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RESUM

Un dels aspectes més preocupants de I'adquisici6 de resisténcies és la seva difusié en el mén
microbia. L'adquisici6 dels diferents mecanismes de resisténcia pot ser originada pel microor-
ganisme mateix, fruit d’errors en la seva replicacio, o per I'adquisicié de material genetic que
codifiqui gens de resistencia. En el primer cas parlariem d’una difusi6 vertical, mentre que en
el segon parlariem de difusié horitzontal.

La difusié horitzontal es pot donar per transformacio, transduccié i conjugacié. Potser el més
simple d’aquests mecanismes de transferéncia genica és la transformacié natural, on DNA lliu-
re de 'ambient és adquirit per un bacteri receptor. Aquest DNA sera incorporat a la cellula i, en
expressar-se, podra comportar un canvi fenotipic. En el cas de la transduccié el DNA és transfe-
rit per bacteriofags a les noves céllules que infecten. El darrer mecanisme de difusi6 horitzontal
de la resisténcia és la conjugacio, procés de transferéncia de gens a través de plasmidis entre
dues cellules que estan en contacte.

Finalment, trobem unes altres estructures geniques, els elements mobils, que tenen també un
paper molt important en la difusié geénica, com son els gens cassette, integrons, seqiiencies d’in-
sercid, transposons conjugatius i no conjugatius i les illes genomiques.

Paraules clau: transformacid, transducci6, conjugacid, elements mobils.

SUMMARY

One of the greatest concerns in acquiring drug resistance is dissemination of resistance genes
in the microbial world. Acquisition of various resistance mechanisms could be generated ei-
ther by the microorganism itself, as the result of replication errors, or by acquisition of genetic
material that codes for resistance genes. In the former, we are talking about vertical diffusion,
whereas the latter is known as horizontal diffusion.
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Transformation, transduction and conjugation could mediate horizontal dissemination. Per-
haps the simplest of these genetic exchanges mechanisms is natural transformation, where free
DNA will be acquired by a recipient bacterium. This DNA will be incorporated to the cell and
could cause a phenotypic change if it is expressed. In transduction, DNA is transferred by bac-
teriophages to newly infected cells. The third mechanism is conjugation, where gene transfer is
mediated by plasmids between two cells, which are in direct contact.

Finally, other genetic structures, mobile elements, also play an important role in genetic diffu-
sion. These mobile elements are cassette genes, integrons, insertion sequences, conjugative and
non-conjugative transposons and genomic islands.

Keywords: transformation, transduction, conjugation, mobile elements.

BASES GENETIQUES
DE LA RESISTENCIA

Un dels aspectes més preocupants de 1’ad-
quisici6 de resistencies és la seva difusi6 en el
mon microbia. L'adquisicié dels diferents me-
canismes de resisténcia pot ser originada pel
microorganisme mateix, fruit d’errors en la se-
va replicacid, o per 'adquisicié de material
genetic que codifiqui gens de resisténcia. En
el primer cas estariem parlant de mutacions,
que només es difondran verticalment, és a dir,
seran transmeses de céllula mare a cellula fi-
lla. L'adquisicié de la resistencia, en aquest
cas, pot apareixer bé en una sola generacio,
com és el cas de la resistencia a rifampicina,
0 bé en el transcurs de diverses generacions,
com en el cas de la resisténcia a fluoroqui-
nolones. Les mutacions poden tenir lloc per
substitucié d’una base nucleotidica o per ad-
dici6 o perdua d'una o diverses bases. També
poden tenir lloc per amplificacié o copia de
multiples segments de DNA, per insercié o
escissié d'un segment mobil de DNA que co-
difica o regula la seqiiencia d'un gen, o per
inversié d'un segment.

La interaccié de I’antibiotic amb la seva di-
ana sol ser forca especifica, de manera que un
simple canvi de base al gen, que provoqui
un canvi d’aminoacid a la proteina, pot alterar
aquesta interacci6 entre l'antibiotic i la seva
diana i donar lloc a un fenotipus de resistencia
a aquest antibiotic. Aquesta mutacié puntual
presenta una freqiiencia relativament eleva-

da en moltes espécies bacterianes. Exemples
de resisténcia «mutacional» sén la resisten-
cia a estreptomicina per mutacié ribosomica
(Eliopoulos et al., 1984), a rifampicina per mu-
tacions a 'RNA-polimerasa (Wehrli, 1983), a
fluoroquinolones a través de mutacions a les
topoisomerases (Martinez et al., 1998) i la re-
sisténcia al linezolid per mutacions a 'RNA
ribosomic (Prystowsky et al., 2001).

Aquestes mutacions poden apareixer tam-
bé en gens reguladors de processos cellulars.
Un dels exemples més clars és la «des-
repressié» de la P-lactamasa cromosomica
d’Enterobacter sp. (Jacobs et al., 1997). Mutaci-
ons al gen ampD, codificador d'una amidasa
cellular, donen lloc a 'acumulacié d’un de-
terminat producte que té com a efecte l'in-
crement de l'expressié del gen cromosomic
ampC, que codifica una 3-lactamasa.

També, existeixen una série de mecanismes
d’adquisici6 de material genetic mitjancant els
quals la resisténcia pot ser difosa d"una céllula
a una altra (de la mateixa espécie o no), cosa
que contribueix a la difusi6é horitzontal de la
resisténcia als antimicrobians. Aquests meca-
nismes sén la transformacio, la transducci6 i
la conjugacio.

TRANSFORMACIO
Potser el més simple d’aquests mecanismes

de transferéncia de gens és la transforma-
ci6 natural, que es va definir originariament



com I'habilitat d’algunes especies bacterianes
d’absorbir, sota determinades circumstancies,
moléecules de DNA nu lliure de 'ambient, pro-
vinent d"un bacteri donant. Aquest DNA sera
adquirit per un bacteri receptor, que rebra el
nom de transformant, sera incorporat a la cel-
lula i, en expressar-se, podra comportar un
canvi fenotipic.

La transformacié la va posar en evidén-
cia per primera vegada Fred Griffith el 1928,
mitjangant experiments amb Streptococcus
pneumoniae i 1'adquisicié de viruléncia, tot
i desconeixer llavors quina era la particula
transformant. No va ser fins al 1944 quan
Avery, McLeod i McCarty van provar que
la particula transformadora responsable d’a-
questa adquisicié de viruléncia en una soca no
virulenta era un fragment de DNA (Avery et
al., 1944).

