
Plusieurs micro-organismes possèdent des pompes à efflux capables de pomper des 

molécules à l'extérieur de la cellule bactérienne. La pompe EmrAP :ha E. coli appartient à 

la superfamille des pompes majeures et confere une résistance à des molécules hydrophobes. 

Un homologue de emrAB de E. col; a été identifié chez P. aeruginosa. Suite à un séquençage 

au hasard d'une banque génomique de P. neruginosa, un plasmide recombinant a été 

identifié contenant un insert de 1.0 kb et codant pour une protéine ayant une identité de 43 % 

à emrB de E. coli. La séquence du locus pmrAB de 3.2 kb a été déterminée à partir d'un 

recombinant isolé d'une banque de chromosomes bactériens artificiels (BACS) de P. 

aeruginosa. Un premier cadre de lecture ouvert @mrB) démontrait une homologie avec emrB 

et un deuxième @mrA) était homologue à emrA, de E. coli. Des analyses génomiques nous 

ont permis de proposer un modèle à 14 régions transmembranaires pour la protéine PmrB. Le 

locus pmrAB a ensuite été cloné dans un vecteur à haute copie, et le transport de drogues 

evalués par une technique sensible à la fluorescence. Ceci nous a permis de démontrer le rôle 

des protéines PmrA et PmrB dans le transport du bromure d'éthidium et la proflavine. 
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L'usage universel de ces drogues a mené à l'apparition de nouveaux mécanismes de 

résistance chez les microorganismes. Ceci a entrainé un problème majeur dans le traitement 

des maladies infectieuses dont la résistance multiple aux drogues. Ces différents mianismes 

d'évasion des drogues (Tableau 1). acquis par les bactéries comprennent: (i) l'inactivation 

enzymatique ou la dégradation des drogues. (ii) le changement des sites de liaison des 

drogues et (iii) le pompage des substances à l'extérieur des bactéries. 

(i) L'inactivation des drogues est le mécanisme principal de résistance envers les 

antibiotiques plactamines. Ce genre de résistance dirigé vers les antibiotiques, comme la 

pénicilline, est due aux p in ic i l l i es .  Ces enzymes catalysent l'hydrolyse de l'anneau P- 
lactame (Spratt, 1994; Rasmussen et Bush, 1997). Les chloramphénicols acétyles transférases 

(Alton et Vapnek. 1979) et les autres enzymes modifiants les aminoglycosides (Chevereau et 

al., 1974) sont des exemples d'inactivateurs de drogues. 

(ii) La résistance aux antibiotiques due à l'altération des sites de liaison de la drague peut 

empêcher l'interaction ainsi que la toxicité du substrat chez la bactérie pathogène. Ces 

changements comprennent des substitutions d'acides aminés diminuant I'aflïnité au site de 

liaison pour son substrat. Les protéines liant la pénicilline (PBPs) peuvent contenir des 

mutations altérant les sites de liaison pour les pénicillines et empêchant l'activité 

antibactérienne. Le substrat forme un complexe irréversible avec les PBPs inhibant leur rôle 

dans la synthèse des peptidoglycans (Spran, 1994). La résistance à l'érythromycine et à la 

tétracycline peut être due à une modification covalente des protéines ribosomales. Ceci les 

rend moins susceptibles à l'action de ces antibiotiques (Takata et al., 1970; Speer et al., 

1992). 

(iii) Le pompage des drogues à l'extérieur des cellules représente un autre mécanisme de 

résistance chez les bactéries. Les pompes diminuent les concentrations de drogues dans le 

cytoplasme entrainant une augmentation de la résistance aux antibiotiques (Levy, 1992). Les 

systèmes de pompes à résistances multiple peuvent être divisé en quatre familles en se basant 

sur l'assemblage moléculaire, le mécanisme d'expulsion et l'homologie en acides aminés des 



séquences: (i) la superfamille des pompes majeures (MFS) (Marger et Saier Jr, 1993). (ii) la 

famille de résistance-nodulation-division cellulaire (RND) (Saier Jr. er al., 1994). (iii) la 

famille des petites pompes, comme la pompe à résistance multiple des staphylocoques (SMR) 

(Grinius er al., 1992) et (iv) la famille des transporteurs ABC [adenosine triphosphate ( A n ) -  

biidiing cassette] ( N i d o  et Saier Jr., 1992). Chaque membre des trois premières familles 

est formé d'une seule protéine cytoplasmique membranaire. Ces pompes expulsent les 

drogues en utilisant une force motrice proton-dépendante (PMFdépendant); en d'autre 

termes, jouent un d e  d'un antiporteur H"-substrat (Grinius et al., 1992: Nikaido et Saier Jr., 

1992; Marger et Saier Jr., 1993; Saier Jr. et al., 1994). 

1.7 Les systèmes de transport de substances à travers les membranes 

Les bactéries ainsi que les cellules eucaryotes ont une gande diversité de systèmes de 

w p o n  dans leurs membranes cytoplasmiques. Ces transporteurs jouent un rôle vital dans 

l'acquisition de nutriments essentiels, dans l'excrétion de substances toxiques et dans le 

maintien de l'homéostasie cellulaire (Paulsen et al., 1996). Depuis quelques années, plusieurs 

transporteurs à drogues multiples @ID&) ont été identifiés chez les bactéries. Ces MDRs 

sont des protéines membranaires reconnaissant des substances toxiques n'ayant aucune 

conformation structurale similaire et les exportent à l'extérieur de la cellule (Neyfakh, 1997). 

Les gènes codant pour ce genre de transporteurs ont été identifiés en premier sur un 

plasmide de Staphylococcus aureus (Tennent er al., 1989) et ensuite sur le chromosome de 

Bacillm subrilis (Ahmed et al., 1995; Ohki et Murata, 1997), Escherichia coli (Lomovskaya 

et Lewis, 1992; Ma er al., 1993), Locrococc~ Iacris (Bolhuis et al., 1995: van Veen et al., 

1996). Mycobacrerium smegmaris (Takiff et al., 1996), Neisseria gonorrhoeae (Hagman et 

al., 1995). Pseudornonas aeruginosa (Poole et al., 1993; Kohler et al., 1997), Salmonella 

ryphimurium (Honço er al., 1994) et S. aurem (Kaatz et al., 1993; Neyfakh et al., 1993). 



TABLEAU 2. Des systénies d'eïiiux cliez les bactéries. 

Transporteurs Organisnie Localisation Substrats 

La superfaniille des ponipes majeures (MFS) cliez les Graiii-positives 

TetL Divers cocci, Bncilliis sribrilis Plasniidc Tétracycline 
Mnir Slrep!onyces coelicolor Clironiosonie Metliylcnoniicine 
NorA S~~ply/ococci l r  niireus Clironiosonic Fliioroqiiiiiolories, Puroniyciiie, Cliloranipliénicol 
QacA S. arrreiis Plasmide Aninioi~ii~nis qiiatemaires 
Bmr B. srrbtilis Cliroiiiosonic Fliioroquinoloiics, Pi~roniyci~ic, Cliloranipliénicol 

Ln superfaniille des ponipes niajeiires (MFS) cliez les Graiii-négatives 

AcrB 
EnvD 
MexB 

Esclrericl~in coli Plasmide Tétracycline 
Pseirdottroi~ns neriigitrosn Plasniide Clilorniiipliénicol 

E. coli Clironiosonie CCCP', PMA', Acide nalidixiqiie 
E. coli Clironiosonie CCCP', PMA' 

La faiiiille des protéines résistaiiceliiodulatioiildivisioii cellulaire (RND) 

E. coli 
E. coli 
E. coli 

Clironiosonie SDS', Éryil~roni~ciiie, Tétrncycline, Novobiocine 
Clironiosonie SDS', Éryiliroi~i~ciiie, Tétracycline 
Clironiosoriic Tétracycline, ClilorniiipliéiiicoI, Fluoroquirioloiic-s, Pyoverdinc 

p-lactaniines 

La faniillc des petites ponipes ii résistance niultiple (SMR) 

Snir S. nitrer~s Plasniide 
QncE Klebsielln nerageires Plasniide 
EiiirE E. coli Cl~roniosonic 

Aninionii~~iis quaternaires 
Aiiinionii~nis quateniaircs 

Metliyltriplieiiyl~>Iiosplio~?i~~~~i 



TABLEAU 2. Suite. 

- 
Transporteurs Organisnic Localisation Substrats 

Traiisporteiirs ABC 

MsrA Sinpl~ylococciis epidernridis Plasniide 
DrrA, DIIB Sirepionycesperrcetir~s Cliromosonic 

TlrC S~rep~oiiyces/rndinc Cliroiiiosonie 

Mncrolideç 
Daiiiionibicine, Doxonibiciiic 

Tylosiiie 

Tiré de Nikaido, 11. 1994. 'CCCP, carbonyle cyaiiide III-cliloroplienyll~ydrazo~~e; 'PMA, acétate plienyliiicrciiriqiic; 'SDS, sodiiiiii 

dodecylsiilfatz. 



FIGURE 1. Représentation de systèmes d'emux à résistance multiple. CM, membrane 

cytoplasmique; OM, membrane externe (Paulsen et al., 1996). 

Les pompes qui confërent la résistance aux substances toxiques ainsi qu'aux 

antibiotiques dépendent d'une source d'énergie. Ces pompes peuvent être des transporteurs 

primaires ou secondaires (Levy, 1992; Nikaido. 1994). Un gand nombre de pompes à 

résistances multiple (MDRs) faisant partie des transporteurs s e c o n d a i ,  dépendent d'une 

force motrice de proton (PMFdépendant) du gradient transmembranaire électrochimique 

( A V H ~  (Lomovskaya et Lewis, 1992; Grinius et Goldberg, 1994). Tandis que les 

transporteurs primaires emploient l'hydrolyse de I'ATP comme énergie (Gonesman et Pastan, 

1993) pendant le transport de substances à travers la membrane. Les P-glycoprotéines sont un 

exemple de transporteurs primaires (Tableau 2; Fig. 1) (Endicon et Ling, 1989). 

1.2.1 Le transport de drogues par la force motrice proton-dépendante (PMFdépendant) 

Les transporteurs secondaires constituent le plus grand groupe de sys the  

d'exportation de drogues chez les bactéries. Certains sont impliqués dans la résistance 

multiple alors que d'autres pompes démontrent une haute spécificité à un substrat particulier. 

Les membres des familles de MFS, RND et SMR font tous parties des transporteurs 



secondaires (Fig. 1; Tableau 3). En plus d'être des MDRs, chacune de ces familles comprend 

des protéines impliquées dans différentes fonctions de transport, poussées par la P m -  

dépendant. Autrement dit, ces familles ne sont pas seulement associées à I'expomtion des 

drogues hors de la cellule bactélienne. 

TABLEAU 3. Transporteurs secondaires chez les procaryotes. 

Famille ï M S a  Pmtëie Organisme 

MFS 12 LmrP 
Bmr 
Blt 

NorA 

RND 

SMR 

14 QacA 
QacB 
E m B  
LfiA 

12 AcrB 
AcrE 
MexB 
MexD 
MexF 
McrD 

4 QacCISm 
QacE 
EmrE 

1 O TehA 

iactococcus Iactis 
Bacillus subtilis 

B. Subtilis 
Staphylococcus aweus 

S. aweus 
S. aureus 

Escherichia coli 
Mycobacterium smegmatis 

E. coli 
E. coli 

Pseudomonas aeruginosa 
P. aeruginosa 
P. aeruginosa 

Neisseria gonorrhoeae 

S. aureus 
Klebsiella pneumoniae 

E. coli 

Tiré de Bolhuis et al., 1997. "S. régions transmembranaires. 

Le mécanisme de transport comprend différentes composantes physico-chimiques. Le 

gradient transmembranaire de proton (&pH*) est composé d'un gradient chimique d'ions 

d'hydrogène (&pH) et d'un gradient de charge électrique (AYi). Un ou les deux des gradients 

npH et Airi de la PMF est capable de transporter des substances à travers la membrane. Ceci 

dépend du système en particulier. Les protéines formant les MDRs PMF-dépendant comme 



QacA et EmrB (MFS), Smr ( f a d e  SMR) et MexB (famille RND) (Tableau 3) fonctionnent 

probablement toutes par le mécanisme d'un échange d'un substrat pour un proton (PaSen et 

al., 1996). Chez les bactéries Gram-négatives, certains MDRs (EmrB et MexB) nécessitent, 

en plus, la fonction de protéines auxiliaires. Ces protéines appartiennent à la famille des 

protéine de fusion membranaire (MFP) (Dinh et al., 1994; Saier Ir. et al., 1994) et la famille 

des facteurs de la membrane externe (OMF) (Dong et Mergeay, 1994). Ces protéines 

auxiliaires, retrouvées souvent sur le même opéron, permenent l'exportation des drogues à 

travers la barrière de la membrane externe (Fig. 1). 

1.3 Les familles des pompes à résistance multiple (MD&) PMF-dépendantes 

1.3.1 La superfamille des pompes majeures (MFS) 

Dans la famille des MFS nous retrouvons des protéines impliquées dans le transport 

transmembranaire de substances chez les bactéries et les eucaryotes. Panni les protéines 

identifiées nous retrouvons la lactose peméase LacY chez E. coli (Kaback, 1992; Kaback et 

ai., 1994) et les transporteurs de glucose GLUT chez les humains (Gould et Bell, 1990). 

Parmi les MFS ont été identifiés cinq groupes ou familles de transporteurs. Ceux-ci sont 

impliqués dans (i) la résistance aux drogues, (ii) l'importation de sucres, (iii) l'importation 

des intermédiaires du cycle de Krebs, (iv) les antiporteurs ester phosphate 1 phosphate et (v) 

l'importation d'oligosaccharides (Marger et Saier Ir., 1993). A l'intérieur de ces groupes 

nous retrouvons, en plus des MDRs, des pompes spécifiques à un substrat comme I'exponeur 

de la tétracycline TetB (Levy, 1992). 

Les principaux MDRs appartenant aux MFS ainsi que leurs organismes et le substrat 

pour lequel ces protéines conferent la résistance sont: NorA (quinolone chez S. aureur); TetA 

(tétracycline chez E. coli); QacA (antiseptiques chez S. aureus): MmA (methylenomycin A 

chez Streptomyces coelicolor); TetE (tétracycline chez Streptococcus pneumoniae); EmrB 

(drogues multiples chez E. col:) et Atr-1 (arninotriazole chez Saccharomyces cerevisiae) 

(Marger et Saier Jr., 1993). 



C 
Famille 1. exporteurs à 14 TMS 
QacA, Atrl, EmrB 
TetK, L, TcmA, LmrA 

Famille 2. exporteurs à 12 TMS 
NorA, Bmr, CaMDR1, VMAT1,2 

I TetA-E, G-H, CmlA 

Famille 3. importeurs de sucres 
Octl, AraE, XylE 
GalP, Hup 1, GLUT 1-5 - Famille 4. autres transporteurs 
CitA, KgtP, ProP, Bap3 

C 
Famille 5. antiporteurs d'ester phosphate 
UhpT, GlpT, PgtP, UhpC 

Famille 6.  importeurs de sucres 
RafB, LacY, CscB 

RGURE 2. Relation évolutive des six familles de la superfamille des pompes majeures 

@IFS). Les systèmes d'efliux à résistance multiple sont indiqués en gas (Paulsen et al., 

1996). 

1.3.1.1 Phylogénie et relation évolutive chez la superfamille MFS 

La superfamille des MFS comprend des transporteurs de divers substances comme les 

drogues, les exporteurs et irnporteurs de sucres et d'autres substrats (Fig. 2). Les familles 3 à 

6 de h4FS présentées à la Figure 2 sont impliquées dans le transport de divers substances 

autre que le? drogues. Ces protéines partagent une stmcture commune dont 12 régions 

transmembranaires (TMS) (Calamia et Manoil. 1990; Lloyd et Kadner, 1990: Hresko er al., 

1994). Les régions TMS ont été déduites à partir des études des profils d'hydrophobicité 



ainsi que des analyses expérimentales. Par contre, les familles 1 et 2 (Fig. 2) démontrent, 

d'aprés leurs profils d'hydrophobicité, qu'ils peuvent êtres divisées en deux familles ayant 

14- et 12-TMS (Allard et Bertrand, 1992; Paulsen et al., 1996). Ces transporteurs sont 

impliqués dans le transport et la résistance à une multitudes de drogues. 

Plusieurs analyses d'alignement multiple de séquences de la superfamille des MFS en 

général, mais plus particulièrement les familles des 14- et 12-TMS ont démontré plus de 

similarités en acides aminés au niveau des séquences N-terminales que C-terminales (Griffith 

et al., 1992; Marger et Saier Jr., 1993; Paulsen et Skurray, 1993). La majorité des motifs 

conservés se retrouvent aux N-terminales des protëies, bien que des similarités de séquences 

ont été démontrées aux C-terminales due à certains motifs conservés (Tableau 4) (Paulsen et 

Skurray, 1993). Ces motifs conservés sont retrouvés seulement pami la famille des 12- ou 

14-TMS. D'autre motifs conservés se retrouvent chez les deux familles (Tableau 4) (Paulsen 

et Skurray, 1993). 

TABLEAU 4. Séquences consensus des motifs conservés. 

Motif Localisation Séquence consensus 

Motifs communs aux deux familles 

A Entre les TMSa 2 et 3 GXLXDrXGrR-KXXIL 
B TMS 4 L i i l q G X X X A  
C À la fin de TMS 5 G W G P X i G G  

Motifs spécifiques à la famille des 14-TMS 

Dl À i a f m d e T M ~ l  LdXtvlnvalp 
E TMS 7 DXXGXXL 
F TMS 13 LGXXXGiAvlGXl 

Motifs spécifiques à la famille des 12-TMS 

Ti de Paulsen et Skurray, 1993. %AS, régions transmembranaires. X, représente n'importe 
quel acide aminé et les lettres en minuscules représentent des séquences moins fréquentes. 



Un modèle de I'évolution des protéines qui conferent la résistance chez les bactéries a 

été proposé par Paulsen et Skurray (1993) pour les familles des 12- et 14-TMS (Fig. 3). Chez 

la famille des 12-TMS il existe une similarité significative en acides aminés panni les six 

portions ~ansmembranaires du N- et C-terminale de ces protéines. Ces observations ont 

mené Levy (1992) à suggérer que les similarités internes entre ces protéines étaient dues à 

une répétition provenant d'une protéine ancestrale ayant six domaines transmembranaires 

(Fig. 3). Une duplication génique codant pour les motifs de la portion N-terminale a été 

reconnue due à une séquence partiellement conservée dans la portion C-terminale de la 

protéine. Le motif G (GPLig) du C-terminale semble Sire une duplication du motif C 

(GPXiG) de la région N-terminale de la protéine (Tableau 4). 

Transporteur 
Ancestral 

Duplication 
Génique i\ Acquisition de 8 TMS 

FIGURE 3. Représentation de l'évolution des familles à 12- et 14-TMS des protéines de la 

superfamille des pompes majeures (MFS). TMS, régions transmembranaires (Paulsen et 

Skurray, 1993). 



