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Chapter 1.  Introduction 

1.1 Pathogenesis of Haemophilus  genital infections 
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1.2 Haemophilus  cryptic genospecies:  classification and 
characteristics 
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Chapter 2.  Identification of a novel trimeric 
autotransporter adhesin in the cryptic genospecies of 
Haemophilus  

2.1  Introduction 
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2.2 Materials and Methods 
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2.3  Results 

2.3.1  Adherence of Haemophilus  cryptic genospecies strain 1595 
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2.3.2  Identification of Mariner transposon mutants  defective in 
adherence 
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2.3.3  Predicted protein domains of the cryptic Haemophilus  adhesin 
(Cha)  
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2.3.4  Confirmation that Cha is essential for H. cryptic genospecies 
adherence  
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2.3.5 Demonstration that Cha is a trimeric autotran sporter adhesin  
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2.3.6  Conservation of cha adhesin among cryptic genospecies 
isolates 
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2.4  Discussion 
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Chapter 3.  The Haemophilus  cryptic genospecies Cha 
autotransporter mediates adherence and microcolony 
formation via a novel adhesive domain in the N-term inal 
end of the passenger domain. 

3.1 Introduction 
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3.2 Materials and Methods 
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3.3  Results 

3.3.1  Binding domain localization of Cha 
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3.3.2  Cha-mediated bacterial aggregation  
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Chapter 4.  Variable Adhesive Activity of the 
Haemophilus  Trimeric Autotransporter Cha  

4.1 Introduction 
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4.2  Materials and Methods 
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4.3  Results 

4.3.1  Size polymorphism localizes to 3' cha locus 
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4.3.2  Effect of tandem repeats on binding to host epithelial cells 

$������
�����?:/����
���������
���
�
�����

���
�����
����
��
 ����������
F�

�
0
�
�"������
������
�
����
�������
���������
����
�
9��
�� �
��
��������
��
��.�� ��

��
����

����
�
��
��
����
�?:/����
�
������
�������������
� �������
�����
����
� ��� �



�

�?*

�
�
������
�����
��
�
�0������
����
���
�������
��
��.���0 �
��
9��
��
����� �
����	
����� �

������������,44;�2��

�� �����	
 �)**?3"��������������������������
���
�
����
���������
��

�
'���
���
����
�
����
�
������
���
������
����
�.�����
�
� � ���-
���������
��������
��

��
�
��
�
��������
�
��
����"����
������
������
�
�0����
�
 �
�
���
���
���
��
�
����
���

����
�����������2�

����
�����������
��
��3 ��6��
�
������ �������
��
�
������1
�
��
�

J4**��
�
����0
�
���
�����
������
���
������������2=����
�44� 3 ��>
��
��
����
�

���
�
��
�
��4)��
��
�
������
�����������
�.������
�&�������� ��
��� �������
0����������
�

44,"�0
�
��
��
��������
��
��
��
����
���
�0

���
�
����
�� �����
�������
��
���

���
�
��
 �����
�
��
������
�1
�
/�
�
�����������45+5/��0���� 
�����?<I�
����
�

��
����� ��$��������45+5/%�����45+5/B��
������J;@�����J+5��
�
���"��
�� 
����
��"�����

0
�
��
�/���
�
�� �����������
�
������������0
�
�
�����
���
���� �����4@;<�����0
�


��
��
����
����
����
��
��
��
����
���
�0

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

2�
����
0�3"��
�
����������������������
�
�
�
������
�����'� 
��
��������45+5�����

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

��
���&
�����
����
����
� ��������	
�� ���������
�
��
��
� �



�

�?4

�

�	 ����##���.����	����	��
��"�������������������
����������������	����� �	�	����

2�3��
���
����������1���
�����������
��4)��
��
�
������
��������45+5�� 
�
����������� ��
!�
���
���
�
������������2�/B3�0
�
���
�����
�����
�����������
 
