o g e ns, h a v e b e e n c o nsi d er e d as a p ot e nti al str at e g y t o m ai nt ai n t h e mi cr o bi ot a 

d uri n g tr e at m e nt of i nf e cti o ns 5 5 3 . A n ot h er o pti o n is t o t ar g et pr ot ei ns t h at ar e c o ns er v e d i n b ot h 



 

p at h o g e ns a n d c o m m e ns als, b ut disr u pti o n o nl y pr o d u c es a fit n ess d ef e ct i n p at h o g e ns. T o r o b ustl y 

i d e ntif y s u c h c a n di d at es, TI S a n al ysis c o ul d b e p erf or m e d a cr oss m a n y E. coli is ol at es of b ot h 

p at h o g e ni c a n d n o n -p at h o g e ni c t y p es. I d e all y t h es e  li br ari es w o ul d b e g e n er at e d usi n g a tr a ns p os o n 

wit h mi ni m al bi as i n E. coli, li k e T n 5, f or m a xi m u m c o v er a g e a n d s u c c essf ul i d e ntifi c ati o n of 

diff er e nti all y u n d err e pr es e nt e d r e gi o ns.    

W e als o p ass a g e d t h e E H E C m ut a nt li br ar y t hr o u g h a n i nf a nt r a b bit t o i d e ntif y m ut a nts t h at 

c o ul d n ot c ol o ni z e t h e c ol o n ( C h a pt er 2).  T h e or eti c all y, l oss of m ut a nts wit h i n vivo fit n ess d ef e cts 

l e a v es o nl y t h os e wit h r o b ust c ol o ni z ati o n c a p a cit y i n t h e p o p ul ati o n. W e r e c o v er e d 2 3 -3 8 % of 

E H E C m ut a nts ori gi n all y pr es e nt i n t h e i n o c ul u m fr o m t h e c ol o n.  It is u nli k el y t h at 7 7 % of 

disr u pt e d l o ci ar e a ct u all y r e q uir e d f or c ol o ni z ati o n; s o m e of t h es e m ut a nts w er e eli mi n at e d d u e t o 

r a n d o m p o p ul ati o ns c o nstri cti o ns ( b ottl e n e c ks) t h at h a p p e n i n vivo3 8 5 . I n a n i nf e cti o n, b ottl e n e c ks 

r epr es e nt a n y pr ess ur e t h at n o n -s p e cifi c all y a n d dr a m ati c all y c ulls a p o p ul ati o n, s u c h as p ass a g e 

t hr o u g h t h e a ci di c st o m a c h. As dis c uss e d i n C h a pt er 2, dis cri mi n ati o n b et w e e n r e d u cti o ns i n 

g e n ot y p es attri b ut a bl e t o g e n ui n e n e g ati v e s el e cti o n  a n d st o c h asti c r e d u cti o ns c a us e d b y b ottl e n e c ks 

is diffi c ult. W e us e d t w o c o m p ut ati o n al a p pr o a c h es t o m o d el t h e s e v erit y of t h e b ottl e n e c k o bs er v e d 

i n o ur d at a, a n d us e d t h es e esti m at es t o i d e ntif y m ut a nts t h at h a d l ar g er t h a n e x p e ct e d r e d u cti o ns i n 

fit n ess t h a n w o ul d b e pr e di ct e d t o o c c ur fr o m r a n d o m l oss al o n e. S ur prisi n gl y, E H E C s e e ms t o 

e x p eri e n c e a ti g ht er b ottl e n e c k i n i nf a nt r a b bits t h a n f or ot h er e nt eri c p at h o g e ns w e h a v e t est e d, li k e 

V. p ar a h ae molytic us ( 6 1 % r e c o v er e d), d es pit e its hi g h er i nf e cti vit y i n h u m a ns. We r e c e ntl y o bs er v e d 

t h at S higell a fle x neri , a s u bs p e ci es of E. coli,  als o e x p eri e n c es a dr a m ati c b ottl e n e c k i n vi v o i n i nf a nt 

r a b bits ( ~ 2 0 % r e c o v er e d)5 5 4 . F a ct ors s u c h as mil k-d eri v e d a nti mi cr o bi al p e pti d es i n t h e st o m a c h or 

m e m b ers of t h e r a b bit mi cr o bi ot a c o ul d dis pr o p orti o n all y aff e ct E. coli d uri n g i nf e cti o n. T h e 

mi cr o bi ot a of r a b bit s p e ci es us e d i n o ur st u di es ( Oryctol ag us c u nic ul us ) h as n ot b e e n c h ar a ct eri z e d. It 