Ce genre de duplication de gène a déjà été sugéré pour d'autres genres de 

transporteurs comme les irnponeurs d'arabiinose et de xylose chez E. coli (Maiden et al., 

1987). Ces études proposent qu'il s'agit vrainent d'une protéine ancestrale à six régions 

transmembranaires qui est à l'origine de la famille des 12-TMS. De plus la famille des 14- 

TMS semble avoir évoluée de la même protéine ancestrale à 6-TMS. Ceci est basé sur les 

homologies de séquence que nous retrouvons dans la portion N-terminaie de la protéine des 

familles des 12- et 14-TMS. Par contre, cette dernière famille ne semble pas être à Sorigine 

d'une duplication de géne. Cette conclusion est basée sur Sabsence d'homologie significative 

entre les portions N- et C-terminales des protéines appartenant à la famille des 14-TMS. 

Une des hypothéses émise expliquant l'évolution de la famille des 14-TMS propose 

que la protéine ancestrale à 6-TMS aurait acquis huit autres régions transmembranaires d'une 

source inconnue (Paulsen et Skurray, 1993). L'alternative plausible serait qu'il y a eu 

duplication du gène codant pour les six TMS de la protéine ancestrale et une évolution 

divergente significative serait produite au niveau de la portion C-terminale de la protéine. 

C'est au cours de I'évolution que la protéine aurait acquis deux autres régions 

transmembranaires (Fig. 3). 

1.3.1.2 Structure et fonction des protéines 12-'IMS et 14-ïMS 

Les familles des 12- et 14-TMS contiennent plusieurs protéines qui conferent la 

résistance aux drogues. Ceux-ci comprennent aussi des MDRs ainsi que certaines protéines 

ayant des fonctions qui sont toujours inconnues. Une des protéines qui a été la mieux 

caractérisée a déjà été purifiée et reconstituée comme le transporteur de la tétracycline. Ceci a 

permis de démontrer une fonction d'un transporteur de type antiporteur ayant un potentiel 

transmembranaire neutre capable de catalyser Séchange du complexe tétracycline-cation- 

métallique-divalent avec un proton (Hickman et al., 1990; Someya et al., 1995; Aldema et 

al., 1996). Plusieurs transporteurs des autres familles des MFS ont aussi été purifiés et 

reconstitués in vitro, puis caractérisés en détail comme: LacY chez E. coli (Newman et al., 

1981), PgtP (Varadhachar- et Maloney, 1991) et UhpT (Ambudkar et al.. 1990). Ces études 



ont démontré que ces protéines transportent simultanément deux molécules différentes dans 

la même direction (transporteurs de type symport) dont gAactose, H*/phosphoglycerate et 

glphosphate de sucre, respectivement (Fig. 2). 

"-- 

Cytoplasme 

FIGURE 4. Modèles représentatifs des protemes des familles à 12- et 14-TMS dans la 

membrane cytc;!asmique. La localisation des motifs conservés sont indiqués en noire et 

désignés par une lettre représentant chaque motif (Paulsen et al., 1996). 

Des modèles représentant les protéines des familles des 12- et 14-TMS ont été 

proposés ainsi que la localisation des motifs conservés en acides aminés uniques pour chaque 

famille ou commun chez les deux (Fig. 4). Le fait que ces motifs conservés existent parmi les 

transporteurs spécifiques à divers substrats, ainsi que chez les MDRs, suggère qu'ils peuvent 

jouer un rSle commun essentiel dans la structure et la fonction chez ces protéines (Griffith et 

a l ,  1992; Paulsen et Skurray, 1993). Les trois caractéristiques qui sont probablement 

nécessaire au fonctionnement des pompes antiporteurs ont été proposées par Yamaguchi et 

al. (1991): (i) un site d'amorçage liant les substrats ayant une affinité faible ou forte; (ii) un 

mécanisme à barrière pouvant s'ouvrir et se refermer suite à une interaction avec le substrat 



et un proton; (Yi) un site de transfert de qui affecte l'afnnité du site de liaison suite à un 

gain ou une perte d'un proton. 

Le motif A localisé dans la boucle cytoplasmique entre les TMS 2 et 3 (Fig. 4) est 

conservé non seulement chez les familles des 12- et 14-TMS mais aussi parmi quatre autres 

familles des MFS (familles 3 à 6 de la Figure 2) (Marger et Saier, Jr., 1993; Paulsen et 

Skurray, 1993). Puisque le motif se retrouve dans une boucle à caractère hydrophile il a été 

suggéré, suite à des études de mutagenése, que cene région en impliquée dans un 

changement confonnationnel réversible nécessaire à I'ouvemirr et à la fermeture du 

transporteur (Yamaguchi et al., 1990). 

Le motif B conservé parmi les familles des 12- et 14TMS ainsi que la famille 3 des 

MFS (Fig. 2) se situe dans la TMS 4 chez les protéines de ces familles (Fig. 4). Des études 

approfondies n'ont pas été éffectuées pour ce motif mais la présence d'une arginine 

conservée indique qu'il pourrait jouer un rôle dans le transfert de proton (Paulsen et S k m y ,  

1993). Le motif C est situé dans la TMS 5 (Fig. 4) des transporteurs des familles 12- et 14- 

TMS seulement. Ceci suggère que cene région peut être impliquée dans la translocation d'un 

proton des exporteurs plutôt que les importeurs de substances (Fig. 2) (Griffith et al., 1992: 

Paulsen et Skurray, 1993). 

Le motif D, retrouvé aussi seulement parmi les familles des 12- et ICTMS, est 

localisé dans la TMSl (Fig. 4). Par contre. il existe une certaine différence dans les séquences 

de ce motif retrouvées chez les deux familles (Tableau 4) (Paulsen et Skumy, 1993). Le rôle 

de ce motif n'a pas été étudié ainsi que le rôle des motifs E, F et H retrouvés seulement parmi 

la famille des 14-TMS. Le motif G, conservé seulement parmi la famille des 12-TMS, 

correspond probablement à une duplication de la région du C-terminale du motif C (Paulsen 

et Skurray, 1993). mentionné dans la section precédente. Par contre, si ce motifjoue un rôle 

semblable à celui du motif C, ceci reste 3 être determiné. 



Comme il a été mentionné auparavant des alignements en acides aminés de 

séquences multiples entre les familles des 12- et 14-TMS indiquent I'existence d'une plus 

grande similarité parmi les régions N-terminales des protéines par rappon aux régions C- 

terminales. En tenant compte du fait que les protéines de la famille des MFS reconnaissent 

une -de variété de substrats, une hypothèse a été émise et suggère que les régions C- 

temiinales sont principalement impliquées dans la spécificité du substrat chez les 

transporteurs de la famille des MFS. De plus, les régions N-terminales sont principalement 

impliquées dans la translocation de proton (Rouch et al., 1990; Griffith et al., 1992). 

1.32 La famille des petites pompes à résistance multiple (SMR) 

La famille des SMRs constitue la deuxième famille ayant des pompes à résistance 

multiple PMF-dépendant (Tableau 5) (Midgley, 1986; Grinius et al., 1992: Littlejohn et al., 

1992). Certains membres de cene famille sont impliqués dans le transport de plusieurs 

cations lipophiliques (Grinius et al., 1992; Paulsen et al., 1993). D'autres membres de cette 

famille des SMRs suppriment des mutations chez les protéines chaperones (Tableau 5) 

(Greener et al., 1993). Les protéines de la famille des SMRs ne démontrent aucune 

homologie avec les protéines des familles MFSs et RNDs. Elles consistent en petites pompes 

à quatre régions transmembranaires (TMS) contenant environ 1 10 acides aminés (Fig. 5). 

Parmi les MDRs de la famille des SMRs, les protéines QacC, Ebr ou Smr des 

staphylocoques ont été les mieux caractérisées (Lyons et Skurray, 1987: Sasatsu et al., 1989; 

Littlejohn et al,, 1991; Grinius et al., 1992). Le gène codant pour cette MDR a été retrouvé 

sur plusieurs plasmides d'isolats cliniques de S. aureus et chez d'autres staphylocoques 

(Littlejohn et al., 1992; Leelapom et al., 1994). Chez E. coli d'autres MD% à médiation 

chromosomique, ont été identifiés, dont Ebr ou MvrC et EmrE (Tableau 5) (Purewal. 1991; 

Morimyo et al., 1992; Lewis, 1994). La protéine QacE du gène qacE codé par le plasmide 

R751 chez Klebsiella aerogenes (Paulsen et al., 1993) ainsi qu'un dérivé semifonctionel, 

qacEAl (Stokes et Hall, 1989; Paulsen et al.. 1993) appaxtiennent aussi à la famille des 

SMRs (Tableau 5). Ce dernier est retrouvé chez plusieurs bactéries Gram-négatives puisqu'il 



est localisé dans la région 3' conservé de plusieurs intégrons. 

TABLEAU 5. Protéines de la famille des petites pompes à résistance multiple (SMR). 

Protéine Fonction O~anisme 

Protéines de transport 

QacC 1 S m  1 Ebr 
Ebr 1 MvrC I EmE 

QacE 
QacEAl 

Protéines Sug 

SugES 

su6 
su6 

socx  
BaOrf6 

Efflux de cations lipophiliques Sraphylococcus aureus 
Efflux de cations lipophiliques Escherichia coli 
Efflux de cations lipophiliques Klebsiella aerogenes 

Dérivé semi-fonctionnel de QacE Bactéries Gram-négatives 

Suppresseur de mutations des gènes E. coli 
des chaperonines moléculaires 

Homologue de Su@ Proteus vulgaris 
Homologue de SU@ Citrobacter fieundii 

Inconnue Myxococcus xanthus 
Inconnue Bacillus subtilis 

Tiré de Paulsen et al., 1996. 

L'autre moitié de la famille des SMRs comprend le produit du locus chromosomique 

Su& chez E. coli. Apparemment la protéine est capable de supprimer phénotypiquement les 

mutations dans le gène groE codant pour une chaperonine moléculaire (Greener et al., 1993). 

Des homologues à SugE ont été identifiés (Tableau 5) chez Proteus vulgaris (Cole, 1987). 

Myxococcus xanthus (Paulsen et al., 1993). Citrobacterfieundii (Bishop et Weiner, données 

non-publiées) et B. subtilis (Paulsen et al., 1996). Chez E. coli la protéine TehA confere la 

résistance au tellurite (Walter et al., 1991; Taylor et al., 1994). Cene protéine de 330 acides 

aminés est bien plus p d e  que les protéines typiques de la famille des SMRs. Par contre, 

une région de TehA démontre une similarité significative de séquences avec les protéines de 

cene famille. Elle semble aussi avoir une fonction semblable puisqu'elle confere la résistance 

à divers cations organiques (Turner et Weiner, données non-publiées). Ceci peut suggérer que 



la p,ori-ie i:hA ait une relation évolutive éloignée avec la famille des protéines SMRs 

(Padscn et al., 1996). 

FIGURE 5. Modèle proposé de la protéine S m  chez les staphylocoques. Les acides aminés 

conserves. parmi les protëies de la famille des petites pompes à résistance multiple (SMR), 

sont indiqués en caractère gras (Paulsen et al., 1996). 

1.3.2.1 Stnicture et fonction des protéines de la famille SMR 

Les protëies de la famille des SMRs sont très petites comparées aux protëies des 

autres familles PMF-dépendants, spécialement concernant les MDRs. Il a été suggéré qu'ils 

puissent fonctionner en complexe d'oligomères (Paulsen et al., 1993). Maloney (1994) 

propose que l'unité minimale active des transporteurs transmembranaires consiste en un 

centre a caractère hydrophobe d'environ 12-TMS. Les antiporteurs ATFVADP, dans les 

mitochondries, contiennent seulement 6 TMS (Aquilla et al., 1987) et semblent fonctionner 

en homodimères. Dernièrement, des expériences ont établi que les MDRs chez les 

staphylocoques fonctionnent comme des transporteurs indépendants (Grinius et Goldberg, 

1994). 

D'autres expériences, sur des protéines purifiées et reconstituées ( S m  et EmE), 

démontrent que ces pompes sont PMF-dépendantes. Elles emploient probablement le 

mécanisme d'antiporteur où il y a un échange de drogue pour un proton (Grinius et Goldberg, 

1994; Yerushalmi et al., 1995). Comme chez les autres familles, les MDRs de la famille des 



SMRs transportent plusieurs substrats qui partagent des propriétés physiques semblables mais 

n'ont aucune conformation srniaurale commune. il est probable que certains acides aminés 

conservés contribuent à la flexibilité des sites de liaison du substrat dans les pompes type 

SMR (Paulsen et al.. 1996). 

Parmi les acides aminés conservés il semble que Glu-13 dans la protéme S m ,  est 

essentiel durant l'échange d'un proton pour une drogue (Fig. 5) (Grinius et Goldberg, 1994; 

Paulsen et al., 1996). Paulsen et al. (1996a) ont proposé un modèle pour le transport de 

substances chez les protéines SMR. Leurs observations démontrent que les trois premières 

TMS sont amphipatiques avec plusieurs résidus de glutamate, serine, tyosine et ûyptophane, 

retrouvés sur le côté polaire de ces hélices (Fig. 5). Ces résidus peuvent former une partie des 

régions transmembranaires impliqués dans le passage des protons et des drogues. Il y a aussi 

la possibilité que les chaînes latérales des résidus conservés Tyr-59 et Trp-62 (Sw, Fig. 5). 

intengissent directement avec les régions hydrophobes des substrats ce qui facilite le 

transport à travers la membrane (Paulsen et al., 1996). Ce genre de transport 

transmembranaire ressemble au mécanisme suggéré pour les MDRs de rnammifêre type P- 

glycoprotéme (Pawagi et al., 1994; Paulsen et al., 1995). 

il a été démontré que la P-glycoprotéme transporte et confere la résistance à plusieurs 

classes de substances hydrophobes et peptides cytotoxiques (Sarkadi et al., 1994). Donc, il y 

a la possibilité que cet MDR soit impliqué dans le transport de défensines, des petits peptides 

cationiques hydrophobes jouant un rôle dans la défense chez l'hôte (Kagan et al., 1994). 

Certaines caractéristiques physiques (charge et lipophilicité) des défensines ressemblent à des 

substrats typiques des protéines de la famille des SMRs (Paulsen et al.. 1996). Si les MDRs 

sont capables de transporter ces peptides cationiques, les bactéries seront donc capables de se 

protéger contre les peptides toxiques sécréties par l'hôte. 

Les chaperonines moléculaires GroEL-GoEs semblent jouer un rôle dans la 

dégradation des protéines chez E. coli (Kandron et al., 1994). Par ce mécanisme, les cellules 

sont donc capables d'éliminer des peptides endommagés, puisque l'accumulation de ces 



peptides peut étre létale à l'organisme. Si les protéines de la famille SMR sont impliquées 

dans le transport de peptides toxiques, nous pourrons spéculer qu'ils sont capables de 

transporter des peptides ayant un mauvais repliement (Grinius et al.. 1996). Ami, une 

relation entre la fonction des protéines chaperonines et la fonction des SMRs pourra étre 

établie. 

1.3.3 La familie des protéines résistance/nodulation/division celllulaire (RND) 

Une troisième famille de MDR PMF-dépendant a été identifiée et désignée RND 

(Tableau 6) (Dinh et al., 1994; Saier, Jr., et al., 1994). Les protéines appartenant à cene 

famille sont retrouvées en majorité chez les baciéries Gram-négatives. Ces protéines 

fonctionnent probablement comme les exporteurs proton-dépendants, traversant la membrane 

cytoplasmique (Saier, Jr., et al., 1994). Cependant, il y a des preuves directes pour plusieurs 

membres identifiés de cene famille, qu'ils confiirent un transport PMF-dépendant (Nies et al., 

1989; Ma et al., 1993; Poole et al., 1993; Ma et al., 1994). 

La famille RND comprend des protéines dont plusieurs sont des pompes à résistance 

multiple: AcrB et AcrF chez E. coli (Ma et al., 1993: Ma et al., 1995; Ma et al., 1994), MexB 

et MexD ainsi que MexE, découvertes récemment, chez P. aemginosa (Poole et al., 1996; 

Poole et al., 1996a; Kohler et al., 1997) et MtrD chez Neisseria gonorrhoeae (Pan et Sprat& 

1994; Hagman et al., 1995). Ces MDRs semblent avoir en commun un large spectre de 

spécificité de substrats (Tableau 6). D'autres membres de cene famille comprennent les 

exporteurs de métaux-lourds ioniques chez Alcaligenes: CzcA (Nies et al., 1989). CNA 

(Liesegang et al., 1993) et NccA (Schmidt et Schlegel, 1994). Chez Rhisobium meliloti. le 

système NolGHI appartient :a famille RND et peut exporter des oligoxtccharides impliqués 

dans la signalisation cellulaire durant la nodulation (Baer et al.. 1991). 



TABLEAU 6. Les p r o t ë i  de la famille de résiice/nodulation/division celluiaire (RND). 

Piotéine RND Protéine MFPa Protéine O& Organisme 

Pompes à résistance multiple 

AcrB 
AcrF 
h x B  

AcrA 
AcrE 
MexA 

MexD MexC 
MexF M e f i  
MtrD Mt& 
YhiV YhiU 

Autres protéines de résistance 

CnrA CnrB 
CzcA CzcB 
Ncc A NccB 

NolGHI NolF 

TolC(?) ficherichia coli 
E. coli 

OPrM Pseudomonas 
aerugin~a 

OPd P. aeruginosa 
OPrN P. aeruginosa 
M~IE Nekseria gonorrhoeae 

E. coli 

Alcaligenes eurrophus 
A. eutrophus 

A. xylosoxidans 
Rhizobium meliloti 

T i  de Paulsen et al., 1996. 'KFF'. protéines de fusion membranaire; b ~ ~ ~ ,  facteurs de la 

membrane exteme. 

Les gènes codant pour les protéines de la famille RND chez les bactéries Gram- 

négatives sont souvent associés avec des gènes codants pour des protéines appartenant à la 

famille MFP et souvent font partie d'un même opéron (Di et al., 1994; Saier, Jr., et al.. 

1994). Certains travaux suggèrent que les protéines RND et MFP fonctionnent ensemble, 

permettant le transport de drogues à travers les membranes cytoplasmiques et périplasmiques 

des bactéries Gram-négatives (Fig. 1) (Lewis, 1994; Ma et d, 1994; Nikaido, 1996). Les 

protéines MFP sont aussi associées avec d'autres protéines, comme les transporteurs ABC et 

h4FS et jouant un rôle similaire (Dinh et al., 1994). Chez les bactéries Gram-positives les 

protéines RND ne sont pas associées avec des protéines MFP (Paulsen et al., 1996). 



Des analyses de comparaison de séquences démontrent que les régions N- et C- 

terminales des protëines RND partagent une similarité de séquences (Saier, jr., et al., 1994). 

Ceci suggère que ces protéines ont évolué à partir d'une duplication intragénique en tandem. 

similaire aux protéines de la famille MFS. Donc, les protéines RND semblent avoir évoluées 

à partir d'une protéine ancemale ayant six régions transmembranaires (Paulsen et al., 1996). 