Perque el material genétic s’incorpori al ge-
noma bacteria, després de travessar la mem-
brana citoplasmatica, i pugui, per tant, com-
portar un canvi fenotipic, és necessari que
existeixin regions de certa homologia entre
el nou DNA incorporat per la cellula i el
del bacteri en qiiestié. Si no existeix aques-
ta homologia, el DNA incorporat sera de-
gradat; mentre que si existeix homologia, el
nou DNA podra ser incorporat mitjangant
un procés de recombinacié. De totes mane-
res, encara que el DNA exogen internalit-
zat ha d’integrar-se al cromosoma o en un
plasmidi, també pot circularitzar-se (si con-
té un origen de replicacid) i establir-se com
un replicé autonom. Com a resultat dels fe-
nomens de recombinaci6, es poden obtenir
gens la seqliencia dels quals esta formada per
miltiples fragments de diferents origens, i
es forma el que es denomina un mosaic. Un
exemple de gen mosaic és el que confereix
resisténcia a penicillina i a cefalosporines en
S. pneumoniae. S"ha descrit, en soques resis-
tents, una gran varietat de gens mosaic codi-
ficadors de la penicillin-binding protein (PBP),
amb el nivell i grau de resistencia determi-
nats pel nombre i la naturalesa de les re-
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combinacions geéniques (Hakenbeck i Coyet-
te, 1998).

Els mecanismes pels quals tenen lloc els fe-
nomens de transformacié sén variats i encara
no molt ben coneguts. Perque la cellula pugui
captar el DNA nu ha de trobar-se en un estat
de «competencia». Aquest estat de «compe-
téncia» pot océrrer naturalment (competencia
fisiologica) en alguns microorganismes com,
per exemple, Bacillus subtilis, Haemophilus in-
fluenzae, Neisseria gonorrhoeae, S. pneumoniae
i diverses espeécies de cianobacteris com el
genere Synochococcus (Snyder i Champness,
1997), o bé pot ser induit artificialment en al-
tres (competencia artificial) per diferents me-
canismes (CaCl,, polsos electrics, etc.). En
qualsevol cas, perque la transformacié tingui
lloc és necessari disposar de DNA 1liure, prin-
cipalment de doble cadena, que s'unira a la
céllula mitjancant un receptor localitzat a
la seva superficie (Averhoff i Friedrich, 2003).

La transformaci6 pot dividir-se en diferents
etapes que sén comunes a tots els bacteris (ve-
geu la figura 1):

a)  Desenvolupament de la competencia. Re-
quereix canvis fisiologics complexos que
tenen lloc en determinades etapes del creixe-
ment bacteria i esta associat a diversos feno-
mens com s6n la produccié de feromones o
factors de competéncia en diferents espeécies
bacterianes.

b) Unioé del DNA. S'uneix DNA de doble
cadena, encara que la cellula receptora pot
unir també limitades quantitats de DNA de
cadena senzilla. Aquest DNA, provinent de la
cellula donant, s"uneix a través d"un receptor
localitzat a la superficie cellular. L'especifi-
citat del DNA que la céllula pot unir varia
segons l’especie bacteriana. Bacteris grampo-
sitius, com per exemple B. subtilis i S. pneu-
moniae, poden unir tant DNA homoleg (de la
mateixa espeécie) com heteroleg (d’altres es-
pécies). En canvi, els gramnegatius, com H.
influenzae o N. gonorrhoeae, només poden unir
DNA homoleg o d’espécies molt semblants.
En aquests casos, es requereixen unes seqiien-
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Mecanisme de transformacio. a) Desenvolupament de la competencia i unié del DNA transformador. b) Processament i

presa del DNA exogen. c¢) Les proteines especifiques (SSB) s uneixen i protegeixen el DNA exogen monocatenari. d) El DNA exogen
s’integra al cromosoma bacteria en regions homologues mitjancant la proteina RecA.

cies de «captacié» especifiques, que solen ser
curtes, entre deu i dotze parells de bases (pb),
perd suficientment llargues perqué gairebé
mai puguin trobar-se per casualitat en un al-
tre DNA. En H. influenzae, la internalitzacié
del DNA requereix una seqiiencia especifica
d’11 pb, que es troba repetida unes sis-centes
vegades en el seu genoma, mentre que en N.
gonorrhoeae aquesta seqiiencia és de tan sols
10 pb (Snyder i Champness, 1997). La unié del
DNA transformador involucra una primera fi-
xaci6 reversible, que després es transforma en
irreversible (Dubnau, 1999).

c) Processament i captacié del DNA. Una
vegada fixat el DNA de doble cadena a la
cellula, tenen lloc diversos processos que por-
ten a la captaci6 de només una de les dues
cadenes. Aquests passos sén també diferents
segons l'especie bacteriana. En grampositius,
una de les cadenes del DNA que s’ha unit és
tallada per una endonucleasa en petits frag-
ments. Es creu que aquest enzim forma part
del receptor de DNA. Aquest receptor em-
peny la cadena complementaria (no tallada)
cap a l'interior de la cellula, mentre que 1al-
tra cadena és degradada a oligonucleotids per
una exonucleasa associada. Aquest DNA de
cadena senzilla que s’ha captat s’associa a pro-
teines SSB (single strand-binding proteins) espe-
cifiques de la competeéncia, que el protegeixen
de l'acci6 de les endonucleases. En gramne-

gatius, el DNA de doble cadena especific unit
és captat per unes vesicules, o compartiments
subcellulars, que reben el nom de transforma-
somes. Dins d’aquestes vesicules es degrada
una de les dues cadenes i I'altra s’interna mit-
jancant un procés semblant al del pneumococ
(no obstant aix0, en bacteris com Haemophilus
no s’han observat intermediaris de DNA de
cadena senzilla al citoplasma). En aquest cas
son els transformasomes i no les proteines SSB
els que protegeixen el DNA de les DNAases
externes i dels enzims de restricci6 cellulars
(Dubnau, 1999).

d)  Integracié del DNA per recombinacid i ex-
pressié. Tant en grampositius com en gramne-
gatius el DNA transformant s’integra al DNA
cellular en regions homologues mitjangant un
procés anomenat desplacament de la cadena: la
nova cadena envaeix la doble helix i desplaga
la cadena homologa vella, i aquesta és de-
gradada. Mitjangant reparaci6é i subsegiient
replicacié, la seqiiencia del nou DNA incorpo-
rat pot reemplacar la seqiiéncia cromosomica
original en aquestes regions homologues. Si
les seqiiéncies de DNA donant i receptor di-
fereixen lleugerament, en aquesta regi6 poden
apareéixer recombinants (Snyder i Champness,
1997).

Existeixen nombrosos exemples d’adquisi-
ci6 de resisténcies en microorganismes natu-
ralment transformables d’interés clinic com



la resisténcia a B-lactamics en S. pneumoniae
(pbp), Helicobacter pylori (pbplA) i neisseries
(penA), la resistencia a quinolones en S. pneu-
moniae (gyrA i parC), la resistencia a tetraci-
clina en Gardnerella vaginalis, Mycoplasma ho-
minis, Ureaplasma urealyticum i altres (tetM), la
resisténcia a sulfamides i trimetoprim (sul i
dfr) i potser la resisténcia a carbapenems en
Pseudomonas aeruginosa (oprD).