 

will b e h el pf ul t o d efi n e t h e i nf a nt r a b bit mi cr o bi ot a f or f ut ur e st u di es e v al u ati n g t h e p at h o g e n -

c o m m e ns al i nt er a cti o n d uri n g E H E C i nf e cti o n.  

O ur TI S a n al ysis r e v e al e d t h at a p pr o xi m at el y 3 0 0 g e n es ar e r e q uir e d f or o pti m al c ol o ni c 

c ol o ni z ati o n. T h es e g e n es i n cl u d e d m ost of t h e str u ct ur al el e m e nts of t h e T 3 S S, b ut al m ost n o n e of 

t h e eff e ct or pr ot ei ns, e x c e pt f or Tir, Nl e A, a n d Es p M 1. A d diti o n al st u di es ar e r e q uir e d t o i n v esti g at e 

t h e r ol e of Nl e A a n d Es p M 1 f urt h er i n vivo. Nl e A is t h o u g ht t o aff e ct i nfl a m m as o m e a cti vit y 3 9 7 , a n d 

Es p M 1 c a n p ert ur b t h e a cti n c yt os k el et o n 3 9 9, 4 0 0 . I nt er esti n gl y, n o ot h er a d h esi n pr ot ei ns t h o u g ht t o 

b e r e q uir e d f or E H E C att a c h m e nt t o t h e e pit h eli al s urf a c e, i n cl u di n g fi m bri a e or C urli fi b ers, w er e 

r e q uir e d f or c ol o ni z ati o n i n o ur s cr e e n. T his c o ul d r efl e ct s p e ci es s p e cifi c diff er e n c es (r a b bit vs 

h u m a n), or r e d u n d a n c y or t h at t h es e a d h esi ns  ar e n ot as criti c al as t h o u g ht w h e n a f u n cti o n al T 3 S S 

is pr es e nt. M a n y of t h e g e n es t h at w e f o u n d t o b e r e q uir e d f or c ol o ni z ati o n ar e f u n cti o n all y r el at e d 

t o a mi n o a ci d m et a b olis m. I n C h a pt er 2, w e h y p ot h esi z e d t h at t his c o ul d r efl ect n utri e nt s c ar cit y i n 

vivo, a n d hi g hli g hts t h e r eli a n c e of E H E C o n its o w n m et a b oli c pr o c ess es f or s ur vi v al. A n ot h er 

h y p ot h esis is t h at i n a cti v ati o n of t h es e g e n es m a y li mit t h e effi ci e n c y of a mi n o -a ci d d e c ar b o x yl as e 

s yst e ms us e d b y E H E C f or a ci d r esist a n c e. F or e x a m pl e, g a d E, e n c o di n g  a tr a ns cri pti o n f a ct or t h at 

r e g ul at es gl ut a m at e d e c ar b o x yl ati o n, a n d ilv E, e n c o di n g a n a mi n o a ci d a mi n otr a nsf er as e h a v e b e e n 

li n k e d t o a ci d r esist a n c e1 0 4  a n d w er e b ot h r e q uir e d f or o pti m al c ol o ni c c ol o ni z ati o n i n o ur s cr e e n. 

A d diti o n al st u di es s h o ul d ai m t o i n v esti g at e t h e r el ati o ns hi p b et w e e n ot h er a mi n o a ci d m et a b olis m 

g e n es a n d c ol o ni c c ol o ni z ati o n.   