1.3.3.1 Structure et fonction des protëines de la famille RND 

Une représentation schématique des protéines de la famille RND a été proposée, 

basée sut des alignements de séquences ainsi que des analyses des profils d'hydrophobicité 

(Saier, Jr.. et al., 1994). Ces protéines consistent en 12 régions transmembranaires ayant deux 

larges boucles externes situées entre les TMS 1 et 2 et entre les TMS 7 et 8 (Fig. 6). Ce 

modèle démontre une duplication des régions N- et C- terminales des protéines RND. À 

partir de ces alignements de séquences, quatre motifs conservés ont été identifiës; les motifs 

A, B, C (Saier, Jr., et al., 1994) et recemment le motif conservé D a été identifié par Paulsen 

et al. (1996) (Fig. 6). Le rôle de ces motifs n'a pas encore été detenniné, mais puisqu'ils sont 

conservés panni les protéines RND, il a été suggéré qu'ils peuvent jouer un rôle structural et 

fonctionnel essentiel chez ces protéines (Paulsen et al., 1996). 

Dans certains cas, les transporteurs RND semblent fonctionner avec deux autres 

composantes, les protéines MF? et OMF. Ces protéines sont responsables du transport de 

substances à traven les deux membranes de la cellule (Fig. 1). Les protéines MFP et dans 

certains cas les protéines OMF, fonctionnent ensemble avec les transporteurs des familles 

MFS ou ABC. Par exemple, la protéine OMF TolC est nécessaire à l'exportation de 

l'hémolysine par HlyB et HlyD chez E. coli (Wandersman et Deleplaire, 1990) et OprM est 

impliquée dans le transport de plusieurs drogues de concert avec les protéines MexA et 

MexB chez P. aeniginosa (Poole et al., 1993). 
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FIGURE 6. Modèles représentatifs des protéines de la famille de 

résistance/nodulation/division cellulaire (RND) dans la membrane cytoplasmique. Les motifs 

conservés sont indiqués en noire et designés par une lettre rqrésentant chaque motif (F'aulsen 

er al., 1996). 

Aucune protéine RND n'a été purifiée et reconstituée; il n'a pas été démontré que les 

protéines RND soient vraiment des transporteurs PMF-dépendant. Cependant, des études 

génétiques ainsi que des preuves biochimiques (Paulsen et al., 1996), supportent l'idée que 

ces protéines fonctionnent comme un système d'expulsion PMFdépendant. Les MDRs 

identifiés, de la famille RND, font preuve d'un plus large spectre de spécificité de substrats 

que les pompes des familles MFS ou SMR (F'aulsen er al., 1996). Comme ces deux demières 

familles, il n'existe aucise base moléculaire concernant la reconnaissance des substrats dans 

les pompes RND. 

1.4 Les MDRs cl.ez divers micro-organismes 

Les pompes a résistance multiple sont re~ouvées chez les bactéries Gram-négatives 

ainsi que les bactéries Gram-positives. Par contre, les bactéries Gram-négatives semblent être 

plus résistantes aux inhibiteurs lipophiliques et amphiphiliques. Nous retrouvons aussi des 



MDRs chez quelques parasites et chez les levures. Chez ces organismes certaines pompes 

sont des transporteurs ATPdépendant comme les P-glycoprotéines des mammiferes codées 

par le gène mdrl (Endicon et Ling, 1989; Gonesman et Panah 1993). 

Des homologues de mdr ont été retrouvés chez Plarmodiwnfalciparum (Foote et d, 

1989). Entamoeba hystoiytica (Samuelson et al., 1992) et Schizosaccharomyces pombe 

(Nihi et al., 1997). Les MDRs chez ces parasites démontrent des r & i i c e s  aux agents 

contre le paludisme, comme l'iodoquinol et l'émétine, et la léptomycin B. Des analyses de 

séqwnces ont pemii aussi l'identification de plusieurs homologues de mdr, chez Arabidopsir 

thulium, E. coli, H. inpuerme, S. cereviriae, S. aureur et Xenopus laevir (Dudler et Hertig, 

1992; Alliilanets et al., 1993; Castillo et al., 1995; Henze et Berger-Bachi, 1995). 

Des MDRs PMF-dépendant sont aussi retrouvées chez divers micro-organismes. En 

plus du transport de drogues et substances toxiques ces pompes possèdent des rôles 

physiologiques imporiants. Chez P. aeruginosa les opérons des MDRs isolés et caractérisés 

sont mdB/oprM (Poole et al., 1993), mexCD/oprJ (Poole et al., 1996) et mexEF/oprN 

(Kohler et al., 1997). Le gène ph. chez Streptomyces pristinaespiralis confere la r é s i c e  à 

des antibiotiques ayant des conformations structurales différentes (Blanc et al., 1995). Deux 

MDRs homologues sont Bmr et Blt chez Baciilur subtilis (Ahmed et al., 1995) et NorA chez 

S. aureur (NeyEdkh et al., 1993). Les pompes chez ces micro-organismes conferent la 

résistance aux antibiotiques fluoroquinolones et à plusieurs cations monovalents et bivalents 

organiques. 

D'autres gènes, comme qacA, qacB et smr codant pour des MDRs, sont retrouvés 

chez S. aureur. Ces gènes sont localisés sur le chromosome, contrairement aux gènes qacE et 

qacEAl retrouvés sur des plasmides. Bien que les gènes qac ont peut être eu un rôle 

physiologique chez les cellules hôtes, ils semblent avoir été acquis par des pathogènes 

cliniques pour se protéger contre des :dents antimicrobiens organiques hydrophobes (Paulsen 

et al., 1996). Chez E. coli nous retrouvons aussi des systèmes de transport de plusieurs 

drogues, telle que AcrAB (Ma et al., 1995). EmrAB (Lomovskaya et Lewis, 1992), EmrD 



(Naraditskaya cf al., 1993) et EmrE (Yenilshalmi et al., 1995). La majorité de ces pompes 

conferent une résistance à divers inhibiteurs hydrophobes. il existe aussi des MD& PMF- 

dépendant chez Neisseria gonorrhaea (Hagman et al., 1995) et Candida albicans (Becker et 

al., 1995), comme les systémes de transport MtrCDE et CaMDRI, respectivement. 

1.4.1 Staphylococcw aweur et le modele d'un MDR à 14 régions transmembranaires: QacA 

De tous les transporteurs à résistances multiple PMF dépendantes, qac4 chez S. 

m e u s  fût le premier géne a ëtre caractérisé et séquencé. (Rouch er al., 1990; Littlejohn et al., 

1992). Cet MDR donne une résistance à des cations organiques incluant les cations 

monovalents comme l'éthidium, le benzdkonium et le cetrimide. Il confere aussi la 

résistance à des cations bivalents, comme la chlorhexidiie et la pentamidiie (Littlejohn et al., 

1992). Des expériences mesurant les niveaux de transports de divers substrats ont démontré 

que q a d  codere la résistance au bromure d'éthidium et à d'autres cations organiques en 

utilisant la force motrice proton-dépendante comme source d'énergie (Paulsen et al., 1996). 

Parmi la famille MFS, QacA représente la première protéine de transport 

transmembranaire, qui contient 14 régions transmembranaires (TMS). La structure de cette 

protéine et l'organisation transmembranaire ont été élucidées par des fusions de protéines 

avec l'alkaliie phosphatase et la P-galactosidase (Paulsen et ai., 1996). La famille MFS 

contient 5 groupes de transporteurs divisés en six familles (Fig. 2). En premier, les familles 

14- et 12-TMS ont été considérées des transporteurs ayant seulement 12 TMS. En générale, 

les transporteurs secondais ont 12 TMS, soit en deux séries de 6 TMS chacun (Maioney, 

1994). De plus, un membre représentatif de chacun des 5 groupes de MFS a démontré qu'ils 

contiennent 12 TMS (Calamia et Manoil, 1990; Lloyd et Kadner, 1990; Allard et Bertrand, 

1993; Hresko et al., 1994). 



Des analyses de profils d'hydrophobicité et des séquences en acides aminés des 

hansporteus formant les premiers groupes de la famille des MFSs suggèrent que ce groupe 

comprend en fait deux familles (Paulsen et Skurray, 1993). Ces familles séparées 

comprennent des protéines exporteurs contenant 12 et 14 TMS. Le modèle représentant QacA 

avec ces 14 TMS (Fig. 7) a été basé sur des études de fusions de protéines (Paulsen et al., 

1996). La famille 1 inclut des exporteurs à 14 TMS représentée par QacA et les familles 2 à 6 

représentant les protéines ayant 12 TMS (Fig. 2). 

FIGURE 7. Modèle de la protéine QacA, chez Staphylococcur aureus, dans la membrane 

cytoplasmique (Paulsen et al., 1996). 

1.4.2 Escherichia Coli el m MDR de la famille MFS: EmrAB 

Le locus emrAB chez E. Coli code pour deux protéines impliquées dans le transport de 

substances hydrophobes incluant les découpleurs de la phosphoxylation oxidative. Il a été 

démontré que des cellules contenant un plasmide à haute copie contenant les gènes emrA et 

emrB sont plus résistantes aux découp!eurs carbonyle cyanide m-chlorophenylhydrazine 

(CCCP), au 2-chlorohydrauie ( C m  et au tétrachlorosalicylanilide (TSA). En plus, une 

diminution de la sensibilité à l'acétate phenylmercurique (PMA) et l'antibiotique l'acide 

nalidixique a été observée (Lomovskaya et Lewis, 1992). Les protéines EmrA et ErnrB 



appartiennent airu familles des protéines de fusion membranaire (MFP) (Dinh et al., 1994) et 

MFS (Marger et Saier, 1993), respectivement 

Des preuves ind i i tes  ont suggéré que les protéines EmrA et EmrB fonctionnent 

ensemble. EmrB transporterait probablement les drogues à travers la membrane 

cytoplasmiqu-~ chez E. coli, et EmrA à travers la membrane extracellulaire (Fig. 1) 

(Lomovskaya et Lewis, 1997; Lewis, 1994). Ces deux protéines pourraient fonctionner en 

coopération avec des protéines de la famille OMF (Paulsen et al., 1997), de la même façon 

que les protéines de la famille des RND chez les bactéries Gram-négatives. La protéine EmrB 

3 été le premier transporteur transmembranaire d'une espèce Gram-négative à être identifié et 

semble appartenir à la famille des MFSs. Auparavanf cene famille comprenait seulement des 

MDRs de bactéries Gram-positives (Lomovskaya et Lewis, 1992). 

Une caratéristique importante des protéines EmrA et EmrB est qu'elles coderent 

seulement la résistance à des substrats hydrophobes. Ces protéines protègent la cellule 

bactérienne contre l'antibiotique l'acide nalidiiique mais non pas contre des analogues 

hydrophiles comme le norîloxacin (Lomovskaya et Lewis, 1992). Par contre, le spectre de 

résistance des espèces Grampositives ayant la protéine NorA ou Bmr, démontre le contraire. 

Certains inducteurs de l'expression du locus emr comprennent des substrats de EmrB, tels le 

CCCP et l'acide nalidixique, mais aussi des substrats qui ne sont pas transportés par EmrB, 

tels le bromure d'éthidium (Lomovskaya et al., 1995). 

Il a été démontré que le gène régulateur (emrR) adjacent au locus emrAB, est orienté 

dans la même direction et fait partie du même opéron. En plus, il cont6le I'expression du 

locus par une régulation négative (Lomovskaya et a l ,  1995). EmrR partage des similarités de 

séquences avec une famille de régulateurs transcriptionnels, incluant MarR. Ce dernier régule 

le locus mur (multi-antibiotic-resistance) (Cohen et al.. 1993). 



1.5 Les systèmes de transport PMF-dépendant chez Pseudornonm aeruginosa 

Il est connu que la majorité des souches chez P. aemginosa démontrent un niveau 

significatif de résistance inhérente à une gande variété d'agents antimicrobiens. Ceux-ci 

comprennent la majorité des antibiotiques B-lactamines, les tétracylcines, le chloramphénicol 

et les fluoroquinolones. La membrane externe chez P. aeruginosa possède une très faible 

perméabilité non-spécifique à des petites molécules hydrophiles (Angus et al., 1982; 

Yoshimura et Nikaido.1982). Ces observations suggérent que la cause principale de 

résistance chez cet organisme est due à la nature de sa membrane extracellulaire. 

P. aeruginosa démontre une résistance à plusieurs agents, comme la tétracycline, le 

chloramphénicol et les fluoroquinolones. Cependant, des études ont démontrées que des 

pompes sont responsables de la résistance à ces antibiotiques chez P. aeruginosa. (Li et al., 

1994). 

Parmi la famille MFS, plus précisement la famille des 12-ïMS, deux transporteurs 

ont été identifiés chez P. aeruginosa. Il a été démontré que les protéines CmlA (Bissonnette 

et al., 1991) et TetC (Pedon, 1983). confirent la résistance au chloramphénicol et à la 

tétracylcine par un système d'efflux. Ces transporteurs transmembranaires sont spécifiques 

pour un substrat. Par contre, trois MDRs ont été isolés chez P. aerugin7sa, où chacun 

contient trois composantes ou protéines nécessaires au transport de drogues à travers les deux 

membranes cellulaires. 

Les trois MDRs chez P. aeruginosa sont codées par les opérons mexA-rnexB-oprM 

(Poole et al., 1996), rnexC-mexD-oprJ(Poo1e et al., 1996) et mexE-rnexF-oprN (Kohler et al., 

1997) et sont les seuls gènes de MDR à être isolés chez P. aeruginosa. Parmi la famille MFS 

aucun MDR n'a été identifié chez cet organisme, seulement parmi la famille RND. De plus, 

aucune pompe appartenant à la famille SMR n'a été identifiée chez P. aeruginosa, jusqu'à 

présent. 



Chaque pompe comprend une composante soit MexB, MexD et MexF, traversant la 

membrane intreme (12 TMS). Ces protéines appartiennent à la famille des exporteurs RND 

(Nies. 1995; Saier, Jr. et al.. 1994). La deuxième protéine de fusion membranaire (MexA, 

MexC et MexE) est nécessaire à l'association de l'exporteur RND avec la composante de la 

membrane externe (Ma et al., 1994; N i i d o ,  1994). Cette dernière protéine de la membrane 

externe, soit OprM, OprJ ou OprN forme apparemment un canal afin d'assurer le transport 

des drogues à travers la membrane périplasmique vers l'environnement externe (Fig. 1) 

(Paulsen et al., 1997). 

1 S.1 Les MDRs chez P. aeruginosa 

il a été suggeré que le rde  physiologique du système MexA-MexB-OprM est 

d'exporter la pyoverdiine vers le milieu externe (Poole et al., 1993). Par contre, il semblerait 

que ce système est généralement impliqué dans le transport de métabolites secondaires 

(Poole, 1994). Une surexpression de l'opéron md-mexB-oprM, entraîne une augmentation 

de ln sensibilité de P. aeruginosa au chloramphénicol, à la tétracycline, à l'acide nalidixique, 

au ciprofloxacin et à la streptonigrine. Par contre, une mutation dans cet opéron rend 

l'organisme hypersensible à ces agents (Poole et al., 1993). Une autre étude a aussi démontré 

que le système MexA-MexB-OprM est capable de pomper une variété d'agents 

antimicrobiens en employant l'énergie dépendante de la force motrice de proton (Poole et al., 

1995). 

L'expression de l'opéron mexC-mexD-oprJ est sous la régulation du gène nfxB. Des 

mutations dans ce gène causent une surexpression de la protéine OprJ. Ceci expliquerait le 

haut taux de pompage des quinolones chez P. aeruginosa. Ces souches résistantes, 

selectionnées avec les fluoroquinolones sont prédominantes (Yoshida et al., 1990; Jakics et 



al., 1992). Ces observations déaontrent que cet opéron est le mécanisme de résistance en 

c l i q u e  que I'on rencontre par rapport à I'utilkation des nouvelles fluoroquinolones (Poole 

et al., 1996). Les protéines MexC-MexD-OprJ démontrent un haut niveau d'homologie avec 

les composantes du transporteur MexA-Me*-OprM. Bien que ces dew Misponeurs 

reconnaissent et expoaent certains substrats communs, il existe des différences spécifiques a 

chacun de ces complexes protéiques quant i l'exportation d'autres drogues. Ceci implique 

que les substrats naturels de ces pompes semblent être distincts (Poole er al., 1996). 

L'opéron rnexE-rnexF-oprN a été récemment caractérisé (KOhler et al., 1997) et 

semble étre régulé de façon positive chez P. aeruginosa. Cet opéron semble prévenir 

I'accumulation d'intermédiaires potentiellement toxiques, qui sont produits durant la 

biosynthèse ou le métabolisme de certaines substances aromatiques. Certains substrats 

seraient produits durant le métabolisme de catéchols, benzoates et anthranilates (Kohier et 

al., 1997). 11 a été prouvé que des mutants de type nzC démontrent une augmentation de la 

résistance au chloramphénicol, à des quinolones et aux carbapenemes ainsi que la 

surexpression de la protéine de la membrane externe. OprN (Fukuda et al., 1990; Masuda et 

al., 1995). 

Des études avec du carbonvl cyanide m-chiorophenyihydrazone (CCCP), ont 

démontré que les systèmes de transport, MexA-Mes-OprM (Li et al., 1995). MexC-MexD- 

OprJ (Poole et al., 1996) et MexE-MexF-OprN (Kohler et al., 1997) chez P. aeruginosa, sont 

des exporteurs dépendants d'une source d'énergie. Cette source d'énergie proviendrait de la 

force motrice proton-dépendante de la membrane bactérienne. 

1.6 But du projet de recherche 

Pseudornonas aeruginosa est un pathogène opportuniste causant des infections 

nosocomiales. Cet organisme se rewouve partout dans I'environnement. Chez la 



mucovisidose (fibrose kystique), il existe des problèmes extrapulmonaires, mais des 

statistiques démontrent que 95% à 98% du taux de mortalité est dû aux complications 

pulmonaires, telles que les infections causées par P. oeruginosa. Les colonisation 

bactériennes peuvent être contrôlées à l'aide d'antibiotiques au début, sauf pour P. 

oeruginosa qui semble être extrémernent résistant à ces drogues. 

Par une stratégie de criblage d'une banque de chromosomes bactériens artificiels 

(BAC) de P. oeruginoscz, nous avons voulu isoler un ou plusieurs recombinant contenant le 

locus pmrAB, homologue au locus emrAB de E. coli, pour ensuite caractériser un nouveau 

transporteur c h u  P. oeruginosa. En plus nous avons voulu étudier la mcture  

transmembranaKe de la protéine PmrB, afin de la classer parmi la famille des 14-ïMS des 

MFSs. De plus, nous avons voulu étudier le rde  des protéines PmA et PmB dans le 

transport du bromure d'éthidium et la proflavine, en m e s m t  les changements de 

fluorescence. 

Ces études nous permettrons d'identifier et de caratériser un nouveau système de 

transport de drogues et d'autres molécules chez P. oeruginoso. Ceci sera accompli par des 

analyses génomiques des séquences en acides aminés et des études sur la fonction biologique 

des protéines PmA et PmrB, faisant objet de cette étude. 



