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A b str a ct

St a p h yl o c o c c us  a ure us  (S.  a ure us ) i s a  m aj o r c a u s e of  h u m a n  m o r bi dit y a n d  m o rt alit y  w o rl d-

wi d e.  H e m ol y si s c a u s e d b y S.  a ure us  c yt ot o xi n s i s i m p o rt a nt f o r t h e a c q ui siti o n of i r o n a n d

s u b s e q u e nt b a ct e ri al s u r vi v al  d u ri n g i nf e cti o n. S.  a ure us  c a n e x p r e s s n u m e r o u s h e m ol y si n s

t h at  h a v e b e e n s h o w n t o t a r g et h u m a n e r yt h r o c yt e s.  H o w e v e r, t h e r el ati v e i m p o rt a n c e of

e a c h of t h e s e f o r c a u si n g h e m ol y si s  d u ri n g  p at h o g e n e si s i n h u m a n s i s n ot cl e a r. I n t hi s

st u d y,  w e h a v e e x a mi n e d t h e  h e m ol yti c c a p a cit y of  diff e r e nt  m et hi cilli n- r e si st a nt S.  a ure us  

( M R S A)  d el eti o n  m ut a nt s a g ai n st h u m a n e r yt h r o c yt e s i n s u s p e n si o n  u si n g t w o s e p a r at e

a s s a y s.  T h e  f r st a s s a y  m e a s u r e d h e m ol y si s c a u s e d b y e xt r a c ell ul a r f a ct o r s  p r o d u c e d b y

M R S A,  w hil e t h e s e c o n d  m e a s u r e d h e m ol y si s f oll o wi n g c o- c ult u r e of  M R S A  wit h h u -

m a n e r yt h r o c yt e s.  R e s ult s f r o m b ot h a s s a y s  d e m o n st r at e d t h at  p h e n ol- s ol u bl e  m o d uli n- α  

p e pti d e s ( P S M α )  pl a y a  d o mi n a nt r ol e i n c a u si n g h e m ol y si s of h u m a n e r yt h r o c yt e s, hi g h -

li g hti n g a  p r o mi n e nt t a r g et f o r n o v el t h e r a p e uti c st r at e gi e s  d e si g n e d t o li mit S.  a ure us  i r o n

a c q ui siti o n a n d s u r vi v al  d u ri n g h u m a n  di s e a s e.
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1. I ntr o d u cti o n

St a p h yl o c o c c us  a ure us  (S.  a ure us ) i s a c o m m o n  G r a m- p o siti v e b a ct e ri u m t h at c a n c a u s e a

wi d e v a ri et y of i nf e cti o n s i n h u m a n s a n d a ni m al s, r a n gi n g f r o m s u p e r f ci al s ki n a b s c e s s e s t o

s y st e mi c lif e-t h r e at e ni n g  di s e a s e [ 1 ,2 ].  T h e a bilit y of S.  a ure us  t o i nf e ct  diff e r e nt h o st ti s s u e s

i s  p ri m a ril y att ri b ut e d t o a  di v e r s e a r r a y of vi r ul e n c e f a ct o r s e x p r e s s e d b y t hi s  p at h o g e n.

T h e s e i n cl u d e n u m e r o u s h o st i m m u n o m o d ul at o r y  p r ot ei n s, a d h e si n s, a n d c yt ot o xi n s.  T h e

l a r g e  n u m b e r a n d a p p a r e nt r e d u n d a n c y of t h e s e vi r ul e n c e f a ct o r s h a v e  m a d e it  dif f c ult

t o  d et e r mi n e t h e r el ati v e c o nt ri b uti o n of e a c h t o w a r d s  diff e r e nt a s p e ct s of S.  a ure us  p at h o -

g e n e si s.  T o c o m pli c at e  m att e r s f u rt h e r, t h e s p e ci f cit y of  m a n y of t h e s e vi r ul e n c e f a ct o r s

d e p e n d s  u p o n t h e s p e ci e s of h o st o r g a ni s m [ 3 – 1 5 ].  T hi s li mit s t h e t r a n sl ati o n of e x p e ri-

m e nt al r e s ult s  u si n g  n o n- h u m a n c ell t y p e s a n d a ni m al  m o d el s of i nf e cti o n t o  u n d e r st a n d

S.  a ure us  p at h o g e n e si s i n h u m a n s.

S.  a ure us  e x p r e s s e s a n a r s e n al of c yt ot o xi n s t h at e a c h h a v e v a r yi n g  d e g r e e s of s p e ci -

f cit y a g ai n st  diff e r e nt c ell t y p e s a n d b et w e e n  diff e r e nt h o st o r g a ni s m s [ 1 6 ]. S o m e of t h e s e
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a r e  hi g hl y c o n s e r v e d b et w e e n  diff e r e nt st r ai n s of S.  a ure us , s u c h a s α -t o xi n ( Hl a) a n d t h e

p h e n ol- s ol u bl e  m o d uli n  p e pti d e s ( P S M s).  Ot h e r s a r e l e s s c o n s e r v e d a n d a r e  p a rt of t h e

a c c e s s o r y S.  a ure us  g e n o m e, s u c h a s t h e  P a nt o n – V al e nti n e l e u k o ci di n ( P V L).  T h e S.  a ure us  

st r ai n i d e nti f e d b y  p ul s e d- f el d g el el e ct r o p h o r e si s ( P F G E) a s  U S A 3 0 0 i s a  d o mi n a nt cli ni c al

i s ol at e i n t h e  U nit e d St at e s a n d e x p r e s s e s at l e a st t hi rt e e n  diff e r e nt c yt ot o xi n s t h at i n cl u d e

Hl a,  P V L, l e u k o ci di n  E / D ( L u k E D), γ - h e m ol y si n  A B ( Hl g A B), γ - h e m ol y si n  C B ( Hl g C B),

l e u k o ci di n  G / H ( L u k G H [1 7 ], al s o k n o w n a s L u k A B [ 1 8 ]), a s  w ell a s t h e f a mil y of  P S M s

t h at c o n si st of δ -t o xi n ( Hl d), f o u r  p h e n ol- s ol u bl e  m o d uli n-α  p e pti d e s ( P S M α ) e n c o d e d

o n a si n gl e o p e r o n, a n d t w o  p h e n ol- s ol u bl e  m o d uli n- β  p e pti d e s ( P S M β ) al s o e n c o d e d

o n a si n gl e o p e r o n.  T h e  u p r e g ul ati o n of t h e s e c yt ot o xi n s  d u ri n g i nf e cti o n i s t h o u g ht t o

b e l a r g el y  m e di at e d b y t h e a c c e s s o r y g e n e r e g ul at o r ( A g r) t w o- c o m p o n e nt s y st e m a n d

t h e S.  a ure us  e x o p r ot ei n ( S a e) t w o- c o m p o n e nt s y st e m [ 1 9 ,2 0 ].  A cti v ati o n of b ot h of t h e s e

g e n e r e g ul at o r y s y st e m s i s r e q ui r e d t o i n c r e a s e e x p r e s si o n of al m o st all S.  a ure us  c yt ot o xi n s.

N ot a bl e e x c e pti o n s a r e t h e  P S M s t h at a r e r e g ul at e d b y  A g r [ 2 1 ,2 2 ] b ut n ot b y S a e [2 3 ,2 4 ].

I r o n i s e s s e nti al f o r  m et a b oli c  p r o c e s s e s i n al m o st all o r g a ni s m s, a n d t h e a c q ui siti o n

of i r o n b y S.  a ure us  i n t h e  h o st i s i m p o rt a nt f o r  p at h o g e n e si s [2 5 ]. S.  a ure us  o bt ai n s i r o n

p ri m a ril y f r o m h e m e r el e a s e d b y e r yt h r o c yt e s f oll o wi n g c yt ot o xi n- d e p e n d e nt h e m ol y si s

u si n g t h e i r o n- r e g ul at e d s u rf a c e  d et e r mi n a nt (I s d) s y st e m [ 2 6 ,2 7 ].  T h u s, cl e a rl y  d e f ni n g

i m p o rt a nt S.  a ure us  c yt ot o xi n s t h at t a r g et h u m a n e r yt h r o c yt e s  will hi g hli g ht f a ct o r s t h at

f u rt h e r i r o n a c q ui siti o n t o all o w b a ct e ri al s u r vi v al  d u ri n g i nf e cti o n.  T h e  m aj o rit y of r e s e a r c h

i n v e sti g ati n g S.  a ure us  h e m ol y si s h a s  u s e d s h e e p e r yt h r o c yt e s i n a g a r o r r a b bit e r yt h r o c yt e s

i n s u s p e n si o n t o  d et e r mi n e t h e c yt ot o xi n s t h at a r e r e s p o n si bl e.  H o w e v e r, t h e r e a r e  m aj o r

diff e r e n c e s i n t h e s p e ci f cit y of S.  a ure us  c yt ot o xi n s a g ai n st h u m a n e r yt h r o c yt e s c o m p a r e d

t o s h e e p o r r a b bit e r yt h r o c yt e s [9 ,1 1 ,1 2 ], a n d a g a r h a s b e e n r e p o rt e d t o i n hi bit t h e h e m ol yti c

a cti vit y of  Hl g A B [ 1 1 ].

