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INTRODUCCION Y JUSTIFICACION

Desde su descripcién en los afios 70, los microorganismos productores de B-lactamasas de
espectro extendido (BLEE) se han ido convirtiendo, progresivamente, en un problema de
primer orden dentro de la patologia infecciosa actual. Inicialmente generaron una alarma
considerable, al tratarse, al menos desde un punto de vista tedrico, de enzimas de 32
generacion y una capacidad de difusién semejante a la que habian tenido las B-lactamasas
plasmidicas clasicas, en especial las de tipo TEM. Posteriormente, su evolucién epidemiolégica
fue sugiriendo que, si bien su capacidad de hidrdlisis sobre las cefalosporinas de 32 generacidn
era real y clinicamente trascendente, su capacidad de difusién por algin motivo, no parecia ser
equiparable a la que habian venido mostrando las B-lactamasas plasmidicas clasicas, pese a su

gran similitud estructural.

Sin embargo, esta difusién si se ha ido produciendo, aunque no de una forma tan explosiva
como se temid en un principio. Actualmente numerosos estudios cifran ya los porcentajes de
cepas productoras de BLEEs por encima del 5%, sobre todo en algunos géneros y especies de
enterobacterias. Ademas, la irrupcién desde hace unos afios de microorganismos productores
de BLEEs del grupo CTX-M y su expansion, relativamente rapida, ha modificado de manera
decisiva sus caracteristicas epidemioldgicas. De ser un tipo de resistencia asociado en sus
origenes a microorganismos hospitalarios y brotes epidémicos, sobre todo en determinadas
areas, la produccién de BLEEs ha pasado a ser una situacion endémica, en la que cada vez es
mas frecuente su hallazgo en microorganismos extrahospitalarios, en especial en Escherichia

coli.



Este comportamiento epidemioldgico peculiar estd claramente asociado a los elementos
genéticos que albergan la informacidén que permite a los organismos producir estas enzimas, y
a su forma transmitirse. Los estudios muestran cdmo, con gran frecuencia, microorganismos
productores de la misma BLEE, e incluso microorganismos productores de los mismos perfiles
de BLEEs multiples, no estan en absoluto emparentados desde el punto de vista genético. Ello
se debe a que la difusién de la produccion de BLEEs no se asocia a la difusidon de una o unas
cuantas cepas muy proximas genéticamente y portadoras de unas determinadas capacidades
de resistencia, sino a la difusidn, entre cepas sin relaciéon alguna, de elementos genéticos
extremadamente modviles que son capaces de expandir la capacidad de produccién de estas

enzimas en poblaciones bacterianas no relacionadas.

Estos elementos se han empezado a estudiar recientemente en cepas productoras de BLEEs.
Sin embargo, los estudios son incompletos, y ademas apenas existen estudios de este tipo en
aislamientos productores de varias BLEEs, de modo que se ignora si estas enzimas se alojan en
los mismos o en distintos elementos mdviles, y se transmiten por tanto de forma conjunta o

no.

La reciente descripcion en nuestro grupo de una frecuencia anormalmente alta de
aislamientos productores de BLEEs multiples, sin ningln tipo de relacidén genética entre ellos,

nos llevo a plantear el presente estudio con los siguientes objetivos:

1. Conocer los elementos genéticos a los que se asocian las BLEEs mas frecuentes en
nuestro dmbito.

2. Conocer si esos elementos genéticos son los mismos en cepas productoras de BLEEs
multilples, de modo que aparecen en la misma cepa por simple acumulacién de

elementos moéviles, o si por el contrario esta producciéon se asocia a elementos



genéticos especificos, que vehiculen de manera simultanea los genes codificadores de
varias enzimas.

Conocer los elementos genéticos que vehiculan estas BLEEs cuando éstas se asocian a
otros genes de resistencia con los que se asocian con relativa frecuencia, como los

genes gnr de resistencia a fluoroquinolonas.
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“There is probably no chemotherapeutic drug to which in suitable circumstances the bacteria

cannot react by in some way acquiring fastness” Alexander Fleming, 1946.

Cuando Fleming escribe esto en 1946, habian pasado tan solo 8 afios desde el inicio del uso
clinico de la penicilina, y tan soélo algunas sustancias mds, como el Salvarsan, el Prontosil, la
estreptomicina y la sulfapiridina, se utilizaban como agentes antibacterianos. En medio de
aquel estrecho panorama terapéutico, y con lo que a dia de hoy ya podemos intuir, su

afirmacién cobra si cabe, mucho mas valor.

Las bacterias que nos rodean poseen, aparentemente, una capacidad casi ilimitada para
evolucionar hacia formas resistentes a las agresiones externas. El mundo actual, sumamente
globalizado, facilita el encuentro de diferentes poblaciones bacterianas y la consecuente
comunicacién entre ellas, dotando a las bacterias de herramientas para poder adaptarse a
cualquier ambiente hostil; no en vano llevan habitando el planeta, al menos que sepamos,

3.500 millones de afios.

Parte del modo en que las bacterias se “comunican” y adaptan es el objeto de esta revision. Se

desarrollara la forma en que adquieren informacion y los elementos genéticos moviles que les

permiten resistir a lo que para ellas es, una amenaza exterior.
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INTRODUCCION

La resistencia antibidtica en las bacterias se divide clasicamente en dos formas diferenciadas:
la debida a mecanismos propios del microorganismo, denominada resistencia intrinseca, y las

resistencias adquiridas (Alekshun, 2007).

Algunos ejemplos claros de resistencia intrinseca son las B-lactamasas AmpC de algunos Gram
negativos (como genes constitutivos cromosémicos), y otros como por ejemplo, las bombas de
expulsién activa de ciertos antimicrobianos. Los mecanismos de resistencia adquiridos
incluyen tanto mutaciones en genes diana para determinados antimicrobianos, como
adquisiciones de determinantes de resistencia vehiculados en bacteriéfagos, plasmidos,
transposones y otros elementos genéticos modviles. Las mutaciones alteran el ADN pre-
existente, pero no afiaden nuevos genes completos. La segunda opcidn, la transferencia
genética horizontal, amplia el genoma de la bacteria receptora a partir de otra portadora

inicial.

Esta transferencia horizontal de material genético intercelular, requiere de alguno de los
siguientes procesos de intercambio genético (Frost, 2005):

- Transformacion, donde la bacteria capta ADN libre del entorno. Fue el primer
mecanismo descubierto de transferencia horizontal de genes, entre procariotas.

- Conjugacién, proceso que requiere de un contacto directo célula con célula. Los
elementos genéticos moviles que participan en este tipo de transferencia horizontal de
genes (plasmidos y transposones conjugativos), poseen capacidad para replicarse de
forma auténoma y para codificar las proteinas que promueven su propia transferencia

entre diferentes células bacterianas.
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- Transducciéon, forma de transferencia de ADN mediada por ciertos virus bacterianos
que se replican de forma independiente, llamados bacteriéfagos, que captan
accidentalmente ADN de una célula al infectarla y se lo inyectan a la siguiente que

parasiten, en la que podrd recombinarse con el cromosoma celular y ser asi heredado.

Ademas del intercambio genético intercelular, existen también movimientos intracelulares de
ADN. Esto involucra a algunos otros elementos genéticos méviles que son capaces de cambiar
la localizacién genética de un determinado fragmento de ADN dentro de la misma célula. Se
trata de transposones, integrasas y el elemento ISCR (Bennett, 2008). La transferencia llevada a
cabo por este tipo de elementos, ya sea entre diferentes moléculas de ADN o dentro de la
misma, implica necesariamente algln tipo de proceso de recombinacion, lo cual puede incluir
o no replicacion posterior. Gracias a estos movimientos recombinatorios, un mismo plasmido
puede acumular diversos genes de resistencia sin que ocurra ningun evento replicativo; sin
embargo los intercambios intercelulares mediados por conjugacidn implican necesariamente

replicacion del ADN involucrado.
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Primera Parte
INTERCAMBIO GENETICO INTERCELULAR POR CONJUGACION:

PLASMIDOS DE RESISTENCIA Y TRANSPOSONES CONJUGATIVOS.

1. DEFINICION DE PLASMIDO

Un plasmido es una unidad de ADN extracromosomico de tamafio variable (1- >100 kb) que se
replica de forma auténoma y autorregulada, y que puede ser movilizado entre diferentes
células bacterianas a través de un proceso denominado conjugacion. A pesar de que los
pldsmidos codifican los genes necesarios para la iniciacidon de su replicacion, lo cierto es que
dependen de factores codificados por la célula hospedadora (ligasas, ADN polimerasas,

helicasas...) para llevar a cabo el proceso completo.

Se han hallado tanto en bacterias Gram positivas como Gram negativas, asi como en levaduras
y algln otro tipo de hongo. Pueden alcanzar hasta el 10% del material genético celular total. La
mayoria de los plasmidos son moléculas circulares de doble cadena sin extremos libres, esto
es, cada nucledtido de cada hebra estd unido de forma covalente al siguiente. A este tipo de
plasmidos se les ha llamado ADN CCC (del inglés: Covalently Closed Circular), aunque también

existen plasmidos lineales en diferentes especies bacterianas y fungicas.

Los plasmidos no son imprescindibles para la supervivencia celular, ya que, a diferencia del
cromosoma, no codifican los genes esenciales para las funciones celulares; sin embargo, a
menudo codifican genes que permiten a la bacteria portadora adaptarse mejor a condiciones
externas adversas o competir en superioridad con otros microorganismos para ocupar un

nicho ecolégico. Estd ampliamente documentada la participaciéon de los plasmidos en el
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soporte y movilizacidon de genes de resistencia antibidtica y otros componentes téxicos, en la
mayoria de especies bacterianas de interés médico. Este hecho, sumado a la capacidad de los
mismos de transferirse entre diferentes especies bacterianas es de primordial importancia
para el entendimiento de la evolucién de las poblaciones bacterianas. La secuenciacion
completa de plasmidos ha llevado al conocimiento de otras piezas fundamentales en la
movilizacién genética, como son los transposones e integrones presentes en los mismos, y de
cémo éstos participan también en la transmisién de la resistencia a agentes antimicrobianos

(Cantdn, 2003; Dobrindt, 2001).

Existen diferentes tipos de plasmidos y cada uno de ellos se caracteriza al menos por dos
propiedades constantes:
- el namero de copias existentes en el interior celular, que puede variar desde una a
miles de ellas,
- la incompatibilidad entre plasmidos para poder ser heredados en la misma linea
celular, lo que ha permitido clasificar a los plasmidos en grupos de incompatibilidad.
Una misma célula bacteriana puede ser portadora de dos o mas tipos de plasmidos diferentes,

pudiendo estar cada uno de ellos en cantidades totalmente dispares.

2. REPLICACION PLASMIDICA

Para poder existir independientemente del cromosoma, los plasmidos han de poder replicarse
de forma auténoma. A los pldsmidos con esta capacidad, que son la mayoria, se les ha
denominado replicones, esto es, estructuras de acidos nucleicos con capacidad de

autorreplicacién, al igual que lo son los cromosomas y el ADN de los fagos. Los plasmidos que

15



no poseen esta capacidad y que se integran de forma reversible en el cromosoma bacteriano

para replicarse bajo su control, se les denominan episomas.

El hecho en si de la autorreplicacidon no es suficiente para asegurar la continuidad en la linea
celular: los plasmidos han de heredarse de manera estable en la progenie de la célula
hospedadora. El conjunto de mecanismos encargados de este proceso se denominan sistemas
de particidn plasmidicos. Estos sistemas son habitualmente codificados por el propio pldasmido

aunqgue también requieran de funciones propias de la célula hospedadora (Actis, 1999).

El inicio de la replicacion de un plasmido es un proceso especifico, y de vital importancia para
su herencia, para el nimero de copias en el interior celular y para las propiedades de

incompatibilidad plasmidica.

2.1. TIPOS DE REPLICACION PLASMIDICA

Hay tres tipos de mecanismos basicos de replicacion para los plasmidos circulares (del Solar,
1998):

- replicacion O (theta)

- replicacion por desplazamiento de hebras

- replicaciéon Rolling-Circle (RC)
Cada tipo de plasmido se replica por uno de estos mecanismos, lo cual viene determinado
junto a otras propiedades, por los genes localizados en una regién especifica y esencial para el
pldsmido que se encarga del proceso de replicacién y su control. Dentro de esta region

esencial se agrupan genes y secuencias fundamentales, como son:
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- el origen de replicacion, ori, caracteristico de cada replicon. Un plasmido puede
poseer mas de un ori (“plasmidos compuestos multi-replicon”) y funcionar cada
origen de manera simultanea e independiente.

- los genes implicados en el necesario control de la replicacién. Una funcién
relacionada se suma a ésta: el control del nimero de copias de un plasmido por
célula.

- adicionalmente, la mayoria de los plasmidos son portadores de un gen que codifica
una proteina, denominada proteina Rep, que funcionara como primer de la
replicacién del ADN plasmidico. Estas proteinas Rep son especificas del origen de
replicacidn y esto se refleja en la existencia de sitios especificos de unidn para ellas en
ori. Esto es lo que diferencia el proceso de la replicacién de plasmidos del proceso en
el cromosoma procariota: la iniciacidn de la replicacion plasmidica en bacterias posee
especificidad de molécula (Actis, 1999). Estas proteinas codificadas por el propio
plasmido, no solo cumplen funciones como iniciadores de la replicacién, sino que son
reguladoras de la frecuencia de dicha iniciacidn y también de su propia sintesis (del

Solar, 1998).