O n e of t h e m ost i nt er esti n g dis c o v eri es fr o m t h e c ol o ni z ati o n s cr e e n w as t h e g e n e cv p A. cv p A 

m ut a nts w er e c o nsi d er a bl y d e pl et e d i n vivo. W e f o u n d t h at ∆cv pA m ut a nts ar e e xtr e m el y s e nsiti v e t o 

t h e a nti mi cr o bi al a cti vit y of bil e s alts i n vitro, a n d i n p arti c ul ar t h e bil e s alt D O C. W e r e ali z e d t h at 

cv p A h as b e e n i d e ntifi e d pr e vi o usl y i n s cr e e ns f or c ol o ni z ati o n f a ct ors i n ot h er e nt eri c 

p at h o g e ns 3 6 6, 3 7 6, 4 2 7 , b ut h a d n e v er b e e n i n v esti g at e d m e c h a nisti c all y. T h e a bs e n c e of st u di es r e g ar di n g 



 

C v p A f u n cti o n is pr o b a bl y attri b ut a bl e t o t h e pr ot ei n’s a n n ot ati o n. A s cr e e n 3 0 y e ars a g o t o i d e ntif y 

pr ot ei ns r e q uir e d f or E. coli t o s e cr et e t h e t o xi c p e pti d e C oli ci n V i d e ntifi e d a n d n a m e d C v p A 

(C oli ci n V  p r o d u cti o n pr ot ei n A )4 2 8 . L at er, t h e g e n es i n v ol v e d i n t his pr o c ess w er e f ull y 

c h ar a ct eri z e d, b ut a r ol e f or C v p A w as n ot f o u n d4 6 3 . D es pit e t his, C v p A is still li n k e d t o G O t er ms 

s u c h as ‘t o xi n bi os y nt h eti c pr o c ess es’. W e us e d a g e n eti c a p pr o a c h t o i n v esti g at e t h e f u n cti o n of 

C v p A, i d e ntif yi n g s u p pr ess or m ut ati o ns t h at r est or e d D O C r esist a n c e ( C h a pt er 3). T h es e 

s u p pr ess ors r ev e al e d t h at C v p A is  li n k e d g e n eti c all y t o t h e σ E  e xtr a c yt o pl as mi c str ess r es p o ns e . 

S e v er al i n d e p e n d e nt m ut ati o ns t h at e n h a n c e e x pr essi o n or a cti vit y of σ E  p er mitt e d ∆ cv pA gr o wt h o n 

D O C. W e d o n ot h o w C v p A i nt er a cts wit h σ E . F ut ur e w or k s h o ul d e x a mi n e if C v p A is r e q uir e d 

aft er D O C e x p os ur e f or tr a ns cri pti o n of r po E, or if it r e g ul at es a cti v ati o n of σ E  t hr o u g h dir e ct 

i nt er a cti o n or i nt er a cti o n wit h a n y of t h e k n o w n u pstr e a m σ E  r e g ul at or y pr ot ei ns. As C v p A is wi d el y 

c o ns er v e d a cr oss b a ct eri a p h yl a, i n cl u di n g i n n o n -e nt eri c s p e ci es, w e s u g g est e d i n C h a pt er 3 t h at t h e 

f u n cti o n of C v p A is n ot li mit e d t o bil e r esist a n c e a n d h y p ot h esi z e d t h at C v p A is i n v ol v e d i n 

m ai nt ai ni n g i o n h o m e ost asis. A d diti o n al w or k is n e e d e d t o t est if ∆ cv pA h as gr o wt h d ef e cts i n 

a nti mi cr o bi al r e a g e nts t h at disr u pt i o n tr a ns p ort, s u c h as pr ot o n o p h or es or el e ctr o p hil es. W e f o u n d 

t h at C v p A w as li n k e d g e n eti c all y t o g e n es i n v ol v e d wit h p ot assi u m tr a ns p ort, s o m eas uri n g effl u x of 