C o m p a r e d t o h e m ol y si s of s h e e p o r r a b bit e r yt h r o c yt e s, t h e r e a r e r el ati v el y f e w st u di e s

t h at  h a v e e x a mi n e d h e m ol y si s of h u m a n e r yt h r o c yt e s b y S.  a ure us  c yt ot o xi n s.  T h e s e h a v e

i n di c at e d t h at  Hl g A B,  L u k E D, a n d  P S M s  pl a y i m p o rt a nt r ol e s i n t hi s  p r o c e s s [2 8 – 3 2 ], b ut

t h e l a c k of st u di e s t h at  di r e ctl y c o m p a r e t h e h e m ol yti c a cti vit y of e a c h of t h e s e c yt ot o xi n s

h a s li mit e d o u r  u n d e r st a n di n g of  w hi c h i s t h e  m o st i m p o rt a nt f o r c a u si n g h e m ol y si s

d u ri n g  p at h o g e n e si s i n h u m a n s. I n t hi s i n v e sti g ati o n,  w e h a v e  u s e d a li b r a r y of S.  a ure us  

c yt ot o xi n  d el eti o n  m ut a nt s i n t w o  diff e r e nt e x vi v o h e m ol y si s a s s a y s t o  d e f n e t h e r el ati v e

s u s c e pti bilit y  p r o fl e of h u m a n e r yt h r o c yt e s t o S.  a ure us  c yt ot o xi n s. Fi n di n g s i n t hi s r e p o rt

d e m o n st r at e t h at t h e  P S M α  p e pti d e s  pl a y a  d o mi n a nt r ol e i n t h e h e m ol y si s of h u m a n

e r yt h r o c yt e s b y S.  a ure us .

2. R e s ult s

2. 1.  Hl a  Is I m p ort a nt f or He m ol ysis  of  S hee p  Er yt hr o c ytes  b ut  N ot  H u m a n  Er yt hr o c ytes  

T o i niti all y e x a mi n e h e m ol y si s c a u s e d b y S.  a ure us ,  w e c o m p a r e d t h e h e m ol yti c a cti vit y

of t h e  U S A 3 0 0  wil d t y p e ( U S A 3 0 0  wt) r el ati v e t o a n i s o g e ni c  d el eti o n  m ut a nt of hl a  i n

U S A 3 0 0 ( ∆ hl a ) a g ai n st s h e e p e r yt h r o c yt e s a n d h u m a n e r yt h r o c yt e s i n t r y pti c s o y a g a r

( Fi g u r e 1 A).  T h e z o n e of h e m ol y si s  p r o d u c e d b y  U S A 3 0 0  w a s si g ni f c a ntl y l a r g e r a g ai n st

s h e e p e r yt h r o c yt e s r el ati v e t o h u m a n e r yt h r o c yt e s ( Fi g u r e 1 B). I n a d diti o n, a si g ni f c a nt

d e c r e a s e i n t h e h e m ol y si s of s h e e p e r yt h r o c yt e s c a u s e d b y ∆ hl a  r el ati v e t o  U S A 3 0 0  w a s n ot

o b s e r v e d  wit h h u m a n e r yt h r o c yt e s ( Fi g u r e 1 B).  T h e s e  f n di n g s i n di c at e t h at t h e s p e ci f cit y

of h e m ol yti c f a ct o r s  p r o d u c e d b y S.  a ure us  v a ri e s b et w e e n h o st s p e ci e s a n d t h at h e m ol y si s

of  h u m a n e r yt h r o c yt e s  w a s  p ri m a ril y c a u s e d b y f a ct o r s ot h e r t h a n  Hl a, c o r r e s p o n di n g t o

p r e vi o u sl y  p u bli s h e d  f n di n g s [ 3 ,3 3 ].
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Fi g ur e 1. H e m ol y si s of h u m a n e r yt h r o c yt e s b y  U S A 3 0 0. ( A )  R e p r e s e nt ati v e c ol o ni e s a n d (B ) h e m ol y-

si s  di a m et e r of  U S A 3 0 0 a n d a n i s o g e ni c  d el eti o n  m ut a nt of hl a  i n  U S A 3 0 0(∆ hl a ) o n  T S A a g a r  wit h

h u m a n o r s h e e p e r yt h r o c yt e s. ( C )  T u r bi dit y of s u s p e n d e d h u m a n e r yt h r o c yt e s  w a s  m e a s u r e d b y

a b s o r b a n c e at 6 3 0 n m f oll o wi n g i nt o xi c ati o n  wit h  U S A 3 0 0 s u p e r n at a nt s at i n di c at e d  dil uti o n s f o r

6 0  mi n at 3 7 ◦ C. ( D )  T h e c h a n g e i n a b s o r b a n c e at 6 3 0 n m f r o m  d at a c oll e ct e d i n  p a n el  C  d et e r mi n e d

aft e r 3 0  mi n of i nt o xi c ati o n. ( E )  E xt r a c ell ul a r h e m e  w a s  m e a s u r e d b y a b s o r b a n c e at 4 0 5 n m of s u p e r-

n at a nt s f r o m h u m a n e r yt h r o c yt e s c o- c ult u r e d  wit h i n di c at e d c o n c e nt r ati o n s of  U S A 3 0 0 a n d i n c u b at e d

at 3 7 ◦ C f o r 9  h. ( F )  T h e c h a n g e i n a b s o r b a n c e at 4 0 5 n m f r o m  d at a c oll e ct e d i n  p a n el ( E )  d et e r mi n e d at

6 h  p o st-i nf e cti o n.  All  d at a a r e t h e  m e a n ±  S E M of at l e a st 3 i n d e p e n d e nt e x p e ri m e nt s  wit h * p  ≤  0. 0 5,

*** p  ≤  0. 0 0 1, a n d **** p  ≤  0. 0 0 0 1 r el ati v e t o  U S A 3 0 0, a s  d et e r mi n e d b y r e p e at e d- m e a s u r e s o n e- w a y

A N O V A  wit h  T u k e y’ s  m ulti pl e c o m p a ri s o n t e st f o r  p a n el ( B ) o r  D u n n ett’ s  m ulti pl e c o m p a ri s o n t e st

f o r  p a n el s (D ,F ).
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E r yt h r o c yt e s i n a g a r  d o n ot a c c u r at el y r e p r e s e nt i n vi v o c o n diti o n s e n c o u nt e r e d b y

S.  a ure us  d u ri n g i nf e cti o n, a n d ot h e r s h a v e i n di c at e d t h at t h e h e m ol yti c a cti vit y of  Hl g A B i s

li mit e d o n a g a r [ 1 1 ].  T o m o r e a p p r o p ri at el y a d d r e s s h e m ol y si s c a u s e d b y S.  a ure us  d u ri n g

h u m a n  p at h o g e n e si s,  w e e m pl o y e d t w o  di sti n ct a s s a y s t h at e x a mi n e h e m ol y si s of h u m a n

e r yt h r o c yt e s i n s u s p e n si o n.  T h e  f r st a s s a y  u s e d e xt r a c ell ul a r f a ct o r s  p r o d u c e d b y S.  a ure us  

c ult u r e s at e a rl y st ati o n a r y g r o wt h t o i nt o xi c at e h u m a n e r yt h r o c yt e s i n s u s p e n si o n a n d

a s s e s s e d c h a n g e s i n t u r bi dit y t h at o c c u r r e d f oll o wi n g h e m ol y si s b y  m e a s u ri n g a b s o r b a n c e

at 6 3 0  n m o v e r ti m e ( Fi g u r e 1 B, C).  T h e s e c o n d a s s a y  u s e d S.  a ure us  h a r v e st e d at  mi d-

e x p o n e nti al g r o wt h t o i nf e ct h u m a n e r yt h r o c yt e s i n s u s p e n si o n a n d a s s e s s e d c h a n g e s i n

e xt r a c ell ul a r h e m e r el e a s e d f oll o wi n g h e m ol y si s b y  m e a s u ri n g t h e a b s o r b a n c e of h e m e at

4 0 5 n m of s u p e r n at a nt s f r o m i nf e ct e d s a m pl e s ( Fi g u r e 1 D, E).

2. 2.  T he  A gr  T w o- C o m p o ne nt  S yste m  Is Re q uire d  f or He m ol ysis  of  H u m a n  Er yt hr o c ytes  

B ot h  A g r a n d S a e  pl a y i m p o rt a nt r ol e s i n  m e di ati n g t h e  u p r e g ul ati o n of c yt ot o xi n

e x p r e s si o n b y S.  a ure us .  T o v e rif y t h e i m p o rt a n c e of t h e s e t w o- c o m p o n e nt s y st e m s f o r

h e m ol y si s of h u m a n e r yt h r o c yt e s,  w e  f r st c o m p a r e d t h e h e m ol yti c c a p a cit y of e xt r a c ell ul a r

f a ct o r s  p r o d u c e d b y  U S A 3 0 0  wt, a  U S A 3 0 0  d el eti o n  m ut a nt of a gr A B C D  (∆ a gr ), a  U S A 3 0 0

d el eti o n  m ut a nt of s ae P Q R S  (∆ s ae ), a n d a  U S A 3 0 0  d el eti o n  m ut a nt of t h e c yt ot o xi n s hl a ,

hl g A B C , l u k E D, l u k G H, ps m α , a n d P V L  (∆ hl a ∆ hl g A B C ∆ l u k E D∆ l u k G H∆ ps m α ∆ p vl ) a g ai n st

h u m a n e r yt h r o c yt e s ( Fi g u r e 2 A).  A s e x p e ct e d, t h e t u r bi dit y of e r yt h r o c yt e s i n s ol uti o n f ol -

l o wi n g i nt o xi c ati o n  wit h s u p e r n at a nt s f r o m  U S A 3 0 0  wt  w a s si g ni f c a ntl y  d e c r e a s e d r el ati v e

t o i nt o xi c ati o n  wit h s u p e r n at a nt s f r o m ∆ a gr  o r ∆ hl a ∆ hl g A B C ∆ l u k E D∆ l u k G H∆ ps m α ∆ p vl  

( Fi g u r e 2 B). S u r p ri si n gl y, w e f o u n d t h at e xt r a c ell ul a r f a ct o r s  p r o d u c e d b y ∆ s ae  o nl y

c a u s e d a  d el a y e d  d r o p i n t h e t u r bi dit y of i nt o xi c at e d e r yt h r o c yt e s r el ati v e t o  U S A 3 0 0  wt

( Fi g u r e 2 A)  wit h n o si g ni f c a nt  diff e r e n c e n ot e d at 3 0  mi n aft e r i nt o xi c ati o n ( Fi g u r e 2 B).