TRANSDUCCIO

Un altre dels mecanismes de difusi6 horit-
zontal de gens de resisténcia és la transduccio.
En aquest cas, la situaci6 és semblant a I’ante-
rior, pero en lloc d’incorporar DNA lliure del
medi, aquest DNA prové d'una ceéllula previ-
ament infectada i sera transferit per particules
viriques o bacteriofags a les noves cellules que
seran infectades. Els fags implicats en un pro-
cés de transducci6 reben el nom de fags trans-
ductors o particules transductores. La soca bac-
teriana original en la qual aquests fags s’han
multiplicat s’"anomena célula donant, mentre
que la soca bacteriana que sera infectada per
aquestes particules rep el nom de cellula re-
ceptora. Finalment, les cellules que han rebut
el DNA per transduccié s’anomenen transduc-
tants (Snyder i Champness, 1997).

Existeixen dos tipus de transducci6:

a)  Transduccié generalitzada. Comenga en
el moment en que té lloc 'empaquetament
accidental d'una porci6 de DNA bacteria en
una particula virica normal (vegeu la figu-
ra2). Encara que s’ha descrit que I'empaqueta-
ment del DNA viric comencga per llocs especi-
fics del concatamer viric, anomenats pac, i que
aquests no es troben en el genoma bacteria,
el fag pot, aparentment, reconeixer seqiienci-
es semblants, i es produeix aixi I'encapsidacié
erronia de DNA bacteria (Snyder i Champ-
ness, 1997). Quan s’indueix la lisi cellular, s’a-
llibera aquesta particula transductora que, tot
i que té la totalitat del seu DNA bacteria, és
capag d’adherir-se a una nova celula i injectar
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aquest DNA. Si existeixen regions homolo-
gues, aquest DNA transductor pot ser incor-
porat al genoma de la cellula receptora. La
quantitat de particules de transducci6é gene-
ralitzada que poden produir-se a les cellules
infectades és molt variable; mentre que en al-
gunes cellules no se’n produeix cap, en altres
es pot arribar a encapsidar el 20 % del genoma
bacteria. Malgrat que, en un principi, totes les
regions del DNA bacteria podrien ser encapsi-
dades, en aquest tipus de transformacié s’ha
observat que alguns loci sén transduits amb
major freqiiéncia. S’ha observat que aquest ti-
pus de transduccié pot tenir lloc tant amb fags
temperats com pseudotemperats, i també mit-
jancant fags virulents. Aquests ultims son els
que produeixen el major nombre de particules
transductores. Alguns bacteriofags que pre-
senten aquest tipus de transduccié sén el P1
d’Escherichia coli i el P22 de Salmonella enterica
serovar Typhimurium.

b)  Transduccié especialitzada. Es diferencia
de la generalitzada en el fet que només poden
transferir-se els gens que es troben flanque-
jant la regi6 on el fag temperat o lisogénic
s’integra al cromosoma bacteria (vegeu la fi-
gura 3). Aquesta regié d’integracié sovint es
troba en punts concrets del genoma i, per tant,
els gens transduits solen ser uns determinats
(Canchaya et al., 2003). Per exemple, el lloc
d’inserci6 del fag A es troba, en E. coli, entre
els gens gal i bio (Snyder i Champness, 1997).
No obstant aix0, la integracié d’aquest fag en
altres llocs secundaris pot comportar la trans-
duccié d’altres marcadors bacterians. L'escis-
si6 d’'un fag no sempre és «perfecta»: en al-
guns casos pot tenir lloc una escissié anormal
que provoca que part del genoma del fag ar-
rossegui gens bacterians propers al punt on
estava, i es formen fags defectius, anomenats
fags o particules de transduccié especialitzada,
que contindran tant DNA viric com bacteria.
Aquestes s’obtenen amb una freqtiéncia molt
baixa, ates que els errors en 'escissi6 del fag
son extremadament infreqiients, i és un mi-
li6 de vegades més freqiient I'escissié normal
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FIGURA 2. Mecanisme de transduccio generalitzada. a) Fixaci6 del fag a la cellula. b) Injeccié del material genetic viric. ¢) Degradacio

del DNA bacteria i replicaci6 del genoma viric. d) Sintesi de les capsides i empaquetament del material genetic bacteria i viric. e) Lisi

cellular i alliberaci6 de les noves particules viriques.

(Snyder i Champness, 1997). Una vegada el
fag injecta el DNA transductant poden donar-
se diferents situacions. En tots els casos, pero,
després de la injecci6é es produeix la circula-
ritzacié i superenrotllament del DNA trans-
ductor. Després, el DNA viric pot produir la
replicacié virica mitjangant un cicle litic, pot
mantenir-se inactiu i eliminar-se per segrega-
cid, o bé pot recombinar-se, per diferents vies,
amb el material genetic bacteria.

Un dels primers exemples de transduccié
detectat en clinica va ser el de la transferéncia
de gens de resistencia a penicillina en Staphy-
lococcus aureus. En aquest cas, pero, el bacteri-
ofag contribueix a la difusi6 de plasmidis de
mida petita, que sén encapsidats i transferits
a altres bacteris. Aixi, els plasmidis seran au-
toreplicats i mantinguts sense necessitat de re-
combinacié. El fet que el responsable d’aques-
ta resisténcia sigui un gen codificador d'una
-lactamasa, que aquest s’hagi identificat fre-
qlientment en plasmidis i que durant molt de
temps s’hagin descrit amb detall diversos bac-
teriofags en aquest grup de microorganismes,
ha permes especular que l'elevada prevalenga
de produccié de p-lactamases en estafilococs
prové de la transferéncia d’aquests plasmidis
a través de bacteriofags (Lyon i Skurray, 1987).

Altres exemples son la deteccié de gens que
confereixen resisténcia a [3-lactamics, com sén
els gens blapx, i blapsg, en DNA fagic obtin-
gut a partir d’aigiies residuals, tant humanes
com animals, a la provincia de Barcelona (Mu-
niesa et al., 2004) o la implicacié d’aquests en
la transferéncia de determinants de virulencia
(Cheetham i Katz, 1995; Ferretti et al., 2001).
Els fags tenen un important paper en l'evo-
lucié, ja que promouen la transferéncia horit-
zontal de gens tant entre membres individuals
de la mateixa espécie com entre bacteris forca
distanciats. El DNA dins les capsides viri-
ques és, normalment, més estable que el DNA
nu lliure al medi, i aix0 li permet poder per-
sistir més temps a 'ambient. A més a més,
molts fags sén capagos d’infectar un ampli
rang d’hostes, per la qual cosa aquest DNA
pot disseminar-se en un gran nombre d’es-
pécies diferents. Encara que el DNA d'una
determinada espécie no sigui capag de recom-
binar-se si no troba seqiiéncies homologues
al cromosoma d’una especie diferent, quan el
DNA transduit és un plasmidi amb un ampli
rang d’hostes, capag d’autoreplicar-se a la cel-
lula receptora, o bé conté un transposé que pot
saltar dins el DNA d’aquesta céllula recepto-
ra, si que és possible la transduccié estable de
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Mecanisme de transduccio especialitzada. a) Céllula lisogena: el DNA del bacteriofag es troba inserit dins el DNA bacteria.

b) Circularitzaci6 i escissié del DNA del fag. c) Escissié anormal que produeix la perdua d’alguns gens del fag, que es mantenen inserits
al cromosoma bacteria. En canvi, alguns gens bacterians s’han circularitzat juntament amb el DNA del fag. d) Degradaci6é del DNA
bacteria i replicacié del genoma viric. ) Sintesi de les capsides i empaquetament del material genetic bacteria i viric. f) Lisi cellular i

alliberaci6 de les noves particules viriques.

gens entre bacteris poc relacionats (Snyder i
Champness, 1997).