2.1.1. Replicacién theta

Este modelo de replicacion implica la apertura de ambas hebras parentales en el origen de
replicacién, la sintesis de una molécula de ARN iniciadora, ARNp, y el inicio de la sintesis de
ADN por extension covalente de dicho ARNp de manera unidireccional o bidireccional (figura
1).

La sintesis de una hebra es continua mientras que la de la otra es discontinua, pero se trata de
una sintesis acoplada, acompasada. En el caso de replicaciones unidireccionales, una Unica

horquilla de replicacion se desplaza a lo largo de toda la molécula hasta alcanzar de nuevo el

17



origen, y después ambas hebras se separan. En replicaciones bidireccionales, dos horquillas de
replicacién se desplazan en sentido opuesto. Este tipo de replicacidon puede tener uno o mas
origenes simultdneos. Se denomina theta por la forma intermedia resultante, que recuerda a

la letra griega 0.

A ori¥

Figura 1. Replicacion plasmidica theta. Modelo A: unidireccional; modelo B: bidireccional (Snyder, 1997)

Con algunas excepciones, los plasmidos que usan este mecanismo utilizan la proteina Rep
iniciadora especifica. En el origen de replicacién estan las secuencias especificas para la unidn
de esta proteina plasmidica y para el resto de proteinas necesarias para la sintesis, codificadas
por el hospedador. Se unen en una regidn adyacente a ori rica en A-T que contiene secuencias
repetidas. En esa misma regidon comienza también la apertura de hebras para su replicacién. La
proteina Rep actua en lugar de o en combinacidon con DnaA, otra proteina iniciadora propia de

la replicacion cromosémica del hospedador.
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En la mayoria de los casos de replicacion theta, los sitios de unién especificos para las
proteinas Rep son unas secuencias directas repetidas llamadas iterons localizadas en ori. Estos
elementos son esenciales tanto para la replicacion como para su control (del Solar, 2000). La
presencia de iterons no esta restringida a los plasmidos que se replican por mecanismo theta,
del mismo modo que tampoco la totalidad de los pldsmidos que se replican por este
mecanismo poseen iterons. De hecho se han localizado también en plasmidos que se replican

por cualquiera de los otros dos mecanismos.

Ejemplos de pldsmidos con mecanismo theta y que posean iterons en su sitio ori son:
- RK2/RK4, pCU1 y pSa, que son plasmidos con amplio rango de hospedadores.

- P1,F, pSC101 vy R6K, plasmidos de menor rango de hospedadores.

No sélo se pueden encontrar jterons dentro de ori, también existen en regiones distantes. De
los plasmidos citados anteriormente, P1, F, RK2 y R6K poseen jterons mas alla de la regién ori.
Estas otras secuencias repetidas, no son necesarias para el inicio de la replicacion, pero si lo
son para el control de la replicacion en estos plasmidos. Los plasmidos que no contienen estos

“iterons auxiliares”, utilizan los propios del origen de replicacién para el proceso de regulacion.

Existen también otros plasmidos con mecanismo theta sin iterons en el origen de replicacion,
como son: R1 (grupo de incompatibilidad IncFll), ColE1 en E. coliy pLS20 en B. subtilis:

- Plasmido R1: El inicio de la replicacidon en ellos depende de la proteina iniciadora
plasmidica, RepA. En el delimitado origen de replicacién de 188 pb de estos
plasmidos, se puede diferenciar: una secuencia de 9 pb para la unién de DnaA, una
regidon adyacente de 100 pb para la unidn de RepA y a continuacidn una region rica en
A-T. El estudio de este ori revelé que existen dos sitios de uniéon para RepA: uno

preferente, contiguo al de DnaA (sitio-1) y otro, adyacente a la regién rica en A-T, de
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menor afinidad de unién (sitio-2). El funcionamiento de todos estos elementos, forma

parte del propio mecanismo de control de la replicaciéon en R1.

Plasmido ColE1l: Este pldsmido ampliamente conocido habita de forma natural en
cepas de E. coli que gracias a él, producen una bacteriocina llamada “colicina-1"” que
las defiende frente a otras cepas de E. coli. Es el prototipo de plasmido de pequefio
tamafio multicopia que se replica por este tipo de mecanismo. No requiere de
ninguna proteina iniciadora codificada por él mismo, y si de la participacidn de la ADN
polimerasa-l del hospedador para el inicio de la replicacién. Entre otras secuencias,
en su origen de replicacion de 1 kb se pueden diferenciar las secuencias que
promueven la sintesis de un ARN Il (el primer de la hebra principal), las secuencias
gue permite una unidn estable entre ARN Il y el ADN, y las secuencias que permiten el
procesamiento de este complejo por una RNasa H, que genera el extremo 3°-OH libre

necesario para que la ADNpol | comience la sintesis de la hebra principal.

Un ultimo ejemplo de plasmidos sin iterons es el plasmido de Bacillus subtilis pLS20,

gue no requiere de ninguna proteina propia ni de la ADN polimerasa-I (Meijer, 1995).

2.1.2. Replicacion por desplazamiento de hebras

El ejemplo mejor conocido es el de los promiscuos plasmidos de la familia IncQ, y el caso mejor

descrito es el plasmido RSF1010 de E. coli. Los miembros de esta familia requieren de tres

proteinas especificas codificadas por el plasmido para el inicio de la replicacidn (figura 2):

RepA, con actividad helicasa, RepB, primasa que se une en un par de pequefias secuencias,

una por hebra, formando un palindromo dentro de la regién ori, y RepC, proteina con actividad

de iniciador que se une a los iterons especificos en ori. La replicacion se inicia en dos origenes
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adyacentes y simétricos posicionados cada uno en una hebra de ADN del plasmido: ssiA y ssiB,

donde se une RepB.

RepC —1 RepB j—l

=[] e,
G+C AsT

Iterons -'-i:iﬂ L
ol
R »* -
sai

Figura 2. Replicacioén por desplazamiento de hebras. a) Esquema del origen de replicacion. RepB (primasa) interactua con
secuencias repetidas invertidas (flechas opuestas) y RepC en iterons. b) La replicacion ocurre desde dos origenes con polaridades

opuestas que funcionan de forma independiente. La actividad primasa de RepB no esta representada (del Solar, 1998)

En una primera etapa, RepC se une a los iterons de ori. RepA, lo hace en una region rica en A-T
muy préxima al sitio de unién de RepC. Su actividad helicasa implica la separacidon de las
hebras, dejando al descubierto los sitios ssi. Estos se activan precisamente cuando se
encuentran en estado monocatenario y posibilita la unién de RepB. Gracias a su actividad
primasa cataliza la sintesis de ADN y comienza la replicacidn. La sintesis de cada hebra
transcurre de forma continua pero en direcciones opuestas, e implica el desplazamiento de la
hebra complementaria. La existencia de estas tres proteinas hace que el inicio de la replicacion
en RSF1010 sea independiente de factores de la célula hospedadora, y es precisamente esta

caracteristica lo que hace que este plasmido posea tan amplio rango de hospedadores.
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2.1.3. Replicacién RC (Rolling circle)

Este es un proceso de replicacion unidireccional y asimétrico, ya que la sintesis de ambas
hebras estd desacompasada. Se conocen hasta cuatro grupos de plasmidos que se replican por
este mecanismo. Normalmente se describe el del plasmido de S. aureus pT181, por ser el
mejor estudiado. De hecho, es un tipo de replicacidn clasico entre los plasmidos multicopia de
pequeno tamafio en Gram positivos. Actualmente se conocen ejemplos también entre Gram

negativos y especies de Archaea (Khan, 2000; del Solar, 2000).

En este mecanismo de replicacion, una proteina propia del plasmido, Rep, corta una de las
hebras (la hebra parental principal) en un punto especifico denominado “dso” (del inglés:
double strand origin) y se queda unida covalentemente al extremo 5’. Esto genera un extremo
3’-OH libre, que sirve como primer para la nueva sintesis de ADN, al formarse un complejo de
iniciacién junto a la ADN polimerasa Il del hospedador, entre otras. Lo caracteristico del caso,
es que la nueva hebra principal sintetizada queda unida covalentemente a su idéntica hebra

parental principal, quedando ésta al mismo tiempo desplazada (figura 3).

R’_—'i(\:l!ul‘}
s gl i
- N

Figura 3. Replicacion plasmidica. Modelo C: Rolling circle (Snyder, 1997).

El proceso finaliza con la formacién de una molécula de doble cadena formada por la nueva
hebra sintetizada mdas la antigua hebra parental no replicada, y una molécula de ADN

monocatenario correspondiente a la antigua hebra parental principal, como producto
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intermedio del proceso. Esta molécula intermedia sencilla es convertida en ADN de doble
cadena por proteinas propias del hospedador que inician el proceso de replicacidn en un sitio
especifico de esta hebra parental principal, diferente y distante de dso, llamado “sso” (del
inglés: single strand origin). La replicacién de esta hebra parental no involucra a ninguna
proteina codificada por el propio plasmido. El origen sso es una regidon especifica no
codificante que tiene capacidad para generar estructuras imperfectas stem-loop. Se conocen
hasta 4 tipos diferentes ssoA, ssoW, ssoT y ssoU. Un mismo pldsmido puede acumular varios
de ellos, aunque se cree que sélo uno de los mismos es el activo en un evento replicativo para
una molécula en particular. Una caracteristica interesante es que los dos primeros, parecen
funcionar eficazmente solamente cuando se hallan en sus hospedadores nativos. Sin embargo,
los otros dos, pueden lograr una replicacion eficaz del pldsmido en un rango mayor de

hospedadores (Khan, 2000).

2.2. FUNCIONES DE LA REGION ori

2.2.1. Rango de hospedadores

El rango de posibles hospedadores de un plasmido es el total de tipos bacterianos diferentes
donde éste se puede replicar. Esta caracteristica viene determinada generalmente por la
regidn ori. Divide a los plasmidos en dos grandes grupos: aquellos con un amplio rango de
posibles células hospedadoras y otros con escaso margen a la hora de replicarse entre

diferentes tipos bacterianos.

El prototipo de plasmido con escasos hospedadores es ColEl. Este plasmido y otros como él,
solo pueden replicarse en E. coli y otras bacterias relacionadas como Salmonella y Klebsiella

spp. Otros ejemplos son: F, pSC101, R6K. Por el contrario, plasmidos como RK2, que confiere
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resistencia a ampicilina, tetraciclinas y kanamicina, RSF1010 (IncQ), y plasmidos con
mecanismo RC en Gram positivos como pUB110 y pC194 en S. aureus, poseen un amplio rango
de hospedadores. Otros plasmidos con esta misma caracteristica son los que pertenecen al

grupo IncA/C (Llanes, 1996) e IncP (Zechner, 2004).

Existe una barrera considerable entre Gram positivos y negativos. La mayoria de plasmidos
aislados en bacterias Gram negativas no se replican en Gram positivas y viceversa. Los
pldsmidos de amplio rango necesitan codificar todas las proteinas necesarias para su

replicacién si no quieren depender del ambiente del hospedador.

2.2.2. Regulacion de la replicacion: Control del niimero de copias de un plasmido

El nimero de copias de un plasmido es una caracteristica constante en condiciones normales
para un hospedador celular en particular. Los pldsmidos han de controlar su propia produccién
para asegurarse la herencia tras la division celular, cuidando de que no sea ni insuficiente ni
excesiva y por lo tanto contraproducente, ya que supondria un exceso de carga metabdlica

para el hospedador (del Solar, 2000).

Los sistemas de regulacion del nimero de copias difieren entre los plasmidos caracterizados
por poseer un alto nimero de copias por célula de los que se hallan en bajo nimero. Los
primeros, como ColEl, sélo requieren de un mecanismo que inhiba la iniciacion de la
replicacién plasmidica cuando el nimero de copias alcanza determinado nivel. Son “plasmidos
tolerantes”. El otro grupo, con representantes como el plasmido F, deben replicarse sélo una o

muy pocas veces por cada ciclo celular. Se les denomina “pldsmidos exigentes” (Snyder, 1997).
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El control del nimero de copias estda regulado por sistemas codificados por el propio plasmido,
que modulan la velocidad de iniciacién de la replicacion. Dado que la replicaciéon en los
pldsmidos es auto-catalitica, la estrategia reguladora primaria es la inhibicién. El sistema de
control de la replicacién de un plasmido debe ser capaz de detectar y corregir las fluctuaciones
en la cantidad generada. Esto se logra asegurandose una relacion inversa entre el nimero de

copias y la velocidad de replicacidon en cada unidad celular (Novick, 1987).

En el control del nimero de copias de un pldasmido se pueden diferenciar dos fases: una inicial,
donde para que se produzca un asentamiento exitoso del plasmido al introducirse en un
nuevo hospedador, éste debe replicarse rapidamente antes de su division celular. Este estado
implica una sobreproduccién del mismo antes de alcanzar su numero de copias
predeterminado (N). En la segunda fase, la del estado estacionario, el objetivo es mantener N.
Para mantener una tasa promedio de replicacion, los plasmidos utilizan sistemas propios de
autocontrol negativo, que son capaces de detectar y corregir las fluctuaciones por arriba y por

abajo que se dan de ese N predeterminado para un tipo de plasmido y una célula determinada.