K + i o ns i n t h e W T a n d ∆ cv pA m ut a nt aft er e x p os ur e t o D O C c o ul d b e i nf or m ati v e. Bi o c h e mi c al 

i n v esti g ati o ns will als o b e us ef ul t o d et er mi n e m ol e c ul ar m e c h a nis ms. C v p A h as a n u nstr u ct ur e d C-

t er mi n al t ail t h at is pr e di ct e d t o b e p eri pl as mi c. W e w er e u n a bl e t o f us e G F P t o t his t ail a n d 

m ai nt ai n r esist a n c e t o D O C, w hi c h m a y i n di c at e t h at a n u n c h ar a ct eri z e d p eri pl as mi c bi n di n g p art n er 

i nt er a cts wit h C v p A’s C-t er mi n us. As C v p A is a m e m br a n e pr ot ei n, p art n er bi n di n g ass a ys s u c h as 

c o -i m m u n o pr e ci pit ati o n ar e diffi c ult. E x pr essi o n of j ust t h e p eri pl as mi c p orti o n c o ul d si m plif y 

f ut ur e w or k f or bi n di n g p art n ers. A n ot h er o p e n q u esti o n is w h y ∆ cv pA m ut a nts ar e s p e cifi c all y 

s e nsiti v e t o D O C a n d n ot t h e str u ct ur all y si mil ar bil e s alt C H O. As dis c uss e d i n C h a pt er 3, D O C is 



 

m or e h y dr o p h o bi c t h a n C H O, w hi c h m a y f a cilit at e p ass a g e t hr o u g h li pi d bil a y ers 4 4 3, 4 8 7, 5 5 5 . D O C a n d 

D O C -d eri v ati v es ar e als o k n o w n t o tri g g er i o n effl u x fr o m e u k ar y oti c c ells 5 5 6, 5 5 7  a n d alt er 

mit o c h o n dri al m e m br a n e p er m e a bilit y 4 8 6 , w hi c h s u p p orts o ur h y p ot h esis t h at C v p A r es p o n ds t o i o n 

h o m e ost asis p ert ur b ati o ns cr e at e d b y D O C. F ut ur e w or k e x a mi ni n g ∆ cv pA s e nsiti vit y t o a d diti o n al 

r e a g e nts will b e h el pf ul t o cl arif y m e c h a nis m.  

W e als o i n v esti g at e d t h e h ost i nt esti n e’s tr a ns cri pti o n al r es p o ns e t o E H E C i nf e cti o n ( C h a pt er 4). 

W e i n o c ul at e d i nf a nt r a b bits wit h W T E H E C a n d a n is o g e ni c m ut a nt l a c ki n g St x ( ∆ ∆ st x) t o 

d et er mi n e t h e eff e ct of St x o n hist o p at h ol o g y a n d g e n e e x pr essi o n i n e pit h eli al a n d l a mi n a pr o pri a 

c ells. T o f a cilit at e tr a n s cri pti o n al a n al ysis of diff er e nt c ell ul ar c o m p art m e nts i n t h e c ol o n, w e 

p erf or m e d tiss u e di g esti o n t o e nri c h f or e pit h eli al c ells a n d l a mi n a pr o pri a c ells. T h e c al ci u m -

c h el ati n g a g e nt E D T A disr u pts e pit h eli al b arri er i nt e grit y, r el e asi n g s h e ets of c ells f r o m t h e 

u n d erl yi n g tiss u e. Is ol ati o n of d e e p er tiss u e i m m u n e c ells r eli es o n e n z y m ati c di g esti o n. W e us e d a 

mi xt ur e of c oll a g e n as e I, II a n d t h e pr ot e as e t h er m ol ysi n t o d e gr a d e t h e c oll a g e n str u ct ur e of t h e 

l a mi n a pr o pri a, r el e asi n g t h e n o n-a d h er e nt c ells,  w hi c h ar e e nri c h e d i n l e u k o c yt es. N e arl y c o m pl et e 

tiss u e di g esti o n is r e q uir e d t o li b er at e str o m al c ells, as t h es e a d h er e nt c ells ar e e m b e d d e d i n t h e 

E C M 5 5 8 . I d e all y, w e w o ul d us e fl o w c yt o m etr y t o pr e cis el y q u a ntif y t h e yi el d of e a c h c ell t y p e, b ut 

r e a g ents ar e u n a v ail a bl e f or c o m pr e h e nsi v e c ell pr ofili n g i n r a b bits. W e w er e a bl e t o d et e ct 

e nri c h m e nt of tr a ns cri pts ass o ci at e d wit h e pit h eli al a n d i m m u n e c ells i n t h e a p pr o pri at e fr a cti o ns, 

pr o vi di n g c o nfi d e n c e i n o ur e nri c h m e nt str at e g y. F ut ur e w or k t o i m pr o v e o ur pr ot o c ol c o ul d 

i n cl u d e e v al u ati o n of m uri n e or h u m a n a nti b o di es f or d et e cti o n of r a b bit c ell m ar k ers. T his w o ul d 

all o w f or tr u e c ell t y p e is ol ati o n b y F A C S r at h er t h a n e nri c h m e nt.  