CONJUGACIO

El darrer mecanisme de difusi6 horitzontal
de la resisténcia és la conjugaci, procés de
transferéncia de gens entre dues cellules que
estan en contacte (vegeu la figura 4). Aquest
tipus de transferencia de gens és possible gra-
cies al fet que els microorganismes poden ser
portadors d’estructures genetiques, denomi-
nades plasmidis. Els plasmidis i el cromosoma
bacteria constituirien el que es coneix amb el
nom de genoma bacteria.

Els plasmidis sén molécules circulars de
DNA de doble cadena, superenrotllades nega-
tivament (tot i que també se’n troben de line-
als en Borrelia i alguns actinomicets) (Snyder
i Champness, 1997). Sén literalment materi-
al genetic accessori. No codifiquen funcions
essencials per a la cellula i la seva mida pot
variar entre poques i centenars de quiloba-
ses. Poden transportar des d’inicament els
gens necessaris per a la seva replicaci6 fins
a centenars de gens addicionals; llavors es

consideren com a «mini-cromosomes» (Cole i
Saint-Girons, 1999). En alguns casos la dispen-
sabilitat d’aquests és dubtosa, com en el cas
de Borrelia burgdorferi, on diferents plasmidis
contenen gens que codifiquen lipoproteines
i altres funcions metaboliques, que en el cas
de perdre’s serien molt perjudicials per a la
cellula (Garcia-de los Santos et al., 1996). Els
plasmidis es repliquen autonomament (repli-
cons), independentment del cromosoma de la
cellula (Grinsted i Bennet, 1988). Presenten un
origen de replicaci6 (oriV) i algunes de les pro-
teines necessaries per a iniciar la replicaci6,
tot i que dependran de la cellula hoste per a
replicar-se, ja que necessitaran l'aport extern
de DNA-polimerases, ligases, helicases, etc.
S’han observat dos tipus de replicacié plasmi-
dica: la replicaci6 en 0, freqiient en bacteris
gramnegatius, i la replicaci6 en o o cercle ro-
dant, freqiient en bacteris grampositius.
Alguns plasmidis presenten un rang d’hos-
tes forca estret, mentre que altres sén capagos
de transferir-se i replicar-se dins una gran va-
rietat d’especies bacterianes diferents (Rice et
al.,2003). Els plasmidis poden també integrar-
se dins el cromosoma de la soca receptora (cel-
lules Hfr), i incrementen aixi 1’estabilitat de
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FIGURA 4.  Mecanisme de conjugacio. a) CeHula conjugativa (F+), amb el seu pili sexual, i cellula no conjugativa (F-), sense pili. b)
Establiment del contacte entre les dues ceéHules mitjangant el pili sexual. ¢) Contracci6 del pili sexual i contacte ceHula-céHula. Formacio
d’un porus per on passa el DNA de cadena senzilla des de la ceHula donant a la receptora. d) Sintesi de les cadenes de DNA conjugatiu:
continua a la cellula donant i discontinua a la receptora. ¢) Segellament dels porus i separaci6 de les dues cellules. Cadascuna conté una

copia del factor F i poden, per tant, sintetitzar el pili.

la informaci6é geneética que transporten (Ri-
ce i Carias, 1998), replicant-se com qualsevol
altre caracter cromosomic. Aquests plasmi-
dis integrats s’anomenen episomes. Els plas-
midis conjugatius sén potser més freqiients
0, com a minim, més estudiats, en bacteris
gramnegatius (generes Escherichia i Pseudo-
monas) (Snyder i Champness, 1997). El pro-
cés de la conjugaci6 s’inicia quan el pili sexual
de la cellula donant, format per les protei-
nes sintetitzades pels gens traA i traQ, entra
en contacte amb la membrana d’una cellula
receptora. El contacte cellula-célula s’aconse-
gueix, presumiblement, bé per la contraccié
o pel desacoblament del pili sexual. L’apa-
rellament entre les dues cellules és, en un
principi, inestable, perd després s’estabilitza
especificament mitjangant les proteines TraG
i TraN. Posteriorment, altres gens tra s’en-
carregaran de la transferéncia del plasmidi a
través de les membranes, mitjangant la for-
macié d'un relaxosoma (complex format per
DNA i proteines) al voltant de 1'origen de
transferéncia (07iT) del plasmidi. Aquest com-

plex realitzara un tall i és la cadena simple
de DNA, creada pel tall, la que es transferi-
ra. Un altre complex de proteines connectara
i estabilitzara la cellula receptora amb la do-
nant, i el pili collaborara en el manteniment
de l'aparellament (Snyder i Champness, 1997;
Waters, 1999). En bacteris grampositius (Ente-
rococcus, Streptococcus, Bacillus, Staphylococcus i
Streptomyces), I’agregacio de céllules donants
ireceptores no esta mitjangada pel pili siné per
mitja d’una serie de substancies d’agregaci6
i feromones, ja que aquests microorganismes
no tenen l'elaborada membrana externa dels
bacteris gramnegatius (Snyder i Champness,
1997). Es desconeix com es desestabilitza 1'a-
parellament i com se separen les céllules.

La conjugacié s’ha estudiat amb més de-
tall en E. coli per mitja del factor F, plasmidi
conjugatiu i mobilitzable de 94,5kb que pre-
senta la capacitat d'integrar-se al cromosoma
bacteria. Aquest factor codifica la sintesiil’a-
coblament del pili sexual, i també les diferents
funcions que porten a la transferencia d’u-
na copia del factor F a la céllula receptora



(Lawley et al., 2003). Els diferents gens que
codifiquen les funcions de conjugaci6 i trans-
ferencia estan agrupats en una regié de 35kb
que rep el nom de requld tra. Aquesta regid
conté l'oriT, diferent de I'origen de replicaci
oriV, pel qual s’inicia la replicacié normal del
plasmidi (Snyder i Champness, 1997), que és
el lloc on s’inicia la transferéncia del DNA i
esta contingut al locus bom (basis of mobility),
conjuntament amb més de vint-i-vuit gens
anomenats tra i trb.