El control de la replicacién a través de inhibidores implica que se pueda controlar de alguna
manera la concentracién de copias/célula. Esto se logra o bien a través de un inhibidor
inestable que se expresa constitutivamente, o por medio de inhibidores estables que se
generan poco después de cada inicio de replicacion plasmidica. Cuando la frecuencia de inicio
esta determinada por una proteina iniciadora, un mecanismo valido para regular el proceso es
inactivar dicha proteina iniciadora tras cada proceso de replicacién. De este hecho va a derivar

otra de las propiedades fundamentales de los plasmidos, la incompatibilidad plasmidica.

La estrategia utilizada por un plasmido para la regulacion de su replicacidn no se correlacionan

con el mecanismo por el cual dicho plasmido inicia su replicacion (del Solar, 1998).
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En funcidn del tipo de elemento regulador negativo, se pueden clasificar en tres los principales
mecanismos que controlan la replicacién plasmidica y por lo tanto el nimero de copias de un
plasmido:
- los que se valen de un ARN antisentido que hibridan en una regiéon complementaria
de un ARN esencial para el proceso de replicacion.
- aquellos que utilizan un ARN antisentido y una proteina
- los que usan secuencias directas repetidas (iterons) que se emparejan con una

proteina Rep iniciadora.

a. ARN antisentido: ColE1, R1y pT181

Todos los plasmidos que se regulan por este sistema, comparten una serie de caracteristicas
comunes: la sintesis de un ARN esencial para la replicacion (ARNm precursor de Rep, ARNp) y
la sintesis de un ARN antisentido inhibidor. Los ARN antisentido son moléculas
complementarias a una regién del extremo 5’ del ARN esencial. Estos ARN inhibidores son
sintetizados por un promotor constitutivo y tienen una corta viabilidad, asi que su
concentracién intracelular es proporcional a N. La inhibicién de la replicacién viene dada por el
emparejamiento entre el ARN esencial y el antisentido, anulando la actividad del primero. Otra
caracteristica importante es que en este tipo de sistemas de control, la tasa de sintesis del ARN
inhibidor es mucho mayor que la del esencial (del Solar, 2000). Se conocen diferentes modelos
de regulacion por ARN antisentido, dependiendo del modo en el que se desarrolle dicha
inhibicién. A continuacién se detallan tres ejemplos diferentes:

- El primero de ellos estd representado por ColEl. La regulacidon ocurre al inhibirse el
procesamiento necesario para la generacion de lo que va a ser el primer esencial para
la replicacion. Como se detallaba anteriormente, para que ColE1 inicie su replicacién,
un gen de la regidn ori ha de expresarse y resultar en un ARN-II, que se unira al ADN

de la hebra parental. Una vez unidos, la RNasa H del hospedador genera un extremo
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3’-OH libre que es lo que hace las funciones de primer para iniciar la sintesis de ADN.
Este hecho ocurre durante cierto tiempo, de modo que la célula va acumulando varias
copias de ColE1l. Mientras tanto, la célula va acumulando otro producto, un “ARN
antisentido” de 108 nucleétidos, que va a funcionar como regulador negativo. Se le
denomina ARN-I y se produce a partir de la cadena opuesta a la que expresa el ARN-II.
Por lo tanto, ARN-I y ARN-II son complementarios. Cuando ARN-I alcanza cierto nivel,
hibrida con ARN-II, formdndose un ARN de cadena doble, de modo que ya no puede
unirse al ADN parental. Al no existir el complejo ARN-II/ADN, la RNasa-H no puede
actuar y suministrar ese extremo 3" libre. Como se ha dicho previamente, ARN-| es

sintetizado por un promotor constitutivo y es inestable.

Otro caso es el del plasmido R1, donde el control tiene lugar al impedirse la
traduccidn del gen repA, inhibiendo para ello la sintesis de una primera proteina
precursora. El plasmido R1 es el representante de la familia IncFll. Este plasmido
codifica una proteina iniciadora de replicacién llamada RepA. El control de su sintesis
y por tanto de la replicacion del pldasmido, estd modulado por dos genes: copA y copB.
El primero de ellos es considerado el elemento regulador principal, y el segundo, el
auxiliar. El producto de copA inhibe la expresién de repA a nivel post-transcripcional, y
el de copB a nivel transcripcional.

El gen repA puede ser transcrito por dos promotores: Peops ¥ Prepa- El Peops transcribe
tanto repA como su propio gen copB, generando un ARNm que se traducira
respectivamente en las proteinas RepA y CopB. El segundo promotor, pa, se halla
dentro del gen repA, y genera un ARN que sélo codifica RepA y es inhibido a vez por la
presencia de la proteina CopB. Por esta razén, sélo funciona cuando ésta aln no se ha

generado, es decir, inmediatamente después de que el pldsmido entre en la célula.
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La actividad de prepa provoca que el pldsmido se replique hasta que alcanza su nimero
de copias. A partir de ese momento CopB inhibe a p,,s ¥ €l gen repA es transcrito
solamente por peps. Una vez alcanzado el nimero de copias, la regulacién pasa a
cargo del elemento principal, CopA. Es un ARN inestable, cuyo gen (copA), que es
transcrito por un promotor constitutivo, se halla en la hebra opuesta a repA en su
region inicial. El producto generado es por tanto complementario al transcrito de
dicha region inicial de repA, a la que se denomina tap. Dada esta complementariedad,
los productos CopA y CopT (tap) hibridan formando un ARN de doble cadena, e
inhiben la sintesis de RepA al impedir la traduccién de este gen tap que codifica una
proteina iniciadora, necesaria para la traduccion del propio RepA. El complejo CopA-
CopT es hidrolizado por una RNasa lll, y esto inutiliza el ARNm CopT y paraliza la
sintesis proteica de RepA. La regulacién de la replicacién en R1 depende de la

concentracién de CopA y ésta de la concentracion del plasmido en la célula.

- Por ultimo, el plasmido pT181 posee un mecanismo especial de control, donde Ia
sintesis de la proteina inicadora Rep estd limitada por dos ARN antisentido que son
complementarios al extremo 5° del ARNm de rep. Este hecho implica una prematura

atenuacidn transcripcional del ARNm de rep (Brantl, 2000).

b. ARN antisentido y una proteina (represores transcripcionales)

En este modelo, ambos elementos, actuando en diferentes dianas pero con idéntica
importancia, pueden corregir N en el estado estacionario. Dos familias de pldsmidos
representan este sistema: pMV158 y pIP501. Al contrario que los sistemas de regulacién que
emplean Unicamente un ARN antisentido como inhibidor, el promotor que dirige la expresién
del gen rep esencial en estos plasmidos no es constitutivo pero si estd regulado por una

proteina Cop.
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El modelo detallado anteriormente para el plasmido R1, entraria dentro de una categoria
intermedia, ya que controla N codificando una proteina como elemento inhibidor secundario o
auxiliar, CopB. CopA es el elemento regulador principal, inhibiendo la traduccién de tap e
indirectamente la de repA. La expresién del gen esencial repA requiere de la traduccidn de tap.
CopB es el represor transcripcional del p.pa. En el estado estacionario, CopB se encuentra en

concentracion de saturacion, bloqueando p,eps Y permitiendo que sélo p.,ps funcione.

Otra diferencia fundamental con los sistemas que emplean Unicamente un ARN antisentido
como inhibidor es que, en éstos, la tasa de sintesis del ARN esencial por copia de plasmido
necesaria para la replicacion es constante aunque mucho menor que la del ARN antisentido. Y
en el sistema de control que nos ocupa, la expresion del gen rep es dirigida por un promotor
regulado por Cop, de tal forma que, cuando esta proteina no esta operativa, hay una alta tasa
de transcripcion de rep. Esto representa una ventaja para los plasmidos regulados por este
segundo sistema durante el estado inicial, ya que pueden replicarse rdpidamente
disminuyendo la cantidad de células libres del plasmido en bacterias recién colonizadas. El
plasmido pMV158 se moviliza con facilidad y de hecho posee un amplio rango de

hospedadores.

c. Plasmidos controlados por Iterons: pSC101, F, P1, R6K y RK2-RP4

Los plasmidos controlados por iterons utilizan una proteina propia para iniciar su replicacién:
Rep. La region ori de estos plasmidos contiene varias repeticiones de una serie de secuencias
directas llamadas iterons. Poseen caracteristicamente de 17 a 22 pb y hay entre tres y siete
copias por region (Snyder, 1997). Los iterons de un mismo pldsmido muestran un alto grado de
conservacién de secuencia entre ellos. Son caracteristicos de cada plasmido y son sitio de
unién especifico para estas proteinas iniciadoras. Suelen existir copias adicionales de los

iterons a cierta distancia de ori (Chattoraj, 2000).
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La saturacion de los iterons de ori con la proteina iniciadora permite el inicio de la replicacién.
Algunos plasmidos (P1, F y RK2) poseen un segundo grupo de iterons fuera de la region ori,
probablemente para un control mas estricto de su replicacion, ya que todos ellos son
plasmidos de bajo niumero de copias. El hecho de que la delecién in vitro de estos otros iterons
provocaba un aumento en el nimero de copias, ha llevado al postulado actual de que los

iterons son también inhibidores de la replicacién (Paulsson, 2006).

Cuatro mecanismos basados en iterons pueden limitar la iniciacién en plasmidos, pero antes,
es preciso detallar una caracteristica de la proteina iniciadora RepA: la capacidad de ésta de
estar presente en forma de mondémero y/o en forma de dimero. Los mondmeros de RepA son
los que pueden unirse especificamente a los iterons y servir asi de iniciadores de la replicacion.
Los dimeros no pueden, pero sin embargo si se unen a otras secuencias de ADN préximas a
repA, que son secuencias inversas repetidas (IR), funcionando como reguladores del gen rep

(Chattoraj, 2000).

De los cuatro mecanismos (figura 4) que se detallan a continuacién, los tres primeros hacen
referencia a una limitacién para el iniciador (RepA) y solo el ultimo implica inactivacion del
origen. Este estd considerado como el verdadero motor de la regulacién y los otros tres de

importancia menor (Paulsson, 2006).
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Figura 4. Mecanismos de control del inicio de la replicacion en plasmidos basados en iterons. El segmento de

flechas continuas representa los iterons. Los circulos, RepA en mondmero y dimeros (Paulsson, 2006).

(1) Autorregulacion transcripcional: se reduce la sintesis de iniciador RepA. La unidn
de los mondmeros a los iterons de ori tiene un doble papel de iniciacién vy
autorrepresion. Se trata de un mecanismo de homeostasis ampliamente conocido en
la naturaleza, por el cual es posible mantener los niveles de un producto genético
dentro de unos margenes estrechos. La unidn de la proteina (como dimero) a su
region promotora (IR) bloquea la transcripcion del propio gen. Un importante
incremento en el niumero de copias de plasmido, sélo implica un muy pequefio
aumento en la concentracién de iniciador. Asi la concentracidn de RepA se mantiene
dentro de unos limites y la iniciaciéon de la replicacion esta estrictamente regulada.
Pero este mecanismo no es suficiente para evitar el exceso de replicacidon. Para
prevenirla, el nivel de iniciador tras un episodio de replicacién debe disminuir por
debajo del nivel que permitié la replicacién en primer lugar.

En P1 no existen IR y el promotor del iniciador se halla dentro de los propios iterons
de ori, funcionando éstos de IR. Un suplemento externo de iterons en una célula
hospedadora de plasmidos P1 hace que disminuya el nimero de copias, pero no si se

aporta un extra de proteina iniciadora de forma constitutiva (no autorregulada).
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(2) Dimerizacién: como se ha expuesto, los dimeros no estan bien adaptados para
unirse a los iterons y son por lo tanto inactivos como iniciadores. Sin embargo si se
unen a las IR que son parcialmente homoélogas a los iterons para inhibir el promotor
del iniciador. Es posible que la dimerizacion de la proteina sea una manera de limitar
la disponibilidad de los mondmeros como iniciadores, mds que un simple mecanismo
de autorregulacion, y poder retrasar asi el inicio de la replicacion. Actualmente se
sabe que los dimeros participan en el proceso de esposado, actuando como

inhibidores directos del proceso de replicacién y no como simples coadyuvantes.

(3) Ajuste de la cantidad de iniciador: tras una replicacion la cantidad de proteina se
reajusta distribuyéndose a los oris de las copias hijas o incluso a los iterons que
existen fuera de ori, de tal forma que ninguno llegue a estar saturado. Esto deberia
prevenir la iniciacidn, ya que se requiere una saturacién completa de todos los iterons

de ori para la iniciacion.

(4) Esposado: los plasmidos se emparejan, uniéndose entre ellos, a través del
acoplamiento entre sus iterons. La regulacién del niumero de copias esta controlada
por la concentracién de iterons disponibles en la célula hospedadora y no sélo por la
cantidad de RepA viable. La forma en que se emparejan los plasmidos es la siguiente:
una proteina en forma de dimero crea un puente entre dos mondmeros unidos a
iterons de diferentes origenes, de tal forma que se crea una estructura tetramérica
mondmero — dimero — mondmero. A altas concentraciones de plasmido, la presencia
de dimeros hace mds probable la inactivacién de la replicacién por este mecanismo
que el potencial incremento de la iniciacidn que se podria dar por un pequefio
incremento en la cantidad de RepA-mondmero. Adicionalmente, el mecanismo de

esposado puede colaborar con el de auto-represion, ya que puede reducir el nivel de
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proteina iniciadora (mondmero) tras una replicacidon, y generar asi un control
homeostatico sin llegar a generar inactivacion de ori, ya que las reacciones de
esposado se dan con alto nimero de copias de plasmido. La ratio dimero/mondémero
es el pardmetro critico que decide entre iniciacidon e inactivacién y depende de la
cantidad total de proteina, lo cual viene determinado por la autorregulacién (Das,

2004).