Si mil a r o b s e r v ati o n s  w e r e  m a d e  w h e n h u m a n e r yt h r o c yt e s  w e r e i nf e ct e d  wit h  U S A 3 0 0,

∆ a gr , ∆ s ae , o r ∆ hl a ∆ hl g A B C ∆ l u k E D∆ l u k G H∆ ps m α ∆ p vl  ( Fi g u r e 2 C); a n i n c r e a s e d a b s o r b a n c e

of r el e a s e d  h e m e at 4 0 5 n m o v e r ti m e f oll o wi n g i n o c ul ati o n  wit h  U S A 3 0 0  wt  w a s o nl y

sli g htl y  d el a y e d f oll o wi n g i n o c ul ati o n  wit h ∆ s ae  ( Fi g u r e 2 C),  w hil e i n o c ul ati o n  wit h ∆ a gr  

o r ∆ hl a ∆ hl g A B C ∆ l u k E D∆ l u k G H∆ ps m α ∆ p vl  p r o d u c e d si g ni f c a ntl y l o w e r a b s o r b a n c e at

4 0 5 n m r el ati v e t o  U S A 3 0 0  wt ( Fi g u r e 2 D).  T o g et h e r, t h e s e  f n di n g s s u g g e st e d t h at c yt ot o x -

i n s r e g ul at e d b y  A g r  pl a y a  p r o mi n e nt r ol e i n t h e  h e m ol y si s of  h u m a n e r yt h r o c yt e s,  w hil e

t h o s e r e g ul at e d b y S a e a r e l e s s i m p o rt a nt.

2. 3.  Bi c o m p o ne nt  Le u k o ci di ns  Are  N ot  Ne cess ar y  f or He m ol ysis  of  H u m a n  Er yt hr o c ytes  

T h e o b s er v e d h e m ol yti c a cti vit y of ∆ s ae  s u g g e st e d t h at t h e bi c o m p o n e nt l e u k o ci di n s

Hl g A B,  Hl g C B,  L u k E D,  L u k G H, a n d  P V L,  w hi c h ar e all tr a n s cri pti o n all y r e g ul at e d b y t hi s

t w o- c o m p o n e nt s y st e m, ar e  di s p e n s a bl e f or h e m ol y si s c a u s e d b y  U S A 3 0 0.  T o t e st t hi s,  w e

e x a mi n e d h e m ol y si s c a u s e d b y a  U S A 3 0 0  d el eti o n  m ut a nt of hl g A B C , l u k E D, l u k G H, a n d p vl  

(∆ hl g A B C ∆ l u k E D∆ l u k G H∆ p vl ), a  U S A 3 0 0  d el eti o n  m ut a nt of hl a  a n d ps m α  (∆ hl a ∆ ps m α ), a n d

U S A 3 0 0 l a c ki n g all of t h e s e c yt ot o xi n s ( ∆ hl a ∆ hl g A B C ∆ l u k E D∆ l u k G H∆ ps m α ∆ p vl ). I nt o xi c ati o n

of  h u m a n er yt hr o c yt e s  wit h e xtr a c ell ul ar f a ct or s  pr o d u c e d b y ∆ hl g A B C ∆ l u k E D∆ l u k G H∆ p vl  

c a u s e d a  d e cr e a s e i n t h e a b s or b a n c e at 6 3 0 n m o v er ti m e t h at  p ar all el e d i nt o xi c ati o n

wit h e xtr a c ell ul ar f a ct or s  pr o d u c e d b y  U S A 3 0 0  wt ( Fi g ur e 3 A). I n c o ntr a st, e xtr a c ell u-

l ar f a ct or s  pr o d u c e d b y  U S A 3 0 0  d el eti o n  m ut a nt s l a c ki n g hl a  a n d ps m α  (∆ hl a ∆ ps m α  a n d

∆ hl a ∆ hl g A B C ∆ l u k E D∆ l u k G H∆ ps m α ∆ p vl ) c a u s e d si g nifi c a ntl y l e s s c h a n g e i n a b s or b a n c e at

6 3 0 n m r el ati v e t o  U S A 3 0 0  wt ( Fi g ur e 3 B). A s  wit h i nt o xi c ati o n a s s a y s, i n o c ul ati o n of h u -

m a n er yt hr o c yt e s  wit h ∆ hl a ∆ ps m α  a n d ∆ hl a ∆ hl g A B C ∆ l u k E D∆ l u k G H∆ ps m α ∆ p vl  r e s ult e d i n

si g nifi c a ntl y l e s s a b s or b a n c e of r el e a s e d h e m e at 4 0 5 n m o v er ti m e r el ati v e t o i n o c ul ati o n

wit h  U S A 3 0 0  wt or ∆ hl g A B C ∆ l u k E D∆ l u k G H∆ p vl  ( Fi g ur e 3 C, D). T h e s e fi n di n g s i n di c at e d
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t h at  h e m ol y si s c a u s e d b y  U S A 3 0 0  w a s i n d e p e n d e nt of t h e bi c o m p o n e nt l e u k o ci di n s b ut  di d

r e q uir e  Hl a a n d / or  P S M α .

 

Fi g ur e 2. H e m ol y si s of h u m a n e r yt h r o c yt e s b y  U S A 3 0 0 i s  d e p e n d e nt  u p o n t h e  A g r t w o- c o m p o n e nt

s y st e m. ( A )  T u r bi dit y of s u s p e n d e d h u m a n e r yt h r o c yt e s  w a s  m e a s u r e d b y a b s o r b a n c e at 6 3 0 n m

f oll o wi n g i nt o xi c ati o n  wit h s u p e r n at a nt s f r o m c ult u r e s of  U S A 3 0 0,  U S A 3 0 0 l a c ki n g t h e a gr  t w o-

c o m p o n e nt s y st e m ( ∆ a gr A B C D ),  U S A 3 0 0 l a c ki n g t h e s ae  t w o- c o m p o n e nt s y st e m (∆ s ae P Q R S ), o r

U S A 3 0 0 l a c ki n g hl a , hl g A B C , l u k E D, l u k G H, ps m α , a n d p vl  (∆ hl a ∆ hl g A B C ∆ l u k E D∆ l u k G H∆ ps m α ∆ p vl )

f o r 6 0  mi n at 3 7 ◦ C. ( B )  T h e c h a n g e i n a b s o r b a n c e at 6 3 0 n m f r o m  d at a c oll e ct e d i n  p a n el  A  d e -

t e r mi n e d aft e r 3 0  mi n of i nt o xi c ati o n. (C )  E xt r a c ell ul a r h e m e  w a s  m e a s u r e d b y a b s o r b a n c e at

4 0 5 n m of s u p e r n at a nt s f r o m h u m a n e r yt h r o c yt e s c o- c ult u r e d  wit h  U S A 3 0 0, ∆ a gr A B C D , ∆ s ae P Q R S ,

o r ∆ hl a ∆ hl g A B C ∆ l u k E D∆ l u k G H∆ ps m α ∆ p vl  a n d i n c u b at e d at 3 7 ◦ C f o r 9  h. ( D )  T h e c h a n g e of a b-

s o r b a n c e at 4 0 5 n m f r o m  d at a c oll e ct e d i n  p a n el  C  d et e r mi n e d at 6 h  p o st-i nf e cti o n.  All  d at a a r e

t h e  m e a n ±  S E M of at l e a st 3 i n d e p e n d e nt e x p e ri m e nt s  wit h **** p  ≤  0. 0 0 0 1 r el ati v e t o  U S A 3 0 0 a s

d et e r mi n e d b y r e p e at e d- m e a s u r e s o n e- w a y  A N O V A  wit h  D u n n ett’ s  m ulti pl e c o m p a ri s o n t e st.
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Fi g ur e 3. Bi c o m p o n e nt l e u k o ci di n s a r e n ot r e q ui r e d f o r h e m ol y si s of h u m a n e r yt h r o c yt e s b y  U S A 3 0 0.