CHAPITRE 2 

RESULTATS ET DISCUSSION 

Ce chapitre contient un article scientifique soumis à la revue scientifique 

Antimicrobial Agents and Chemotherapy. L'article décrit les méthodes u t i l i es  pour 

proposer un modèle de la protéine PmrB dans la membrane cytoplasmique et ehidier les 

fondons des protéines PmrA et PmrB dans le pompage de drogue chez Pseudomonus 

aemginosa. Ces travaux permettent de déterminer si les protéines PmrA et PmrB sont 

impliquées dans le transport de substrat à travers la membrane bactérienne. Les résultats 

présentés dans cet article par les différentes méthodes comme l'analyse génomique des 

séquences en acides aminés des protëies PmrA et PmrB et des études biologiques à partir 

des expériences de transport pour PmrB démontrent que ces protéines sont impliquées dans 

le transport de molécules hydrophobes. 



Le locus pmrAB, localisé sur le chromosme de Psedomonar aemginosa a été isolé d'une 

banque de chromosomes bactériens df ic ie l s  (BACS) de 264 recombinants. Une analyse 

profonde a démontri des protéines appartenant à la famille des protéines de fusion 

membranaire (MFP) et la superfamille des pompes majeurs (MFS). Les protéines PmrA et 

PmrB, codées par le locus pmr avaient des idententés sipificatives avec les protéines EmrA 

(43%) et EmrB (49%) chez E. coli. A partir de la séquence en acide aminé de PmrB, un 

modèle ayant potentiellemt 14 régions transmembranaires (TMS) a été proposé. 

L'application des charges positives internes au modèle predit confimie la présence des 14 

TMS. Dans le peptide de PmrB des motifs consérvés ont été identifiés et corresponds aux 

régions déjà définit chez d'autres protéines parmi la famille des 14-TMS des MFSs. Plusieurs 

prolines identifiés supportent l'idée que PmrB peut fonctioner comme un transporteur. Le 

locus pmrAB a été cloné dans un plasmide à haute copie et des expériences de transport ont 

démontrés que la protéines PmrB transporte le bromure d'éthidium et la proflavine. Puisque 

I'enlux a été inhibé par le découpleur carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP), 

la protéine PmrB utilise la force motrice proton dépendante comnme source d'énergie. Les 

protéines identifiées. représente le premier m p o r t e u r  de plusieurs drogues a être isolé chez 

P. aeruginosa, parmi la famille des MFSs. 
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The Pseudomonus aeruginosa chromosomal pmrAB locus has been isolated from a bacterial 

artifïcial chromosome (BAC) anay of 264 clones. Detailed analysis showed proteins 

belonging to the membrane fusion protein farnily and a transmembrane protein of the major 

facilitator superfamily @ES). Both the PmrA and PmrB proteins encoded by the pmr locus 

had significant identities to the E. coli EmrA (44%) and EmrB (49%) proteins, respectively. 

Based on the arnino acid sequence of PmrB, a putative model with 14 potential a-helices 

spanning the inner membrane was predicted. The 14 transmembrane segment model is 

supported by the charge bias obtained from applying the positive-inside d e .  Conserved 

motifs found withh the PmrB peptide, supported the model of designated regions of other 

proteins w i t h  the 14-TMS family of the MFS. Prolies identified supported that PmrB 

could function as a transport protein. The pmrAB locus was cloned on a multicopy plasmid 

and transport experiments showed that the PmrB protein mediated effiux of eîhidium 

bromide and proflavin. Since effiux was uncoupled when the protonophore carbonyl cyanide 

m-chlorophenylhydrazone (CCCP) was present, the PmrB protein was involved in energy 

coupling (proton translocation) using the proton-motive force. The identified proteins 

represent the h t  multidrug efflux pump withii the MFS to be isolated from P. aeruginosa. 



INTRODUCTION 

Bacterial and eukaryotic cells possess a wide vanety of membrane transporters. These 

play a vital role in nutrient acquisition, in maintainhg cellular homeostasis, and in 

multidrug and unrelated toxin efflux (23). The latter function has been a well-studied 

phenomenon due to the N i g  pmblems of resistance to several commonly used antibiotics. 

Multidrug resistance genes (MDR) in bactena were first identified on a Staphylococcur 

aweur plasrnid (33) and later on the chromosomes of Bacillu subtilis (1, 18, 21), 

kherichia coli (12, 14). Lactococeus Iactis (2). Mycobacterium smegmatis (32), Neisseria 

gonorrhoeae (6). Pseudomonas aeruginosa (9, 26), Salmonella iyphimurium (7)  and S. 

aweur (8.19). 

Most of the purnps identified in these organisms belong to a secondary type of 

transporters requiring the energetics of a proton motive force. 'Tbese constitute the largest 

group of transporters to be found in bacteria, which have been divided into three major 

families: the major facilitator superfamily (MFS), the small multidrug resistance pump 

( S m )  family, and the resistance/nodulation~cell-division (RND) family. The MFS consists 

of various transport proteins involved in symport, antiport or uniport of a wide range of 

substrates (5, 15). Based on hydropathy and comparative amino acid sequence analysis it has 

been suggested that the MFS can be divided into five distinct clustea of membrane transport 

proteins (15, 24). Clusters 2 to 5 shared a common structural motif of 12 transmembrane 

spanning segments (TMS), wherea. cluster 1, upon closer studies has been divided into two 

families consisting of proteins with 12- and 14-TMS. The best-characterized member of the 



12-TMS family (cluster 1) is the tetracycline exporter TetB eom E. coli (10). Within the 14- 

TMS family (cluster 1) the multidrug exporter QacA h m  S. ûurrur (22.24,29) has been 

extensively studied. 

Within the 12- and 14-TMS families of export pmteins several multidrug resistance 

efflux pumps have been identifie& such as the B. subtilis Bmr (18), E. coli EmrB (II), and S. 

aweus QacA (29) pmteins. The substrates transported by these proteins seemed to share no 

stmctural similarities although they have common physicd properties (lipophilicity and 

charge). However, the molecular basis of substrate recognition by these pumps has yet to be 

determined. 

î h e  proteins EmrA and EmrB of E. coli belong to the membrane fusion pmtein 

(MF?) family and the MFS, respectively. The MFP is required in order to export the 

substrate across the membranes of Gram-negative bacteria. n i e  EmrB protein has been 

shown to export various unrelated hydrophobie compounds. The emrB gene is chromosomaly 

located and has been cloned, sequenced and expressed on a multicopy plasmid (12). The 

translated arnino acid sequence showed 23% and 26% identity to QacA and Mm., 

respectively. Al1 h e  of these proteins have 14 putative transmembrane segments (17). 

in this study, we describe the isolation and characterization of a chromosomal locus, 

pmr, fiom a bacterial artificial chromosome (BAC) library of P. aeruginosa. The complete 

amino acid sequences of PmrA and PmrB were compared with previously determined 

sequences of other MFPs and members of the MFS, respectively. We propose a lCTMS 

topology of the PmrB protein based on hydropathy analysis, multiple-sequence alignrnent. 



and the application of the positive-inside d e  in order to classify the protein within the 14- 

TMS family of the MFS. Additionally, the ability of the PmrA/PmrB protein pair to transport 

ethidiurn and proflavin was measured by an in vivo fluorescence quenching assay. in this 

study we have isolated and characterized the first multidmg efflux pump of P. aeruginosa 

that would belong to the MFS. 



MATERIALS AND METHODS 

Enzymes and Antibioties. Restriction endonuclease BamHI and HindIII and T4 DNA ligase 

were purchased h m  New England Biolabs Ltd. (Mississauça, Ontario, Canada). AmpicilSi, 

proflavin and carbonyl cyanide mthlrophenylhydrazone (CCCP) were purchased h m  

Sigma Diagnostic Canada (Mississauga, Ontario, Canada). 

Bacterial strains and plasmids. E. coli strain used was DHSaF': F'/en&I hsdR17(rk-mk-) 

supE44 rhi-1 r e d l  gyrA (Na13 relA1 D(lrci2YA-argF) U169 deoR @OdlacD(iacZ) Ml5). 

The bacterial strain P. aeruginosa PA01293, a denvative of PA01 constructed using the 

transducing phage E79tv-2 and canies a mutation for chloramphenicol resistance (kindly 

provided by Dr. Bruce W. Hoiloway, Monash University, Australia), was used for the 

preparation of high molecular weight gcnomic DNA for PCR amplification and BAC 

constructions (4). AI1 cloning were performed with pUC18 (Pharmacia Biotech, Baie d'Urfé, 

Quebec, Canada). 

Plasmid construction and recombinant DNA methods. Frimers 5'- 

CGCGGATCCCATCTGACCCGGCATTCTAT-3' and 5'- 

CCCAAGCTTAAGCGCCGGAATGAACGA-3' with BamHI and HindIII restriction sites, 

repectively, were prepared for amplification of a 3.0 kb PCR product and codig for PmrA 

and PmrB proteins. PCR was performed in 50 pl reactions in 1X Expand High Fidelity buffer 

with 1.5 rnM MgC12, 200 pivl dNTF's, 300 nM of each primer, and 2.6 U Expand Hi& 

Fidelity PCR system enzyme m k  (Boehringer Mannheim Canada, Laval, Quebec). 



Amplifications were conducted in a progammable thermal cycler (Perkin-ElmedCetus) with 

an initial template denaturation at 94OC for 2 min, then 10 cycles of 1 min denaturation at 

94OC. 1 min annealmg at 5j°C, and 4 min extension at 6S°C, followed by 20 cycles of 1 min 

denaturation at 94°C. 1 min annealmg at 5j°C, and 4 min extension at 68OC with a cycle 

elongation of 20 sec for each extension cycle. F i l y ,  1 cycle of prolonged elongation was 

done for 10 min at 68°C. Reaction products were purified using the QIAquick PCR 

purification kit (QIAGEN Inc., Chatswordi, Ca., USA). n i e  amplified product was digested 

with BamHI and HNidiii and cloned into the multicopy pUC18 plasmid. The ligation mixture 

was then electroporated in E. coli DH5u.F' and cells grom on Tryptic Soy Agar plates 

(DIFCO, Detroit, MI, USA) supplemented with ampicillin (100 pg/ig/ml). Plasmid DNA was 

isolated by the alkali lysis procedure (29). 

DNA sequencing and oligonucleotide synthesis. Sequencing gels were run on a 373 DNA 

Sequencer (Applied Biosystems) following sequencing reactions performed with AB1 Prism 

DyeDeoxy kits with Taq FS (Perkin-Elmer). DNA preparations for sequencing were done 

iising Qiagen Midikits (Qiagen). Sequencing and PCR primen were synthesized on an 

OligolOOO DNA synthesizer (Beckman) or Mode1 394 DPJARNA synthesizer (Applied 

Biosystems), then purified using the EasyPrep System Oliga Prep Kit (Pharmacia). The 

sequence was determined by a primer walking sequencing approach for pmrAB. Primen 

were synthesized from the last 50 nucleotides read and both DNA strands were completely 

sequenced. 



Librîry pooiing and PCR screening. For library poolii, the 264 BAC clones having >S0 

kb inserts were grown to saturation in individual 1.5 ml cultures, and 100 pi aliquots were 

withdrawn for each pool. Pooled cultures were prepared as previously described (3). Briefly, 

cells were centrifuged for 2 min, and resuspended in 100 pi 10 mM Tris-HCI (pH 8). 0.1 mM 

EDTA. Cells were lysed by incubation at 100°C for 10 min then 10 pl was withdrawn kom 

each pool for each PCR reaction. PCR was performed in 100 pl readons in 1.5 mM MgC12, 

1X PCR buffer (Gibco BRL), 5 pmoles of each primer, 200 pM dNTPs (Boehringer 

Mannheim) and 5 units Taq DNA polymerase (Gibco BU). Amplifications were conducted 

with an initial template denaturation at 94OC for 7 min, then 25 cycles of 1 min denaturation 

at 95"C, 1 min annealmg at 50°C, and 1 min extension at 72°C. For each PCR readon. 15 pl 

was electrophoresed in agarose gels and the PCR products visualiied after ethidium bromide 

staining. 

Ethidium fluorescence assay. The general method for transport studies was adopted as 

prwiously described (16,34). Bnefly, 1 ml kom an overnight saturated culture grown in LB 

broth was used to inoculate 100 ml of LB broth in a 500-ml flask with appropnate antibiotics 

for plasmid maintenance. The cultures were incubated at 37°C for 2 h., PTG was added to a 

îïnai concentration of IrnM to those cultures requiring induction, and were fuaher incubat-d 

for 2 h. Cells were harvested by centrifugation at 3,000 X g for 10 min, washed in 20 mM 

HEPES (pH 7.0) and recentrifuged. Washed cells were resuspended in 10 ml of wash buffer 

with 10 pM ethidium bromide and 20 pM CCCP and incubated at 37OC for 30 min to load 

cells with dye. The cells were then placed on ice for 15 min. Ethidium bromide-loaded cells 



were collected by cenmfugation as before and resuspended in wash b&er quantitatively at 

50 mg (wet weight) of cells per ml. 

Transport experiments were performed with a 1-cm-path-lengtb fluorescence cuvette, which 

contained 1.7 ml of bufFer to which 200 pl of ce11 suspension was added Fiuorescence was 

measured using the Shimadni spectrofluorophotometer RF-540. Transport was initiated by 

the addition of 100 pi of 1M sodium formate, which serves as respiratory chah donor to 

generate a proton motive force. Assays were performed at room temperame (22OC). The 

wavelengths used were as follows: excitation, 530 nm, and emission, 600 nm, with a IO-nm 

bandwidth. Under conditions in which uncoupler was utiiiied CCCP was added to the buffet 

in the cuvene to a final concentration of 20 pM. 

Proflavin fluorescence assay. A similar assay as the above ethidium fluorescence was used 

with the dye proflavin, as previously descnbed (34). Cells were prepared as descnbed above. 

E. coli cells were loaded with dye for 30 min at 3 7 T  at a final concentration of 20 ph4 with 

20 pM CCCP. n i e  assay was performed with 2.0 ml of 20 mM HEPES buffer (pH 7.0) and 

10 pl of ceIl suspension (50 mg [wet weighq of cells per ml). Transport was initiated by the 

addition of 100 pl of 1 M Na formate. The excitation wavelengtb used was 450 nm with 

emission measured at 510 nm with a IO-nm bandwidth. Under conditions in which uncoupler 

was utiiiked, CCCP was added to the buffer in the cuvene to a final concentration of 100 ph4. 

Values shown in Table 3 represent the slopes obtained îÏom the plots of changes in 

fluorescence over time. Reading were recorded every 30 S. for 3 min. for the proflavin 

flurorescence assay and every 1 min. for 10 min. for the ethidium fluorescence assay. 



Nuclwtide and a m h o  acid sequence analysis. DNA sequence analysis was done on a Sun 

Sparcs lOOOC workstation with the Genetics Cornputer Group software packages (Wisconsin 

Package Version 9.0, Genetics Cornputer Group (GCG), Madison, Wisc.). Cornparisons of 

sequences with the GenB* European Molecular Biology Laboratory, and National 

Biomedical Research Foundation databases were done using FASTA and BLAST programs. 

Nucleotide sequence and mRNA translation alignment was performed using PUBLISH, and 

DISTANCES to detemine percent identities. The pmrAB sequence has been deposited with 

GenBank under the accession number AF047693. Multiple sequence aligunents were 

performed with the pro- PILEUP, ClustalW. and prepared with BOXShade. Topological 

prediction was performed using TMpred (ISERC) and the hydropathy plots generated by the 

Pwram (35). 



PCR screening and MDR gene isolation. Initial screening was done on a P. aeruginosa 

library in pTZ18R (EcoRI - 1MboI) by random sequencing, usinç primers fl&g the 

multiple cloning site of the vector. These recombinants contained inserts of approximately 

1.0 to 4.0 kb. f i s  fîrst screening allowed the identification of several sequences, within the 

P. aeruginosa PA01 çenome, showing identities to known genes among other organisms. 

One of the isolated clones had a 1044 bp insert showing 43% identity to the 3' end of the E. 

coli emrB, a multidniç resistance (MDR) gene (data not shown). Complete sequencing of the 

identified emrB orthologue. allowed the design of interna1 primes amplifying 2 172 bp 

fiagrnent These were used to screen by PCR a selected array of P. aeruginosa bacterial 

artificial chromosomes (BAC) of 264 clones having inserts > 80 kb (4). nie BAC screening 

consisted of a poolig strategy of BAC recombinants and PCR (4). PCR screening was then 

performed on the 12 individual BACs within the second level pools, and two BAC clones 

were identified. 

The PCR screening ailowed the isolation of two BACs, having inserts of 140 kb and 

80 kb within the HindiIi cloning site of the pBeloBAC11 vector. These BACS contained the 

emrB homoloye of E. coli from P. aeruginosa. n i e  recombinant BAC, pMNA19 was 

retained and subsequently used for direct BAC sequencing. 

Sequencing pmrA and pmrB. DNA sequencing of 3296 nucleotides (nts) and initial 

homolog searches identified emrAB homologues. The first open reading frame (orfl), fiom 

1413 nts to 2942 nts, encoded an emr orthologue which showed 49% identities with the E. 



coli and H. influeme EmrB proteins. Further sequencing downstrearn of orfl and database 

searches of deduced peptides revealed no significant homologies. Upstream of o r - ,  a second 

open reading h e  (orfl), from 200 nts to 1402 nts, was found 10 bp h m  the Met initiation 

codon (1413 nts) of the emrB homologue (Zig. 1). A comparison of orf- with databases using 

BLAST and FASTA programs, revealed 44% and 42% identities to the E. coli EmrA and H 

»tflueniae ErmA proteins, respectively. orfl and orfl were subsequently designated aspmrB 

and pmrA, respectively (Fig. 1). Further DNA sequence analysis revealed that al1 possible 

or& identified were 67% W C  rich, a characteristic of the P. aeruginosa chromosome. 

DNA sequence analysis did not identie a promoter sequence upstream of pmrB, 

suggesting that the two genes could be pan of an operon. Based on known P. aeruginosa 

promoter consensus sequences (28). two possible -35 and -10 promoter sequences were 

found with their corresponding possible ATG initiation codon, upstream ofpmrA. As s h o w  

in Fig. 1, region 1 and II correspond to promoter sequences containing one or two 

mismatches to known P. aenrginosa promoter sequences. A strong transcriptional terminator 

was also found downstream (158 nts) of the pmrB TGA termination codon (Fig. 1). A 

comparison of the genomic organization of the E. coli multidmg emux emrRAB locus with 

the P. aeruginosapmrAB locus showed that the genes are organized in a similar manner (Fig. 

2). Sequencing 1.0 kb upstream ofpmrA did not reveal a possible negative regulator of the 

putative multidmg resistance pump, as for the EmrB efflux pump of E. coli (Fig. 2). 