3. SISTEMAS DE PARTICION

La forma de evitar la pérdida del plasmido en la herencia vertical es responsabilidad de los
sistemas de particion. Estos sistemas se aseguran de que al menos una copia vaya en cada
célula hija por cada ciclo celular. Por el simple hecho de que una célula se divida en dos, no
implica que se repartan equitativamente las copias que contenga de un plasmido
determinado, sobre todo si se trata de plasmidos de bajo nimero de copias (F, P1, R1). Si no
existiesen mecanismos que lo controlasen habria una alta probabilidad de que células de la
progenie se generasen sin esos plasmidos. Dejar al azar la reparticién de copias no aseguraria
la continuidad. Los sistemas de particidn son sistemas activos, funcionalmente muy similares a

la mitosis (Gerdes, 2000; Bouet, 2007)

Los sistemas de particidn requieren de tres elementos:
- Una serie de secuencias cis repetidas, a modo de centrémero, Ilamadas
genéricamente parS
- Elgen de una ATPasa: parA

- Elgen de la proteina que se une al centrémero: parB
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Estas dos Ultimas proteinas se unen en el sitio parS formando un complejo nucleo-proteico.
Estos elementos actlan de forma independiente a la regidn de replicacién de su replicén (ori).
Se conocen dos tipos de ATPasa, y los sistemas de particion se pueden dividir en dos en
funcién de cual de ellas posean. El primero posee una ATPasa relacionada con la superfamilia
de Walker-box que entre otros agrupa a los plasmido F y P1. El plasmido R1 pertenece al

segundo grupo cuya ATPasa pertenece a la superfamilia actin/hps70.

ParB se une al sitio parS (figura 5). Este complejo se puede agrandar gracias a la unién no
especifica de mas moléculas ParB al ADN de alrededor. Las ATPasas ParA reconocen su
pldsmido interactuando especificamente con ParB en el complejo. Ese hecho provoca que ParA
forme uniones metaestables que empujan cada copia hacia uno de los polos, quedando
situados en regiones celulares concretas. La figura 5 representa el caso mas comun que es el

de plasmidos como F y P1 (Bouet, 2007).

= ParB & ParA
@ centromere

Figura 5: Vision general de la particion plasmidica. (Bouet, 2007)
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4. INCOMPATIBILIDAD PLASMIDICA.

Desde el inicio del conocimiento de la existencia de los plasmidos se quiso clasificarlos en base
a alguna caracteristica. Los primeros intentos de hacerlo en base al tipo de genes
transportados o al hospedador celular no dieron fruto dada la enorme movilidad de los
plasmidos y el intercambio genético entre ellos. A principios de los afios 1960 se describid una

propiedad distintiva de los pldsmidos: la incompatibilidad.

La incompatibilidad plasmidica se define como el fracaso de dos plasmidos co-residentes para
ser heredados de forma estable en ausencia de presion selectiva externa. Esto es, si la
introduccién de un segundo plasmido desestabiliza la herencia del primero estos dos son
incompatibles. Este fendmeno es consecuencia de compartir elementos de herencia
plasmidica, como son los mecanismos de replicacion o particion (Novick, 1987; Actis, 1999), y
no a la existencia de genes especificos de incompatibilidad. En relacion a estos elementos, los
pldasmidos han sido agrupados en diferentes grupos de incompatibilidad y ya a finales de los
anos ‘80 se cred un sistema para poder tipificarlos y clasificarlos (Couturier, 1988). Sélo
pldsmidos de diferente grupo de incompatibilidad plasmidica pueden coexistir en la misma

célula.

4.1. INCOMPATIBILIDAD DEBIDA A SISTEMAS DE PARTICION

Este tipo de incompatibilidad se basa en el hecho de que, si dos pldsmidos co-residentes

compartieran el mismo centromero, la distribucion de los plasmidos en la progenie celular

llevaria a la pérdida de uno de los plasmidos (figura 6):
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IS I i haria que dependiese del azar que se heredara o no
/ \ & i & en la progenie celular si comparten el mismo
] centromero (Bouet, 2007).

No es el Unico modelo que intenta explicar el proceso de incompatibilidad, pero si quizas sea el

preferido por la comunidad cientifica (Funnell, 2005).

4.2. INCOMPATIBILIDAD DEBIDA AL CONTROL REPLICACION

El control de la replicacidn plasmidica a través de reguladores negativos y la seleccion aleatoria
de los pldsmidos para su replicacion, hace que dos plasmidos diferentes pero con el mismo
mecanismo de regulacion de la replicacidon no puedan coexistir en la misma célula en ausencia
de presidn selectiva. Los elementos propios del mecanismo de control de la replicacién no van
a reconocer ambos plasmidos como diferentes. Eso hace que el hecho de que se replicasen o
no fuese aleatorio. Si por el contrario, ambos plasmidos poseyeran mecanismos de control
diferentes, cada sistema regularia su propio numero de copias, hereddndose de manera

estable.

Los mecanismos de control de la replicacién son por tanto los ultimos responsables del

numero de copias y de las propiedades de incompatibilidad de un plasmido determinado.
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5. CONJUGACION

La conjugacidon permite la transferencia de ADN entre diferentes células, a diferencia de la
transformacidn que es una captacion exégena de ADN del entorno. Tanto la conjugacién como
la transformacion, implican el transporte de ADN monocatenario a través de una o mas
membranas. El tercer mecanismo de transferencia intercelular genética, la transduccion

(bacteriofagos), conlleva el pase de moléculas de ADN de doble cadena (Chen, 2005).

La mayoria de las bacterias y algunas de las especies arqueanas codifican sistemas de
conjugacion, y existen varias clases de elementos genéticos méviles que utilizan esta via de
propagacion, incluyendo los plasmidos conjugativos, los plasmidos movilizables (Bennett,
2008), y una serie de elementos conjugativos recientemente agrupados en una denominacién
comun: ICEs, del inglés Integrative Conjugative Elements (Burrus, 2002), entre los que se

encuentran los transposones conjugativos.

Durante el proceso de conjugacién las dos hebras del plasmido se separan, quedando una de
ellas en la célula donadora y la otra en el interior de la célula receptora, o transconjugante. De
esta forma ambas hebras sirven de plantilla en cada una de las células para la sintesis de una
nueva molécula completa de doble cadena y ambas células siguen siendo portadoras de una

copia del plasmido.

Todas las células portadoras de un plasmido auto-transferible (plasmido conjugativo) son
células donadoras potenciales. Para poder conjugarse con otras, producen una estructura
proteica, llamada pilus sexual que facilita el proceso. Pero existen diferentes sistemas de
transferencia por conjugacidon en el extenso mundo de los plasmidos bacterianos. Estos

sistemas estan codificados por los genes tra. Estos genes estan localizados distantes de la
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regidn ori, donde se concentraban los genes implicados en el proceso de particion, replicacion
y pertinente control y que clasificaban a los plasmidos en diferentes grupos de
incompatibilidad. No existe a priori ninguna correlacién entre los genes tra y aquellos que
definen a un pldsmido. Sin embargo si se ha podido demostrar una correlacién entre estos
sistemas de transferencia y los grupos de incompatibilidad. Existe una razén que lo apoya:
algunos productos del sistema de transferencia inhiben la entrada de plasmidos con el mismo
sistema “Tra”. Si los genes tra no se correlacionasen con los grupos de incompatibilidad, un
pldsmido podria transferirse a una célula que ya posee uno del mismo grupo de
incompatibilidad, y una vez dentro, uno de los plasmidos se perderia en la linea celular. De
esta forma, se dice que los plasmidos del tipo F usan el sistema de transferencia conocido
como “Sistema Tra de IncF”, o que el plasmido RP4 usa el “Sistema de Tra de IncP” (Snyder,

1997).

Uno de los productos de este grupo de genes tra es el pilus sexual, formado integramente por
una proteina llamada pilina. Este apéndice sobresale de la superficie celular y posibilita el
empareamiento con otra célula receptora (que no ha de contener el pldsmido que se va a
transferir) al retraerse hasta juntar por completo ambas células. Es entonces cuando se forma
un poro entre ambas superficies (figura 7). Esto genera una sefial que hace que comience el
proceso de transferencia del plasmido. Otro de los productos codificados por el grupo de
genes tra desarrolla una actividad endonucleasa especifica, que corta una de las hebras del

plasmido objeto, en un sitio determinado, oriT, diferente del origen de replicacion (ori).
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Figura 7. Proceso de conjugacion. (Snyder, 1997)

Este producto permanece unido al extremo 5’ de la hebra y comienza entonces su actividad
helicasa para desplazar en este sentido a la hebra hacia la célula receptora. Al tiempo que esto
ocurre, otros dos procesos dan comienzo: por un lado la replicacion de la hebra sencilla
parental en la célula donadora, se cree que a partir del extremo 3’ libre generado en el oriT de
la hebra desplazada, en un proceso de replicacién similar al mecanismo RC. Por otro lado, la
replicacién de la hebra transferida al transconjugante. La replicaciéon de esta segunda hebra

depende generalmente de una primasa codificada y generada previamente en la célula
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donadora, cuando aun el plasmido se mantiene como molécula bicatenaria. Esta enzima
pasaria junto a la hebra desplazada para comenzar en el receptor una nueva replicacion. Los
plasmidos codifican sus propias primasas para el proceso de conjugacion, con el fin de no tener
que depender de que en la célula hospedadora exista una enzima compatible, y poder asi

ampliar el rango de posibles hospedadores.

6. CLASIFICACION DE PLASMIDOS

En funciéon de la caracteristica a la que se atienda, los plasmidos pueden clasificarse de
diversos modos:

- Segun el sistema de replicacidon y segregacion de copias, se pueden clasificar por
grupos de incompatibilidad.

- Segun el fenotipo que codifiquen, hablamos de plasmidos de resistencia si portan
genes de resistencia a antibidticos y metales pesados (Plasmidos R), plasmidos
bacteriocinogénicos (ColEl), plasmidos de virulencia, como por ejemplo los
portadores de la toxina tetanica en Clostridium tetani o de la toxina del carbunco en
Bacillus anthracis y otros muchos mds.

- Segun sean autotransferibles o no, se pueden clasificar como ya hemos apuntado, en

conjugativos, movilizables por un plasmido conjugativo y no movilizables.

Los plasmidos conjugativos son aquellos que promueven la transferencia horizontal de genes
de resistencia entre diferentes células por si mismos, a través de un proceso de conjugacion.
Poseen todos los genes necesarios en este proceso (sistema Tra completo). Los pladsmidos
conjugativos pueden poseer un rango de hospedadores amplio o estrecho. Cuanto mas

estrecho, menor nimero de receptores compatibles. Lo que determina el rango no esta del
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todo dilucidado, pero podria tener que ver con alguna estructura en la superficie del receptor
requerida por la particular maquinaria de conjugaciéon del pldsmido (Bennett, 2008). Para
algunos de ellos lo que puede determinar esta especificidad de receptor, es la interaccién del
“sistema de formacion de parejas” (generalmente el pilus sexual) con los lipopolisacaridos y
proteinas de la membrana externa de la superficie de la célula receptora. Si la distribucién de
los receptores que necesita un donante potencial es limitada, este plasmido tendra un
estrecho margen de expansion. En el otro extremo se sitlan los plasmidos promiscuos. Son
aquellos capaces de conjugarse con especies muy poco relacionadas. Gracias a esta capacidad
pueden movilizarse entre un amplio rango de hospedadores. Los mds destacados pertenecen a
los grupos de incompatibilidad IncW, IncP e IncN (Snyder, 1997). Este tipo de plasmidos juegan
un papel decisivo en la diseminacion de poblaciones bacterianas resistentes. Los del grupo

IncP que pueden aparearse con superficies celulares de Gram positivos, Gram negativos,

levaduras incluso plantas y células animales (Thomas, 2005). La existencia de este tipo de
casos, ha tenido y tiene una gran importancia en el proceso evolutivo de las especies. El uso
indiscriminado de antibidticos entre animales y humanos hace que se desequilibre la balanza,

seleccionando las bacterias portadoras de plasmidos que las hacen sobrevivir frente a la

microbiota normal.

Los plasmidos movilizables son transmisibles sdlo en presencia de funciones conjugativas
adicionales, esto es, en presencia de un plasmido conjugativo co-residente. Los plasmidos
movilizables carecen de los genes que se requieren para el emparejamiento celular, pero si de
los necesarios para generar las proteinas especificas de movilizacion y de un sitio oriT donde
actuaran los productos del sistema tra del plasmido conjugativo. A esto se le denomina
sistema mob. El sistema mob codifica una proteina llamada relaxasa (endonucleasa) que
genera un corte en una de las hebras del plasmido al nivel de oriT. La relaxasa inicia y termina

el procesamiento del ADN conjugativo. Para que se dé la movilizacion del plasmido es
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necesaria la interaccién especifica de las proteinas de movilizacién acopladas en oriT formando

|ll

el relaxoma con el “sistema de formacion de parejas” que desarrolle el plasmido conjugativo
(Thomas, 2005). Una vez que una de las hebras ha pasado a la célula transconjugante, ésta se

replica finalizando asi el proceso.