(A ) T u r bi dit y of s u s p e n d e d h u m a n e r yt h r o c yt e s  w a s  m e a s u r e d b y a b s o r b a n c e at 6 3 0 n m f oll o wi n g

i nt o xi c ati o n  wit h s u p e r n at a nt s f r o m c ult u r e s of  U S A 3 0 0,  U S A 3 0 0 l a c ki n g hi g A B C , l u k E D, l u k G H, a n d

p vl  (∆ hl g A B C ∆ l u k E D∆ l u k G H∆ p vt ),  U S A 3 0 0 l a c ki n g hl a  a n d ps m α  (∆ hl a ∆ ps m α ), o r  U S A 3 0 0 l a c ki n g

hl a , hl g A B C , l u k E D, l u k G H, ps m α , a n d p vl  (∆ hl a ∆ hl g A B C ∆ l u k E D∆ l u k G H∆ ps m α ∆ p vl ) f o r 6 0  mi n at

3 7 ◦ C . (B )  T h e c h a n g e i n a b s o r b a n c e at 6 3 0 n m f r o m  d at a c oll e ct e d i n  p a n el  A  d et e r mi n e d aft e r

3 0  mi n of i nt o xi c ati o n. ( C )  E xt r a c ell ul a r h e m e  w a s  m e a s u r e d b y a b s o r b a n c e at 4 0 5 n m of s u p e r n at a nt s

f r o m  h u m a n e r yt h r o c yt e s c o- c ult u r e d  wit h  U S A 3 0 0, ∆ hl g A B C ∆ l u k E D∆ l u k G H∆ p vl , ∆ hl a ∆ ps m α , o r

∆ hl a ∆ hl g A B C ∆ l u k E D∆ l u k G H∆ ps m α ∆ p vl  a n d i n c u b at e d at 3 7 ◦ C f o r 9  h. ( D )  T h e c h a n g e of a b s or b a n c e

at 4 0 5  n m fr o m  d at a c oll e ct e d i n  p a n el  C  d et er mi n e d at 6 h  p o st-i nf e cti o n.  All  d at a ar e t h e m e a n ±  S E M

of at l e a st 3 i n d e p e n d e nt e x p eri m e nt s  wit h *** p  ≤  0. 0 0 1 a n d **** p  ≤  0. 0 0 0 1 r el ati v e t o  U S A 3 0 0, a s

d et er mi n e d b y r e p e at e d- m e a s ur e s o n e- w a y  A N O V A  wit h  D u n n ett’ s  m ulti pl e c o m p ari s o n t e st.
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2. 4.  P S M α  Is t he M aj or  He m ol yti c  F a ct or  Pr o d u ce d  b y  S.  a ure us  A g ai nst  H u m a n  Er yt hr o c ytes  

O u r r e s ult s s h o w e d t h at ∆ a gr  a n d ∆ hl a ∆ ps m α  a r e  d ef e cti v e i n c a u si n g h e m ol y si s of

h u m a n e r yt h r o c yt e s,  w hil e h e m ol y si s c a u s e d b y ∆ s ae  w a s o nl y sli g htl y  d el a y e d r el ati v e t o

U S A 3 0 0  wt.  B ot h  A g r a n d S a e  u p r e g ul at e e x p r e s si o n of  Hl a, b ut e x p r e s si o n of  P S M α  i s o nl y

c o nt r oll e d b y  A g r [ 2 1 ,2 2 ] a n d n ot S a e [2 3 ,2 4 ], s u g g e sti n g t h at  P S Mα  i s  p ri m a ril y r e s p o n si bl e

f o r c a u si n g  h e m ol y si s of h u m a n e r yt h r o c yt e s.  T o t e st t hi s,  w e e x a mi n e d t h e h e m ol yti c

c a p a cit y of a n i s o g e ni c  d el eti o n  m ut a nt of ps m α  i n  U S A 3 0 0 (∆ ps m α ) c o m p a r e d t o a  d el e -

ti o n  m ut a nt of c yt ot o xi n s ot h e r t h a n ps m α  i n  U S A 3 0 0 (∆ hl a ∆ hl g A B C ∆ l u k E D∆ l u k G H∆ p vl )

( Fi g u r e 4 ). I nt o xi c ati o n of h u m a n e r yt h r o c yt e s  wit h e xt r a c ell ul a r f a ct o r s  p r o d u c e d b y  m u -

t a nt s l a c ki n g ps m α  (∆ ps m α  a n d ∆ hl a ∆ hl g A B C ∆ l u k E D∆ l u k G H∆ ps m α ∆ p vl ) r e s ult e d i n a si g-

ni f c a nt  d e c r e a s e i n t h e c h a n g e i n a b s o r b a n c e at 6 3 0 n m a n d r el e a s e of l a ct at e  d e h y d r o g e n a s e

( L D H) r el ati v e t o  U S A 3 0 0  wt t h at  w a s n ot o b s e r v e d f o r ∆ hl a ∆ hl g A B C ∆ l u k E D∆ l u k G H∆ p vl  

( Fi g u r e 4 A – C).  Li k e wi s e, i n o c ul ati o n of h u m a n e r yt h r o c yt e s  wit h  U S A 3 0 0  m ut a nt s l a c k -

i n g ps m α  p r o d u c e d si g ni f c a ntl y l e s s a b s o r b a n c e at 4 0 5 n m a n d  L D H r el e a s e r el ati v e t o

U S A 3 0 0  wt,  w hil e n o si g ni f c a nt  diff e r e n c e s  w e r e n ot e d b et w e e n e r yt h r o c yt e s i n o c ul at e d

wit h  U S A 3 0 0  wt a n d ∆ hl a ∆ hl g A B C ∆ l u k E D∆ l u k G H∆ p vl  ( Fi g u r e 4 E – G).  T o v e rif y t h e i m -

p o rt a n c e of  P S M α  f o r  h e m ol y si s of h u m a n e r yt h r o c yt e s c a u s e d b y  U S A 3 0 0,  w e t e st e d

t h e h e m ol yti c c a p a cit y of  U S A 3 0 0∆ ps m α  c o m pl e m e nt e d  wit h a  pl a s mi d e n c o di n g ps m α  

( U S A 3 0 0∆ ps m α + c o m p). I n b ot h i nt o xi c ati o n ( Fi g u r e 5 A) a n d c o- c ult u r e a s s a y s ( Fi g u r e 5 B),

c o m pl e m e nt ati o n of  U S A 3 0 0 ∆ ps m α  r e s c u e d h e m ol y si s.  T o  d et e r mi n e if  P S M α  i s i m p o rt a nt

f o r  h e m ol y si s of h u m a n e r yt h r o c yt e s b y ot h e r st r ai n s of S.  a ure us ,  w e  m e a s u r e d h e m ol y si s

c a u s e d b y a n i s o g e ni c  d el eti o n  m ut a nt of ps m α  i n t h e cli ni c all y r el e v a nt st r ai n  P F G E-t y p e

U S A 1 0 0 ( U S A 1 0 0 ∆ ps m α ) c o m p a r e d t o t h e  p a r e nt al  wt.  P a r all el t o  p ri o r r e s ult s e x a mi ni n g

U S A 3 0 0, h u m a n e r yt h r o c yt e s t h at  w e r e i nt o xi c at e d  wit h e xt r a c ell ul a r f a ct o r s  p r o d u c e d b y

U S A 1 0 0 ∆ ps m α  ( Fi g u r e 4 D) o r i nf e ct e d b y t hi s st r ai n ( Fi g u r e 4 H)  p r o d u c e d si g ni f c a ntl y l e s s

h e m ol y si s r el ati v e t o  U S A 1 0 0  wt.  C oll e cti v el y, t h e s e r e s ult s s h o w t h at  P S M α  i s t h e  p ri m a r y

f a ct o r  p r o d u c e d b y S.  a ure us  r e s p o n si bl e f o r c a u si n g h e m ol y si s of h u m a n e r yt h r o c yt e s.
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Fi g ur e 4. D el eti o n of  P S M- α  si g ni f c a ntl y r e d u c e s h e m ol y si s of h u m a n e r yt h r o c yt e s c a u s e d b y

S.  a ure us.  (A )  T u r bi dit y of s u s p e n d e d  h u m a n e r yt h r o c yt e s  w a s  m e a s u r e d b y a b s o r b a n c e at 6 3 0 n m

f oll o wi n g i nt o xi c ati o n  wit h s u p e r n at a nt s f r o m c ult u r e s of  U S A 3 0 0,  U S A 3 0 0 l a c ki n g ps m α  (∆ ps m α ),

U S A 3 0 0 l a c ki n g hl a , hl g A B C , l u k E D, l u k G H, a n d p vl  (∆ hl a ∆ hl g A B C ∆ l u k E D∆ l u k G H∆ p vl ), o r  U S A 3 0 0

l a c ki n g hl a , hl g A B C , l u k E D, l u k G H, ps m α , a n d p vl  (∆ hl a ∆ hl g A B C ∆ l u k E D∆ l u k G H∆ ps m α ∆ p vl ) f o r 6 0  mi n

at 3 7 ◦ C. ( B )  T h e c h a n g e i n a b s o r b a n c e at 6 3 0 n m f r o m  d at a c oll e ct e d i n  p a n el ( A ) aft e r 3 0  mi n

a n d ( C ) l a ct at e  d e h y d r o g e n a s e r el e a s e aft e r 4 0  mi n of i nt o xi c ati o n. ( D )  C h a n g e i n a b s o r b a n c e at

6 3 0 n m f oll o wi n g i nt o xi c ati o n  wit h 8 h s u p e r n at a nt s f r o m  U S A 3 0 0,  U S A 1 0 0, a n d c o r r e s p o n di n g  d el e -

ti o n  m ut a nt s of ps m α  i n e a c h st r ai n ( U S A 3 0 0∆ ps m α  a n d  U S A 1 0 0 ∆ ps m α , r e s p e cti v el y) aft e r 3 0  mi n

of i nt o xi c ati o n. ( E )  E xt r a c ell ul a r h e m e  w a s  m e a s u r e d b y a b s o r b a n c e at 4 0 5 n m of s u p e r n at a nt s

f r o m h u m a n e r yt h r o c yt e s c o- c ult u r e d  wit h  U S A 3 0 0, ∆ ps m α , ∆ hl a ∆ hl g A B C ∆ l u k E D∆ l u k G H∆ p vl , o r

∆ hl a ∆ hl g A B C ∆ l u k E D∆ L u k G H ∆ ps m α ∆ p vl  a n d i n c u b at e d at 3 7 ◦ C f o r 9  h. ( F )  T h e c h a n g e i n a b s o r b a n c e

at 4 0 5  n m f r o m  d at a c oll e ct e d i n  p a n el ( E ). (G )  L a ct at e  d e h y d r o g e n a s e r el e a s e  d et e r mi n e d 6 h aft e r

c o- c ult u r e  wit h i n di c at e d S.  a ure us  st r ai n s. ( H )  C h a n g e i n a b s o r b a n c e at 4 0 5 of s u p e r n at a nt s f r o m

h u m a n e r yt h r o c yt e s c o- c ult u r e d  wit h  U S A 3 0 0,  U S A 3 0 0 ∆ ps m α ,  U S A 1 0 0, a n d  U S A 1 0 0∆ ps m α  f o r 6 h.