The proteins encoded by emrA and emrB belong to the membrane fusion protein 

(MFP) family and the major facilitator superfamily (MFS), respectively. When comparing 



the Yaino acid sequence of the PmrA pmtein with other membea of the MFP, the most 

signiîïcant identity of PmrA was observed with ErmA (42%) and EmrA (44%) pmteins 

(ïABLE 1). The highest percent identities of PmrB were observed with the EmrB pmteins 

(49%) of E. coli and H. influezae (TABLE 2). The multiple-sequence alignment of the 

highly identical MFPs showed that there are several regions having almost 100% identities 

with PmrA (Fig. 3). A similar alignment was prepared with EmrB of E. coli and H. 

influeme (idicated as HmrB to distinguish h m  the EmrB pmtein of E. colr] and PmrB of 

P. aeruginosa (Fig. 4). This alignment also dernonstrated high identities, with only two 

minor gaps at positions 353 and 440 of PmrB (Fig. 4). This indicated that the PmrA and 

PmrB proteins might potentially function in a similar fashion to pmteins within the MFP 

family and MFS, respectively and more similarly to EmrA and EnnA and EmrB of E. coli 

and H. inflitezae, respectively. 

Prediction of 3 14-TMS model for PmrB. The 1527 bp orf of pmrB would encode a 509 

amino acids peptide of approximately 56 kDa (Fig. 1). The hydropathy plot of PmrB 

indicated a highly hydrophobic integral membrane protein with 14 potential a-helices 

spanning the membrane (Fig. 5A). Al1 peaks with < H > 1_1000 are considered "certain" 

transmernbrane segments (TMS), and al1 with 500 < < H > < 1000 are considered putative 

candidates; cut-off values were chosen as descnbed (35). Looking at the hydrophobicity 

profile of PmrB, 13 of the 14 peaks (1,2,3, and 5 to 14) were considered certain TMS (Fig. 

5A). In order to v e n S  the validity of the fourth peak the positive-inside rule was applied to 

our model as proposed (35). 



Initially two possible transmembrane structures were generated including the 13 

ceriain candidates and then either excluding or includiig the founh tentative segment (Fig. 

SB). Each smicture was then ranked according to their degree of bias, representing the 

ciifference in the number of positively charged amino acid residues (Arg and Lys) between 

the two sides of each structure. From the two topologies generated, one excluding and one 

including the putative segment, the bias in the distribution of positively charged residues 

were found to be -7 and 12, respectively (Fig. 5B). Accordiig to the positive-inside nile, the 

second topology (including the putative segment) has been detennined to be the correct 

model. 

Eased on the hydrophobicity a d y s i s  and confirmation of al1 transmembrane 

segments by the positive-inside d e ,  a refined model wzs generated showing the PmrB 

protein spanning the cytoplasrnic membrane 14 times (Fig. 6). From the predicted topology 

and the multiple-sequence alignment of PmrB with other homologous proteins (Fig. 4), 

conserved motifs within the 14-TMS family of the MFS were identified and mapped on the 

two-diensional model (Fig. 6). The conserved motifs have been s h o w  to be characteristic 

for either 12- or 14-TMS or conserved in both families within the MFS (24). We noted that 

the motifs lie within the predicted regions: motif A between TMS 2 and 3, motif B within 

TMS 4, motif C at the end of TMS 5, motif Dl at the end of ïMS1, motif E within ïMS 7, 

motif F within TMS 13, and the recently identified motif H which lies within TMS 6 (Fig. 6). 

Transport esperirnents. In order to determine whether the protein encoded by pmrB 

functions as an efflux pump, hllnsTort experiments were perfonned. Overexpression of PmrB 



dong with its MFP PmrA @PMRABl and pPMRAB2) did not show any sigllficant increase 

in ethidium transport when compared to E. coli. The relative initial rates of transport encoded 

by the r e c o m b i t  plasmids were about twice the rate of E. coli cells done or containing the 

pUC18 vector ('TABLE 3). When comparing the extent of transpon, as measured by the ratio 

of energized cells (+Formate) relative to resting cells (-Formate) containimg pPMRABl and 

pPMRAE2, no obvious initial burst of transport from the resting state was observed Values 

obtained were 6.3, 3.2, 4.5, and 2.3 for E. coli cells containing pPMRABI, pPMRAB2, the 

vector pUC18, and E. coli only, respectively. This would indicate that the PmrB pump 

transports very linle if any ethidium bromide. However, addition of 20 pM CCCP seemed to 

uncouple efflux since the initiai rates of inhibition were somewhat Iowa, than those of 

energized cells (TABLE 3). The low leve! of transport observed could be due to other 

multidrug transporten found in E. coli and could not be assigned to the expression of the 

cloned genes. 

Transport experiments were also performed using the proflavin dye. Relative initial 

rates of proflavin fluorescence are given in Table 3. The relative rate of transport of 

overexpressed PmrB was observed to be five-fold (4.9) when compared to E. coli cells only. 

An initial burst of transport of approximately four-fold was observed, when comparinç the 

ratio of energized cells to resting cells of PmrB @PMRABI and pPMRAB2: - 20) with the 

ratio of the conkoi (E. coli cells only: - 5). This showed that the protein encoded by pmrB 

was able to transport proflavin across the membrane. Efflux was sigiificantly uncoupled 

using 100 pM CCCP (TABLE 3). When CCCP was present in the buffer a change from 

0.046 2 0.013 to 0.069 I0.005 was observed during the initial rate of transport of proflavin. 



However when the uncoupler was not added to the mixture, the initial rates of transport went 

from 0.046 0.013 to 0.93 + 0.12 for pPh4RAB1. Similar results were obtained for 

pPMRAB2 (TABLE 3). 



DISCUSSION 

Random sequencinç of a P. aeruginosa library in pTZ1SR allowed the isolation of a 

recombinant. with a 1044 bp insen and havinç an identity of 43% to the E. coli EmrB 

pmtein. This allowed the design of specific primes and subsequent screening, using PCR of 

an array of 264 BACS. Two recombinants were isolated followinç PCR screening, and shown 

to contain inserts of 80 kb and 140 kb and presumably encodng the prnrAB locus. The pmr 

locus was sequencd and subcloned into the pUClS plasmid PmrAIB proteins expressed 

mediated efflux of hydrophobie substrates, such as ethidium brornide and proflavin. The 

complete nucleotide sequence of the prnr locus was determined and shown to contain two 

orfs encodiig the PmrA amd PmrB proteins. A comparative genetic map (Fig. 2) of the 

ernrR4B and the prnrAB loci showed similar orçanization of the çenes. but no regulatory 

protein for the PmMB proteins has been kientified, such as the EmrR protein, a member of 

the MarR family (13). If a regdatory protein of the prnrAB locus exists within the P. 

aeruginosa genome, genetic complementation studies with E. coli rnight identifi such a 

protein. Furthemore, amino acid sequence analysis ailowed the prediction of a putative 14 

transmembrane segment mode1 of the PmrB protein. 

A cornparison of the amino acid sequences of PmrA and PmrB. with proteins in 

databases, revealed 44% identity to EmrA and 49% identity to EmrB of E. coli, respectively. 

The EmrA and EmrB proteins have been characterized and found to belong to the MFP 

family and the MFS (12), respectively. PmrB would also belonç to the MFS. due to the hi& 

degree of identity with proteins within that family, in contrast to proteins within the RND or 

SMR families. The PmrA protein showed sigiificant identities with proteins among the MFP 



family. in P. aeruginosa three muitidrug efflux pumps O R S )  encoded by the md-mexB- 

oprM (26), mexC-mexPoprJ (25), and mexE-md-oprN (9) operons have been 

charaderized. Al1 three MDRs have been responsible in mediating intrinsic multiple 

antibiotic resistance. 

Several export proteins of P. aeruginosa, such as CmlA and TetC, belong to the MFS, 

but the only MDRs isolated fiom P. aeruginosa (Mex) belong to the RND family (23). in this 

study we have isolated and characterized the first multidrug efflux pump of P. aeruginosa 

that would belong to the MFS. The PmrB would belong to the 14-TMS family export 

pmteins of the MFS, with 14 a-helices spanning the membrane (Fig. 6); in contmst to 

membea of &e RND family, which only contained 12. The RND muitidrug efflux systems 

identified to date displayed much wider substrate specificity than the MFS or SMR multidrug 

efflux proteins (23). 

Within the MFS, QacA represented the fim membrane transport protein s h o w  to 

contain 14 transmembrane segments (TMS). It also confirmed that the MFS contains a family 

of proteins with 14-TMS, since cluster 1 was thought to include proteins with 12 TMS. 

Cluster 1 has subsequently been divided into two families, the 12-TMS and the 14-TMS (22). 

The membrane topology of QacA was analyzed using alkaline phosphatase and P- 

galactosidase fusions, which indicated that the protein contains 14-TMS (22). A new strategy 

for predicting the topology of badenal inner membrane proteins was proposed (35) on the 

basis of hydrophobicity analysis, generation of a set of possible topologies and ranking these 

accordiig to the positive-inside d e .  The positive-inside d e  is based on the observation that 



positively charged amino acid residues (Arg and Lys) are much more abundant in 

cytoplasmic as compared to penplasmic regions of bacterial inner membrane proteins (35). 

Using the strategy involving hydropathy analysis and the positive-inside d e  has provided 

support and confirmed the proposed mode1 of the PmrB protein containimg 14-TMS (Fig. 6). 

The model we propose fits within the refmed phylogeny of the MFS, where family 1 consists 

of the 14-TMS exporiers typified by QacA (22). 

A closer look at the PmrB 14-TMS model and the multiple-sequence alignment (Fig. 

4 and 6) reveaied the presence of several prolimes within TMS 4, 6, and 10. ïhis  is a rare 

feature among a-helices, since the relatively rigid backbone angles of the prolie residue and 

its lack of an amide proton for donation in hydrogen-bondmg patterns makes it a breaker of 

a-helical structures. The trammembrane pmtein segments are nonnally comprised largely of 

hydrophobic helix-promoting arnino acids. In one study conducted by Brand1 and Deber (3), 

it was observed that membrane-buried prolme residues were found in nearly al1 transport 

proteins examined, in contrast to non-transport proteins whose membrane-buried regions 

were largely devoid of intramembranous prolime residues. It was therefore hypothesized that 

intmmembraneous prolime residues in transport proteins may cause conformational 

perturbation at only one or two sites. This should be sufîïcient to regulate the opening and 

closing of the protein transport channel. It was also noted that membrane-buried prolines are 

conserved in similar positions in transport proteins that have cornmon function (3). This is 

observed in the multiple-sequence alignment of PmrB like proteins (Fig. 4), suggesting a 

similar function between the EmrB and PmrB proteins. 



As has been previously mentioned the PmrB protein is highly identical to the EmrB 

protein of E. coIi, which belongs to the MFS. The EmrB protein was the first reported 

membrane translocase in Gram-negative species and found to belong to the MFS, since 

previously that family, only included multidnig resistance proteins of Gram-positive bactena 

(12). In this midy we have identified another membrane translocase from a Gram-negative 

bactena. the PmrB protein of P. aeruginosa, which should be classified within the 14-TMS 

family of the MFS. 

There are several consensus sequences found in most members of the 14-TMS of the 

MFS suggesting that these regions are essential for the function of these transporten (24). 

n i e  model presented in Fig. 6 identifies the location and sequences of these consensus motifs 

within the PmrB peptide. Motif A and B overlap with related conserved motifs identified in a 

goup of homologous suçar transporters. Motif A, found in a cytoplasmic, hydrophilic loop 

with its hi& degee of conservation among other types of transporters suggested that it may 

play a role in the openinç and closing of the transport channel by a reversible conformationai 

change mechanism. Withi motif B found in TMS 4, an absolute conservation of the Arg 

(position 109 in Fig. 4 and 6) suggests that it may be involved in proton transfer. Uniiie 

motif A and B. motif C is conserved only among expon proteins and is not found in sugar 

importers. This suggested that motif C may be involved in linking proton translocation to 

export rather than import of a substrate (24). 

Anaiysis of the sequence and prediction of a 14-TMS model strongly supports the 

claim that the PmrB protein could potentially function as a membrane transporter. l i e  other 



memben of the MFS. The emr locus protected the ce11 from a number of dmgs, only when 

present on a multi-copy plasmid (13, and cloning of rehAB into a hiçh-copy plasmid and 

expression behiid a stmng promoter gave resistance to tellurite (34,36). in E. coli the EmrB 

protein is known to fünction as an emux purnp, like many of the proteins belonging to the 

MFS. The emux mechanism bas been elucidated for several proteins by monitoring ethidium 

bromide hansport (1 1, 18,19,34,38). in this study, we also utiliied a proflavin fluorescence 

efflux assay (34). The observed change in fluorescence is an indication of the fluorophore 

being transpoxed h m  a more concentrated environment within the ce11 to a more dilute 

environment outside the cell. The efnux causing the dilution of the fluorophore results in a 

change in the quenching state of the fluorophore therefore a change in fiuorescence is 

observed (34). When cells are exposed to Na formate ethidium fluorescence decreases when 

transported outside the cells in contrast to proflavin whose fluorescence increases upon 

efflux. 

The transport experiments performed in this study showed low levels of ethidium 

transport in contrast to proflavin emux that was five times over the controls (TABLE 3). 

Both of these fluorophores are hydrophobic substrates, similar to the dmgs transported by the 

E. coli EmrB protein. It has been shown that the EmrB protein confea low levels of 

resistance to ethidium bromide (12). similar to the low levels of ethidium transport observed 

with the highly homologous (49%) PmrB protein. Similar transport experiments were used to 

show evidence for an e a u x  systern such as NorA and QacC of S. aureus (1 1, 19), EmE of 

E. coli (37). Bmr of B. subrilis (1 8) and TehA of E. coli (34). Fluorescence probes have been 

used to monitor the fünction of the subunit proteins of the MexA-MexB-OprM dmg 



extrusion rnachineiy in P. aeruginosa (20). The application of a novel technique has been 

recently described to midy the generation of unmarked chromosomal mutations for the study 

of efflux systems (51). 

We have shown that the pmrAB locus codes for two proteins, which mediate efflux 

across the bacteriai membrane. These experiments ailowed us to show a possible biological 

function for the PmrB protein, that of an efflux pump. Ethidium and proflavin hansport are 

uncoupled by CCCP (TABLE 3), implying that PmrB is capable of u t i l i i g  the membrane 

energetics, such as the proton-motive force like the QacA and EmrB proteins among the 

MFS. A greater concentration of CCCP, than the one used with the ethidium transport 

experiments, was required to inhibit proflavin fluorescence changes. This is probably due to 

the increased sensitivity of the proflavin assay (>200 fold) due to the difference in quantum 

yield between fluorescent and quenched f o m  (34). The PmrB protein would belong to the 

14-TMS family of the MFS conferring resistance to hydrophobie substrates similarly to the 

EmrB protein of E. cati. It is aiso the only multidmg efflux pump of the MFS to be identified 

in P. aeruginosa and the second from a Gram-negative bacteria, withii that family. The 

isolation of this new MDR &om P. aeruginosa might be able to explain resistance to new 

antibiotics or drugs to which the mechanism of resistance has not been elucidated yet. 
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TABLE 1. Percent identities behvecn members of the Membnne Fusion Protein family 

a MFP of EmrB in H. influert-ae (identified as H m A  to distinguish î3om EmrA of E. coli), an 
EmrA homologue of E. coli (PR: B64101). 

MFP of EmrB in E. coli (PR: JC1344). 

MFP of PmrB in P. aentginosa, an EmrA homologue of E. coli ( f i s  work; GB: 
AFû47693). 

MFP of EnvD in E. coli (GB: X57948). 

MFP of NolGHI in Rhizobium meliloti (GB: 58632). 

Mn?, membrane fusion protein. 

Accession number: GB, GenBank; PR, PR, protein identification ressource. 



TABLE 2. Percent identities behveen 14-TMS family multidrug export proteins of the 

Major Facilitator Superiamily 

" EmrB (identified as HmrB to distinyish 60m EmrB of E. coli] of H. influetme, an EmrB 
homologue of E. coli (PR: A64101). 

MDR found in E. coli (PR: JC1345). 

P. aeruginosa EmrB homologue of E. coli (This work; GB: AF047693). 

MDR found in Staphylococncr aureus (GB: X56628). 

MDR found in Salmonella typhimurium (SW: P37594). 

'MDR found in Saccharomyces cerevisiae (GB: 249210). 

MDR, multidrug resistance efflux pump. 

Accession numbea: as for Table 1; SW, SwissProt. 





FIGURE LEGENDS 

Fig 1. Nucleotide sequences of genes pmrA and pmrB. The 5' end, of pmrA and pmrB 

initiation ATG and termination codons are indicated in bold. Two possible promoten (1, II) 

ofpmrA and a transcriptional terminator are underlined. 

Fig 2. Comparative genetic maps of the regions encodiig the multidmg efflux loci emrRAB 

and pmrAB. Genes are represented as armwed lines: (i) major facilitator superfamily (MFS), 

thick black: (ii) membrane fusion protein (MFP) family, thick striped; (iii) reçulatory, thin 

black. 

Fig 3. Multiple-sequence a l i m e n t  of H. influenzae EmiA (identified as HmrA to 

distinguish fiom EmrA of E. coli), E. coli EmrA, and P. aeruginosa PmrA, memben of the 

membrane fusion protein family (MFP). The black areas represent identical amino acids and 

the g e y  areas represent similar amino acids. 

Fig 4. Multiple-sequence a l i m e n t  of H. influe~ae EmrB (identified as HmrB to 

distinguish fiom EmrB of E. coli], E. coli EmrB, and P. aeruginosa PmrB, memben of the 

14-TMS family of the MFS. The black areas represent identical amino acids and the grey 

areas represent similar amino acids. Highly conserved motifs are displayed below the 

alignment. 

Fig 5. A) Hydrophobicity profile for the P m B  protein of P. aeruginosa. The upper and lower 

cutoffs are marked (500 L< H > < 1000). i represents in, O represents out on the hydropathy 



plot. B) Two possible topologies for the PmrB protein based on the hydrophobicity plot n i e  

putative transmembrane segment is s h o w  in black The number of Arç + Lys amino acids 

are s h o w  above each polar segment. 

Fig 6. Hypothetical two-dimensional mode1 of the 14-TMS, P. aeruginosa multidruç 

resisiance protein, PmrB inserted into the cytoplasmic membrane. Amino acids indicated 

represent conserved motifs A to F and H. Positions of the entry points into the cytoplasmic 

membrane are also indicated. 
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CONCLUSIONS 

Nous avons isolé et caractérisé les gènes codant pour un système d'efflux chez 

Pseudomonar aeruginosa. Le transporteur semble avoir une affinité pour les substrats 

hydrophobes, tel le bromure d'éthidium et la proflavine. Ceci a été détenniné par un essai de 

transport de substrats à travers la membrane bactérienne. 

Une stratégie rapide de criblage d'une banque de chromosomes bactériens artificiels 

(BACs) de 264 clones ayant des inserts >80 kb de P. aeruginosa a été développée. Ceci nous 

a permis l'identification de plusieurs gènes impliqués dans la pathogénie et la résistance chez 

P. aeruginosa (Dewar et al., en impression). Une série de réactions PCR ont été faites avec 

des amorces spécifiques à un gène en particulier. La PCR a été utilisée avec I'ADN 

provenant de p1us;eurs recombinants dans un même tube ou avec l'ADN de clones 

individuels. Par cette méthode de criblage, deux BACs recombinants de 140 kb et 80 kb 

contenant le locus pmrAB chez P. aeruginosa ont été isolés. De plus, les BACs nous ont 

permis de compléter le séquencage du gène pmrB directement à partir de I'ADN des BACs 

recombinants isolés. 