Tr a ns cri pti o n all y, b ot h W T a n d ∆ ∆ st x i nf e cti o n i n d u c e d e x pr essi o n of g e n es t y pi c all y ass o ci at e d 

wit h b a ct eri al i nf e cti o n, i n cl u di n g p at h w a ys t h at d et e ct a n d r es p o n d t o P A M Ps s u c h as L P S. 

C o m p ari n g t h e tr a ns cri pti o n al pr ofil es of W T a n d ∆ ∆ st x i nf e ct e d c ol o ns r e v e al e d t h at St x 



 

dr a m ati c all y s h a p es t h e r es p o ns e t o i nf e cti o n. 3 9 0 g e n es w er e diff er e nti all y e x pr ess e d b et w e e n t h e 

t w o i nf e cti o ns i n e pit h eli al c ells, a n d 9 1 i n l a mi n a pr o pri a c ells. M a n y diff er e nti all y e x pr ess e d g e n es 

of i nt er est w er e r el at e d t o c o a g ul ati o n a n d i m m u n e si g n ali n g pr o c ess es.  

S tx c o ntri b ut es t o si g nifi c a nt h e m orr h a g e i n r a b bit tiss u e, s o w e w er e i niti all y n ot s ur pris e d t o 

s e e a n u m b er of c o a g ul ati o n-r el at e d g e n es w er e hi g hl y e x pr ess e d i n a n St x-d e p e n d e nt f as hi o n. W e 

first h y p ot h esi z e d t h at bl o o d i n t h e tiss u e tri g g er e d t his g e n e e x pr essi o n. W e m e as ur e d th e 

distri b uti o n of F 3, w hi c h e n c o d es Tiss u e F a ct or, i n r a b bit tiss u e i nf e ct e d wit h W T E H E C a n d f o u n d 

t h e tr a ns cri pt w as e v e nl y distri b ut e d a cr oss t h e e pit h eli u m, a n d n ot l o c ali z e d t o r e gi o ns of 

h e m orr h a g e. W e als o d et e ct e d e x pr essi o n of F 3 i n c ult ur e d e pith eli al c ells i n vitro aft er e x p os ur e t o 

W T E H E C b ut n ot ∆ ∆ st x, w hi c h s u g g ests t h at St x i nt er a cti o n wit h e nt er o c yt es al o n e is s uffi ci e nt t o 

i n d u c e t h es e c h a n g es wit h o ut i m m u n e or r e d bl o o d c ells. F ut ur e w or k s h o ul d f o c us o n pr ot ei n-l e v el 

c h a n g es. Pr e vi o us w or k i n r e n al a n d e n d ot h eli al c ells i n vitro d es cri b e d a m e c h a nis m f or i n cr e as e i n 

Tiss u e F a ct or a cti vit y aft er St x e x p os ur e t h at r eli es o n d e cr e as e d e x pr essi o n of Tiss u e F a ct or Pr ot ei n 

I n hi bit or ( T F PI) 5 1 8 – 5 2 0, 5 1 7, 5 2 1 . W e f o u n d t h at T F PI e x pr essi o n w as u n c ha n g e d i n e pit h eli al c ells aft er 