All  d at a a r e t h e  m e a n ±  S E M of at l e a st 3 i n d e p e n d e nt e x p e ri m e nt s  wit h ** p  ≤  0. 0 1, *** p  ≤  0. 0 0 1, a n d

**** p  ≤  0. 0 0 0 1 r el ati v e t o  U S A 3 0 0, a s  d et er mi n e d b y r e p e at e d- m e a s ur e s o n e- w a y  A N O V A  wit h  D u n -

n ett’ s  m ulti pl e c o m p ari s o n t e st  p a n el s ( A – C ,E – G ) or  T u k e y’ s  m ulti pl e c o m p ari s o n t e st  p a n el s (D ,H ).
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Fi g ur e 5. C o m pl e m e nt ati o n of  U S A 3 0 0 ∆ p s m α  wit h  p R B 4 7 3- p s m α  r e s c u e s h e m ol y si s. ( A )  T h e c h a n g e

i n t h e a b s o r b a n c e at 6 3 0 n m of h u m a n e r yt h r o c yt e s i nt o xi c at e d f o r 6 0  mi n  wit h 8 h s u p e r n at a nt s

f r o m  U S A 3 0 0 t r a n sf o r m e d  wit h  p R B 4 7 3 ( U S A 3 0 0  p R B 4 7 3),  U S A 3 0 0 l a c ki n g ps m α  t r a n sf o r m e d  wit h

p R B 4 7 3 ( ∆ ps m α  p R B 4 7 3),  U S A 3 0 0 l a c ki n g ps m α  t r a n sf o r m e d  wit h  p R B 4 7 3 e n c o di n g ps m α  (∆ ps m α  

p R B 4 7 3- ps m α ), o r  T S B c o nt r ol. (B )  C h a n g e i n a b s o r b a n c e at 4 0 5 n m of s u p e r n at a nt s f r o m h u m a n

e r yt h r o c yt e s i nf e ct e d f o r 7 h  wit h  U S A 3 0 0  p R B 4 7 3, ∆ ps m α  p R B 4 7 3, ∆ ps m α  p R B 4 7 3- ps m α , o r  R P MI.

All  d at a a r e t h e  m e a n ±  S E M of at l e a st 3 i n d e p e n d e nt e x p e ri m e nt s  wit h * p  ≤  0. 0 5, ** p  ≤  0. 0 1, a n d

*** p  ≤  0. 0 0 1 r el ati v e t o ∆ ps m α  p R B 4 7 3, a s  d et e r mi n e d b y r e p e at e d- m e a s u r e s o n e- w a y  A N O V A  wit h

D u n n ett’ s  m ulti pl e c o m p a ri s o n t e st.

3. Di s c u s si o n

T hi s i n v e sti g ati o n  d e m o n st r at e s t h at t h e  P S M α  p e pti d e s  pl a y a  d o mi n a nt r ol e i n

c a u si n g h e m ol y si s of h u m a n e r yt h r o c yt e s b y t w o cli ni c all y  p r o mi n e nt st r ai n s of  M R S A:

U S A 3 0 0 a n d  U S A 1 0 0.  T hi s c o n cl u si o n  w a s i niti all y i n di c at e d b y r e s ult s s h o wi n g t h at t h e

l o s s of S a e, a t w o- c o m p o n e nt s y st e m t h at  u p r e g ul at e s  Hl a a n d t h e f a mil y of bi c o m p o n e nt

l e u k o ci di n s [3 4 – 3 6 ] b ut n ot  P S M s [2 3 ,2 4 ], o nl y h a s a  mi n o r i m p a ct o n h e m ol y si s,  w hil e l o s s

of  A g r, a t w o- c o m p o n e nt s y st e m t h at  u p r e g ul at e s all c yt ot o xi n s i n cl u di n g  P S M s [2 1 ,2 2 ],

a b oli s h e s h e m ol yti c a cti vit y. F u rt h e r a n al y si s c o m p a ri n g h e m ol y si s c a u s e d b y  U S A 3 0 0 t h at

e x p r e s s e d all c yt ot o xi n s e x c e pt  P S M α  t o  U S A 3 0 0 t h at o nl y e x p r e s s e d t h e  P S M s r e v e al e d

t h at  P S Mα  i s t h e  m aj o r f a ct o r c a u si n g h e m ol y si s of h u m a n e r yt h r o c yt e s.  T h e i m p o rt a n c e

of  P S M α  w a s c o n f r m e d b y r e p e ati n g i nt o xi c ati o n a n d c o- c ult u r e a s s a y s  u si n g  U S A 3 0 0

l a c ki n g  P S Mα  t h at  w a s c o m pl e m e nt e d  wit h a  pl a s mi d e n c o di n g t hi s c yt ot o xi n. F u rt h e r,

t h e l o s s of  P S Mα  i n a  diff e r e nt cli ni c all y r el e v a nt  M R S A st r ai n,  U S A 1 0 0, si g ni f c a ntl y

r e d u c e d h e m ol yti c a cti vit y.  T h e s e  f n di n g s a r e s u p p o rt e d b y  p r e vi o u sl y  p u bli s h e d r e p o rt s

s h o wi n g t h at  p u ri f e d  P S M α  p e pti d e s e x hi bit st r o n g h e m ol yti c a cti vit y a g ai n st h u m a n

e r yt h r o c yt e s [ 3 2 ] a n d t h at e xt r a c ell ul a r f a ct o r s  p r o d u c e d b y i s o g e ni c  d el eti o n m ut a nt s

of  P S M α  i n S.  a ure us  st r ai n s S T 5 9 [ 3 7 ] o r RJ- 2 [ 3 8 ]  h a v e si g ni f c a ntl y r e d u c e d h e m ol yti c

a cti vit y a g ai n st h u m a n e r yt h r o c yt e s.

T h o u g h  w e  di d n ot o b s e r v e si g ni f c a nt h e m ol yti c a cti vit y c a u s e d b y c yt ot o xi n s ot h e r

t h a n  P S Mα , ot h e r s  h a v e s h o w n t h at  p u ri f e d  Hl g A B,  L u k E D,  Hl d, a n d  P S Mβ 1 a r e al s o

h e m ol yti c a g ai n st h u m a n e r yt h r o c yt e s [ 2 8 – 3 2 ].  O u r r e s ult s  d o n ot c o nt r a di ct t h e s e st u di e s

b ut i n st e a d i n di c at e t h at  P S M α  p r o d u c e d  d u ri n g i n vit r o c ult u r e of S.  a ure us  o r  d u ri n g

c o- c ult u r e  wit h h u m a n e r yt h r o c yt e s i s  m o r e  p ot e nt t h a n ot h e r h e m ol y si n s.  T hi s  m a y b e
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d u e t o  hi g h e r l e v el s of e x p r e s si o n a n d / o r a  m o r e r a pi d  m e c h a ni s m of a cti o n of  P S M α  

t h at  m a s k s t h e i n f u e n c e of ot h e r c yt ot o xi n s.  Ot h e r s h a v e s h o w n t h at e xt r a c ell ul a r f a ct o r s

p r o d u c e d b y t h e n o n- cli ni c al S.  a ure us  st r ai n  N e w m a n c a u s e h e m ol y si s t h at i s  p ri m a ril y

m e di at e d b y  Hl g A [ 3 9 ]. H o w e v e r,  N e w m a n h a s a  p oi nt  m ut ati o n i n t h e S a e S hi sti di n e

ki n a s e s e n s o r t h at c a u s e s c o n stit uti v e a cti v ati o n of t h e S a e t w o- c o m p o n e nt s y st e m a n d

o v e r e x p r e s si o n of  Hl g A B [ 4 0 ,4 1 ]. I n c o nt r a st, t hi s s a m e st u d y f o u n d h e m ol y si s c a u s e d b y

U S A 3 0 0  w a s  A g r- d e p e n d e nt b ut  di d n ot r e q ui r e Hl g A B [ 3 9 ], c o n g r u e nt  wit h  f n di n g s i n

t hi s r e p o rt.

Ot h er s  h a v e  d e m o n str at e d t h at h e m ol y si n  B ( Hl b) e x hi bit s s y n er gi sti c a cti vit y  wit h

P S M s a g ai n st a v ari et y of  m a m m ali a n er yt hr o c yt e s, i n cl u di n g h u m a n e r yt h r o c yt e s [ 3 2 ,3 8 ,4 2 ].

N ot a bl y,  p u ri f e d  Hl b al o n e a p p e a r s t o h a v e  mi ni m al a cti vit y a g ai n st h u m a n e r yt h r o c yt e s i n

t h e a b s e n c e of  P S M s [3 2 ].  T h o u g h  m o st st r ai n s of S.  a ure us  i s ol at e d f r o m a ni m al s  p r o d u c e

Hl b, e x p r e s si o n of t hi s s p hi n g o m y eli n a s e i s  d e a cti v at e d i n 8 7 – 9 6 % of S.  a ure us  st r ai n s

f o u n d i n h u m a n s.  A s t h e  m aj o rit y of  p r o mi n e nt h u m a n cli ni c al S.  a ure us  i s ol at e s  d o n ot

e x p r e s s  Hl b, i n cl u di n g  U S A 3 0 0 a n d  U S A 1 0 0, t h e h e m ol yti c a cti vit y of t hi s c yt ot o xi n  w a s

n ot a d d r e s s e d i n t hi s st u d y.