El factor F es transfereix des de la cellula
donant a la receptora en forma de DNA de
cadena senzilla, passant en primer lloc I'ex-
trem 5. Es creu que en la sintesi del DNA
donant conjugatiu estan involucrats els pro-
ductes de quatre o cinc gens tra i que, abans
que comenci la sintesi d’aquest DNA, tenen
lloc diferents esdeveniments. Un és el trenca-
ment d'una de les dues cadenes del factor F
a l'oriT per mitja del producte del gen tral,
que es manté unit a 'extrem 5" de la cade-
na tallada. La proteina Tral posseeix també
activitat helicasa i ATPasa, amb la que sepa-
ra la cadena de DNA conjugatiu durant la
translocacié utilitzant ATP. Fins al moment,
encara no es coneix del tot el paper que te-
nen determinades proteines en l’ancoratge i
proteccié del DNA i en la formacié de po-
rus a les membranes, si bé si que es coneix
el sentit en queé és transferit el DNA durant
la conjugacié. Una de les propostes sobre aixo
és que el DNA de cadena senzilla és protegit
durant la transferencia per les proteines SSB,
tant a la céllula donant com a la receptora.
La transferencia de 'extrem 5 s’acompanya
de la sintesi continua de la cadena de DNA
complementaria a la cellula donant, mentre
que a la receptora el DNA de cadena senzilla
transferit serveix com a motlle per a la sinte-
si discontinua de la cadena complementaria.
Per tant, les dues cadenes senzilles serveixen
com a motlle per a la replicacié de molecu-
les completes de DNA de doble cadena tant
a la cellula donant com a la receptora; després
de la transferencia, ambdues ceéllules contenen
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una copia del plasmidi. La céllula receptora
que ha rebut DNA com a resultat d’'una con-
jugacié rep el nom de transconjugant (Snyder i
Champness, 1997).

Com ja s’ha comentat, s’han trobat tam-
bé plasmidis autotransferibles en diversos ti-
pus de bacteris grampositius. Malgrat aixo, la
informacié sobre els sistemes de transferen-
cia d’aquests bacteris és encara molt menor.
Les regions de transferéncia dels plasmidis
de grampositius sén sovint molt més petites
que les de gramnegatius. Per exemple, la regi6
de transferéncia del plasmidi pSN22 de Strep-
tomyces nigrifaciens es creu que té menys de
7.000 pb i que deu necessitar només uns cinc
gens per a la transferéncia. Aquestes regions
tra poden ser més petites, ja que els bacte-
ris grampositius no necessiten un pili sexual
per aintercanviar plasmidis (Snyder i Champ-
ness, 1997).

Els plasmidis bacterians poden classificar-
se segons diferents caracters (Hardy, 1986):

a)  Segons siguin autotransferibles per conju-
gacié o no:

— Plasmidis autotransferibles (Tra+, Mob+)
0 conjugatius. Sén plasmidis capagos per si
mateixos de conjugar.

— Plasmidis no conjugatius, dins els quals
trobem els plasmidis no mobilitzables (Tra—,
Mob-) i els plasmidis mobilitzables (Tra-,
Mob+). Els darrers no tenen la regié fra pero
si la regi6é mob, que pot ser reconeguda per
proteines Tra de conjugacié d’altres plasmidis
que si sén conjugatius i poden conjugar. Tam-
bé trobem els plasmidis que sén capagos de
realitzar el contacte entre cellules perd no po-
den transferir el seu DNA (Tra+, Mob-). Pero
fins i tot els plasmidis no mobilitzables po-
den conjugar mitjancant un procés anomenat
de conduccio, a través del qual un plasmidi no
mobilitzable i un de conjugatiu es recombinen
i formen un cointegrat, el qual sera capag de
conjugar-se i, per tant, de transferir el plasmi-
di no mobilitzable a la cellula receptora; un
cop alla, el cointegrat pot resoldre’s i s’obte-
nen els dos plasmidis per separat.
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b)  Segoms el control de la replicacio vegetati-
va (on el nombre de copies es defineix com el
nombre de copies del plasmidi en una nova
cellula immediatament després de la divisi6
cellular):

— Plasmidis de control estricte: mantenen
un baix nombre de copies a la cellula. Nor-
malment sén plasmidis de mida mitjana (unes
30kb)igran (centenars de kb). Com a exemple
tenim el factor F: una o dues copies per cro-
mosoma.

— Plasmidis de control relaxat: alt nombre
de copies per cromosoma (més de deu). Son
plasmidis petits (menys de 10kb).

c) Segons el tipus de fenotipus que codifiquen:

— Plasmidis R, que codifiquen una o més
resistencies a antibiotics o metalls pesants.
Aquests plasmidis sén malleables i evoluci-
onen rapidament davant la pressi6 selectiva.
Gracies a I'enginyeria genetica i a la seqiienci-
acié s’ha vist com aquests gens de resistencia
s’han difés entre espeécies i generes molt di-
ferents mitjangant difusié horitzontal, ja que
el mateix gen pot estar situat en especies molt
llunyanes en plasmidis de diferent tipus i de
grups d’incompatibilitat diferents. Tot i que
a la natura i independentment de l'accié hu-
mana ja existien plasmidis R, 1'ds massiu dels
antibiotics ha provocat un augment especta-
cular de soques portadores de plasmidis R i
que, en aquests, cada cop es trobin situats més
gens de resisténcia.

— Plasmidis bacteriocinogenics, que codi-
fiquen una bacteriocina i immunitat davant
aquesta. Com a exemple tenim els plasmidis
Col E1 o Clo DF13 (Elzen et al., 1982).

— Plasmidis de viruléncia que codifiquen
funcions relacionades amb la viruléncia. Un
exemple d’aquests seria la neurotoxina de
Clostridium tetani (Finn et al., 1984) o la toxina
de Bacillus anthracis (Koehler, 2002).

— Plasmidis que codifiquen factors de co-
lonitzacio.

— Plasmidis que confereixen la capaci-
tat d’utilitzar rutes metaboliques alternati-
ves, com la degradacié de l'octa (plasmidis

OCT), la degradaci6 del tolue i xile (plasmi-
dis TOL/XYL) o la degradacié del naftale
(plasmidis NAF).

— Plasmidis responsables de la fixacié de
nitrogen als noduls radicals de les llegumino-
ses en les soques de Rhizobium (Rosenblueth i
Martinez-Romero, 2004).