Les protéines PmrA et PmrB chez P. aeruginosa, démontrent des identités en acides 

aminés de 44% et 49% avec les protéines EmrA et EmrB chez E. coli. Ces protéines 

appartiennent à la famille des protéines de fusion membranaire (MFP) et à la superfamille 

des pompes majeures @IFS) (Lomovskaya et Lewis, 1992). La protéine PmrB chez P. 

aeruginosa appartient à la famille des MFSs puisque des études de comparaison des acides 

aminés démontrent des identités significatives (49%) avec les peptides de cene famille, 

contrairement aux protéines des familles RNDs et SM&. De plus, PmrA contient plusieurs 

régions conservées ayant des identités de 100% avec la protéine EmrA chez E. coli et de la 

famille des MFPs. 



La localisation des régions transmembranaires de la protéine PmrB a été prédite via le 

profil d'hydrophobicité et l'application des charges positives internes (positive-inside rule) 

(von Heijn, 1992). La revue de la littérature a démontrée que l'analyse faite sur 24 protéines 

dont les structures transmembranaires ont déjà été détennicks expérimentalement par 

l'application du positive-inside d e  que 23 des 24 protéines étudier ont été correctement 

localisées (von Heijn, 1992). La mëme approche a été employé pour la construction d'un 

modèle srnicrural de la protéine PmrB bis6 sur 14-TMS. 

Une étude approfondie de la séquence de la protéine PmrB a révélé plusieurs motifs 

conservés parmi les protéines à 14-TMS de la famille des MFSs. Ceci suggère que ces 

régions pourraient avoir un rôle essentiel chez les transporteurs MFSs. De plus, ces 

observations suggèrent que le modèle de la protéine PmrB, peut effectivement appartenir à la 

famille ayant 14-TMS chez les MFSs (Paulsen et al., 1996). 

Nous avons constaté aussi la présence de plusieurs prolines dans les régions 

transmembranaires 4.6 et 10 du modèle proposé pour la protéine PmrB. La présence d'un tel 

acide aminé est rare dans des hélices a puisque les prolines ont un squelette rigide et n'ont 

pas un proton amide permettant de former des ponts hydrogènes stabilisant les hélices 

(Brandl et Deber, 1986). Une étude a démontré la présence de prolies dam les hélices a 

chez les protéines agissant comme transporteurs transmembranaires, contrairement aux 

protéines non-transporteurs transmembranaires (Brandl et Deber, 1986). Brandl et Deber 

(1986) suggèrent que cet acide aminé joue un rôle dans l'ouverture et la fermeture des 

pompes à efflux chez ces transporteurs. Cette hypothèse suggère une fonction probable, dont 

celle d'un transporteur transmembranaire, pour la protéine PmrB chez P. aeruginosa. 

Pour c o n f i e r  la fonction biologique de la protéine PmrB, des études de transport 

ont été faites avec le bromure d'éthidium et la proflavine. Nos expériences ont démontré un 

faible niveau d'efflux du bromure d'éthidium, contrairement à la proflavine ou les niveaux 

d'efflux étaient cinq fois plus élevés que chez les cellules bactériennes ne contenant pas ces 

protéines. Ces deux substrats sont hydrophobes et semblables aux drogues transportées par 

EmrB chez E. coli. Une étude a démontré que EmrB confëre un faible niveau de résistance au 



bromure d'éthidium (Lomovskaya et Lewis, 1992). résultat tout à fait comparable au faible 

niveau de transport observé avec PmrB chez P. aeruginosa. En plus, la pompe à e h  PmrB 

a été inhibée en présence du carbonyle cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP), suggérant 

que la protéine est capable d'utiliser l'énergie de la force motrice proton-dépendante, comme 

les protëines QacA (Paulsen et ai., 1996) et EmrB, de la famille des MFSs. 

Chez P. aeruginosa les seuls MDRs connus à ce jour appartiennent à la familie RND 

(Paulsen et al., 1996; Poole et al.. 1996; Kohler et al., 1997). Nous avons démontré que le 

locus pmrAB code pour deux protëines impliquées dans le transport transmembranaire chez 

P. aenginosa. De plus, la protéine PmrB appartiendrait a la famille des 14-TMS des 

protéines MFSs. Ce système d'effluu isolé représente le seul MDR de la famille des MFSs à 

avoir été isolé chez P. aeruginosa. L'identification de ce nouveau MDR pourra peut être 

expliquer la résistance aux nouveaux antibiotiques dont le mécanisme de résistance n'est 

toujours pas connu et permettre le développement de molécules inhibitrices des pompes a 

efflux chez les bactéries. 
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Pseudomonas oeruginosa is an opportunistic bacterial pathogen frequently found in 

nosocomial infections aiid is a major cause of morbidity and mortality in patients with c y h c  

fibrosis. To facilitate molecular studies of this organism,we have generated a bacterial 

artificial chromosome (BAC) library. Genomic DNA was isolated from the prototype strain 

PAOl, partially digested with Hindm, sue  selected after pulsed field gel electrophoresis, and 

used to construct BAC library using the pBeloBACll vector. DNAs h m  approximately 

850 clones, representing more than 9.5-fold physical covenge of the 5.9 Mb PAOl genome, 

were analyzed after SpeI and H i . d i i  digestions and agarose gel electrophoresis. The BAC 

library had clones with insert ftagmnts ranging ffom 20 to more than 290 kb. A subset of 

264 BACs having inserts >80 kb, representing >4 &:nome equivalents, were re-arrayed into 

96-well plates, and a clone pooling and PCR screening strategy was developed. The PCR 

library screening ena5led the identificdion and recoveq of BACs containing genes 

implicated in ce11 division and in ceil wall biosynthesis. as well as a senes of known genes 

mapping to different regions of the PAOl chromosome. A physical and pnetic map was 

constructed for the 98 kb pMOC5 BAC clone, which spans the entire &mur locus; 

chromosome walking ffom each end of the pMOC5 ciooe placed it withii a contig spanning 

243 kb. The BAC library and screening resources now allow a PCR-based screening of a P. 

aeruginosa çenomic library for any gene of interest. The restriction ftagnent analysis of 

overlapping clones indicated that BAC clones stably maintain and propagate Pseudomonas 

DNA, providig evidence that the PAOl BAC library is an appropriate reagent for genome 

sequencing. 



INTRODUCnON 

The current map of the Pseudomonac aeruginosa sûaïn PA01 chromosome l i  the location 

of over 3 0  marker loci, including virulence and metabolic genes. The map has been built 

fiom data obtained fiom conjugation and transduction studies, and has been integrated with 

physical maps using a combiiation of cosmid clone analys& macrorestnction site mapping, 

and pulsed field gel electrophoresis methods (Holloway et al., 1994; Riidmg et al., 1989; 

Ratnaningsih et al., 1990; Ri5mlig and TUmmler, 1991). Complete macrorestriction maps 

have been determined for the 38 Spei, 15 Dpni, 6 Swai, and 5 PacI sites, yieldiig an average 

resolution of 93 kb, and allowing a correlation between physical and genetic distances 

(Rordiig and Tùmmler, 1992). 

In 545 P. aeruginosa strains, collected mainly fiom cystic fibrosis patients, macrorestrictior. 

hgment length diveaity was sarnpled using probes of known map locîtion on the PA01 

chromosome. A gradient of high to low linkage disequilibrium, h m  the origin of replication 

to the auxotroph-poor region was discovered, indicating that the recombiiation rate varies 

with cbmmosomal location ( R o d i g  et al., 1995). Further, the effective rates of horizontal 

transfer and recombiition for regions encodiig housekeeping genes were lower than in 

regions encoding other gene products (Romling et al., 1995). 

Comparative genome mapping of the strain PA01 and strain C, which is a major class in 

cystic fibrosis patients and aquatic habitats, positioned 48 SpeI, 8 PacI, 5 SivaI, and z i-Ceu-1 

sites ont0 the 6.5 Mb strain C chromosome (Schmidt et al., 1996). Comparkon of the PA01 

and C physical and genetic maps revealed conservation of gene order between the two 

strains, and that the 600 kb difference between the two strains was accounted for by 



insertions concentrated in three regions: two congruent with the ends of the biosyntùetic 

gene rich region, and the third located in the proposed region of the replication temiinus. in 

additinn, the arrangement of rm operons around the origin of replication was shown to be 

conserved in PAOI, C, and nine other strairs (Schmidt et al., 1996). 

The high level of conservation of gene order withùl P. aemginosa strains indicates that more 

detai!ed mapping of PA01 would also be representative for other strains of the species. As a 

first step in our P. aemginosa bacterial genomics project, we developed a procedure allowing 

the rapid mapping of the PA01 genome without l i g e  analysis (Liao et al., 1996). AAer 

DNA preparation. restriction enzyme digestion with SpeI and DraI, separation of the 

fragments by pulsed field gel electrophoresis, and Southem hybridization, we were able to 

physically map a collection of 40 markers, including 32 previously unmapped genes. 

Database analysis was used to design and synthesize DNA probes for the mapping of the 

aro-2, dapB, envA, rnexA, groEL, oprH, oprM. oprP, ponA, rpoB, and rpoH PA01 

homologues. A PCX approach was used to clone and map the putative yhhF, sucC, cypH. 

pbpB, rnurE, pbpC, soxR, jsA, jsZ, and envV genes. Random sequencing of a PA01 

phagemid library, combiied with database analysis, allowed the subsequent mapping of 

acoA, catR, hernD, phes, pros, oprD, pyo, and rpsB gene homologues. A ment  GenBank 

search of the more than 550 reports for P. aeruginosa revealed less than 30% have been 

mapped, inaicating that there is excellent potential for further detailed mapping of the P. 

aeruginosa chromosome. 

In a second phase of our P. aeruginosa genomics project, we have constructed a clone 

resource that can serve for fine detail mapping, as well as genomic sequencing. We have 



constnicted a bacteriai artificial chmmosome (BAC) library of approximately 850 clones, 

represating an estimate? 9.5 X average of the PA01 genome. A 264 clone subset, 

representing 4 X coverage, has been amyed and pooled for PCR screening. Clones 

s e v d  loci, including the fa-rnw locus mapped in the 360 kb SpeI E fragment, have been 

identified and used to show that the BAC cloning system maintains the inte& of the 

Pseudornonus DNA inserts F i l y ,  we show an effective method for the mapping of any 

BAC of internt and show how it can be applied in a coordinated genome sequencing 

strategy. 



MATERIALS AND METHODS 

Bacterial Strains and Plvmids 

The bacterial strain P. aemginosa PA01293, the prototype strain for pceparation of genomic 

DNA for pulsed field gel electmphoresis is a derivative of PAOI, consmicted using the 

transducing phage E79tv-2 and carries a mutation for chloramphenicol resistance (kindly 

provided by Dr. Bmce W. Holloway, Monash University, Australia), was used for ihe 

preparation of hi& molecular weight genomic DNA and BAC library consmiction. E. coli 

strain DHlOB (Grant et al., 1990) was used as the recipient of recombinant BAC molecules 

following electroporation. The cloning vector, s h o w  in Fig. 1, was pBeloBACl1 (kindly 

proviàed by Dr. Hiroaki Shizuya, California institute of Technology, USA). DHlOB 

transformants were selected as white venus blue colonies afier growth on Tryptic Soy Agar 

(Difco) or LB agar plates supplemented with chloramphenicol (12.5 pg/ml), X-gai (50 

pdml), and IPTG (1 mM). 

BAC Libnry  Construction 

P. aemginosa strain PA01 DNA was prepared in agarose blocks following procedures in 

Birren and Lai (1993). The DNA was partially digested with HindIII and electrophoresed in 

preparative gels of 1% SeaPlaque (FMC Bioproducts), 1X TAE, at 6 Vlcm for 20h at 14' C 

with a reonentation angle of 120° and a switch time of 10 s, using a CHEF-Mapper system 

(Bio-Rad). Without ethidium bromide staining, 5 mm slices across the separation range of 

100 to 400 Kb were excised fiom the gel. Agarose sections of each slice, 



containing approximatley 1 pg of DNA were m t e d  with agarase (Epicentre Terhno1ogi:s) 

and mixed with 25 ng pBeloBACll DNA that had been digesteri with Hindm and 

dephosphoiylated with HK phosphatase (Epicentre Technologies). ENA to vector ligations 

were then perfomed following Sambrook et ai. (1989). Ligation mixes were equilibrated 

with 0.5X TE by drop dialysis, then used to transfomi E. coli DHlOB cells by eleciroporation 

(Sheng et al., 1995). Individual PA01 BAC clones were selected as white colonies after 

growth on LB containing chloramphenicol, X-gai, and IPTG. Clones were gown in LB 

arnended with chloramphenicol and 10% glycerol, then !%zen at -80" C for long tenn 

storage. Clone DNAs were isolated by alkalime Iysis (Sambrook et al., 1989), then analyzed 

after Hindm and SpeI digestion by field inversion agarose gel electrophoresis using a FIGE- 

Mapper apparatus (Bio-Rad). 

DNA Sequencing and OLigo Synthesis 

Sequencing gels were run on a 373 DNA Sequencer (Applied Biosystems) following 

sequencing reactions perfomed with AB1 Prism DyeDeoxy kits with Taq FS (Perkin-Elmer). 

BAC clone preparations for sequencing were done using Qiagen Maxikits (Qiagen). Clones 

were grown to saturation in 100 ml LB containimg chloramphenicol. then treated using a 

modified ce11 lysis solution (1 mgirnl lysozyme, 7.5 mM EDTA, 1% SDS) during the Qiagen 

BAC DNA protocol. BAC DNAs were eluted with five 1 ml aliquots of QF buffer at 65 OC , 

then DNA concentration was measured at OD260. Dependiig on the BAC insert size (GO 

kb. 20-100 kb, >IO0 kb), 0.5, 1.5, or 3 pg of BAC DNA and 5, 10, or 15 pmoles of primer 

were used per sequencing reaction, respectively. Sequencing and PCR primers were 

synthesized on a OligolOOO DNA synthesizer (Beckman) or Mode1 394 DNAIRNA 



synthesizer (Applied Biosystems), then purified using the EasyPrep System Oligo Prep Kit 

Qhamacia). ï h e  primen sjnthesized to ampli@ the 383 bp fwf tsA fragment were 5'- 

TTGCCGCTCTGCACGCTTGCC-3' and 5'-GCCCGCTTGCATGGTCCACA-3'. ï h e  

pBeloBAC11 IacZ primers used to a m p w  the 207 bp PCR pmduct used as  an interna1 

wntrol in librvy screening were 5'-GTmCCCAGTCACGACG-3' and 5'- 

GAATTGTGAGCGGATAAC-3'. 

Electrophoretograms were visualiied on a Macintosh computer using the softwars Factura, 

Gene Navigator and AutoAssembler (AH). DNA sequence analysis was done on a Sun 

Sparcs lOOOC workstation with the Genetics Computer Group software packages (Wisconsin 

Package Version 9.0, Genetics Computer Group (GCG), Madison, Wisc.). Comparisons of 

sequences with the GenBank, European Molecular Biology Laboratory, and National 

Biomedical Research Foundation databases were done using FASTA and BLAST programs. 

Libnry Pooling and PCR Screening 

For library poolmg, the 264 clones h a h g  >80 Kb inserts were grown to saturation in 

individual 1.5 ml cultures, and 100 pl aliquots were withdrawn for each pool. Pooled cultures 

were centrifuged for 2 min, afier which the supemtants were discarded and the cells 

resuspended in 100 pl 10 mM Tris-HCI @H 8), 0.1 mM EDTA. Cells were lysed by 

incubation at 100 "C for 10 min, microfuged 2 min, then 10 pl was withdrawn fiom each 

pool for each PCR reaction. PCR was performed in 100 pl reactions in 1.5 mM MgCl2. 1X 

PCR buffer (Gibco BRL) 5 pmoles of each primer. 200 pM d N P s  (Boehringer Mannheim) 

and 5 units Taq DNA polyrnerase (Gibco B U ) .  Amplifications were conducted in a 

programmable thermal cycler (Perkii-Elmer-Cetus) with an initial template denaturation at 



96 

94 OC for 7 min, then 25 cycles of 1 min denaturation at 95 O C ,  1 min anneaiiig at 50 O C ,  

and 1 min extension at 72 O C .  For each PCR reaction, 15 pi was e l e c t m p h o d  in agarose 

gels, then visualized after ethidium bromide staining. 



Construcîion of a PAOl BAC Libnry 

Following standard high molecular weight DNA techniques ( K i  and Lai, 1993), PA01 

genomic DNA was isolated, paniaily digested with Hindiii, and ligated into the 

pBeloBACl1 cloning vector (Fig. 1). n i e  pBeloBACl1 map shown in Fig. 1 was assembled 

h m  the knom vector sequences (GenBank accession number cm51 113), and shows the 

relevant vector characteristics and restriction enzyme sites. Fg. 1 also shows the positions of 

the two primer sites used in the PCPB as an intemal control. AAer ligation of PA01 genomic 

DNA into the pBeloBACl1 Hindiii cloninç site. recombinant molecules were transformed 

into E. coli DHlOB via electroporation (Sheng et al., 1995). A collection of approximately 

850 clones were picked after ligations with three different sue  fractions of PA01 DNA. 

DNAs were prepared fiom al1 clones, digested with Hindiii and SpeI, then analyiied after 

field inversion gel electrophoresis. Fig. 2 shows a sample of 23 PA01 BAC clones afier 

Hindiii digestion and CHEF electrophoresis. h e s  5 to 27 show that each PA01 clone 

DNA has the 7.5 kb pBeloBACl1 vector fragment. as well as PA01 insert fragments of 

various sizes. The surn of Hindm fragments for each clone indicated that DNA inserts of up 

to at least 140 kb were routinely present in the PA01 BAC library. Comparing PA01 BAC 

insert DNAs to PAOl genomic DNA completely digested with HindIII (Fig. 2, lane 4) 

showed a similar size range of Hindiii fragments, and indicated that even the largest PA01 

Hindiii genomic fragments had been successfully cloned and were present in the PA01 BAC 

library. Having insert sue information for every clone allowed the library to be subdivided 

and categorized by insert size class. A set of 264 clones with inserts of 80 kb or greater was 



Selected and re-arrayed into 96-well rnicrotiter plates. ï'heoretically, thk collection of clones 

represented a more than Cfold physicai covenge of the PA01 genome. Using the Poisson 

calculation P = e4, screening thk subset would give at least a 98% chance of îïnding at lean 

one BAC clone spanning any locus of interen. 