La regidon genética mob que codifican estos plasmidos, les permite ser mas pequefios
(generalmente menores a 10kb) que los plasmidos conjugativos, ya que la carga genética del
sistema tra les hace ser superiores a 30 kb (lo minimo para llevar las funciones de conjugacion
son ya 20 a 30 kb). Recientemente se ha propuesto una clasificacién de los plasmidos
movilizables genéticos en seis familias segun la relaxasa del sistema mob: MOB-H, -C, -P, -Q, -V

y —F (Garcillan-Barcia, 2009).

7. ICEs: TRANSPOSONES CONJUGATIVOS

La primera referencia a la existencia de transferencia de genes cromosdémicos de una bacteria

a otra sin la implicacién de un plasmido fue hecha en 1981 por Clewell D.B. (Clewell, 1981).

El transposdn conjugativo mejor descrito es el Tn916 en Enterococus faecalis y su homélogo
Tn1545. Se trata de un elemento cromosémico conjugativo, que al contrario de lo que ocurre
en los plasmidos no se halla aislado como replicén independiente (Burrus, 2002). Tn916
proporciona resistencia a tetraciclinas y minociclina, y Tn1545 a mayores a eritromicina y

kanamicina.

Los transposones conjugativos son capaces de transferirse desde un cromosoma bacteriano al

cromosoma de otra célula diferente. Contienen las recombinasas sitio-especificas que

42



promueven la escision y posterior integracion cromosémica. No podran nunca ser
considerados plasmidos, ya que aunque durante el proceso de conjugacion si se da un ciclo de
replicaciéon RC sobre una de las hebras, el mantenimiento de este tipo de elementos en la
progenie bacteriana sélo necesita de la integracion en el cromosoma y no de la replicacion de

la molécula de doble cadena (Burrus, 2002).

Tn916, al igual que otros elementos conjugativos de bacterias Gram positivas, no codifica pili
sexuales. Sin embargo, el mecanismo de emparejamiento celular sigue siendo un tanto
desconocido. Este elemento codifica una integrasa perteneciente a la familia de las
recombinasas sitio-especificas de tirosina (recombinasas Y). El primer paso en la transferencia
conjugativa es la escision catalizada por la integrasa y la escisionasa. Esto conlleva la formacion
de una molécula circular cerrada resultante de la recombinacién de dos sitios de anclaje en los
extremos de Tn916: attL y attR. El segundo paso es la transferencia conjugativa en si misma,
gue se aproxima mucho a la de los plasmidos conjugativos. Tn916 codifica todas las proteinas
necesarias para la formacion del poro y mediar su propia transferencia. Un corte sobre el
origen de transferencia oriT, podria iniciar la transferencia de una de las hebras del
intermediario circular. Al terminar dicha transferencia y la posterior replicacién, tanto el
donante como el receptor contienen una copia de doble cadena del elemento conjugativo. La
recombinasa Y de Tn916 se encarga de reintegrar este elemento circular en una gran variedad
de sitios del cromosoma, aunque preferentemente ricos en A-T. Este ultimo paso, una
integracién de baja especificidad, implica una transposicién intracelular del elemento que se

acaba de conjugar (Burrus, 2002).

Pero no todos los elementos conjugativos son de baja especificidad a la hora de reintegrarse

en el cromosoma. Otros transposones conjugativos, como TC'ERL y CTnDOT de Bacteroides
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spp. poseen integrasas de estrecho margen, con solamente entre tres y siete posibles sitios de

integracién cromosémica.

La existencia de diversos tipos de elementos, los ya conocidos y otros de menor tamano, que
podian ser movilizados gracias a la presencia de grandes transposones conjugativos presentes
en la misma célula hospedadora, ha llevado a algunos autores a hablar de forma conjunta de

elementos integradores y conjugativos, o ICEs (Churchward, 2008).
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Segunda Parte
PROCESOS DE RECOMBINACION:

TRANSPOSONES DE RESISTENCIA, INTEGRONES Y GENES MOVILIZADOS POR ISCR.

Cuando un fragmento de ADN se moviliza, pero no intercelularmente a través de procesos de
conjugacion, transformacién o transduccidn, sino cambiando de ubicacién dentro de la misma
célula, ya sea en la misma o entre diferentes moléculas de ADN, emplea necesariamente

procesos de recombinacién para poder reubicarse.

La recombinacidon genética es un proceso de rotura y re-unién de ADN para generar nuevas
combinaciones. Este proceso permite, al suministrar una fuente de variacién genética
importantisima, una evolucidn y seleccion bacteriana mas rapida y eficaz que la proporcionada
por simples mutaciones. Se conocen diferentes tipos de procesos recombinatorios en el
interior celular:

a. El mas frecuente, la recombinacion homdéloga. Ocurre entre secuencias del genoma
similares o idénticas entre si, pudiendo emparejarse por complementariedad de
bases. Estos sistemas dependen de un equipo enzimdatico potente, donde la principal
proteina implicada es RecA. Ejemplo clasico de este mecanismo es el desarrollo de los
genes mosaico en Streptococcus pneumoniae y Neisseria gonorrhoeae resistentes a
penicilina (Bennett, 1999).

b. El otro tipo conocido, la recombinacién no-homdloga, incluye dos mecanismos de
accion diferentes:

- la recombinacién especifica de sitio (conservativa o legitima) que es independiente
del sistema RecA y requiere de recombinasas especificas de sitio que reconozcan

secuencias cortas concretas. Se da en la integracidn y escision de profagos y otros
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elementos de ADN, en la inversiéon de secuencias invertibles y en la actividad de
integrasas y resolvasas.

- la recombinacién ocurrida en los procesos de transposicion (recombinacidn
ilegitima), que es aleatoria y no-especifica ya que no requiere de homologia entre las
secuencias que recombinan. Son ejemplos conocidos las topoisomerasas, los
transposones y las secuencias de insercion. Es una recombinacién independiente de
RecA, pero dependiente de la actividad de unas enzimas llamadas transposasas que
reconocen secuencias invertidas repetidas (IR). Este tipo de recombinacidn puede ser
replicativa o no, es decir, puede movilizarse dejando una copia en la ubicacién

original o desaparecer de ésta al transponerse.

8. RECOMBINACION NO-HOMOLOGA: PROCESOS DE TRANSPOSICION

Los transposones son elementos genéticos méviles que tienen la habilidad de moverse tanto
intra- como inter-molecularmente entre diferentes tipos de secuencias de ADN, esto es: de un
plasmido a otro, de un plasmido a un cromosoma y viceversa (Bennett, 2008). Al movimiento
de un transposoén se le denomina transposicidn, y a la enzima que codifican y promueve dicho
proceso, transposasa. Pueden existir en plasmidos, en el cromosoma de un hospedador o
integrados en otros transposones, valiéndose siempre de sus regiones terminales para
promover su recombinacion desde una regiéon a otra de ADN (Alekshun, 2007). Los
denominados transposones de resistencia lo son por llevar incluidos en el elemento genético al
menos un gen de resistencia a antimicrobianos. En esta categoria se incluyen otros elementos
genéticos de menos de 2,5 kb pero con la misma capacidad de transposicion que los grandes

transposones. Son las secuencias de insercion.
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Los movimientos de transposicidn no necesitan de homologia entre la secuencia del elemento
y el sitio de insercidon, y aunque hay ejemplos donde un transposén particular si tiene mayor
preferencia por una secuencia de nucledtidos concreta y para un determinado sitio de
insercidn, la mayoria no denota preferencia y se insertan en sitios nuevos mas o menos al azar.
Independientemente de la informacidon que puedan transportar, este hecho genera de por si
una mutacién insercional, ya que una nueva “pieza” genética (transposones o secuencias de

insercién) se integra en una secuencia diana distante de la ubicacién original.

El resultado neto de la transposicidn es la aparicidn del elemento en una localizacién diferente
a la original, ya sea tras haber sido escindido e insertado, o primero copiado por replicacion y
después insertado. En todos los diferentes procesos de transposicidn, una transposasa corta la
secuencia donadora en los extremos del transposdn reconociendo determinadas secuencias IR,

y después inserta dicho fragmento en el ADN diana (receptor).

Se conoce de la existencia de transposones en todos los organismos terrestres, incluidos en
humanos, aunque son en las bacterias donde alcanzan mayor sentido, ya que su presencia
juega un papel fundamental en la supervivencia bacteriana. Los transposones ofrecen un
método eficaz de introducir genes en el cromosoma o en pldsmidos de una bacteria, a pesar
de tener muy poca homologia entre ambas secuencias de ADN. Para introducirse en bacterias
de géneros poco relacionados aprovechan los procesos de conjugacion de plasmidos

promiscuos, o los fagos bacterianos (Snyder, 2007).

8.1. ESTRUCTURA DE UN TRANSPOSON

Un transposon se define como un segmento de ADN que no codifica sus propias funciones de

replicacién, pero si aquellas relacionadas con la capacidad de moverse entre los elementos de
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ADN replicativos (plasmidos y cromosomas) sin la ayuda de la maquinaria recombinatoria del

hospedador. Es un elemento moévil no replicativo (Rice, 2000).

Una caracteristica comudn en los transposones, exceptuando aquellos denominados
transposones Rolling-Circle (RC), es que contienen secuencias repetidas en sus extremos
denominadas secuencias repetidas invertidas (IR). Son dos secuencias que, siendo una
idéntica o practicamente idéntica a la otra, se encuentran dispuestas en orientacidn inversa,

una en cada hebra, generando un eje de simetria entre ellas:

5’---—-GGTACC----3’

3'---—-CCATGG-----5’

En el caso de los transposones, estas secuencias generadas a cada lado del eje de simetria, no
se hallan contiguas, pero aun asi siguen formando una repeticion invertida. Las IR de los
transposones suelen tener varios pb (entre 10 y 30) y no siempre son una copia perfecta entre

ellas, basta con que presenten alta homologia.

5-----GGTNNNNNNNNNNNNACC-----3’

3’-----CCANNNNNNNNNNNNTGG-----5’

Otra caracteristica comun, exceptuando a los transposones RC, es la presencia adicional de
secuencias cortas repetidas directas (DR) en el ADN diana una vez ha ocurrido el proceso de

transposicion (sitio diana en azul). Su presencia es consecuencia de la insercidn del transposon.

5’---—-NNNNGCATNNNN-----3’ 5’--—--NNNNGCAT NNNN----

3’--—-NNNNCGTANNNN-----5" NNNN CGTANNNN-----3’
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Durante el proceso de transposicidn, la secuencia de insercién o transposon se inserta en este
corte generado en el ADN diana. Una vez ocurrida la transposicién, hay un proceso natural de
rellenado de “huecos” que deriva en la formacidon de estas DR al duplicarse en la misma

cadena:

5°-----NNNNGCATGGTNNNNNNNNNNNNNACCGCATNNNN----

3’-----NNNNCGTACCANNNNNNNNNNNNNTGGCGTANNNN

8.2. TIPOS DE TRANSPOSONES BACTERIANOS EN FUNCION DE SU ESTRUCTURA
GENETICA.

8.2.1. Secuencias de insercion: IS

Las secuencias de insercién son los transposones bacterianos mas pequefios. Fueron
descubiertas y estudiadas, no porque transportasen ningun tipo de gen relevante, sino porque
las mutaciones insercionales que provocaban implicaban la inactivacién del gen en el cual se

transponian.

Actualmente se conocen multiples familias de IS. Se denominan con las siglas IS y un nimero.
Las familias son: 1S1, 1S3, 1S4, IS5, 1S6, 1S21, 1S30, 1S66, 1S91, 1S110, 1S200/1S605, 15256, 1S630,
IS982, 1S1380, I1SAs1 e ISL3. Su estructura es sencilla, ya que codifican poco mas que la
transposasa que les permite promover su propia transposicién e integrarse en multitud de
sitios especificos. Esta enzima esta codificada por uno o dos marcos de lectura abierta que
consumen la practica totalidad de la longitud del elemento. Como ya se ha apuntado en el

apartado anterior, las IS van flanqueadas por unas secuencias repetidas invertidas, IRR e IRL
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(Inverted Repeat Right/Left respectivamente). Sélo algunas excepciones notables carecen de
ellas: son las familias 1S91, 1S110 e 1S200/605 (Mahillon, 1998). La estructura de una secuencia
de insercion cualquiera podria ser la representada en la figura 8:

IRL IRR

) IR )

DR DR

Figura 8: Representacion esquematica de una IS. En gris se representan zonas de ADN no codificante. ORF: marco de
lectura abierta. En amarillo fuerte: IRR y IRL (Inverted Repeat Right/Left). En amarillo palido DR (Direct Repeat)

Tras la insercidn se generan las DR en el ADN diana, que quedan flanqueando la IS. La longitud
de estas DR, de entre 2 y 14 pb, es caracteristica para cada elemento y generalmente siempre
se generard una duplicacién de longitud determinada, por ejemplo, para IS1 son 9 pb. Las IR
tienen una doble funcionalidad: por un lado, proporcionan el sitio exacto para el
reconocimiento especifico de la transposasa, y por otro son el punto de anclaje en las
reacciones de corte y transferencia de cadena que llevan a la transposicién del elemento

(figura 9).

A 15 element

FTM nsposase j

IR IR
] inp LI

Target DNA

i 1113

Figura 9: La accion de la transposasa sobre sus extremos terminales IR
provoca la transposicion de la secuencia de insercion (Snyder, 2007).
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8.2.2. Transposones compuestos (Clase 1)

Son elementos genéticos méviles formados por una serie central de genes, que por si solos no
podrian transponerse, flanqueados por una pareja de IS del mismo tipo formando asi un
transposon compuesto. Una de las diferencias con una IS, es que aporta al menos una
alteraciéon del fenotipo celular por la expresién de dichos genes centrales. En la tabla 1 se
enumeran algunos de los transposones compuestos mas conocidos, junto a algunas de sus

caracteristicas.