— Plasmidis Ti i Ri d’Agrobacterium, respon-
sables de la produccié de tumors en moltes
plantes dicotiledonies.

d)  Plasmidis segons el grup d’incompatibi-
litat:

Molts bacteris contenen més d'un tipus de
plasmidi, perd no tots els plasmidis poden
coexistir en una mateixa cellula. Aquest fe-
nomen s’anomena incompatibilitat plasmidica.
Dos plasmidis sén incompatibles quan no po-
den coexistir establement a la mateixa cel-
lula perqué comparteixen el mateix sistema
de replicacié o segregaci6 de les copies. S"han
trobat diferents elements causants de la in-
compatibilitat plasmidica, tres elements tipics
dels replicons plasmidics: el cop (gen que co-
difica proteines que s’uneixen a l’origen de
replicacié i inhibeixen la replicacio), el rep/ori
(gen que codifica proteines necessaries per a
la replicaci6/origen de replicacid) i el par (gen
que codifica proteines que intervenen en la
divisi6 cellular) (Novick, 1987). La incompa-
tibilitat pot ser simetrica o vectorial, depenent
si els dos plasmidis del mateix grup d’incom-
patibilitat tenen la mateixa probabilitat de ser
eliminats de la cellula o un dels dos té més
probabilitats de mantenir-se que 1’altre. Hi ha
més de trenta grups d’incompatibilitat (IncA,
IncH, IncP10, IncQ-like, etc.) (Novick, 1987).

ELEMENTS MOBILS

En una avaluacié recent, utilitzant la se-
qiiéncia genomica de dinou especies dife-
rents, s’ha calculat que aproximadament un
6 % del genoma bacteria pot provenir d’esde-
veniments de transferéncia horitzontal (Och-
man et al., 2000). La variacié és molt amplia.



Tot i que alguns microorganismes, com Myco-
plasma genitalium i Rickettsia prowazekii practi-
cament no mostren seqiiéncies exogenes, n’hi
ha d’altres, com Synechocystis, que arriben fins
a un 16,6 %. La transferéncia horitzontal de
material genetic, com ja s’ha comentat previ-
ament, es déna gracies a tres mecanismes: la
transformacio, la transduccié i la conjugacio.
En els dos tltims casos intervenen elements
mobils com sén els bacteriofags, els plasmidis
i els transposons conjugatius, respectivament.
Perd també existeixen uns altres elements mo-
bils que tenen un paper molt important en la
mobilitzacié intracellular del material genetic.

El terme elements mobils o elements genetics
mobils (mobile genetic elements, MGE) fa re-
ferencia a seqiiéncies de DNA que tenen la
capacitat de moure’s entre cellules o entre
molécules de DNA. Poden ser petits (=~ 1kb)
o grans (centenars de kb). Tradicionalment,
els elements genetics mobils es classificaven
en bacteriofags, plasmidis (ambdés comentats
préviament), transposons, seqiiéncies d'inser-
ci6 i gens cassette. Aquesta classificacié s’ha
modificat a causa de la identificacié6 d'uns
elements quimeérics anomenats illes genomi-
ques. Fer una classificaci6 sistematica dels ele-
ments mobils resulta dificil, ja que molts cops
és dificil trobar una relaci6 filogeneética entre
aquests. S6n elements ampliament distribuits,
extremadament diversos i en continua evo-
lucié. Un subgrup dins els elements mobils,
anomenat elements transposables, el formarien
les seqiiéncies d’insercié (Mahillon i Chand-
ler, 1998), els transposons i els bacteriofags
transposables (p. ex.: el bacteriofag Mu) (Pa-
to, 1989), ja que tenen la capacitat de moure’s
d’un replicé a un altre mitjancant la transpo-
sicio.

La transposicié és una reaccié de recombi-
naci6é de material genétic que es déna com a
resultat de la translocacié d'un segment de
DNA discret, anomenat element transposable o
transposo, des d'un lloc del genoma a un al-
tre. La transposici6 és una recombinacié no
homologa pero si especialitzada, no necessita
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una homologia entre ’element transposable o
I’antic lloc d’insercid i el nou lloc d’insercig,
perd es déna en llocs especifics, dianes re-
conegudes per unes recombinases especialit-
zades, anomenades transposases (Craig, 1997).
La transposasa és un enzim codificat normal-
ment pel mateix element transposable que
actua reconeixent especificament els extrems
d’aquest i promovent-ne la mobilitzacié cap
a una altra diana. Normalment actua con-
juntament amb altres proteines sintetitzades
per l'element transposable i per I'hoste. El fe-
nomen de transposicié6 pot promoure també
altres reorganitzacions del material genetic,
com sén delecions o inversions. Es per aquest
motiu que les seqiiencies d’inserci6 i els trans-
posons son uns potents agents de canvis gene-
tics i les seves accions poden contribuir subs-
tancialment a la diversitat génica.

Es poden donar dos tipus de transposicio:
la replicativa, com en el cas del transpos6 Tn3
i del fag Mu, i la no replicativa, com en la
majoria de seqiiéncies d’inserci6 i transposons
compostos com el Tn5, Tn9 o Tn10 (Bennet,
2000).

La transposicié replicativa (vegeu la figu-
ra 5) déna com a resultat una duplicaci6 del
transposé i, per tant, un increment del nombre
de copies d’aquest dins la cellula. El resultat
d’aquesta accié és una regeneracié del repli-
c6 donador, amb una copia del transposo, i
l'aparici6 d"una nova copia del transposé al
replicé receptor, limitada per dues copies en la
mateixa orientaci6 de la seqiiéncia diana. Ca-
da copia del transpos6 mantindra una cadena
original i una de nova formacié.

En canvi, en la transposicié no replicativa el
transpos6 s’escindeix del DNA d’origen sen-
se deixar cap copia i s’insereix a la nova diana
(vegeu la figura 6). No hi haura un augment
del nombre de copies del transposé. En aquest
tipus de transposici6 la replicacié només es
donara per a unir el transposé al lloc diana.
En aquest cas la cadena de DNA donadora pot
ser reparada o degradada.
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FiGura 5.

Transposicio replicativa. a) La transposasa talla les cadenes de DNA del transposé a 1’al¢ada de cada IR i també fa dos

talls a la seqiiencia diana. b) S’han format dos extrems 5'PO4 i dos extrems 3’OH lliures al transposé; aquests ultims s’uniran amb els
dos 5"POy lliures de la seqiiencia diana. Els dos extrems 3’OH lliures de la seqiiencia diana actuaran d’iniciadors per a la replicacid, que
en aquest cas es donara bidireccionalment, i replicara la totalitat del transposé. Un cop finalitzada, els extrems 3’OH de la nova cadena
sintetitzada s’uniran als extrems 5'POy lliures del transpos6 i formaran un cointegrat. ¢) L’dltim pas és la resolucié del cointegrat; es
ddna una recombinaci6 especifica conservativa a la regi6 res de les dues copies del transposé gracies a la resolvasa (TnpR) sintetitzada

per aquest.
SEQUENCIES D’INSERCIO

Els transposons més petits son les seqiienci-
es d’inserci6 (IS). Oscillen entre 760 i 2.500 pb.
Tenen dues repeticions invertides (IR) cur-
tes (9-41pb) a cada extrem (amb 1'excepcid
de les families 1S91, 1S110 i 1S200/605) i un
o diversos open reading frames (ORF) o pautes
obertes de lectura, que codifiquen la transpo-
sasa (Chalmers i Kleckner, 1994) i, en alguns
casos, també com a funcié reguladora de la
transcripcié d’aquesta (Reznikoff, 1993). Du-
es IS poden formar un transposé compost i
ser capaces de mobilitzar els gens situats en-
tre aquestes. Normalment es troben muiltiples
copies d’'una mateixa IS al mateix genoma
(Galas i Chandler, 1989). Una caracteristica
propia de les IS és la generaci6 de seqiiéncies
repetides directes (DR) al lloc diana on s’in-
sereixen (Craig, 1997). La llargada de les DR,
entre 4 i 14 pb, és caracteristica de cada IS, tot
i que també existeixen excepcions com la 1591,
que no forma repeticions directes en inserir-se
a la nova diana (Mendiola et al., 1994) o com

les 151549, 1S1634 o 151630, que formen llar-
gues DR amb llargades variables (Plikaytis et
al., 1998; Calcutt et al., 1999; Vilei et al., 1999).