Libmry Pooiing and PCR Sereening 

To enable a npid and efficient library scmning procedure, al1 264 >80 kb PA01 BAC 

clones were recultured and pooled as s h o w  in Fig. 3. The highest level was composed of 

eleven pools of 24 BAC clones each For each first Ievel pool, the 24 clones were 

reorganizd into 4 second level pools of 6 BACS each. Every pool also contained an aliquot 

of a non-recombinant (vector only) culture to serve as a positive control for PCR Using this 

poolmg scheme, the eleven first level pools could be screened by PCR after which only the 

sets of second level pools correspondmg to fmt level positives would be screened At the 

third level, the individual BACS for each positive second level pool would be screened to 

identify the correct clones. 

The PCR library screening method was tested using primes flanking the JsQ-JkA region 

(Fig. 4). in the initial round of screening, two of the eleven f is t  level pools allowed the 

amplification of the correctly sized product (Fig. 4, Panel A). Subsequent testing of the two 

sets of second level pools gave three positive reactions (Fig. 4, Panel B). PCR testing was 

then performed on the 18 individual BACS within the three second level pools, and three 

BAC clones were identified (Fig. 4, Panel C). The inclusion of non-recombinant vector 

DNA in every screening reaction was used to confirm that the PCR reaaions worked 



properly. The additional positive and negative controls confïrmed that the appropnate 

hgment was b e i g  ampl ied  

The PA01 BAC library was subsequentiy PCR screened to identify BACS spanning several 

loci of interest Fable 1). Using primer pairs designed to screen for bvg, emrB,phaC, piNX, 

piU, and IgtD homologues, a range of 1 to 8 BACS were recovered for each screen. PCR 

primer5 were also dc~igned h m  each end of a BAC (pMOC5) spanningfisQ-fI and used 

to screen the PA01 BAC library. The results of the nine library screens summarized in Table 

1 show a total of 31 BAC clones isolated, giving an average of 3.4 BACsIscreen. 

Comparisons of Overlapping Clones and Chromosome Walking 

PCR screening of the PA01 BAC library with thefisQ9sA primer pair led to the recovery of 

3 BAC clones, including the clone pMOC5. In a subsequent library screen with a primer pair 

denved from the 5' end of the pMOC5 insert, pMOC5 and two other clones identified in the 

fisQ-ftA screen were re-recovered, ds well as two new overlapping clones. Library screening 

with a 3' end pMOC5 primer pair also led to the re-recovery of pMOC5, but also identified 

two more overlapping clones. The results obtained with the seven clones in the extended 

f"Q-fisA region are presented in Fig. 5. HindIII digestions of the clone DNAs (Panel A) 

showed that each clone had the appropnate 7.5 kb vector fragnent, as well as many similarly 

sized hgments shared between various members of the goup of clones. Every fragment 

present in the pMOCS clone (Lane 3) was present in at least one other clone, indicating that 

the library redundancy was hi& enough that pMOC5 was completely overlapped by other 

clones. PCR anaiysis of the clone DNAs with the pMOC5 end primer pairs (Panel B) 



reconfirmed the overlap relationships beween pMOC5 and the other six clones. Southem 

hybridizations of the PCR amplified pMOCS end fi-dgments to the gel shown in Panel A 

showed that the pMOC5 3' end (shown as "Rn in Panel C) was present within a 13 kb Hindm 

hgrnent, and that the pMOCS 5' end (shown as "U") was present in a 1.5 kb hgment. The 

HindIii restriction fragment pattems and PCWSoutbem overlap information were used to 

consrnia a physical map of the 243 kb region surrounding the ~DQ-frsA loci (Panel D). Al1 

restriction fragments of d l  clones were accounted for in the map, and the portion of the map 

corresponding to the 98 kb pMOC5 clone was in complete agreement with a pMOC5 

physicai map consmicted independently by the sequence analysis of junction sites (see 

below). 

Physical Mapping of pMOC5 by Junction Site Sequencing 

As a result of PCR screening, the 98 kb pMOCS BAC was identified as containing thejisQ, 

jsA, andjisZ loci. The pMOCS H i n a  restriction fingerprint contained 9 hgments sized at 

1.5, 2.0, 3.0, 3.1, 12, 13, 17, 20, and 26 kb, that totalled 98 kb for the clone (Fig. 5). An 

aliquot of 250 ng of pMOC5 DNA was digestion to completion with HindIII and diluted to 

approximately 20 ndul, then religated and used to transfonn E. coli DHlOB. Recombinant 

white colonies were screened afier DNA purification, Hindiii digestion, and gel analysis to 

recover the set of subclones containimg single HindIII insert fragments. A full set of nine 

subclones (Fig. 6), each containing a different pMOCS Hindiii fragment, were recovered and 

end sequenced using forward and reverse primers flanking the Hindiii cloning site in 

pBeloBAC11. The end sequences were trimmed of vector and those of poor quality, then 

compared to existing databases using BLAST. The presence of HindIii sites within the 



codiig sequences of known genes allowed the ordering and assembly of the pMOC5 HindiII 

fragments. For example, one end of the 1.5 kb hgment and an end of the 20 kb hgment 

had sequences matching poltions of a nbonucleotide traasport ATF'-biiding (mkl) protein 

ortholog. Using this appmach, junction sequences were identified and a HindiKi map of 

pMOC5 was assembled (Fig. 7). Direct sequencing of pMOC5 DNA with primer5 derived 

h m  subclone end sequences was subsequently perfomed to confirm the assembly of the 

map. Mer using PCR to position the PA01 ceii division and cell wail biosynthesis g e n s  on 

the 20 kb pMOC5 HindiKi hgment, the pMOC5 rnap showed that the entire clone flanks the 

locus by at least 26 kb on one dde and 42 kb on the other (Fig. 7). 



DISCUSSION 

h g e  insert DNA clone librarieç are important for the construction of physical maps across 

large regions, for mapbased cloning, and for the screeninç and recovery of clones sp&g 

loci of interest The cloning and stable maintenance of 100-300 kb h-agments of human 

DNA in E. coli has been shown possible using the single copy vecton BAC (Shiniya et al., 

1992) and PAC (Iannou et al., 1994). Using vecton based on the E. coli F factor (Kim et al., 

1992; Shiniya et al., 1992), it has been shown that human genomic DNA hgments are 

maintained with a hi.& deyee of structural stability, even after hundreds of generations of 

serial gowth. BACS have been used to build a human chromosome 2 library (Wang et al., 

1994), to build paths of contiguous clones across podons of human chromosome 22q (Kim 

et al., 1996), and to clone and map a 630 kb human extrachromosomal structure (Wang et al., 

1996). BACS have also been used to construa large insert DNA clone libraries for other 

animal and plant species (Woo et al., 1994; Wang at al., 1995; Choi et al., 1995). The high 

cloning efficiency, easy manipulation of clones and clone libraries, and low frequency of 

chimerism and rearrangement have made BACS a favoured resource for physical genome 

analysis, includiig genome sequencing. Given the inherent advantages of large insert size 

and clone stability, the BAC cloning system has also beçun io be used in bacterial genomics 

projects (Diaz-Perez et al., 1997). 

Compared to phagemid, lambda, or cosmid libraries. we reasoned that the BAC system 

would more faithfully represent the 5.9 Mb 67% G+C rich P. aeruginosa chromosome. 

Genes controlling ce11 division and ce11 wall biosynthesis have been difficult to maintain in 

E. coli hosts, as they can affect host ce11 gowth and organization. Single copy BACS. 



however, might allow a better representation of the PA01 genomo, especially for regions 

giving lethal or sub-lethal phenotypes. in addition, the development of a PAOI large insen 

DNA clone resource would be invaluable in chromosome mapping, and could serve as a 

future reagent for genome sequencing and for fundonal genomics. 

in clcning three size fractions of PAOl genomic DNA, we obtained and sized almost 850 

independent clones. Compared tc comp1e:e HindIII digests of PA01 genomic DNA, we 

observed BACS containing the appmpnate size range of fragments. The observation of even 

the iargest PA01 Hindm hgments in clones of the PA01 BAC library (Fig. 2) presented 

evidence thz the cornplete genome couid be contained within the library. Based on the 

measurements of insert sizes, the entire PAOl BAC library represents a 9-fold coverage of 

the PA01 genome. We selected a subset of 264 >80 kb insert BACS, representing 4 X 

genome coverage, and used these clones to develop a hierarchical senes of cione pools that 

couid be screened by PCR The PCR screening approach eaployed a simple pooling scheme 

where pools of approximately 0.36 X genome equivalents were screened at the first level, 

&er which the clones ffom the negative pools were excluded ffom subsequent screening. 

Using thefisQ9sA screen as an example, over 80% of the library was eliminated after the 

first eleven PCR reactions. During nine successive PCR screenings of the PAOl BAC libra~y 

(Table l), a total of 31 c!ones were independently recovered. Compared to the predicted 4 X 

coverage, the average recovery of 3.4 cloneslscreen indicated that the PCR screening 

approach was r e c o v e ~ g  most, if not all, the positive clones withii the library. F i l y ,  the 

use of BAC clone cultures as the PCR template. rather than purified BAC DNAs, resulted in 

an extremely convenient and powemil library screening technique. 



After screening forfsQ-fsA and wallcing fiom the ends of a f-fr~A BAC clone @MOC5), 

we were able to consrnia a seven clone contig spanning approximately 243 kb (Fig. 5). The 

abXty to recover multiple independent clones per screen and the resolving power of field 

inversion gel electmphoresis allowed us to show that every Hindiii fragment in pMOC5 was 

also preseat in independent clones. Being able to account for every Hindiii fragment in 

overlapping clones, and confirming the physical map by an %dependent means (Fig. 7), has 

piovided strong evidence that the BAC cloninç system is able to stably maintain and 

propagate Pseudomonus DNA inserts. 

F i i y ,  most of the 5.9 Mb genome sequences (83%) are available as raw data at two web 

sites, http~/w.pseudomonas.com (from PathoGenesis Corporation, Seattle) and at 

httpJ/www.cmcb.uq.eduadae~ginosa. At the 6th International Pseudomonus Meeting in 

Madrid, Spain, it has been decided to form a volunteer comminee, to assist in P. aemginosa 

genomic anaiysis and developmental of useful genetic tools. The initial comminee shall be 

composed of Dr. Rick Garber, Pathogenesis Corp., Seattle, WA, Dr. John Mattick, University 

of Queensland, Brisbane, Australia, Dr. Roger C. Levesque, Laval University, Quebec City, 

Canada; Dr. Demis Ohrnan, University of Tennessee, Tennessee; Dr. Bob Hancock, 

University of British Columbia, Vancouver, Canada, and Dr. Burkhardt -ER, 

Hannover, Germany. This volunteer comminee will establish a central facility for genomic 

analysis that will serve to integrate the information developed by the Pseudomonus 

community and to ensure that it is rapidly introduced into a publicly accessible web site. The 

volunteer comminee will CO-opt other volunteers fiom the Pseudomonus community to assist 

in these efforts. 
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Table 1. Chancteristia of selected BAC clones obtained by PCPB 

Genes Relevant chancteristia BACS BAC Sues (kb) 
isolated 

bvg onholog vinilence gene regulator 4 120, 140, 170,100 

jsQ &A ce11 division and septation 3 98,120 190 

emrB ortholog multidniç resistance efflux pump 2 140.80 

~ h a c  polyester biosynthesis 1 130 

pi1 KY iîmbrial biogenesis 4 150,90,100, 200 

piiA iîmbrial assembly 8 130,120,I05,90,80, I10,85, 140 

IgtD ortholog lipopolysaccharide biosynthesis 1 120 

5' of pMOC5 BAC chromosome mapping 5 98,108,170,80,190 

3' of pMOC5 BAC chromosome mapping 3 98.80.95 

Specific primer pairs were selected fiom sequences available in GenBank or ffom sequence 

data determined in the laboratory (available upon request). BAC sizes were estimated by the 

sum of Hindm restricted 3NA fragments separated by FIGE or by pulsed field gel 

elec8ophoresis and includes the vector (Birren and Lai, 1993; Birren and Lai, 1994). 



FIGURE LEGENDS 

FIG. 1. Physical and genetic map of the bacterial attificial chromosome (BAC) vector 

pBeloBAC11 (GenBank accession number cvu5 11 13). The BAC vector contains D. rep and 

sopA, sopB and sopC genes h m  the F p1asrnid a chloramphenicol mistance (car gene) 

selectable rnarker, allows B-galactosidase selecticn for phenotypic screening of blue versus 

white colonies, the H i n a  and BamHI cloning sites, Tî and SP6 sites for probe preparations 

and cosN, IoxP and Nor1 sites to facilitate mapping. Unique restriction endonuclease sites are 

indiated. Primes 1 and 2 indicated in bold give a 207 bp product used as a positive PCR 

control. 

FIG. 2. Analysis of PAOl BAC clone DNAs digested with Hindiii and separated by pulsed 

field gel electrophoresis. Lanes: 1, 49.5 kb DNA, 2, GIBCO-BRL 5 kb ladder, 3, 

Pharmacia nid-range 25 kb ladder; 4, PAOl genornic DNA digested to completion with 

Hindm; 5 to 27, PAOl BAC clone DNAs digested with HindIII. 

FIG. 3. Schematic representation of the PCR-based method developed for screening the 4 X 

library of 264 BAC clones. 

FIG. 4. Agarose (1%) gel electrophoresis of amplified products obtained fi0111 the PCR- 

based cloned method used for screening and showing positive BAC pools (steps 1 and 2) and 

individual clones (step 3) when using theftsQ-ftA primer pair. Pooled (steps 1 and 2) and 

individial (step 3) BACS containhg the 383 bps j?sQ-fisA produn and the 207 bps 

pBeloBACll amplified products are indicated by arrows. A, Step 1; lanes 1, GIBCO-BRL 



100 bps ladder, 2 to 12, pooled BAC D N k ,  13, positive PCR control using pMON2002 

DNA encodmg the frsQ-ftsA region; 14, Negative PCR control without DNA, 

B. Step 2; lanes 1, 100 bps ladder, 2 to 9 pooled BAC DNAs; 10, Negative PCPB conml 

without DNA, 11, positive PCPB control using pMON2002 DNA encoding the frsQ.f?sA 

region; C. Step 3; lanes 1,100 bps ladder, 2 to 19, individual BAC D N k ,  20, positive PCPB 

con@ol using pMON2002 DNA encoding thefrsQfsA region; 21, Negative PCR control 

without DNA. 

Fig. 5. A) FIGE electrophoresis of BAC DNAs digested with HindIII identified by PCR 

using primer pairs selected fiom the nucleotide sequences at the 5' and the 3' ends of the 

insert in pMOC5 (Table 1). Lanes: 1, pMNA370; 2, pMNB14; 3, pMOC5; 4, pMNB4; 5, 

pMHFlO; 6, pMOD17; 7, pMNA13; 8, pBELOBAC11; 9, NHinçIIII DNA marker (New 

England Biolabs Inc.). The U symbol indicates the pMOC5 extremity containing the 

sequence of the universal primer in pBeloBAC11 and flanked by the 1.5 kb HindiII DNA 

h p e n t .  The primer pair used to h d  overlapping BACS were: MOC5üNIV-UP (5'- 

CTTCCACCmCAGCAGCAGTC-3') and MOC5UNIVUNIVLOW (5'- 

TCiTCCACCACGGTAACCîTG-3'). The R symbol represents the pMOC5 extremity 

containing the reverse primer in pBeloBACll and flanked by the 13 kb HindIII DNA 

hgment. The PCR was done using MOCSREV-UP (5'-CACCAACTGCTGTKCATCAG- 

3') and MOC5REV_LOW (5'-TïCCCCTTCACAGGïTTTCAC-3') primer pairs; B) 

Agarose gel (1%) electrophoresis of PCR products obtained using the MOCSUNN_UPI 

MOC5UNN_LOW (identified by the Univ abbreviation) and with the MOC5REV-üP/ 

MOCSREV-LOW (identifed by the Rev abbreviation) primer pairs with BAC DNAs 

overlapping pMOCS. Lanes: 1, pMNA370; 2, pMNB14: 3, pMOC5; 4, pMNB4; 5, pMHF10; 



; 6, pMOD17; 7. pMNA13: the positive (+) and negative (-) controls were pMOC5 DNA and 

without DNA, respectively; C) Southem-type hybridization (Southem, 1975) using the gel in 

panel A and labeled PCR products obtained with MOC5UNIVUPl MOCSUNIVLOW (U) 

and with MOC5REVUPl MOCSREVLOW (R) primer pairs. The gel was initially hybridized 

with the first probe, stripped and re-hybridized using the second probe, D) Physical map of a 

243 Kb region of the PA01 chromosome obtained by a BAC wallcing/mapping technique. 

The BACS labeled 1 to 7 are the sarne as in panel A, Hindiii DNA hgments are represented 

as open boxes with vertical limes. The shaded gray regions indicates overlapping DNA 

fragments mapped at both extremeties of pMOC5; the slashed limes in BACS 3, 4 and 5 

indicates the common 76 kb Hindiii DNA hgment containimg thej?sQ-f"A locus initially 

identified by PCR and listed in Table 1. 

Fig. 6. Analysis of Hindiii digested DNAs from the 98 kb pMOC5 and h m  subclones 

constnicted by RGE. Lanes: 1, GIBCO-BRL 1 kb ladder marker; 2, recombmant h 

containing the 10.5 kb BamHI hgment mapped in Fig. 7; 3, 5 kb ladder (BioRad); 4, 

pBeloBAC11; 5 and 15, pMOC5; 6 to 14, pBeloBACl1 subclones containing HindIII DNA 

hgments fiom pMOC5. 

Fig. 7. Physical and genetic map of the 98 kb pMOC5 BAC DNA containimg the ce11 division 

and cell-wall biosynthesis locus. The pMOC5 physical map was assembled by PCR and 

nucleotide sequencing of the extremeties for each cloned HindIII DNA hgment. The 

asrerisks indicates two Hindm fkgments found during PCR screening and sequencing for 

map assembly. P values obtained by BLAST are given for gene orthologs identified at 

Hindiii junctions. 
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ANNEXE B 

Bacterial Genomiu and Chancterization of the Cell Division/Cell-Wall Biosynthesis 
Locus Isolated from a BAC Libnry  ofPseudomonus aeruginosa S tn in  PAOl 

Sanschagrin, F., Cardinal, G., Sabbagh. L. and Levesque, R C. Microbiologie Moléculaire et 
Génie des Protemes, Sciences de la Vie et de la Santé, Faculté de Médecine et Pavillon 

Charles-Eugéne Marchand, Université Laval, Ste-Foy, Québec, Canada GlK 7P4 

Pseudomonas oeruginosa (PA) is ubiquitous in the environment and corsidered an 
opportunistic pathogen. It is also considered one of the most versatile and promising 
bacterium for biotechnological applications. However, linle is known about PA genes and 
their regdation implicated in ce11 division and in cell-wall biosynthesis. Genomic DNA was 
prepared h m  PA stmin PAOl (5.9 Mb genome) and libraries construaed into the bacterial 
amficial chromosome pBeLoBACl1 (CHEF HindiIi pdals) .  The BAC libraries were 
arrayed according to sizes of DNA inserts separated by RGE. A collection of 264 PAOl 
BACS was retained for routine work (4 genome equivalents) with average inserts of >80 Kb. 
A rapid PCR-based method was developed and used for screening. BAC clones were selected 
and a 10.3 Kb region encodiig the cluster of genes secA-emA-ftZ-ftsA-ftsQ-ddl was 
sequenced from both DNA strands. In addition, the BAC library was screened for 
identification of i i i g  clones containhg potential mur gene orthologs. A contig map was 
constructed spanning more than 100 Kb and encodiig the complete fis-mur locus. Physical 
DNA mapping and scquencing revealed a locus organization remarkably similar to those 
found in the genomes of E. coli. B. subtilis, if. infuenzae and other bactenal species. 
Phylogenetic studies of selected proteins FtsZ and SecA and comparative genomics analysis 
identiîïed features of the js-mur locus unique to P. aeruginosa. Further studies in PA ce11 
division/cell wall biosynthesis will be instrumental in findimg therapeutic targets. 