���
������
����
�
��.�����
�
����
�
���
��"�
����������
���
�
/���
�
��������
��/���
 �
����������� ��.��
�
�
����
�6��0�����
���
���������
��
���
��
���
��
��0�������!C7���!!! ���� �A.B/���
�
��
��
�
���
���
���������1���
��0����
�
���
�����(.#��������� ���
��
����
��������� ��� ��
����
2����

���
��<44)/:@;?"�����������+��
�
���3 ����4 5?���/�������1� ��������
������
�
�����
���0�����
���
�
��
�
��
��
����
�?:/����

���
��
� 
����2��������45+5/�3 ��2,3��
G����������
����
�
��
�������0����.������
����
9�����������
��� 
����������
��
����
�
��
�
������
��
�
���������� ��#
�
����
�������
������������ �
��1
�
��
�J+5�0
�
�

������
������
���
���������������
�������
� ���� �������1���������
�����1
 ��$���
��
�
��
�
����
����
��
������
�
��
��������������������
9�� ��
��������������
��������
����
���

�����
�
��������� ��A��
��������
��
�
������������
��
�  �
�

4.3.3  Repeat expansion interferes with bacterial a ggregation 
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4.3.4  Repeat variation does not impact cha transcript levels or 
surface localization of Cha 
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4.3.5  Visualization of Cha fibers 
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Chapter 5.  Identification of a smaller, antigenica lly-
divergent Cha2 adhesin in the Haemophilus cryptic 
genospecies 

5.1  Introduction 
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5.2  Materials and Methods 

����������������� ������	�	����

������������ ��	� � ��������0
�
� ��
0�� 
��B����/,
������2B,3� ����� 
�� ���B ,� ��
��� ���

<;R.�����0
�
���
�
�����S?*R.����B,���
���0����5*I�����
�
� � ��������	
� ���������0
�
�

��
0��
����
�
���
����������
��2,�"�=��������B��
�"�6	 3����<;R.�0����5I�.L ) �����0
�
�

��
�
�����S?*R.�����������
����������
����
���0����)5I�����
�
 � ��



�

�+?

-���������(	��� �������	=�����

�6��������
��"��
�������
��
��
����
��
����
���
��"��� ���
��
�
���
��
�
����0
�
�

�
��
��
�����
�������
�����������
����'�
��2�����

� �����	
 �4+?+3 ��(��������0
�
�

����
���
�����
� �
���	� ����
�
���
�
����
��2�
0
� �����	
 �4+??3 ��!���
����	
����� "�

������
�����
��0����
��
��
����������
��!!C�!$��
��
��
��7
�� �
��� ����	
 �27
���
�� ����

�	
 �4+;*3 ��!����
� ��������	
� ����������
�
��
��
�"�������
�����
��0������
������
��� ��

�������������5**�T������
���
��
������
�����������
��
����
���0� �������
9����
���4�T��
��

������
�������6������

���
��
�����
��
��<*����"���
�������
� 
������0�����������
��

�
��
���

� �����)�T�C���6�������������������
��4��
������<;R.�0�����
����
� ��

�������
��"�������
�����
� ��
����
����9���
��0
�
�����
��
��
���
�
���
�������
�������� �

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

7�=����	� �������&� ��������� �
� �����	�� �������	�������	��#)#,�

-
����������
��
'�
������
����
� ��� ��
������
���������4@4*"��
������
'�
��
�0���

�������
�����������

�����
���
���24=C4#"����)�
'�C7"����)�
'!C	 3"�����
���������
���

0��������
�����
��.#/HB/-L(L�2!�����
�
�3 ��-�
��������0
�����
 ���
����������
���
�����

�
'�
��
������
���
����
�?:/����

���
��
�
���"�������
�����
� ��
�����)�
'!C	��������
��

�
'�
��
�<D��
���
��������
��
�
��� ���
'�
��
�0�������0������
 ������
������������
���

�4<="��4<#"��������)�
'�/	�2�

�-���
�53 ����A�������
���0����
'� 
��
��0����)H�

�
�
���
��������
���
����������
�.
����A9��
�����
�����2$
� �
�6-!3 �



�

�++

��
���+������&�7�=����	� ���	�����

%�	��� �4��� � 4������	���7�=������0+8 �'81�
4=� .��-����.���---�.����.-�.-.-�--.-. �
4#� �-.�---.-�..��.�����.��.... �
�4<=�2!�����
�
�3 � �-����.��.��..�� �
�4<#�2!�����
�
�3 � .������.��.-�-��. �
���)�
'� � ��--�-�- �---�-.�-.�-----�-��. �
���)�
', � ����-����.��...��.��--����� �
���)�
'. � ���-���.-��.��-�--���-����-��. �
���)�
'� � ���.��.-.-..�---��-�--��-��-� �
���)�
'A � .�--�..��-�..���-������--�--. �
���)�
'= � ����-.�---.��-���-��--.-��-�--�� �
���)�
'� � .�-�.-�.�--���-����.�� .� �
���)�
'7 � -�.-�.��----��.�-.-�- �
���)�
'! � �.��-��.-��.-.-����.�����.��-� �
���)�
'	 � ---�..���-���-��.�����-�..�.-. �

�

(�����	�������	�����������	���

-�
� ��� ��
�
������������������45+5 ���� �����������
������� ��	�� ������
�
������
��
�

�
�����������
� ���$. ������������
�������
��
�
�����0�����
���
����
���������
��

������
�
������������������
�
���
����
��
�����2��

�� �����	
 �)**?3 ����
�
�����6��0���


9�����
����
���������45+5 ���� �������
���
�������
���0�������
��������4@4*��
��
�
���
�

4@4*����  ��%��������/�
��������������
��������
����������
���
���
/ ��
��
�
��
�
�������

��
� ��� ��
�������

�
���
����
����������
����
�
��
�.������
��� ��

-�
� ���#� �
�
�0������
��
�����
���
����
�
�
�
�
���
�/���
�
��� �
����	
������

�������#� �-�
�#�� ��� ��
�����
����������
��
��
�������
������
�
��;4*�������
����� ������

�������
��
�
���
����������
"���
�
����������
�����
����
���
��� ��
���
��
���
�
�����6� ��

�6��
��
�����.��)�0�����
�
���
9���
������
�����
�����/�
�� �����
�����
�������
�

�����
�
����
� ��� ���
��
�
�
 ��.��
�����
�����/�
��������������
��������
� ���������
��

�
���
���
��
�
��
�
���������
� ���� �
����0
�
����

�
���
��.���
9��
���
�����0�
�
��
���



�

�4**

�
�������
��
� ��.�
�����
��.��)�0����
��
��
���������
�
��� ��6����
��0������
�

�������4@4* ��!����
����
��
�
�����
�����
������
����
�.��)"���=B��/ ����a�/�8%����%b�

0������
��
�������
�<D�
���
����
�����
��
���
������
������
'�
�� 
 ��-�
���������

�HB����/.��4c:;:/4)+;/.� #�2�
�
���
����
��
����"��

�.����
��<3�
��
�
��.�����
��

�������45+5�����
���
������
�����
���
���
�������
�����
��0����5D /,��7!�����<D/���!�

���
��
����

�
��
��
���
�����
�
����
���
�
�
�/��������
 ����
/����
��
���
�����2(/:;<3 ��

>������
��������4@4*��
����������
����
���������
������
��?:/����
�
 ����������������
��

���
��������������
��
����
�
����
� ���# �����
��
���
���� �������
��
���
��������1
�
/

�
�
�����������
���������4@4*"�����
���.��)=/���

2�-.��-���-.. ..�.-������-.��.�--����.3�����.��)#/

=B��2--�.�.�. �33=3�=3�$3�=3�333=3$=3��$3 --��.�---��--.-��-

---�-.�---.-�.3�0
�
���
���
���������.��)��
������
'�
��
 �2���4/?*@3������<?</

���
�������
����
'�
��
���
����������
������
������������
�� ��

�
��5D/,��7!����
�����

���
�������=B��/,��7!!��
'�
��
��
��� ��-�
��
����������
����� 0������
��
��0����

,��7!�����,��7!!����������
���
�,��7!C���!/���
��
���HB����/.��4 c:;:/4)+;/.� #"�

��
�������HB����/.��) 2(/?*@C4**:/4*+)3/.� # ��-�
�.��)��
�����
�����
���
��������
�
�����

����
�������4**:/4*+)��
��
������
����
��
'�
��
���
��
������
� �����
��4)+?/4<?@��
��

.��4 ��-�
� ���#���� +/�
��������� ��� ��
����0����������
������������
���#����=�

2�.�.�-�-�.�-�-���.-.����.�3�����#����#�



�

�4*4

2�--�.���.��.-..��-��.�.�.3"�������
��
���������6������� �
��0���

������
��
�����
 ��
����	
����� ��������#���
���
��
�#�C.��)24/?*@C4**:/4*+)3 �

C����	���	���
���������
������

G����������
����
�
��
��������������
����
������
����0
�
��
�� 
��
������
�����
��

��
��
�����2����
�
�4++<3 ��(
��
������
�
��
�0�����������
��� �������������
�����
��
��

���
�
���.=���
��
����
������
����
�
���
�������
�����
��
�� ��
�����
��.=� ��A����

�������0���
9����
��������������
���������
�������"�����
������ ����0����
��
��
����

��������
�����

����
� ��.������
�&����������
����2>
��/%� ��
���
��
�������
"���
�
�4/

5�/:F��-..�..B/)* )3�0
�
���������
������
����
��A���
��
�����0��� �A���
[������������

�����
�
��
��0�����
�
��
����������
�����������4*I��
�����
� ��
��
��� ���
��
���5@)�

2�������������
���������
��F��-..�..B/4<?3"�7
B��2�������
�� �����
���
��
���

������
��F��-..�..B/)3"�����7A./4/,��
����2������
��
�
�����F� �-..�7-,/44<3�

0
�
���������
�������
����
��
����������
�
��
��������
������0� ���4�����
�����

�������
 �

%����	��������	���

������
��
����1���
��
��.�����
�
���0������
��
��'���������
��� ���0�
�
��
����
��

�����
��
������������
�������
����
��������/.���2��;*/:;<3������
 ���������
��4�5*** �

>
��
�����
�����������
��
��
���
�����
���
�
����0����
��
�� 
������
�����
��

��
��
�����2.
��
� �����	
 �)**@3 ��L��
���
�����
�������
���
��0�
�
/�
�������
�����

�
�����
��0
�
���
���
��
����
�������
������
�������
������ ���2.���
�
 �����	
 �4+?@3�����



�

�4*)

0
�
���
��
��0����+5I��
����������
�
�������2����
�
 �����	
 �4++?3 ��(�
�
����0
�
�

�
�
��
������
������
�
����������
/�
�����������
��
��
�
� ��
��
�
���"�����>
��
���

��
���0
�
���
�
��0�����
��
��
�
��
��������/=B����)������
� �������
��4�5**�

2�����3��
��
�
���=B��/����
��.��)���
�
�� ��

�C����	���	����  �� ��	������������	� ��������

��������	
� ���������0
�
���
0��
�
�������
������
������0
�
���
���
��� �
��
��

���<����,7!��
����L� @**�
��* ? ��,���
���������
���
���0
�
��������
������

��

�
��
�����
��
��:�����������0��������
���
�
��������
���������@**�� ��0����
����
�����

<*��������
����� ���

4������	�����=������������	������
���

-�
��
'�
��
��
��
��
�������
���
� ��������	
�� ���������
�
��
��
���������4@4*�

���# ��
�
������

���
�
���
�������
��
�,�����������
�����������
���� �
���
������
��

��4;4);+ �

5.3 Results 

5.3.1  Identification of Cha2  
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5.3.2  Cha1/Cha2 domain comparison 
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5.3.3  Cha2 host cell binding and aggregative prope rties 
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5.4  Discussion 
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Chapter 6.  Conclusions, Additional Observations, a nd 
Future Directions  

6.1  Biological function of Cha 
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6.2  Trimeric autotransporters are multifunctional adhesins 
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6.3  Relationship between repeats, aggregation, and  adherence  
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6.4  Receptor specificity 
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