Tabla 1: TRANSPOSONES COMPUESTOS

TRANSPOSON TAMANO (kb) IS TERMINAL RESISTENCIA

En Gram negativos:

Tn5 5,7 IS50 Kn, BI, St
n9 2,5 IS1 Cl

Tn10 9,3 IS10 Tt
Tn903 3,1 1S903 Kn
Tn1525 4,4 IS15 Kn
Tn2350 10,4 IS1 Kn

En Gram positivos
Tn4001 4,7 IS256 Gn, Th, Kn

Tn4003 3,6 1S257 Tb

Tabla 1. Abreviaturas: kb (kilobase), Kn (kanamicina), Bl (bleomicina), St (estreptomicina), Cl (cloranfenicol),

Tt (tetraciclina), Gn (gentamicina), Tb (tobramicina) (Bennett 2008).
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La estructura de un transposdon compuesto cualquiera podria ser la detallada en la figura 10:

IRL IRR IRL IRR

121S Regidn central 2218

Figura 10: Representacion esquematica de un transposon compuesto. En gris, zonas de ADN no codificante, en
amarillo fuerte:transposasas, IRR y IRL (Inverted Repeat Right/Left), en amarillo palido DR (Direct Repeat).

Las IS terminales pueden estar dispuestas en la misma direccién o en direcciones opuestas. Asi
por ejemplo, de entre los citados, las IS50 de Tn5 y las I1SI0 de Tn10 estan orientadas en

direcciones opuestas y las IS1 de Tn9 en la misma direccion.

Cada IS puede transponerse de forma independiente, ya que la transposasa que codifica cada
una trabaja sobre las secuencias terminales que forman parte de la propia IS unitaria. Sin
embargo, de la misma forma, también puede actuar desde la IRL mas proxima a la IRR mas
distal del elemento compuesto, ya que ambas IS en un transposén de este tipo son idénticas.
Si esto ocurre asi, los dos elementos IS se transponen en blogque, como una unidad,
transportando de paso los genes que formaban la regién central (figura 11). Con una sola de
las IS que codifique correctamente la transposasa (por ejemplo en casos de mutaciones en la

otra) es suficiente para promover la transferencia del transposén completo.

B Composite: 215 + gene A
rTransposaa
IR 1 IR A IR IR
11 NI | 112N /7277 A 11 )
k.
e Tanget
____qIm [ 1777777771 41T [ ___

Figura 11: la accion de la transposasa sobre los extremos terminales IR mas externos de dos IS cercanos
del mismo tipo provoca la transposicion del elemento completo en su conjunto (Snyder, 2007).
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En moléculas circulares, la transposicién que se acaba de exponer puede ocurrir en dos
posibles direcciones: actuando sobre los extremos externos (figura 11), o sobre los internos en
la direccién contraria (figura 12), provocando la creacién de un nuevo transposén, que a su vez
incluira los genes que hayan quedado dentro de lo delimitado por la pareja de IS. En el ejemplo
gue se muestra, un hipotético Tn10 que transporta el gen tet de resistencia a tetraciclinas, se
halla en un pldsmido con su ori y un gen de resistencia a ampicilina no movilizable hasta la

llegada de Tn10 vy la transposicion desde sus extremos internos.

Figura 12: la accion de la transposasa: de a-a (azul) sobre los extremos externos, o de b-b
(rojo) sobre los extremos terminales IR mas internos (Snyder, 2007).

Pero todavia pueden generarse reajustes mas complicados. La movilizacion hacia dianas
proximas en la misma molécula de ADN a través de los extremos internos de un transposén
compuesto puede llevar a deleciones o inversiones, pudiendo perder asi el/los genes de
resistencia que originariamente transportase. Una ultima consecuencia final de esto, es la
pérdida de ese factor que le conferia resistencia a la molécula de ADN. En la figura 13 se
aprecia cémo un hipotético Tn10 tras seccionarse por sus extremos internos (i e ii) por existir
muy proximo a él una secuencia de ADN diana (I e Il), pierde el gen tet. Una vez ocurrido esto,
el reajuste puede ocurrir de dos formas: uniéndose | con i, e Il con ii, generdndose una
delecién en la molécula de ADN, o unirse | con ii e Il con i, generdndose una inversion de la

secuencia de ADN original.
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A

En cualquier caso, este proceso lleva a la
pérdida del gen de resistencia. Por eso,
"

para evitar este tipo de pérdidas “no

deseadas”, algunos transposones
compuestos, como Tn5 han desarrollado
mecanismos para evitar la transposicion via
extremos internos. Tn5 metila las adeninas

de los extremos internos para que no sean

bien reconocidos por la transposasa.

Figura 13: reajustes en el ADN a causa de procesos de
transposicion por los extremos internos de un Tn
compuesto (Snyder, 2007).

En resumen, la existencia de transposones compuestos hace que sean posibles multiples

combinaciones. Siempre que ocurra un proceso de transferencia de un transposén compuesto,

los genes situados entre ambas IS van a ser movilizados de una molécula a otra, o dentro de la

misma.

EJEMPLO DE MECANISMO DE TRANSPOSICION EN TN COMPUESTOS:

Transposicidn conservativa en Tni0y Tn5

Estos transposones se transponen por un mecanismo denominado transposicidn conservativa

0 “mecanismo de cortar-y-pegar” (Naumann, 2002). En este caso el transposon es eliminado

de un sitio e insertado en otra ubicacion diferente. La transposasa genera cortes en los

extremos del transposén en ambas hebras, y “cortes escalonados” en la secuencia diana del

ADN receptor (de la misma forma que la descrita en el apartado de secuencias de insercion).

De esta manera, al finalizar el proceso de transposicion se generan sendas secuencias

duplicadas en los extremos del transposén recién insertado (DR). Posteriormente es también la
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transposasa quien se encarga de ligar los extremos 3’ libres del ADN donador a los 5’ del ADN
diana. La ADN polimerasa se encarga de rellenar los huecos en el ADN receptor, generando los
extremos duplicados. El resto del ADN donador es destruido (Figura 14). En este mecanismo,

ambas hebras del Tn se transponen y éste desaparece de su ubicacion original.

2
I |
(( ) Double-strand breaks
.----.\.‘ _ tJ:/____a_t_er‘ldsu:rftra|'|5|:u:rsa:un

) Ligation of transposon
ends and target DNA

JE—- —_—
) Repair replication of gaps in target
DMA, generating duplication
& Donor DNA (==z) destroyed

Figura 14: Transposicion conservativa (Snyder, 2007)

8.2.3. Transposones complejos (Clase Il)

Se cree que los anteriores transposones de clase | surgen, por casualidad, a través de multiples
eventos de transposicion, estableciéndose de manera estable entre la poblacidon bacteriana
portadora gracias a las propiedades que confieren y permiten a dicha poblacion sobrevivir a las
fuerzas selectivas a las que normalmente se ve afectada. El origen de la generacion de esta

otra clase Il de transposones esta mucho menos clara que el propuesto para los de clase I.

Los transposones complejos pueden moverse entre el cromosoma bacteriano y los plasmidos
presentes en la bacteria. La estructura genética consta de una transposasa junto a una
resolvasa, mas los determinantes de resistencia que transporte, todo ello flanqueado por una

copia de una IR en cada extremo. La presencia de estas dos enzimas les permite su
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recombinacion e integracidon en el cromosoma bacteriano o en plasmidos (Garcia-Rodriguez,

2006).

Hay un grupo de transposones de clase Il que pueden transferirse con una estructura circular
similar a la de los plasmidos, son los transposones conjugativos, sobre los que se ha hablado
en el punto 7 de esta revisién. La tabla 2 enumera los ejemplos mas relevantes de

transposones complejos:

Tabla 2: TRANSPOSONES COMPLEJOS

TRANSPOSON TAMARO (kb) IRs TERMINAL (pb) RESISTENCIA

En Gram negativos:

Tnl 5 38/38 Am

Tn3 5 38/38 Am
Tn21 20 35/38 St, SI, Hg
Tn501 8,2 35/38 Hg
Tn1721 11,4 35/38 Tt
Tn3926 7,8 36/38 Hg

En Gram positivos
Tn551 5,3 35 Er

Tn917 5,3 38 Er

Tabla 2. Abreviaturas: kb (kilobase), Am (ampicilina), St (estreptomicina), Sl (sulfonamidas), Tt (tetraciclina), Hg

(mercuriales), Er (eritromicina). (Bennett,2008)
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La estructura de un transposon complejo cualquiera podria ser la detallada en la figura 15:

IR res IR

Figura 15: Representacion esquematica de un transposéon complejo. En gris, zonas de ADN no codificante, en
amarillo transposasas e IRR-IRL (Inverted Repeat Right/Left), en marrén resolvasa y sitios res de recombinacion.
Adyacente a la resolvasa un gen de resistencia cualquiera transportado por el Tn complejo.

La transposasa TnpA, codificada por el gen tnpA, es la enzima que promueve la transposicién:
genera los cortes tanto en el ADN diana como en el transposén y liga determinados extremos
de estos cortes para generar un “cointegrado”. Las IR terminales son los sitios donde la TnpA
actuara para promover la transposicién. Cualquier mutacion en estos elementos impide que
desarrolle el proceso. La resolvasa TnpR, codificada por el gen tnpR, es una proteina con doble
funcionalidad: por un lado actia como represor de la transcripcién de la transposasa (una
mutacion en este gen que inactivase la proteina implicaria unas tasas superiores de
transposicion al permitirse una sintesis mayor de la transposasa), y por otro lado, escinde los
cointegrados generados a través de un proceso de recombinacién especifica de sitio entre las

secuencias res de las dos copias del transposdn en el cointegrado.

EJEMPLO DE MECANISMO DE TRANSPOSICION EN TN COMPLEJOS

Transposicion replicativa en Tn3

El proceso comienza con cortes escalonados en ambas hebras del ADN receptor, de tal manera
gue ambos estan separados por el mismo numero de pb, en este caso 5 pb, que seran los
duplicados al final del proceso. La TnpA produce también cortes en ambos extremos del propio

Tn3 pero, en una hebra en uno de los extremos, y en la opuesta en el otro.
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Como se puede observar en la figura 16,
los extremos 3’-OH del Tn3 son los que se
ligan con los extremos 5-PO, del ADN
diana. Los extremos 3’ aun libres del ADN
diana actuan como primers de la
replicacién en ambas direcciones sobre el
transposon, lo que resulta en la generacién
del “cointegrado”; una molécula fusionada
del ADN diana y el ADN donador, donde
concurren dos copias del transposén. Esta
molécula intermedia es escindida gracias a
la actuacion de la resolvasa por
recombinacion especifica de sitio sobre los
dos sitios res (el primario y el duplicado).
Este proceso también podria ser llevado a
cabo por los sistemas de recombinacion del
resultado final

hospedador. El es que

ambas moléculas de ADN poseen su copia

del transposén. Se trata pues de una

transposicion replicativa.
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Figura 16: Transposicion replicativa para un Tn3 (Snyder, 2007)

Si comparamos el proceso de transposicion conservativa (en transposones compuestos) y el

replicativo (en transposones complejos) hallamos ciertas diferencias:

- en los procesos conservativos, la enzima provoca cortes en ambas hebras de los

extremos del transposdn, y en los replicativos, solo una de las hebras de cada extremo

se ve afectada.

- en la transposicidén conservativa no se generan cointegrados como intermediarios del

proceso.
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- en la transposicién conservativa ambas hebras del transposén se movilizan. En la
replicativa, cada hebra se duplica de tal forma que en realidad al final, ambas

IH

moléculas de ADN poseen una hebra “original” y otra replicada.
- en la transposicidn replicativa, la replicacion recae sobre todo el transposén y en la
conservativa, solo sobre el pequefio escaldn que se generd en el corte del ADN diana
y que formara las regiones duplicadas en el ADN receptor.
- la diferencia principal es que en el proceso conservativo no se genera ninguna copia
adicional del transposén movilizado, éste simplemente pasa de una ubicaciéon a otra.
En el proceso replicativo se genera una copia del mismo por cada proceso de
transposicion.
y algunas similitudes:
- enambos, el extremo 5’ libre del ADN diana se une al 3’ libre del transposén
- en ambos, los extremos 3’ libres del ADN diana sirven como cebadores de una

replicaciéon que prosigue hasta que se encuentra con un extremo libre 5 de ADN

donador.

8.3 TIPOS DE TRANSPOSONES EN FUNCION DE LA TRANSPOSASA

8.3.1 Transposones DDE

Las transposasas de la mayoria de los transposones con mecanismo conservativo, y también
las de otras como Tn3, transposdn con mecanismo replicativo, poseen una caracteristica
comun: la presencia de tres aminodcidos esenciales para su actividad: dos acidos aspartico (D)
y un acido glutamico (E), de ahi la denominacién DDE. Estos tres aminoacidos no estan
proximos en el polipéptido, pero si lo estan en el centro activo cuando se genera la proteina.
Estas enzimas pertenecen a una antigua superfamilia de proteinas que catalizan reacciones de

transferencia de grupos fosforilo (PO,) a través de mecanismos basados en la presencia de dos
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iones metalicos (Bischerour, 2009). Un centro activo tal que éste se puede hallar también en
otras conocidas proteinas como la integrasa del VIH y la proteina RAG-1 (generacién de
anticuerpos en vertebrados) entre otros. Recientemente se ha determinado este centro activo
en la transposasa codificada por 1S1 (Ohta, 2002). La funcidon de las TnpA de estos
transposones es atrapar y mantener dos iones Mg** que participan en la fragmentacion del

enlace fosfodiéster del ADN durante el proceso de transposicion.