It  h a s b e e n r e p o rt e d t h at t h e ps m α  l o c u s r e g ul at e s e x p r e s si o n of  Hl a [ 4 3 ], s u g g e sti n g

t h at r e d u c e d h e m ol yti c a cti vit y of  U S A 3 0 0∆ p s m α  m a y b e  d u e t o  d e c r e a s e d e x p r e s si o n

of  Hl a.  H o w e v e r,  w e  di d n ot o b s e r v e a n y si g ni f c a nt  diff e r e n c e i n h e m ol y si s c a u s e d b y

∆ hl a ∆ hl g A B C ∆ l u k E D∆ l u k G H∆ p vl  r el ati v e t o  U S A 3 0 0  wt. F u rt h e r, t h e r e m o v al of ps m α  

f r o m ∆ hl a ∆ hl g A B C ∆ l u k E D∆ l u k G H∆ p vl  r e s ult e d i n a  m a r k e d r e d u cti o n i n h e m ol yti c a cti vit y.

T h e s e  f n di n g s c o r r e s p o n d t o  p u bli s h e d r e p o rt s b y ot h e r s t h at s h o w t h e l o s s of  P S M α , b ut

n ot  Hl a, si g ni f c a ntl y r e d u c e s h e m ol y si s of h u m a n e r yt h r o c yt e s [ 3 7 ].  T a k e n t o g et h e r, t h e s e

f n di n g s i n di c at e t h at it i s t h e l o s s of  P S M α  a n d  n ot r e d u c e d e x p r e s si o n of  Hl a i n  m ut a nt s

l a c ki n g  p s mα  t h at i s r e s p o n si bl e f o r  d e c r e a s e d h e m ol yti c a cti vit y of S.  a ure us  d el eti o n

m ut a nt s of ps m α .

It  h a s b e e n  d e m o n st r at e d t h at h e m ol y si s c a u s e d b y  Hl g A B a n d  L u k E D r e q ui r e s

e x p r e s si o n of t h e  D A R C r e c e pt o r b y h u m a n e r yt h r o c yt e s [ 2 8 ]. T hi s c h e m o ki n e r e c e pt o r

i s  u s e d b y t h e  m al a ri al  p at h o g e n s Pl as m o di u m  vi v a x  a n d Pl as m o di u m  k n o wlesi  t o i n v a d e

e r yt h r o c yt e s [ 4 4 ,4 5 ].  C o n s e q u e ntl y, s o m e i n di vi d u al s of  Af ri c a n  d e s c e nt  d o n ot e x p r e s s

D A R C t o  p r o vi d e  p r ot e cti o n a g ai n st  m al a ri al  p at h o g e n e si s.  T h o u g h a s m all s u b s et of t h e

h u m a n  p o p ul ati o n i s n e g ati v e f o r  D A R C,  w e  di d n ot  d et e ct  diff e r e n c e s i n  D A R C e x p r e s si o n

o n e r yt h r o c yt e s f r o m a n y of t h e  d o n o r s  u s e d i n t hi s i n v e sti g ati o n, i n di c ati n g t h at  P S M α  i s

t h e  d o mi n a nt h e m ol yti c f a ct o r  p r o d u c e d b y S.  a ure us  a g ai n st e r yt h r o c yt e s s u s c e pti bl e t o

Hl g A B a n d  L u k E D.

E x p r e s si o n of S.  a ure us  c yt ot o xi n s  d u ri n g i nf e cti o n i s t h o u g ht t o b e l a r g el y  d ri v e n b y

h o st- a s s o ci at e d e n vi r o n m e nt al si g n al s r e c o g ni z e d b y t w o- c o m p o n e nt r e g ul at o r y s y st e m s,

a n d st u di e s e x a mi ni n g h e m ol y si s c a u s e d b y  p u ri f e d  p r ot ei n s o r S.  a ure us  c ult u r e d i n vit r o

m a y  n ot a c c u r at el y r e p r e s e nt h e m ol yti c a cti vit y i n vi v o.  T h o u g h o u r i n v e sti g ati o n e x a m-

i n e d  h e m ol y si s of e r yt h r o c yt e s i nf e ct e d b y li v e S.  a ure us  o v e r ti m e, t h e s e c o n diti o n s l a c k

s o m e of t h e e n vi r o n m e nt al c u e s e n c o u nt e r e d i n t h e h o st t h at  m a y b e n e e d e d t o el u ci d at e t h e

i m p o rt a n c e of ot h e r c yt ot o xi n s. F o r e x a m pl e, e x p r e s si o n of t h e hl g A B C  o p e r o n b y  U S A 3 0 0

i s hi g hl y  u p r e g ul at e d f oll o wi n g e x p o s u r e t o  w h ol e h u m a n bl o o d [4 6 ], a n d a d diti o n al h o st-

a s s o ci at e d e n vi r o n m e nt al t ri g g e r s  m a y n e e d t o b e i n c o r p o r at e d i nt o h e m ol y si s a s s a y s t o

el u ci d at e a  m o r e  p r o mi n e nt r ol e f o r  Hl g A B a n d ot h e r S.  a ure us  c yt ot o xi n s.

4. M at eri al s a n d  M et h o d s

4. 1.  B a cteri al  Str ai ns  a n d  C ult ure  C o n diti o ns  

S.  a ure us  w a s c ult u r e d i n t r y pti c s o y b r ot h ( T S B;  E M D  Milli p o r e, St.  L o ui s,  M O,  U S A)

i n a s h a ki n g i n c u b at o r at 2 5 0 r p m a n d 3 7 ◦ C.  A 1: 1 0 0  dil uti o n of o v e r ni g ht c ult u r e s g r o w n
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f o r 1 2 – 1 5  h i n  T S B  w a s  u s e d t o st a rt s u b c ult u r e s i n a 1 4  m L c ult u r e t u b e c o nt ai ni n g 5  m L  T S B

( 1: 1 0 0 dil uti o n). S.  a ure us  st r ai n s i d e nti f e d a s  P F G E-t y p e  U S A 3 0 0 st r ai n  L a c a n d  P F G E-t y p e

U S A 1 0 0 st r ai n 2 5 2  u s e d i n t hi s st u d y h a v e b e e n  d e s c ri b e d  p r e vi o u sl y [ 4 7 ,4 8 ]. S.  a ure us  

m ut a nt s  u s e d i n t hi s st u d y ( T a bl e 1 ) w e r e f r o m  p r e vi o u s i n v e sti g ati o n s o r g e n e r at e d  u si n g

p u bli s h e d  p r ot o c ol s [ 3 4 ,3 5 ,4 9 – 5 3 ]  wit h  p ri m e r s li st e d i n  T a bl e 2 . C o m pl e m e nt a r y  pl a s mi d s

g e n e r at e d i n t hi s i n v e sti g ati o n  u s e d  P C R a m pli f c ati o n  wit h  p ri m e r s a n d r e st ri cti o n e n z y m e

sit e s li st e d i n  T a bl e 2 t o cl o n e c yt ot o xi n g e n e s i nt o  p R B 4 7 3, a s p r e vi o u sl y  d e s c ri b e d [ 3 5 ,5 3 ].

Ta bl e 1. St r ai n s  u s e d i n t hi s st u d y.

Str ai n R ef er e n c e

U S A 3 0 0 [4 7 ]

U S A 3 0 0 ∆ hl a  [5 2 ]

U S A 3 0 0 ∆ a gr A B C D  [5 3 ]

U S A 3 0 0 ∆ s ae P Q R S  [5 3 ]

U S A 3 0 0 ∆ hl a ∆ hl g A B C ∆ l u k E D∆ l u k G H∆ ps m α ∆ p vl  [5 3 ]

U S A 3 0 0 ∆ hl g A B C ∆ l u k E D∆ l u k G H∆ p vl  [5 3 ]

U S A 3 0 0 ∆ hl a ∆ ps m α  [5 3 ]

U S A 3 0 0 ∆ ps m α  t hi s st u d y

U S A 3 0 0 ∆ hl a ∆ hl g A B C ∆ l u k E D∆ l u k G H∆ p vl  t hi s st u d y

U S A 1 0 0 [4 8 ]

U S A 1 0 0 ∆ ps m α  t hi s st u d y

U S A 3 0 0  p R B 4 7 3 t hi s st u d y

U S A 3 0 0 ∆ ps m α  p R B 4 7 3 t hi s st u d y

U S A 3 0 0 ∆ ps m α  p R B 4 7 3- ps m α  t hi s st u d y

Ta bl e 2. P ri m e r s  u s e d i n t hi s st u d y.