La transposicié de les IS normalment és
mantinguda en una baixa freqiiéncia, per tal
d’evitar un efecte letal per a la cellula (Doo-
little et al., 1984). En moltes ocasions s’ha vist
com una IS pot actuar com a activadora de
I'expressié del gen del costat. Alguns exem-
ples serien la IS21 (Reimmann et al., 1989), la
IS30 (Dalrymple, 1987) o la 1S257 (Leelaporn
et al., 1994).

El 1998, més de cinc-centes IS van ser agru-
pades en diferents families segons quatre cri-
teris (Mahillon i Chandler, 1998): 1'organit-
zacié genetica, la transposasa, les IR i les
dianes d’inserci6. Es van crear disset famili-
es: IS1, 1S3, 1S4, IS5, 1S6, 1521, 1S30, 1566, 1591,
IS110, 15200/605, 15256, 15630, 15982, 151380,
ISAs1 i ISL3. Tot i aix0, encara resten ele-
ments per classificar. Una nova classificaci6
dels elements mobils proposada per Raphaél
Leplae et al. (2004) pot trobar-se a la web http://
aclame.ulb.ac.be, on es vol intentar classificar
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FiGura 6.

Transposicio no replicativa. a) La transposasa talla ambdues cadenes de DNA als extrems del transposé (IR) i es creen

dos extrems 3’OH lliures al transposé que s’uneixen als dos extrems 5'POy4 lliures de la seqiiencia diana formats també per 1’accié de la
transposasa. b) Seguidament, els extrems 3’OH que romanen lliures a la seqiieéncia diana faran d’iniciadors i comencara la replicacié per
a omplir els petits buits deixats a la seqiiéncia diana fins arribar a I’extrem 5'POy4 del transposd inserit. ¢) Formaci6 de dues repeticions
directes (DR) a banda i banda d’aquest. Aquestes DR seran una duplicaci6 de la diana reconeguda per la transposasa i poden variar entre
quatre i tretze bases. El lloc diana és caracteristic de cada transposo, ja que reflecteix la geometria de tall de la transposasa.

tots els tipus d’elements mobils descrits fins
avui.

TRANSPOSONS

Els transposons (ITn) es caracteritzen per la
seva capacitat de moure’s dins el genoma bac-
terid mitjangant recombinacié no homologa,
i poden saltar d'un lloc a un altre del cro-
mosoma o del plasmidi. Aquest moviment
s’anomena transposicid i es déna gracies a la
transposasa. Aquesta activitat transposasa ro-
man molt regulada, ja que, igual que passava
amb la transposicio de les seqiiéncies d’in-
sercid, un elevat index de transposicié seria
letal per a la cellula. Els transposons depenen
de la replicaci6 del seu hoste, ja que sén in-
capagos de replicar-se autonomament. Poden
deixar o no una copia del seu DNA a la cade-
na d’origen, depenent si fan una transposicié
replicativa o no.

Els transposons es classifiquen en transpo-
sons compostos o de classe 1 i transposons no
compostos o de classe 2.

Els transposons compostos sén segments de

DNA flanquejats per dues seqiiencies d’inser-
ci6 iguals o molt similars, que poden estar
orientades en el mateix sentit o invertides (ve-
geu la taula 1). Perque es pugui portar a terme
la transposicié només cal que una de les du-
es IS codifiqui una transposasa (TnpA). Entre
les dues IS es troben diferents gens amb fun-
cions molt variades. Els transposons de classe
1 poden tenir diverses IS a la seva estructu-
raidiferents gens que normalment codifiquen
resistencia a antimicrobians o funcions meta-
boliques. La transposici6 dels transposons de
classe 1 pot ser complexa, ja que la transposa-
sa pot activar la transposici6 de les seqiienci-
es d'inserci6 independentment de l'estructura
del transpos6 o bé la recombinaci6 entre les IS
pot donar lloc a reorganitzacions en l'estruc-
tura del transposo.

Els transposons no compostos o de classe
2 no tenen seqtiencies d’inserci6 als extrems.
Es caracteritzen per tenir a banda i banda re-
peticions invertides (inverted repeats, IR) que
oscillen entre 30 i 50 pb (vegeu la taula 1). En-
tre aquestes es troben una série de gens que
codifiquen una o més funcions necessaries per
ala transposici6 (tnp), pero, a més a més, igual
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TAULA 1.  Exemples de transposons compostos i no compostos
Transposons compostos:
Transposo Mida (kb) Elements terminals Diana (pb)
Tn5 5,7 1S50 (RI) 9
Tn9 2,5 IS1 (RD) 9
Tn10 9,3 1S10 (RI) 9
Tn903 31 1S903 (RI) 9
Tn1525 44 IS15 (RD) 8
Tn1681 4,7 IS1 (RI) 9
Tn2350 10,4 IS1 (RD) 9
Transposons no compostos:
Transposo Mida (kb) Repeticions invertides terminals Diana (pb)
Tnl 5 38/38 5
Tn3 4,957 38/38 5
Tn21 19,6 35/38 5
Tn501 8,2 35/38 5
Tn1000 58 36/37 5
Tn2501 6,3 45/48 5
Tn3926 7,8 36/38 5
Tn4651 56 32/38 5

RI: Repeticions invertides. RD: Repeticions directes.

que els transposons compostos, tenen també
altres gens addicionals.

També trobem un tipus de transposons
capagos de conjugar. S6n els anomenats trans-
posons conjugatius, els quals poden transferir-
se per si mateixos d'una céllula a una altra, ja
que disposen dels gens necessaris per a dur a
terme aquesta funcié. Per a transferir-se d'u-
na cellula a una altra primer s’escindeixen i es
circularitzen, una de les cadenes és transferi-
da a l'altra céllula des de l'oriT i un cop alla
se sintetitza la cadena complementaria i forma
de nou una estructura circular capag d’inte-
grar-se al genoma del nou hoste. Sembla ser
que aquesta classe de transposons conjugatius
son els principals responsables de la dissemi-
nacié de resistencies a antibiotics en soques
d’estreptococs i en altres bacteris gramposi-
tius. Un exemple de transposons conjugatius
molt ben estudiats sén el Tn916 (Franke i
Clewell, 1981) i el Tn1545 (Courvalin i Carli-
er, 1987).