E H E C i nf e cti o n, s u g g esti n g a n alt er n at e m e c h a nis m of i n d u cti o n. F ut ur e w or k s h o ul d f o c us o n 

c h ar a ct eri zi n g m e c h a nis ms of F 3 g e n e e x pr essi o n i n e pit h eli al c ells. S cr e e ni n g a C RI S P R / C as 9 

m ut a nt e pit h eli al c ell li br ar y f or F 3 e x pr essi o n aft er E H E C i nf e cti o n c o ul d i d e ntif y if g e n es 

ass o ci at e d wit h t h e c a n o ni c al ri b ot o xi c str ess r es p o ns e or ot h er p at h w a ys ar e r e q uir e d. F 3  e x pr essi o n 

is als o i n d u c e d b y Yersi ni a pse u dot u berc ulosis  i nf e cti o n i n SI P e y er’s p at c h es5 5 9 , b ut n ot d uri n g V i brio 

c holer ae i nf e cti o n i n i nf a nt r a b bits ( u n p u blis h e d). F ut ur e w or k s h o ul d e x a mi n e t h e c h ar a ct eristi cs of 

p at h o g e ns t h at c a n i n d u c e c o a g ul ati o n -r el at e d g e n es i n vivo a n d t h e c o ntri b uti o ns of t h es e pr ot ei n t o 

tiss u e p at h ol o g y or r es ol uti o n of i nf e cti o n.  

T h e e x pr essi o n of I F NG a n d a n u m b er of I S Gs s u c h as C X C L 1 1 w as s u p pr ess e d d uri n g W T 

i nf e cti o n, a n d i n d u c e d b y t h e ∆ ∆ st x str ai n. Ot h ers h a v e o bs er v e d St x c a n s u p pr ess t h e I F N γ -



 

i nfl a m m at or y p at h w a y i n vitro at t h e pr ot ei n l e v el b y bl o c ki n g p h os p h or yl ati o n o f t h e u pstr e a m 

pr ot ei n S T A T -1 5 6 0 . I n c o ntr ast, A / E p at h o g e ns t h at l a c k St x, li k e Citro b acter ro de nti u m a n d E P E C, 

a cti v at e e x pr essi o n of I F Nγ  d uri n g i nf e cti o n 5 1 1 – 5 1 3, 5 2 8 . It is u n cl e ar h o w St x bl o c ks S T A T-1 

p h os p h or yl ati o n a n d I F NG g e n e  e x pr essi o n. T 3 S S eff e ct or pr ot ei n a cti vit y is c o nsi d er e d t o b e t h e 

pri m ar y m e c h a nis m t o s u p pr ess e u k ar y oti c si g n ali n g p at h w a ys 5 6 1 . R e c e nt st u di es h a v e s h o w n t h at 

T 3 S S a n d St x r el y o n si mil ar h ost f a ct ors f or a cti vit y 5 3 4 , w hi c h i m pli es t h er e c o ul d b e u nr e c o g ni z e d 

s y n er g y b et w ee n T 3 S S eff e ct ors a n d St x w hi c h all o ws f or s u c c essf ul m o d ul ati o n of t h e h ost 

r es p o ns e.  

W e als o s h o w e d t h at St x i n d u c es r o b ust e x pr essi o n of t h e c yt o ki n e s u b u nit I L 2 3 A i n e pit h eli al 

c ells, t h e g e n e e n c o di n g t h e p 1 9 s u b u nit of t h e c yt o ki n e I L 2 3. I n C h a pt er 4 w e dis c uss t h at I L 2 3 A is 

t y pi c all y pr o d u c e d b y i m m u n e c ells, p arti c ul arl y d e n driti c c ells, i n r es p o ns e t o P A M Ps 5 6 2 , a n d 

s p e c ul at e t h at St x c o ul d b e pr o m oti n g a s hift t o w ar ds t y p e 3 i m m u nit y a n d a w a y fr o m I F N γ -

m e di at e d t y p e 1 i m m u nit y d uri n g i nf e cti o n. T h is is n ot u n pr e c e d e nt e d, as ot h er b a ct eri al t o xi ns c a n 

i n d u c e t y p e 3 i m m u nit y a n d I L 2 3 pr o d u cti o n5 2 9, 5 3 0 . W e di d n ot, h o w e v er, m e as ur e t h e a b u n d a n c e of 

s p e cifi c i m m u n e c ell t y p es or e v al u at e t h eir c yt o ki n e e x pr essi o n pr ofil es, a n d t his i nf or m ati o n is 

n e e d e d t o cl assif y t h e t y p e of c ell -m e di at e d eff e ct or i m m u nit y 5 1 0 . A n al ysis of s p e cifi c i m m u n e c ell 