P ri m er S e q u e n c e

ps m α - T o p _f w d 5 ′- G G G  G A C  A A G  T T T  G T A  C A A  A A A  A G C  A G G  C G T  C G T  C T A  C C T  T T C  C A T  G C- 3 ′ 

p s m α - S p hI- T o p _ r v s 5 ′- G G T  G G T  G C A  T G C  C T C  A G G  C C A  C T A  T A C  C A A  T A G- 3 ′ 

p s m α - S p hI- B ot _f w d 5 ′- G G T  G G T  G C A  T G C  C A G  C G A  T G A  T A C  C C A  T T A  A G A  T T A  C C- 3 ′ 

p s m α - B ot _ r v s 5 ′- G G G  G A C  C A C  T T T  G T A  C A A  G A A  A G C  T G G  G T C  G A A  T G C  A A G  C C A  A C C  A C- 3 ′ 

5 ′- G G G  G A C  A A G  T T T  G T A  C A A  A A A  A G C  A G G  C G A  A G T  C C A  T A C  A A A  A T C  C G C
hl a - T o p _f w d

A T C- 3 ′ 

hl a - B a m HI- T o p _ r v s 5 ′- G G T  G G T  G G A  T C C  C T A  T C T  A C T  T G A  T T T  G C T  T T C  C T G  A C- 3 ′ 

hl a - B a m HI- B ot _f w d 5 ′- G G T  G G T  G G A  T C C  C A A  T T T  C G A  G G G  T T A  G T C  A A A  G T T  G- 3 ′ 

5 ′- G G G  G A C  C A C  T T T  G T A  C A A  G A A  A G C  T G G  G T G  C A A  T A C  T T T  A T T  G T C  C C A
hl a - B ot _ r v s

T G A  T T A  G T G- 3 ′ 

p s m α - c o m p- S a cI _f w d 5 ′- C C A  C C A  G A G  C T C  C T A  G A C  G A G  A C C  T A A  C G T  G- 3 ′ 

p s m α - c o m p- B a m HI _ r v s 5 ′- G G T  G G T  G G A  T C C  C T A  T T G  G T A  T A G  T G G  C C T  G A G- 3 ′ 

4. 2.  H u m a n  Er yt hr o c yte  Pre p ar ati o n  

H u m a n e r yt h r o c yt e s  w e r e  p r e p a r e d f r o m f r e s hl y  d r a w n h e p a ri ni z e d v e n o u s bl o o d

f r o m h e alt h y  d o n o r s f oll o wi n g a st a n d a r d I R B- a p p r o v e d  p r ot o c ol ( p r ot o c ol n u m b e r

J V K 0 4 0 8 2 1, I n stit uti o n al  R e vi e w  B o a r d,  M o nt a n a St at e  U ni v e r sit y)  wit h  w ritt e n i nf o r m e d

c o n s e nt. F r e s hl y  d r a w n bl o o d  w a s r e s u s p e n d e d i n t e n ti m e s t h e bl o o d v ol u m e of  P B S
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a n d c e nt rif u g e d ( 1 0 0 0 ×  g , 5  mi n). S u p e r n at a nt  w a s r e m o v e d, a n d r e d bl o o d c ell s  w e r e

w a s h e d t wi c e  m o r e  wit h  P B S, t h e n i m m e di at el y  u s e d f o r  p r e p a r ati o n of h u m a n bl o o d

pl at e s, s u p e r n at a nt i nt o xi c ati o n a s s a y s, o r S.  a ure us  c o- c ult u r e a s s a y s a s  d e s c ri b e d b el o w.

4. 3.  Bl o o d  A g ar  He m ol ysis  Ass a ys  

S.  a ure us  w a s s u b c ult u r e d t o  mi d- e x p o n e nti al g r o wt h  p h a s e a n d  dil uti o n s  pl at e d

o n t r y pti c s o y a g a r  wit h 3 % h u m a n e r yt h r o c yt e s o r 5 % s h e e p e r yt h r o c yt e s.  Pl at e s  w e r e

i n c u b at e d at 3 7 ◦ C  wit h 5 %  C O 2 f o r 2 4  h. F oll o wi n g i n c u b ati o n, i m a g e s of  pl at e s  w e r e

t a k e n a n d  di a m et e r of h e m ol y si s f r o m t h r e e r e pli c at e c ol o ni e s  w a s  m e a s u r e d.

4. 4.  I nt o xi c ati o n Ass a ys  

W a s h e d er yt hr o c yt e s  w er e r e s u s p e n d e d t o a fi n al  dil uti o n of 1: 2 0 0 i n  D P B S a n d 1 0 0 µ L

ali q u ot e d i nt o  w ell s of a 9 6- w ell  pl at e  wit h cl e ar fl at- b ott o m a n d bl a c k si d e- w all e d  w ell s.

S.  a ure us  str ai n s s u b c ult ur e d f or si x h o ur s  u nl e s s ot h er wi s e i n di c at e d i n  T S B  w er e c e ntrif u g e d

( 5 0 0 0×  g  f or 5  mi n), a n d 1 0 0 µ L of c oll e ct e d s u p er n at a nt  w a s i m m e di at el y a d d e d t o  w ell s

c o nt ai ni n g er yt hr o c yt e s. S a m pl e s  w er e a git at e d f or 1 0 s, a n d t ur bi dit y  w a s a s s e s s e d b y

m e a s uri n g a b s or b a n c e at 6 3 0 n m e v er y  mi n ut e f or 6 0  mi n at 3 7 ◦ C  u si n g a n  E p o c h 2  mi cr o pl at e

s p e ctr o m et er or  C yt ati o n 5  mi cr o pl at e s p e ctr o m et er ( A gil e nt  Bi o- Te k,  Wi n o o s ki,  V T,  U S A).

L a ct at e  d e h y dr o g e n a s e ( L D H) r el e a s e  w a s  m e a s ur e d aft er 4 0  mi n of i nt o xi c ati o n  u si n g a

C yt ot o xi cit y  D et e cti o n  Kit P L U S ( R o c h e, S wit z erl a n d) f oll o wi n g t h e  m a n uf a ct ur er’ s  pr ot o c ol.

4. 5.  C o- C ult ure  Ass a ys  

W a s h e d e r yt h r o c yt e s  w e r e r e s u s p e n d e d t o a  f n al  dil uti o n of 1: 2 0 0  wit h  R P MI. S u b -

c ult u r e d S.  a ure us  w a s  h a r v e st e d at  mi d- e x p o n e nti al g r o wt h ( 2 ×  1 0 8 C F U / m L) b y c e n -

t rif u g ati o n ( 5 0 0 0×  g  f o r 5  mi n) a n d  w a s h e d t wi c e  wit h  D P B S. S.  a ure us  w a s r e s u s p e n d e d i n

1  m L of  R P MI a n d t h e n c o m bi n e d  wit h 5  m L of  w a s h e d e r yt h r o c yt e s i n 1 5  m L c ult u r e t u b e s

f o r a  f n al c o n c e nt r ati o n of 3. 3 ×  1 0 7 C F U / m L  u nl e s s ot h e r wi s e i n di c at e d. S a m pl e s  w e r e

i n c u b at e d at 3 7 ◦ C  wit h s h a ki n g at 2 5 0 r p m.  At i n di c at e d ti m e  p oi nt s, 2 0 0 µ L of i nf e ct e d

e r yt h r o c yt e s  w e r e c e nt rif u g e d ( 5 0 0 0 ×  g , 5  mi n) a n d 1 7 5 µ L of s u p e r n at a nt t r a n sf e r r e d t o a

9 6- w ell  pl at e  wit h cl e a r  f at- b ott o m a n d bl a c k si d e- w all e d  w ell s.  T o a s s e s s h e m e r el e a s e d

f r o m l y s e d e r yt h r o c yt e s, a b s o r b a n c e at 4 0 5 n m  w a s  m e a s u r e d at i n di c at e d ti m e  p oi nt s.

L a ct at e  d e h y d r o g e n a s e ( L D H) r el e a s e  w a s  m e a s u r e d at si x h o u r s  p o st-i n o c ul ati o n, a s

d e s c ri b e d a b o v e.

A ut h or  C o ntri b uti o n s: C o n c e pt u ali z ati o n,  T. K. N. a n d J. M. V.;  m et h o d ol o g y,  T. K. N.; f o r m al a n al y si s,

T. K. N.;  d at a c u r ati o n,  T. K. N.,  A. G., a n d  E. L.;  w riti n g — o ri gi n al  d r aft  p r e p a r ati o n,  T. K. N.;  w riti n g —

r e vi e w a n d e diti n g,  T. K. N. a n d J. M. V.; s u p e r vi si o n,  T. K. N. a n d J. M. V.;  p r oj e ct a d mi ni st r ati o n,  T. K. N.

a n d J. M. V.; f u n di n g a c q ui siti o n,  T. K. N. a n d J. M. V.  All a ut h o r s h a v e r e a d a n d a g r e e d t o t h e  p u bli s h e d

v e r si o n of t h e  m a n u s c ri pt.

F u n di n g: T hi s  w or k  w a s s u p p ort e d b y  NI H gr a nt s  R O 1 AI 1 4 9 4 9 1 ( T. K. N. a n d J. M. V.) a n d  P 2 0 G M 1 0 3 4 7 4

( T. K. N. a n d  E. L.), a n d f u n d s fr o m  M o nt a n a St at e  U ni v er sit y  A gri c ult ur e  E x p eri m e nt St ati o n.

I n stit uti o n al  R e vi e w  B o ar d  St at e m e nt: T hi s st u d y  w a s c o n d u ct e d i n a c c o r d a n c e  wit h t h e  D e cl a r ati o n

of  H el si n ki, a n d a p p r o v e d b y t h e I n stit uti o n al  R e vi e w  B o a r d of  M o nt a n a St at e  U ni v e r sit y ( p r ot o c ol

c o d e J V K 0 4 0 8 2 1 a n d  d at e of a p p r o v al 8  A p ril 2 0 2 1).

I nf or m e d  C o n s e nt  St at e m e nt: I nf or m e d c o n s e nt  w a s o bt ai n e d fr o m all s u bj e ct s i n v ol v e d i n t h e st u d y.

D at a  A v ail a bilit y  St at e m e nt: T h e o ri gi n al c o nt ri b uti o n s  p r e s e nt e d i n t hi s st u d y a r e i n cl u d e d i n t h e

a rti cl e. F u rt h e r i n q ui ri e s c a n b e  di r e ct e d t o t h e c o r r e s p o n di n g a ut h o r.

A c k n o wl e d g m e nt s: T h e a ut h o r s  w o ul d li k e t o t h a n k  G a u ri  G a u r,  Ti m ot h y  B o r g o g n a, a n d  P at ri ci a

B r e w st e r f o r bl o o d  d r a w s.
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C o n fi ct s of I nt er e st: T h e a ut h o r s  d e cl a r e n o c o n fi ct s of i nt e r e st.