- Conmunication présentée à I'ASM (97' Annual Meeting of t!e Amencan Society for 
Microbiology, Miami. Florida, USA) - Mai 1997 



Bacterial Genomics and Sequencing of a 100 Kb Locus Encoding Ce11 Division/Cell- 
WaU Biospthesis Genes from BACs ofPseudomonas aeruginosa 

F. Sanschagin, G. Cardinal, E. Thénault, L. Sabbagh and RC. Levesque. Microbiologie 
Moléculaire et Génie des Protéines, Sciences de la Vie et de la Santé, Faculté de Médeciie et 
Pavillon Charles-Eugène Marchand, Université Laval, Ste-Foy, Québec, Canada G1K 7P4 

Pseudomonas aeruginosa (PA) is an opportunhic pathogen fÏequentIy found in nosocomial 
infections and is a major cause of morbidity and mortality in patients with cystic fibrosis. The 
current genetic map of PA chromosome lis& the location of more than 450 marker loci. In 
addition, 2 physical maps of the 5.94 +/- 0.02 Mb large circular 67% W C  nch chromosome 
have been constructed by either bottom-up or topdown mapping techniques. The complete 
macrorestriction maps were constructed using 38 SpeI, 15 DpnI, 6 Siva1 and 5 PacI sites 
yielding an average resolution of 93 Kb includiig similar distances on the physical and 
genetic maps. Genomic DNA was prepared from PA strain PAOI, separated by CHEF as 
Hind iïi partials averaging between 100 Kb to more than 400 Kb and libraries constnicted 
into the bacterial artificial chromosome (BAC) pBELOBAC11. More than 850 BAC clones 
covering 9.5 times the 5.9 Mb genome were anayed, digested with Not 1, Spe 1 and Hind iïi 
and DNA sizes estimated by FIGE electrophoresis. Cloned BAC hgments indicated inserts 
averaging between 90 Kb to more than 290 Kb. A collection of 264 BACs were selected, 
anayed for screening and which represented 4 genomic equivalents. Assuming a completely 
random and fuily representative BAC library, we envisaged a theoretical analysis of elegant 
screening via a poolmg strategy including a minimal number of steps and single tube assay 
for finding any locus or gene of interest. The pooled BAC PCR-based screening was used to 
isolate BACs containing genes such asftsA found in ce11 division and ddl implicated in cell- 
wall biosynthesis. BAC clones were selected and a 10.5 Kb region encoding the cluster of 
g e n s  secA-envA-ftZf sA-ftsQ-ddl was sequenced fiom both DNA strands. in addition, the 
BAC library was screened for identification of linking clones containing potential mur gene 
homologs. A physical and genetic map was constructed spanning more than 110 Kb and 
encodiig the complete fts-mur locu in a pMOC5 BAC selected. Data obtained is a pre- 
requisite for screening the PA01 BAC library for any gene of interest and for random 
sequencing of large specific portions of the 5.9 Mb genorne by laboratones participating in a 
conso~tium effort. 

- Communication présentée a CBDN ( 8 ~  Annual Meeting of the Canadian Bacterial 
Diseases Network, Montebello, Québec, Canada) -Mai 1997 



ANNEXE D 

Bacterial Genomics and Seqcencing ofa  Locus Encoding CeU DivisionICeU-Wall 
Biosynthesis Genes from a Bacterial Arîificial Chromosome Libnny of Pseudomonm 

neruginosa s tn in  PA01 
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Génie des Protéines, Sciences de la Vie et de la Santé, Faculté de Médecine et Pavillon 

Charles-Eugéne Marchand, Univeaité Laval, Ste-Foy, Québec, Canada. GIK 7P4 

Pseudomonas aeruginosa (PA) is ubiquitous in the envitonment and an oppomuiistic 
pathogen. It is also considered one of the most vetsatile and promising bacteriun for 
biotechnological applications. However, little is known about PA genes and their tegulation 
implicated in ce11 division and in cell-wall biosynthesis. Genomic DNA was prepared îÏom 
PA strain PA01 (5.9 Mb genorne) and libraries constmcted into the bactenal artificial 
chromosome pBELOBACll (CHEF Hind iii partials). The BAC libtaties were atrayed 
according to sizes of DNA inserts separated by FiGE. A collection of 264 PA01 BACS was 
retained for routine work (4 genome equivalents) widi average insert. of >80 Kb. A rapid 
PCR-based method was developed and used for screening. BAC clones werr selected and a 
10 Kb region encoding the cluster of g e n s  se&-en~A-frZ~sA-frsQ-ddI was sequenced fiom 
both DNA strands. In addition, the BAC library was screened for identification of l i g  
clones containing potential mur gene homologs. A contig map was constructed spanning 
more than 100 Kb and encodiig the complete fi,-mur locus. Physical DNA mapping and 
sequencing revealed a locus organization rematkably similar to those found in the genomes 
of E. coli. B. subtilis, H. intjluenzae and other bactenal species. Phylogenetic studies of 
selected proteins and compmtive genomics analysis identified features of the fis-mur locus 
unique to P. aemginosa. Futther studies in PA ce11 division/cell wall biosynthesis will be 
insrnamental in 6nding therapeutic targets for novel antimicrobials. 

- Communication présentée a CSM (47" Annual Meeting of the Canadian Society of 
Microbiologists, Québec, Québec, Canada) -Juin 1997 



ANNEXE E 

Construction of Bacterial Artificial Chromosomes and development of a n p i d  method 
for isolation of defined regions and specific genes from the 5.9 Mb genome of 

Pseudornonas aeruginosa 

Sabba- L., Cardinal, G..Sanschagrin, F. and Levesque, R C. Microbiologie Molkulaire et 
Génie des Protéines. Sciences de la Vie et de la Saute, Faculté de Médecine et Pavillon 

Charles-Eugène Marchand, Université Lavai, Ste-Foy, Québec, Canada. G1K 7P4 

P. aeruginosa is an opportunhic pathogen hquently found in nosocomiai infections and is 
a major calse of morbidity and mortality in patients with Cystic Fibrosis. The cumnt genetic 
map of the P. aeruginosa ~hromosome lists the location of more than 450 marker loci. in 
addition, 2 physical maps of the 5.94 +/- 0.02 Mb large circular 67% û+C nch chromosome 
have been constructed by either bottom-up or topdown mapping techniques. The complete 
macrorestriction map of the 5.94 Mb genome was constructed by using 36 SpeI and 15 DpnI 
sites yielding an average resolution of 110 Kb including similar distances on the physical and 
genetic maps. As a resource for detailed mapping and genome sequencing, libraries of 
bacteriai artificial chromosomes (BAC) were constructed into the low copy number plasmid 
vector pBeloBACl1. A collection of more than 850 BAC clones covering several times the 
5.9 Mb genome were digested with Not 1, Spe 1 and Hind III and DNA sizes estimated by 
FIGE electrophoresis. Cloned BAC fragments indicated inserts averaging between 90 Kb to 
more than 790 Kb. A collection of 264 BACS were selected, arrayed for screening and which 
represented 4 genomic equivalents. Assuming a completely random and fully representative 
BAC library, we envisaged a theoretical analysis of elegant screening via a pooling shategy 
including a minimal number of steps and single tube assay for îïnding any locus or gene of 
interest The pooled BAC PCR-based screening was used to isolate BACS containing genes 
involved: a bvg homolog implicated in regdation of vinilence factors, JsA found in ce11 
division and ddl implicated in cell-wall biosynthesis. Using sequences which are homologous 
to the genes of interest, oligonucleotide primers were designed and use? to completely 
sequence genes. The prospects of screening the P. aeruginosa BAC library for any gene of 
interest and for completely sequencing the 5.9 Mb genorne is discussed. 

- Communication présentée à CSM (47h h u a 1  Meeting of the Canadian Society of 
Microbiologists, Québec, Québec, Canada) -Juin 1997 



ANNEXE F 

Isolation of a 130 Kb Locus and Characterizaiion of the Multidrug Resistance Pump 
envB Homologue from Pseu&monas aeruginosa 

Sabbagh, L., Cardinal G. and Levesque, R C. Microbiologie Moléculaire et Génie des 
Protemes, Sciences de la Vie et de la Santé, Faculté de Médecine et Pavillon Charles-Eugéne 

Marchand, Université Laval, Ste-Foy, Québec, Canada. G1K 7P4 

Many bacteria possess pumps of low specincity that can extrude smicturally unrelated 
amphipathic toxins. This type of multidrug resistance has been t m e d  multidrug resistance 
pumps @ID&). The emrAB pump confers resistance to compounds such as protonophoces 
(urbonylcyanide m-chlorophenylhydrazone [CCCP]) and some antibiotics (aaiidixic acid 
and thiolactomvcin). A homolocnie of an E. coli mdr. emrB. has been identined in P. - .  
aeruginosa. Following rand~mse~uencing of a P. akiginoia library constmcted into 
pTZ18R (EcoRI-MOI), two clones with inserts of 1631 bp and 1042 bp were found to 
contain 33% and 43% homology to the emrB gene of E. coli, respectively. Primers specific to 
the isolated emrB homologues were synthaized and used to screen a pBeloBACl1 Bacterial 
Artificial Chromosome Iibrary of P. aeruginosa, by the PooIed Cloned PCR BACS method, 
consisting of 264 BACS with insexts of >80 Kb representing 4 genome equivalents. Further 
sequencing of a 3 Kb region was performed on the isolated 130 Kb Hindiü insen from 
pBeloBAC11. The P. aeruginosa emrB gene is 1530 nucleotides long, had a mical 
ribosomal biiding site promoter and a temiir?ator. the gene has 67% G+C DNA characeristic 
of P. aeruginosa. Phenotypic tests were also perfomed using 10-50pM nalidiic acid, 10- 
150pM ethidium bromide, 2-10pM tetracycliie and 10-100pM CCCP and a number of other 
stnicturaily unrelated chemicals to determine the level of expression of the P. aeruginosa 
emrB gene. The deduced peptide of the EmrB homoIogue was approximately 56 kDa 
showing 40% identity with the E. coli protein. The complete emrB homologue was also 
cloned in a pET30 vector system for overexpression of the protein. Further studies in MDRs 
will be essential in better understanding resistance by microbial agents to antibiotics and 
0 t h  unrelated toxins. ïhis  is a first step in designhg new therapeutic agents capable of by- 
passing these e a u x  systems. 

- Communication présentée à I'ICAAC (37' Intencience Conference on Antimicrobial 
Agents and Chemotherapy, Toronto, Ontario, Canada) - Octobre 1997 



ANNEXE G 

Identification de domaines homologues aux composantes régulanb les gènes de 
virulence de Bordeteüaperiussis chez Pseudomonas aeruginosa 

Sabba&L., Cardinal, G. et Levesque, R C. Microbiologie Moléculaire et Génie des 
Protéines, Scmces de la Vie et de la Santé, Faculté de Médecine et Pavillon Charles-Eugène 

Marchand, Université Laval, Ste-Foy, Québec, Canada. GIK 7P4 

Pseudomonas aeruginosa est un pathogène opportuniste responsable de plus de 90 % du taux 
de mortalité chez les patients atteints de la mucoviscidose. Comme divers microorganismes. 
P. aeruginosa produit plusieurs tîcteurs de vinilence qui entrainent la colonisation des voies 
respiratoires de 13ôte. Chez B. periussis, le pathogène responsable de la coqueluche, il existe 
un système à deux composantes qui régule l'expression des gènes de vinilence. Des 
homologues des différents domaines des protéines BvgS et BvgA ont été isolés chez P. 
aeruginosa par la méthode du Pooled Cloned PCR BAC (PCPB) en criblant une banque de 
P. aeruginosa clonée dans le vereur pBeloBACl1. La protéine BvgS de B. periussis contient 
trois domaines: le transmetteur, le receveur et le C-terminal. Les homologues du domaine 
transmetteur et C-terminal ont été identifiés parmi la banque de P. aeruginosa et ont une 
identité Je 68 % et de 33 % aux domaines de BvgS, respectivement. Les domaines isolés 
contiennent des acides aminés conservés, tels que His729 du domaine transmetteur et 
His1172 du domaine C - t e d  qui sont nécessaires pendant les étapes de phosphorylation, 
suite à un signal extracellulaire, chez B. periussis. Le gène codant la protéine homologue au 
domaine C-terminal de BvgS a été cloné dans un vecteur d'expression p E ï  par lequel la 
protéine a été surexprimée dans E. coli HMS174 (;IDE3) et purifiée par histidine Tag. 
L'homologue à BvgA chez P. aeruginosa montre une identité de 66 % avec la protéine de B. 
periussis et contient aussi des acides aminés conservés comme Asp9, AsplO, Asp54 et 
Lysl04, qui sont impliqués dans les dernières étapes de phosphorylation, avant que la 
protéine se lie à I'ADN pour contrôler I'expression des gènes de vinilence chez B. periussis. 
L'étude de ces domaines isolés va nous perr 'tre de caractériser si un contrôle 
transcnptionnel des gènes de virulence existe chez P. aeruginosa, semblable au système à 
deux composantes chez B. periussis. 

- Communication présentée à I'ACFAS (66' Congrès de l'Association Canadienne-Française 
pour l'Avancement de la Science, Québec, Québec, Canada) - Mai 1998 



Canctérisation d'une pompe i résistance multiple (MDR) homologue au locus 
emrAB de El coli chez PseuEomonas aeruginosa 

Sabba& L., Cardinal G. et Levesque, R C. Microbiologie Moléculaire et Génie des 
Protéines, Sciences de la Vie et de la Santé, Faculté de Médecine et Pavillon Charles-Eugéne 

Marchand, Université Laval, Ste-Foy, Québec, Canada. GIK 7P4 

Plusieurs micro-organismes possèdent des pompes ayant une faible spécificité à un substrat 
Ces organismes sont capables d'expulser des toxines ayant une conformation structurale 
dinérente. Ce type de résistance à plusieufi drogues a été no~nnié pompes à r é s i i c e  
multiples. La pompe EmrAB chez E. coli confere une résistance à des protonophores 
(carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone [CCCP]) et certains antibiotiques (acide 
nalidiiique, nodoxacin et thiolactomycin). Un homologue de emrAB de E. coli a été 
identifié chez P. aeruginosa. Suite à un séquençage au hasard d'une banque de P. aeruginosa 
dans le vecteur pTZ18R deux recombinants ayant des inserts de 1631 pbs et 1042 pbs 
montraient des identités de 33 % et 43 % à emrAB de E. coli, respectivement. Des amorces 
spécifiques au fragment montrant de l'homologie à emrAB isolé, ont été dessinées et utilisées 
pour cribler une banque de P. aeruginosa dans pBeloBACl1 (Bacterial Amficial 
Chromosome). Cette banque ayant des inserts > 80 kb a été criblée par la méthode du Pooled 
Cloned PCR BACS. La séquence du locus de 5.8 kb a été déterminée à partir de l'insert 
Hindm de 60 kb cloner dans pBeloBAC11. Un cadre de lecture ouvert montrant de 
l'homologie à emrB chez P. aeruginosa contient 1532 nucléotides. Son contenu en Gi€ est 
de 67 %, ce qui est typique du génome de P. aeruginosa et a une identité de 50 % avec la 
protéine de E. coli. De plus, un autre cadre de lecture ouvert montrant de l'homologie à emrA 
de E. coli chez P. aeruginosa, séquencé à partir du BAC de 60 kb, contient 1200 nucléotides 
et a une identité de 43 % avec la protéine de E. coli. Le fragment codant pour l'homologue de 
emrAB a été cloné dans un vecteur à haute copie, ce qui nous a permis de déterminer les 
concentrations minimales inhibitrices (CMIs) avec l'acide nalidixique, le norfloxacin, le 
CCCP, la tétracycline et d'autres substances. Ces études nous ont permis de comparer la 
fonction de emrAB de E. coli avec l'homologue de P. aeruginosa et vont éventuellement 
mener à mieux comprendre la résistance chez les rnicrwiganismes à divers antibiotiques et 
toxines, causée par les pompes à résistances multiple. 

- Communication présentée à I'ACFAS (66' Congés de l'Association CanadienneFrançaise 
pour l'Avancement de la Science, Québec, Québec, Canada) - Mai 1998 



Bacterial Genomia and Isolation of Homologous Components to the Bordetela 
periussis bvgAS Locus in a Pseudornonas aeruginosa Bacterial Artificial Chromosomes 

(BAC) Libnry  
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P. aeruginosa is a gram-negative oppoministic pathogen that causes respiratory tract 
infeaions in humans. L i e  many organisms, virulence factors are produced leadhg to the 
colonization of the host B. pertursis, another gram-negative pathogen colonizing the 
respiratory tract of humans, regulates the expression of different virulence genes through the 
bvgAS locus. Homologies to the different components of the bvgAS locus have been 
identified in P. aeruginosa. In B. perfussis the BvgS protein has a transmitter, receiver and a 
C-terminal domain. Within a BAC library of P. aeruginosa, homologies to the transmitter 
and C-tenninal domains of the BvgS protein were identifie4 showing 68% and 33% 
identities, respectively. ïhese domains, in B. periussis, are essential for the multistep 
phosphorelay, dong with conserved amino acids which are phosphorylated by zn 
extracellular signal. The Hi5729 and Hisll72 residues of the transrnitter and C-tenninal 
domains, respectively, were identified on the isolated homologues. The gene codhg for the 
homologous region of the C-terminal domain of BvgS was cloned in the expression vector 
pET30a and the protein was expressed in E. coli HMS174 (lDE3) and puritied to 
homogeneity. Within the bvgAS locus, bvgA codes for a regdatory protein containing a 
receiver domain with conserved amino acids required during the multistep phosphorelay. ï h e  
isolated BvgA homologue showed 66% identity with the B. perfussis protein and the 
conserved amino acids Asp9, AsplO, Asp54, and LyslO4. Biochemical studies, such as 
~hoç~horylation assays will allow us to detennine whether these homolo~ous domains are 
. a -  - 
involved in a multistep phosphorelay. Complementation using AbvgAS mutants and analysk 
of pathogenicity will be essential in determining the possible function of the characterized 
gexÏe. These shidies should give a bener unde&dingof a possible reylatory mechanism of 
secreted Wulence factors fiom P. aeruginosa and possible regdation analogous to the bvgAS 
locus of B. perfussis. 

- Communication présentée a 1'ASM (98" Annual Meeting of the American Society for 
Microbiology, Atlanta, Georgia, USA) - Mai 1998 