p o p ul ati o ns d uri n g i nf e cti o n h as b e e n c o m pl et e d f or C itro b acter ro de nti u m i nf e cti o ns i n mi c e5 1 2, 5 1 3, 5 6 3 , 

b ut t h e l a c k of i m m u n o g e ni c fl a g ell a a n d St x m a k e dir e ct  c o m p aris o ns t o E H E C diffi c ult. F ut ur e 

w or k s h o ul d e v al u at e t h e a b u n d a n c e of T h 1 7, T h 1, a n d I L C s u bt y p es i n t h e c ol o ni c m u c os a i nf e ct e d 

wit h E H E C wit h or wit h o ut St x i n or d er t o t est t his h y p ot h esis. I nt er esti n gl y, w e di d n ot d et e ct 

tr a ns cri pts f or I L 1 2 B, t h e g e n e e n c o di n g t h e p 4 0 s u b u nit of I L 2 3. I L 2 3 A h as b e e n o bs er v e d t o b e 

e x pr ess e d i n d e p e n d e ntl y of I L 1 2 B i n e pit h eli al c ells, b ut t h e f u n cti o n of I L 2 3 A i n t h e a bs e n c e of 

p 4 0 is u n k n o w n 5 2 7 . W e als o di d n ot d et e ct I L 1 7 A tr a ns cri pts i n t h e l a mi n a pr o pri a c ells. T his 

c yt o ki n e is i n d u c e d i n I L C 3s a n d T h 1 7s b y I L 2 3 e x pr essi o n. T h es e g e n e e x pr essi o n p att er ns s u g g est 



 

t h at c a n o ni c al I L 2 3 si g n ali n g is n ot o c c urri n g at t h e ti m e p oi nt of o ur tr a ns cri pti o n al s cr e e n. F ut ur e 

w or k s h o ul d i n v esti g at e if p 4 0 pr ot ei n is pr o d u c e d b y e pit h eli al c ells, a n d if I L 2 3 A c a n a ct 

i n d e p e n d e ntl y t o tri g g er tr a ns cri pti o n al c h a n c es i n i m m u n e c ells d uri n g E H E C i nf e cti o n, w hi c h m a y 

r e pr es e nt a n u nr e c o g ni z e d as p e ct of e pit h eli al i m m u nit y.  

A n o p e n q u esti o n i n t h e fi el d is h o w c ol o ni c di s e as e r el at es t o s yst e mi c m a nif est ati o ns of 

i nf e cti o n, i n cl u di n g pr o gr essi o n t o H U S. I m m u n e c ell a cti v ati o n i n t h e c ol o n b y St x is h y p ot h esi z e d 

t o b e criti c al t o i niti at e p at h ol o g y i n t h e ki d n e ys5 6 4 . A nti-c yt o ki n e a n d a nti -i nfl a m m at or y t h er a p e uti cs 

h a v e b e e n s u g g est e d as a w a y t o mi ni mi z e i m m u n e c ell a cti v ati o n t h at c a n l e a d t o r e n al d a m a g e 3 2 6 . 

O ur w or k d e m o nstr at es t h at St x d o es h a v e a p o w erf ul r ol e i n s h a pi n g i m m u n e r es p o ns es t o 

i nf e cti o n i n t h e c ol o n. F urt h er w or k, s u c h as si n gl e-c ell -R N As e q a n d pr ot e o mi cs, is n e e d e d t o m or e 

s p e cifi c all y c h ar a ct eri z e w h at c ell t y p es ar e pr es e nt a n d t h eir c yt o ki n e pr ofil es. Alt h o u g h mi c e ar e 

n ot a us ef ul m o d el f or E H E C c ol o ni c dis e as e, t h e y mi g ht b e us ef ul t o i n v esti g at e if eli mi n ati o n or 

m a ni p ul ati o n of g e n e e x pr essi o n i n  c ol o n e pit h eli al c ells alt ers t h e pr o gr essi o n t o r e n al dis e as e. T his 

i nf or m ati o n will b e r el e v a nt t o d e v el o pi n g n o v el t h er a p e uti cs t h at miti g at e St x t o xi cit y i n 

e xtr ai nt esti n al tiss u es .
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