A pesar de que en esta revision se han desarrollado los procesos de transposicidn conservativa
y replicativa de forma separada, ya que se dan en tipos de transposones diferentes, en
realidad si estan relacionados en cuanto a su mecanismo, ya que pueden compartir el mismo

tipo de transposasa DDE.

8.3.2 Transposones Y2: Transposones Rolling-circle (Tn-RC)

Las transposasas de este tipo de transposones poseen dos tirosinas esenciales en su centro
activo, de ahi la denominacion Y2. Su representante es IS91. En este caso, el mecanismo de
transposicion no pasa por un intercambio de hebras, como ocurre en los transposones DDE,
sino que implica un movimiento RC para integrarse en el ADN diana. En todos los casos donde
se da un movimiento genético por RC, la proteina ejecutora tiene una tirosina en su centro
activo cuya funcion es unirse covalentemente al grupo fosfato en el extremo 5 del ADN
implicado en el proceso de replicacién o transferencia. Ejemplo de este tipo de mecanismo es

uno de los tres tipos de replicacion en pldsmidos.

En la estructura genética de este tipo de elementos no existen IR en sus extremos ni tampoco
secuencias cortas duplicadas como consecuencia del evento de transposicidon. En lineas

generales, lo que ocurre es que la TnpA corta una de las hebras del ADN adyacente muy cerca
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de uno de los extremos (este punto también se ha denominado extremo ori, en semejanza al
mecanismo de replicacion de plasmidos). Tras el corte, la enzima queda unida al grupo fosfato
del extremo 5’ libre generado gracias a su aminodcido Y. El extremo 3’ sirve, como es habitual,
como cebador del proceso de replicacion sobre el transposdn que prosigue. La hebra
desplazada, correspondiente al transposén, es la que se incorpora en el ADN diana, y su
complementario es sintetizado alli mismo. De esta forma, tanto el ADN receptor como el

donador, poseen una hebra recién sintetizada y otra del transposén original.

Actualmente se conoce la presencia de este tipo de mecanismo de transposicidon en otro tipo
de elementos portadores de genes de resistencias. El ejemplo mas claro esta en los integrones
compuestos, que se detallardan mas adelante, en cuales existe una regién comun de 2154 pb,
CR (del inglés common regions), a continuaciéon del primer segmento 3’-CS de éstos. Al
secuenciar estas CRs en diferentes integrones, se ha visto que guardan similitud entre ellas y
que recuerdan a este tipo de transposones atipicos representados por 1S91. Estas CR son lo

que hoy en dia se conoce como ISCR (Toleman, 2006).

8.3.3 TransposonesSeY.

Existe otra clase de elementos genéticos que se transfieren sin utilizar ni TnpA-DDE ni TnpA-Y2.
Segln posean en su centro activo una tirosina o una serina, se denominan transposones Y y
transposones S. Este tipo de elementos estdn a medio camino entre integrasas y transposasas.
Los transposones Y y S se transponen por un mecanismo de recombinacién no-homéloga
especifica de sitio. En la figura 17 se puede observar de forma comparada, los diferentes tipos

de transposicién en bacterias:
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Figura 17: Comparacion esquematica entre mecanismos de transposicion (Snyder, 2007)
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8.4 PROPIEDADES GENERALES DE LOS TRANSPOSONES

La mayoria de los transposones comparten una serie de propiedades comunes aunque difieran

entre ellos en su mecanismo de transposicion.

8.4.1 Especificidad de diana

La recombinacién no-homodloga es el proceso de recombinacion que se da entre dos

secuencias concretas de ADN, y que ocurre aunque éstas sean completamente diferentes. La

transposicion de transposones en bacterias sigue este mecanismo, y depende de una enzima
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determinada que promueva la recombinacidn entre estas regiones de ADN, que pueden tener

0 no secuencias en comun.

A pesar de que parece que la transposicién de los transposones bacterianos podria ser
completamente al azar, ningln elemento transponible se inserta de forma exclusivamente
aleatoria en el ADN diana. La mayoria de los elementos poseen cierto grado de especificidad
para sus dianas, movilizdandose mas en unos sitios que en otros. Incluso Tn5 (Tn compuesto),
gue parece ser el ejemplo de transposén con mas variabilidad en sus destinos, también se
decanta por unas localizaciones mas que por otras (Reznikoff, 2003). Tn7 (Tn complejo) es el
caso opuesto de transposon con alta especificidad de diana. Se transpone con alta frecuencia
pero sélo en un sitio concreto del ADN de E. coli llamado attTn7. Su compleja maquinaria de
transposicion incluye 5 proteinas. Con todo, esta especificidad no es del todo estricta. Si fuese
asi, su diseminacion se veria seriamente disminuida cuando no existiese este punto concreto
de anclaje. Las posibilidades de las que dispone incluyen movilizarse a un plasmido que incluya
attTn7, y aunque esto suceda no suele ser lo habitual, o transferirse con peor eficiencia pero
de forma mas aleatoria sobre elementos conjugativos que le puedan llevar a células
portadoras a las que si pueda transponerse de forma especifica. Esta segunda via de

transposicion esta fomentada por una de las cinco proteinas, la TnsE (Parks, 2009).

8.4.2 Efectos en los genes adyacentes al punto de insercion

La expresidn de los genes adyacentes al elemento recién insertado puede verse incrementada

gracias a promotores del propio transposdn. Por ejemplo tanto Tn5 como Tnl10 poseen

promotores en la parte exterior de sus extremos terminales que pueden iniciar la transcripcién

de los genes vecinos. Lo mismo puede ocurrir en sentido contrario. Los elementos insertados
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poseen muchas veces de sefales de STOP que pueden afectar a los genes cercanos,

generandose un tipo de inactivacion insercional.

8.4.3 Regulacion

Los sistemas que emplean los transposones para su regulacidon son diversos, pero lo que si
tienen en comun es que todos ellos auto-regulan su propia transposicion, lo cual hace que
estos eventos sean relativamente escasos. Estos elementos genéticos moviles han de
encontrar el equilibrio justo que les permita sobrevivir en una poblacién dada. Excesivos
eventos de transposicidon llevarian probablemente a la muerte celular y eso a la pérdida de

transmision del elemento (Reznikoff, 2003).

8.4.4 Inmunidad para “dianas ocupadas”

Aquellas secuencias de ADN préximas a un transposon recién insertado presentan cierto grado

de inmunidad a que sobrevenga otra insercién de una copia del mismo. Este grado de

proteccién, auque varia para el transposdn puede llegar hasta las 100,000 pb. Esta propiedad

afecta a las familias de transposones Tn3 'y Tn7.
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9. RECOMBINACION ESPECIFICA DE SITIO.

La recombinaciéon no-homoéloga especifica de sitio, requiere de la actuacion de recombinasas
especificas que reconocen secuencias concretas de ADN y promueven la recombinacién entre
ellas. Estas secuencias pueden poseer cierta similitud, pero es demasiado corta como para
considerarse recombinacién homéloga. Son ejemplos ya citados: la resolvasa de Tn3 vy las
recombinasas S e Y. El otro gran grupo de recombinasas especificas de sitio son las integrasas

pertenecientes a los integrones.

9.1. INTEGRONES.

Un integrén es un elemento genético que, gracias a la accién de una integrasa, incorpora ADN
nuevo en forma de genes casete, por un mecanismo de recombinacién especifica de sitio en
un sitio propio denominado attl. Los genes casete son pequefias piezas genéticas que
contienen un gen en un marco de lectura abierta (ORF, de las siglas en inglés Open Reading
Frames) y una secuencia corta adicional de 59 pb (59-be o attC), que funciona como sitio
especifico para el proceso de recombinacién. No suelen llevar promotor para el gen que
codifican y utilizan el del integréon que ocupan para expresarlo. Normalmente suelen tener
entre 500 y 1000 pb. Cuando son movilizados de una ubicacidn a otra, se hallan en forma de

moléculas libres circulares no-replicativas (Bennett, 1999).

Los integrones fueron descubiertos en la década de los ‘80 cuando en el estudio molecular de
pldsmidos y transposones se localizaron genes de resistencia que poseian una estructura
comun en el lado 5’, conteniendo siempre una integrasa y un promotor. Se constaté asi que
estas secuencias formaban parte de una estructura genética conservada que se denomind

integrén (Sabaté, 2002). Los integrones actlan como sistemas naturales de clonaje y expresion
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genética que incorporan ciertos ORFs (genes casete) y los convierten en genes funcionales

(Rowe-Magnus, 2001). La forma mas sencilla de un integrén se caracteriza por:

una integrasa (Intl) que es un tirosina-recombinasa

un sitio especifico de recombinacién att/ de 65 pb

un promotor principal (P.n:) que promueve la expresion de los genes integrados

un segundo promotor (Pi,) muy cerca de P,, en su extremo 3’ (no estd siempre

presente).

Los genes casete son movilizados gracias a

ant
intl att!
que la integrasa reconoce los sitios attC en

Integrase gene g
nt

el gen casete y att/ en su propia secuencia,
provocando esto la escision e integracion

de dicho gen casete. En la figura 18 se |

puede ver el proceso de integracion de

sucesivos genes casete.
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Figura 18: Proceso de integracion (Rowe-Magnus, 1999).
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Se conocen diferentes tipos de integrones y se dividen en base a la secuencia de la integrasa.
Se dividen en clases y se conocen hasta 9. Los de las clases 1, 2, y 3 transportan genes de

resistencia antibidtica y por ello entran dentro de nuestro interés.

Los integrones de clase 1 (integrasa Intl1) agrupan a la mayoria de integrones conocidos. Son
un claro ejemplo de elemento genético comun en proteobaterias. Muchos de los integrones
de clase 1 hallados en aislados clinicos estan vinculados a un médulo de transposicion, siendo
el mejor ejemplo el transposén Tn402, denominado actualmente Tn5090. Esta familia de
transposones contiene un grupo de 4 genes de transposicion, conocidos como “maddulo tni”,
un sitio res, y una pareja de IR cerrando la estructura. Los miembros de esta familia son muy
comunes entre aislados ambientales, ya que habitualmente poseen un operon mer asociado
que les confiere resistencia a compuestos de mercurio (Labbate, 2008). Este operon suele en
realidad formar parte a su vez de un Tn21, también conocido como el representante clasico de

resistencia a mercuriales (figura 19).

IS CR1 Class | integron associated with blag,

intl1 gacEAl suft orf513 blasre gacEAal sult  orfs iniBA1 tniA
NP1 51ke 5'CS Variable 3Cs ISCR1 Sequence withl high 3'Cs2 tni-Tn402 mery . jie
region homology with
Kiuyvera genomes

Current Opinion in Microbiclogy

Figura 19: Integron clase 1y su asociacion con Tn402, Tn21 (Cantén, 2006).

Recientemente se ha propuesto un modelo de evolucién y origen de los integrones de clase 1
(Gillings, 2008). En él (figura 20) dividen en diferentes etapas esta hipotética evolucion. En un
primer estadio (figura 20-A) la estructura del integrén corresponde al cromosoma de un
progenitor, pero no posee ninguno de los genes de resistencia antibidtica que actualmente

transportan los aislados clinicos que conocemos. Uno de estos integrones es movilizado e
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insertado en un elemento Tn402-like (figura 20-B y C). En un momento indeterminado
adquiere un gen que le confiere un aventaja selectiva frente a otros, probablemente el
primero fue qacE (gen de resistencia a compuestos de amonio cuaternario) (figura 20-D).
Sucesivos eventos de insercidon de otros genes van configurando la estructura tal y como la
conocemos hoy en dia (figura 20-E y F). Estos mismos hechos acaban truncando Tn402 (Figura
20-G) convirtiéndolo en una estructura incompetente. Pero transposiciones en trans permiten
reintegrar esta estructura en plasmidos y/o en transposones funcionales como Tn21 (figura 20-
H), permitiendo al integron sobrevivir penetrando en multitud de organismos y evolucionar

adquiriendo nuevos genes de resistencia.

ik cassette array chromosome

A /L/-_ —————__
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Figura 20: Evolucion integrones clase 1 (Gillings, 2008).

Los integrones de clase 2 poseen una integrasa defectiva, Intl2*, ya que el gen que la codifica
tiene un coddn de stop interno TAA. Para que esta integrasa sea funcional, el codén STOP ha

de cambiar a traducible (Hansson, 2002). Los integrones de clase 2 se encuentran vinculados a
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la familia Tn7, que al igual que ocurria con los integrones de clase 1, contribuye a su

diseminacion entre la poblacién bacteriana (figura 21).

a2 dffd]  sail  aadAl ORFX yhed yiA yBR ‘.l"]._‘. tasE tasi} sl tnsH fasA

(EEEE )

Figura 21: Integron clase 2 (flechas grises) y Tn7 (flechas punteadas) (Rodriguez, 2008).

La ultima clase de integrones, la clase 3 (Intl3) se encontré por primera vez en una cepa de
Serratia marcescens (cepa AK9373) y posteriormente en bacterias Gram negativas resistentes
a imipenem de aislados clinicos (Japdn) transportando todos ellos la metalo-beta-lactamasa

blayr como gen casete (Arakawa, 1995; Senda, 1996).