R e f er e n c e s

1. T o n g, S. Y. C.;  D a vi s, J. S.;  Ei c h e n b e r g e r,  E.;  H oll a n d,  T. L.; F o wl e r,  V. G. St a p h yl o c o c c us  a ure us  i nf e cti o n s:  E pi d e mi ol o g y,  p at h o p h y si ol-

o g y, cli ni c al  m a nif e st ati o n s, a n d  m a n a g e m e nt. Cli n.  Mi cr o bi ol.  Re v.  2 0 1 5 , 2 8 , 6 0 3 – 6 6 1. [C r o s s R ef ]

2. P a r s o n s, J. B.;  M o u r a d,  A.;  C o nl o n,  B. P.;  Ki eli a n,  T.; F o wl e r,  V. G.  M et hi cilli n- r e si st a nt a n d s u s c e pti bl e St a p h yl o c o c c us  a ure us :

T ol e r a n c e, i m m u n e e v a si o n a n d t r e at m e nt. N at.  Re v.  Mi cr o bi ol.  2 0 2 5 , 1 – 1 9. [C r o s s R ef ]

3. Hil d e b r a n d,  A.;  P o hl,  M.;  B h a k di, S. St a p h yl o c o c c us  a ure us  al p h a-t o xi n.  D u al  m e c h a ni s m of bi n di n g t o t a r g et c ell s. J. Bi ol.  C he m.  

1 9 9 1 , 2 6 6 , 1 7 1 9 5 – 1 7 2 0 0. [C r o s s R ef ]

4. C o o p e r,  L. Z.;  M a d off,  M. A.;  Wei n st ei n,  L.  H e at St a bilit y a n d S p e ci e s  R a n g e of  P u ri f e d St a p h yl o c o c c al α - T o xi n. J. B a cteri ol.  1 9 6 6 ,

9 1 , 1 6 8 6 – 1 6 9 2. [C r o s s R ef ]

5. V a n d e n e s c h, F.;  Li n a,  G.;  H e n r y,  T. St a p h yl o c o c c us  a ure us  H e m ol y si n s, bi- c o m p o n e nt  L e u k o ci di n s, a n d  C yt ol yti c  P e pti d e s:  A

R e d u n d a nt  A r s e n al of  M e m b r a n e- D a m a gi n g  Vi r ul e n c e F a ct o r s ? Fr o nt.  Cell.  I nf. Mi cr o bi ol.  2 0 1 2 , 2 , 1 2. [C r o s s R ef ]

6. S p a a n,  A. N.; v a n St rij p, J. A. G.;  T o r r e s,  V.J.  L e u k o ci di n s: St a p h yl o c o c c al bi- c o m p o n e nt  p o r e-f o r mi n g t o xi n s  f n d t h ei r r e c e pt o r s.

N at.  Re v.  Mi cr o bi ol.  2 0 1 7 , 1 5 , 4 3 5 – 4 4 7. [C r o s s R ef ]

7. T a m,  K.;  T o r r e s,  V.J. St a p h yl o c o c c us  a ure us  S e c r et e d  T o xi n s a n d  E xt r a c ell ul a r  E n z y m e s. Mi cr o bi ol.  S pe ctr.  2 0 1 9 , 7 ,

1 – 3 4. [ C r o s s R ef ] [P u b M e d ]

8. Al o n z o, F.;  T o r r e s,  V.J.  T h e bi c o m p o n e nt  p o r e-f o r mi n g l e u c o ci di n s of St a p h yl o c o c c us  a ure us . Mi cr o bi ol.  M ol.  Bi ol.  Re v.  2 0 1 4 , 7 8 ,

1 9 9 – 2 3 0. [ C r o s s R ef ] [P u b M e d ]

9. F r e e r, J. H.;  A r b ut h n ottt, J. P.  T o xi n s  Of St a p h yl o c o c c us  a ure us . P h ar m a c ol.  T her.  1 9 8 2 , 1 9 , 5 5 – 1 0 6. [C r o s s R ef ] [P u b M e d ]

1 0. M r o c h e n,  D. M.; F e r n a n d e s  D e  Oli v ei r a,  L. M.;  R a af at,  D.;  H oltf r et e r, S. St a p h yl o c o c c us  a ure us  H o st  Tr o pi s m a n d It s I m pli c ati o n s f o r

M u ri n e I nf e cti o n  M o d el s. I nt. J. M ol.  S ci.  2 0 2 0 , 2 1 , 7 0 6 1. [C r o s s R ef ]

1 1. Wi s e m a n,  G. M.  T h e  H e m ol y si n s of St a p h yl o c o c c us  a ure us . B a cteri ol.  Re v.  1 9 7 5 , 3 9 , 3 1 7 – 3 4 4. [C r o s s R ef ] [P u b M e d ]

1 2. El e k, S. D.;  L e v y,  E.  Di st ri b uti o n of h æ m ol y si n s i n  p at h o g e ni c a n d n o n- p at h o g e ni c st a p h yl o c o c ci. J. P at h ol.  1 9 5 0 , 6 2 , 5 4 1 – 5 5 4.

[C r o s s R ef ] [P u b M e d ]

1 3. M al a c h o w a,  N.;  K o b a y a s hi, S. D.;  B r a u g ht o n,  K. R.;  W hit n e y,  A. R.;  P a r n ell,  M.J.;  G a r d n e r,  D.J.;  D el e o, F. R. St a p h yl o c o c c us  a ure us  

l e u k ot o xi n  G H  p r o m ot e s i n f a m m ati o n. J. I nfe ct. Dis.  2 0 1 2 , 2 0 6 , 1 1 8 5 – 1 1 9 3. [C r o s s R ef ] [P u b M e d ]

1 4. L öf f e r,  B.;  H u s s ai n,  M.;  G r u n d m ei e r,  M.;  B r ü c k,  M.;  H ol zi n g e r,  D.;  V a r g a,  G.;  R ot h, J.;  K a hl,  B. C.;  P r o ct o r,  R. A.;  P et e r s,  G.

St a p h yl o c o c c us  a ure us  p a nt o n- v al e nti n e l e u k o ci di n i s a v e r y  p ot e nt c yt ot o xi c f a ct o r f o r h u m a n n e ut r o p hil s. P L o S  P at h o g.  2 0 1 0 , 6 ,

e 1 0 0 0 7 1 5. [ C r o s s R ef ]

1 5. Tr st e nj a k,  N.;  Mili ć,  D.;  G r a e w e rt,  M. A.;  R o u h a,  H.; S v e r g u n,  D.;  Dji n o vi ć- C a r u g o,  K.;  N a g y,  E.;  B a d a r a u,  A.  M ol e c ul a r

m e c h a ni s m of l e u k o ci di n  G H-i nt e g ri n  C D 1 1 b / C D 1 8 r e c o g niti o n a n d s p e ci e s s p e ci f cit y. Pr o c.  N atl.  A c a d.  S ci.  U S A  2 0 2 0 , 1 1 7 ,

3 1 7 – 3 2 7. [ C r o s s R ef ]

1 6. N y g a a r d,  T. K.;  V o yi c h, J. M.  T h e S u s c e pti bilit y  P r o fl e s of  H u m a n  P e ri p h e r al  Bl o o d  C ell s t o St a p h yl o c o c c us  a ure us  C yt ot o xi n s.

Mi cr o or g a nis ms  2 0 2 5 , 1 3 , 1 8 1 7. [C r o s s R ef ]

1 7. Ve nt u r a,  C. L.;  M al a c h o w a,  N.;  H a m m e r,  C. H.;  N a r d o n e,  G. A.;  R o bi n s o n,  M. A.;  K o b a y a s hi, S. D.;  D e L e o, F. R. I d e nti f c ati o n of a

n o v el St a p h yl o c o c c us  a ure us  t w o- c o m p o n e nt l e u k ot o xi n  u si n g c ell s u rf a c e  p r ot e o mi c s. P L o S  O N E  2 0 1 0 , 5 , e 1 1 6 3 4. [C r o s s R ef ]

1 8. D u m o nt,  A. L.;  N y g a a r d,  T. K.;  W at ki n s,  R. L.; S mit h,  A.;  K o z h a y a,  L.;  K r ei s wi rt h,  B. N.; S h o p si n,  B.;  U n ut m a z,  D.;  V o yi c h, J. M.;

T o r r e s,  V.J.  C h a r a ct e ri z ati o n of a n e w c yt ot o xi n t h at c o nt ri b ut e s t o St a p h yl o c o c c us  a ure us  p at h o g e n e si s. M ol.  Mi cr o bi ol.  2 0 1 1 , 7 9 ,

8 1 4 – 8 2 5. [ C r o s s R ef ]

1 9. H a a g,  A. F.;  B a g n oli, F.  T h e  R ol e of  T w o- C o m p o n e nt Si g n al  Tr a n s d u cti o n S y st e m s i n St a p h yl o c o c c us  a ure us  Vi r ul e n c e  R e g ul ati o n.

C urr.  To p.  Mi cr o bi ol.  I m m u n ol. 2 0 1 7 , 4 0 9 , 1 4 5 – 1 9 8. [C r o s s R ef ]

2 0. Bl e ul,  L.; F r a n c oi s,  P.;  W ol z,  C.  T w o- C o m p o n e nt S y st e m s of S.  a ure us : Si g n ali n g a n d S e n si n g  M e c h a ni s m s. Ge nes  2 0 2 1 ,

1 3 , 3 4. [C r o s s R ef ]

2 1. C h e u n g,  G. Y. C.; J o o,  H.- S.;  C h att e rj e e, S. S.;  Ott o,  M.  P h e n ol- s ol u bl e  m o d uli n s — C riti c al  d et e r mi n a nt s of st a p h yl o c o c c al vi r ul e n c e.

F E M S  Mi cr o bi ol.  Re v.  2 0 1 4 , 3 8 , 6 9 8 – 7 1 9. [C r o s s R ef ]
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