9.1.1. Estructura de un integrén de clase 1.

El integréon de clase 1 estd compuesto por dos regiones conservadas (figura 22), una en el
extremo 5’ (5’-CS) que incluye el gen de la integrasa, los promotores y el sitio att/, y otra region
en el extremo 3’ (3’-CS) que contiene un gen de resistencia a sulfonamidas (su/1) y un gen
truncado de resistencia a compuestos de amonio cuaternario (qacEA1). Estos dos ultimos

genes no son genes casete ya que se encuentran fijos en el integrén.

Integron 0
int aitl qacEAl sull orf5 orf6
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59 - base
element
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Figura 22: Arriba, un In0 donde la regién 5°-CS (flecha azul) estd inmediatamente a
continuacion de 3°-CS (flecha roja). Al integrarse un gen casete, amplia la longitud de 3’CS de
una forma determinada, lo cual lo clasificara en Inl, In2... (Bennett, 1999)




La integracion de genes casete ocurre normalmente en el sitio att/, desplazando hacia la
derecha a los ya existentes previamente. En funcién de la longitud entre att/ y 3’-CS, dada por
los genes casete incorporados, se describen los sucesivos integrones: Inl, In2, In3, In4 e In5
(Sabaté, 2002B). A los integrones que transportan genes casete que codifican resistencia a

antimicrobianos y desinfectantes se les denomina integrones de resistencia.

Los integrones se encuentran frecuentemente formando parte de transposones. Ya se han
detallado su inclusién en Tn21 (figura 19). Otros casos son Tn1403, Tn1404, Tn1696, Tn1412, y
Tn2000, afiadiendo que estos transposones pueden localizarse tanto en plasmidos como en

cromosomas.

Se conocen al menos 60 genes de resistencia en formato gen casete, cubriendo la practica
totalidad del arsenal terapéutico que se emplea en la practica clinica (tabla 3). El acimulo de
varios de estos genes en un Unico integrén es lo que les convierte en integrones

multiresistentes.

Tabla 3: GENES CASETE CONOCIDOS

TIPO DE RESISTENCIA DENOMINACION EJEMPLOS GENES CASETE
Clase A B-lactamasas blap
B-lactdamicos Clase B B-lactamasas blayp, blayy

Clase C B-lactamasas blaoxa

Aminoglicosidasa aadAla, aadAlb, aadA2,
adeniltransfersa aadB

Aminoglicésidos

Aminoglicosidasa aacAl, aacA4, aacA7, aacCl,
acetiltransferasa aacC.
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Cloranfenicol

Cloranfenicol

acetiltransferasa

catB2, catB3, catB5

Exportador de cloranfenicol

CmlA

Trimetroprim

Desinfectantes

Clase A dihidrofolato- | dfrA1, dfrA5, dfrA7, dfrA12,
reductasa dfrA14
Clase B dihidrofolato-
dfrB1, dfrB2, dfrB3
reductasa
Compuestos de amonio
gack, qacG

cuaternario

Existe otro gran grupo de integrones de clase 1, los integrones compuestos, que son los que

poseen una segunda copia de 3’-CS. Estos integrones incluyen entre ambas regiones

conservadas 3’-CS el elemento ISCR, con capacidad propia para capturar otros genes de

resistencia. Dos de los ejemplos mas clasicos son In6 e In7, ya que fueron los primeros donde

se descubrid la presencia de ISCR y una segunda copia de 3’-CS. Los genes casete que

transportan son caracteristicos de cada uno de ellos (figura 23).

aadh2 gacisul

aadB gaclsul

caA2  gacisu! orfS/orfh

. R

drfA 10 gaclsul orf3

O - P

Figura 23: La primera estructura corresponde a In6 (GenBank accession L06822) y la
segunda a In7 (L06418). En azul intl1 y en amarillo ISCR1 (Toleman, 2006)

Lo que mas llamé la atencidn de estas nuevas estructuras es que, tras la CR (common region)
de In6 e In7, se hallaban, respectivamente, un gen de resistencia a cloranfenicol (catA2) y un

gen de resistencia a trimetoprim (drfA10) que no poseian la secuencia attC (59-be): no eran
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genes casete. El mecanismo por el cual habian llegado hasta ahi era diferente al encabezado
por la integrasa int/1. Estos hechos apoyaron la hipdtesis de que estas estructuras genéticas

eran el resultado de multiples sucesos de recombinacion y transposicion a lo largo del tiempo.

9.1.2. ISCR

Los integrones complejos de clase 1, son estructuralmente idénticos a un Intll, solo que a
continuacién de la primera secuencia 3’-CS existe una regién de 2154 pb, que se denominé
region comun o CR, compuesta por un orf513 (llamado asi por codificar una transposasa de
513 aminoacidos) y un sitio de recombinacion de 33 pb localizado en su extremo derecho,
seguido de genes que no son genes casete aunque si pueden ser genes de resistencia,

rematando el integrén otra copia de 3’-CS (Rodriguez-Martinez, 2006).

Las regiones CR se asemejan a las secuencias de insercién atipicas 1S91, atipicas por su
transposasa Y2 y por carecer de IR, ya que su mecanismo de transposiciéon se basa en
replicacion RC. Esta caracteristica les permite transponer ADN adyacente con una Unica copia
de elemento, en contraste con la mayoria de IS donde son necesarias dos copias para movilizar
el gen. Actualmente se sostiene que las CRs representan una familia de distribucién universal
entre la poblacién bacteriana, de elementos genéticos moviles presentes tanto en plasmidos
como en cromosomas, similares a 1S91, que son responsables de la movilizacion y
diseminacion de muchos genes de resistencia (Toleman, 2006). Se han descrito asociaciones
con toda clase de genes: blacrx.m, blacwy, blapna-1, blaves, blaoxa, gnr, genes de resistencia a

cloranfenicol, trimetoprim, aminoglicésidos, tetraciclinas...

Al comparar la secuencia del orf513 de CR, se observd que compartia similitud con la secuencia

de las transposasas de 1S91 y otras IS relacionadas como la 1S801 e 1S1294 (I1S91-like). Las
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transposasas de estas IS son proteinas con dos tirosinas en su centro activo, al igual que
ocurria en la secuencia de la proteina codificada por CR, apoyando la teoria de que las CR eran
elementos transponibles. Es mas, en las IS91-like un extremo del elemento, denominado orilS
sirve como origen de replicacién, y otro, terlS como terminador. La secuencia de este
fragmento localizada en el extremo 3’ de las transposasas de 1S91-/ike posee una alta similitud
con la hallada a 211 pb del final de la secuencia que codifica la transposasa de un integrén
complejo de clase 1. Esta secuencia es también un origen de replicacién para CR. De todas
estas observaciones, deriva la denominacion de las CR como ISCR (Toleman, 2006). En este
mismo trabajo se ha postulado la hipdtesis de que haya sido ISCR1 el elemento que hubiese
introducido la segunda copia de 3’CS presente en los integrones compuestos, desde otro
integrén por RC transposicién. Ademads de estas propiedades, hay que atribuirle funciones de
promotor de los genes adyacentes a su extremo derecho, gracias a secuencias -35 (TAAACG) y

-10 (TAAGAT) situadas a 73 y 50 pb respectivamente de la Gltima base que completa el ISCR1.

9.1.3. Superintegrones

La denominacidn superintegrones (SI) se refiere a los grandes integrones localizados en el
cromosoma bacteriano, que también acumulan genes casete incorporados en tandem que
contienen una regién attC similar a la descrita en otros genes casete en integrones de clase 1,
2 y 3, solo que en estos casos esta region pasa a ser caracteristica de especie (Fluit, 2004;
Sabate, 2002B). El género donde mas Sl se han detectado es Vibrio. Muchos de los
conocimientos actuales de los Sl parten del hallazgo en 1998 de un superintegrén de clase 4 en

el cromosoma de menor tamafio de los dos de Vibrio cholerae (Mazel, 1998).

Actualmente se baraja la hipdtesis de que los integrones multiresistentes han evolucionado

desde los SI a través de la captura genética llevada a cabo por los genes int/ y puntos de
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integraciéon attl dentro de estructuras moviles como los transposones. El acimulo de genes
casete de varios Sl lleva al establecimiento contemporaneo de los integrones de resistencia.

La potencia de los sistemas de integrones yace en su versatilidad, ya que pueden reconocer
una cantidad enorme de dianas diferentes en sus procesos de recombinacion y una inagotable
capacidad de intercambiar y acumular genes. Esta flexibilidad les permite adaptarse
rapidamente al los impredecibles cambios que puedan ocurrir en el nicho ecoldgico que
ocupen, permitiendo a las bacterias incrementar su fitness y evolucionar. La demostracion de
la presencia de integrones en microorganismos ancestrales de diferentes géneros corrobora
qgue son antiguas estructuras que ha ido evolucionando conjuntamente con el genoma

bacteriano (Rowe-Magnus, 2001).

9.2. RESOLVASAS

Las resolvasas son recombinasas especificas de sitio. El ejemplo ya mencionado es el de la TnR
de Tn3. Esta posee una doble funcionalidad, como se detallaba en el apartado 1.2.3 de la
segunda parte de esta revisidon. Otras resolvasas son las implicadas en la resolucion de los

dimeros de plasmidos como P1, formados en procesos de dimerizacion.

9.3. RECOMBINASASY e S

Estas enzimas son las presentes en los transposones Y y S respectivamente. Como se ha citado

anteriormente, las siglas se corresponden a la presencia de una tirosina (Y) o una serina (S) en

el centro activo de la enzima. Podemos encontrarlas Tn916 (Y recombinasa) y en 1S607 de

Helicobacter pylori (S recombinasa).
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Tercera parte
REVISION DE ENTORNOS GENETICOS DESCRITOS PARA LAS BETA-LACTAMASAS DE ESPECTRO

EXTENDIDO CTX-M, SHV Y TEM Y PARA EL GEN DE RESISTENCIA A QUINOLONAS gnrA.

Las B-lactamasas de espectro extendido (BLEEs) se definen como enzimas capaces de hidrolizar
las cefalosporinas de amplio espectro y las monobactamas, pero no las cefamicinas ni las
carbapenemas. Se caracterizan por ser inhibidas por los inhibidores de B-lactamasas de clase
A, por encontrarse generalmente en plasmidos, y por derivar de otras B-lactamasas de menor

espectro hidrolitico o de ciertas B-lactamasas cromosdmicas (Canton, 2007).

Existen dos formas de clasificarlas:

a. Clasificacion molecular de Ambler: las divide clasicamente en 4 grandes grupos (A-D)
basados en similaridad aminoacidica y no fenotipica. Las clases A, C y D se
caracterizan por poseer una serina en su centro activo. El grupo B son metaloenzimas
que utilizan un ién zinc como cofactor (Ambler, 1991; Paterson, 2005).

b. Clasificacién de Bush, Jacoby y Medeiros: se atiene al espectro de sustrato y al
comportamiento frente a inhibidores. Las principales BLEEs quedarian englobadas en

los grupos 2be y 2de de esta clasificacién (Bush, 1995; Paterson, 2005).

Su apariciéon se describe desde dos vias de evoluciéon diferentes. Una via es la evolucion desde
B-lactamasas de menor espectro hidrolitico como blasyy.1, blarem.1 ¥ blatem.2, pertenecientes
todas ellas al grupo 2b, por mutaciones en los genes que las codifican, resultando las familias
BLEE TEM y SHV que actualmente conocemos. La otra via resulta de la movilizaciéon de B-

lactamasas cromosémicas de diversas especies del género Kluyvera por integracidn en
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estructuras genéticas que fomentan su movilidad y diseminacién (Cantén, 2007). En la tabla 4

se detallan las principales BLEEs conocidas en Gram negativos (Jacoby, 2005):

Tabla 4: BLEEs en Gram negativos
EJEMPLOS BLEE SUSTRATOS PRINCIPALES | INHIBICION CLASE
POR ACIDO | MOLECULAR
CLAVULANICO
Familia TEM Oximino- cefalosporinas. | +++++ A
Familia SHV Monobactames.
BES-1, Familia | Oximino- cefalosporinas ++++ A
GES/IBC, PER-1, | Monobactams
PER-2, SFO-1, TLA-1
VEB-1, VEB-2
Familia CTX-M Mismos que blargm/shy ++++ A
Incluye para algunas
enzimas, cefepima
Familia OXA Igual que blactym + D

Las BLEEs de tipo SHV y TEM estan universalmente distribuidas, y se conocen actualmente mas
de 100 y 160 variantes respectivamente (www.lahey.org). Las BLEEs tipo OXA a diferencia de
estas otras dos, se encuentran mayoritariamente en P. aeruginosa y A. baumannii. En cuanto
al grupo de las BLEEs tipo CTX-M, se sabe que no guardan relacién con otras BLEEs descritas.
Diferentes B-lactamasas cromosémicas de algunas especies de Kluyvera han sido identificadas
como fuentes potenciales de estas BLEEs. Podrian haberse movilizado desde su ubicacién
original gracias a diferentes secuencias de insercidn (ISCR, ISEcp1) o a algun bacteriéfago.
Incluso se ha demostrado que los genes de los entornos genéticos de estas BLEEs muestran

una alta homologia con las secuencias vecinas de las B-lactamasas originales de Kluyvera
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(Cantdn, 2006). El género Kluyvera pertenece a nuestra flora intestinal, pero es una causa poco

frecuente de infeccion humanas