INTEGRONS I GENS CASSETTE

Formant part d’estructures mobils o situats
al cromosoma trobem unes altres estructu-
res que tenen un paper molt important en la
captacié i mobilitzacié génica: els integrons
(In). S"han trobat molt freqiientment formant
part de transposons com el Tn21, el Tn1403,
el Tn1404, el Tn1696, el Tn1412 i el Tn2000
(Fluit i Schmitz, 2004). Aquests transposons
poden estar localitzats tant al cromosoma
com en plasmidis. Aquests plasmidis normal-
ment sén grans (més de 100kb) i conjugatius,
i normalment pertanyen als grups d’incom-
patibilitat IncFI, IncFII o IncL/KM (Fluit i
Schmitz, 2004). Els integrons foren descrits a
comengaments dels anys vuitanta, quan la se-
qiienciaci6 de diferents gens de resisténcia va
revelar una seqiiéncia comuna a la regi6 5
que contenia un promotor i un gen codifi-
cador d’una integrasa, similar a les descrites
en els bacteriofags. Els integrons s’han disse-
minat ampliament entre moltes espécies de



microorganismes. Estan formats per tres ele-
ments necessaris per a la captura i expressid
de gens exogens: un gen que codifica una inte-
grasa (intl), un lloc de recombinaci6 especific
(attl)iun promotor (P ,,¢) per al’expressio dels
gens cassette adjacents. A vegades contenen
un segon promotor més fort (P;), localitzat
adjacentment al primer. Els gens que sén in-
corporats als integrons tenen una estructura
particular i han estat denominats gens cassette.
La integracié es produeix per un mecanis-
me de recombinaci6 especifica de lloc a 1'att]
(format per 65pb i que inclou el lloc de re-
combinacié i dues regions corresponents als
llocs d’unié fort i debil de la integrasa), en el
qual els gens capturats sén integrats gracies
a l'accié de la integrasa Intl. Aquesta inte-
grasa sembla que pertany a la familia de les
recombinases, ja que presenta les dues regions
consensus trobades en la integrasa del fag A ien
altres recombinases (Stokes i Hall, 1989).

Els gens cassette capturats pels integrons
son molecules de DNA no replicatives que
es troben com a DNA circular lliure, i sén,
per tant, un altre tipus d’element mobil, perd
també es poden trobar integrats, formant part
d’una molécula de DNA (plasmidi o cromo-
soma) com a seqiiéncies lineals. En aquest
darrer cas, majoritariament estan inclosos en
integrons. Aquests gens cassette, generalment,
inclouen un Unic gen i en posicié posteri-
or presenten una seqiiencia de recombinacié
especifica, coneguda com a attC o element
de cinquanta-nou bases (59-be), la qual per-
met el seu reconeixement i mobilitzacié per
part de la integrasa de l'integré (Stokes et al.,
1997). Normalment no contenen promotors;
per tant, un cop integrats, s’expressen utilit-
zant el promotor de l'integré. La transcripcié
dels gens cassette inserits a I'integré s’inicia a
partir d'un mateix promotor i tots sén trans-
crits en un mateix RNA missatger, i es déna
una relativa disminuci6 de la transcripci6 als
gens més distals (vegeu la figura 7). La in-
serci6 o escissi6 dels cassettes dins l'integro té
un paper important en la disseminacié i la
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formacié de noves combinacions de gens de
resisténcia als antibiotics. El fet que molts in-
tegrons posseeixin més d'un gen cassette de
resisténcia, juntament amb el fet que molts es-
tan localitzats en elements genetics, com per
exemple transposons o plasmidis, que porten
determinants de resistencia, fa que la selec-
ci6 a través d'un d’aquests determinants de
resisténcia antimicrobiana seleccioni els altres
(selecci6 en autostop) (Eliasson et al., 1986).

La classificaci6 dels integrons es basa en la
seqliencia codificadora de la integrasa. Actu-
alment se’n coneixen deu classes (Correia ef
al., 2003), tot i que la denominacié de les in-
tegrases a partir de la Intl4 és confusa (Fluit i
Schmitz, 2004). Els integrons de classe 1 (ve-
geu la figura 7) sén els que es troben amb
major freqiiencia en soques cliniques. Es ca-
racteritzen per tenir una seqiiéncia 5’ conser-
vada (5'-CS) que conté el gen codificador de la
integrasa. També tenen una seqiiéncia 3’ con-
servada (3’-CS) que inclou el gen que déna
resisténcia a components d’amoni quaterna-
ri (gacEAT) i el gen de resistencia a sulfamida
(sull); aquests dos gens de resistencia no sén
cassettes, sind que es troben fixos a l'integré. La
longitud d’aquesta regié anomenada 3’-CS és
variable al seu extrem 3’, com s’ha descrit en
In1, In51 In10. També s’han caracteritzat inte-
grons de la classe 1 que presenten delecions
en aquesta regi6 3’-CS, com per exemple els
integrons localitzats al Tn5086 i al Tn5090. Ai-
xi doncs, el contingut i 1’extensio del segment
3’-CS pot diferir en cada integré (Hall et al.,
1994).

Mentre que la majoria dels integrons de
la classe 1 tenen l'estructura descrita anteri-
orment, darrerament s’han descrit integrons
inusuals: 1'In6, 'In7 (Stokes et al., 1993), un in-
tegro6 descrit al plasmidi pSAL-1 de S. enterica
serovar Enteritidis que conté el gen de resis-
tencia a 3-lactamics blapyya.1 i el seu regulador
ampR (Verdet et al., 2000), 1'In60 portador de
la B-lactamasa CTX-M-9 (Sabaté et al., 2002),
I'In35 portador de la p-lactamasa CTX-M-2
(Arduino et al., 2002), I'In36 i 1'In37 portadors
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incorporat.

del gen de resisténcia a quinolones gnr i el
gen blapiya.1 (Wang et al., 2003), etc. Aquests
integrons sén inusuals perqué contenen una
segona copia del segment 3’-CS (vegeu la figu-
ra 8). Tots aquests integrons tenen un segment
comu de 2,1kb localitzat entre les dues re-
peticions 3’-CS, que conté 1'orf513, rad per la
qual s’anomenen integrons compostos de classe
1 o integrons portadors de I'orf513. Les diver-
ses classes d’integrons sén capaces d’adquirir
els mateixos gens cassette, la qual cosa indica
que el pool d’aquests és compartit. Fins avui,
en bacteris gramnegatius s’han descrit més
de seixanta gens cassette de resisténcia (White
et al., 2001). Clark et al. (1997) van descriu-
re al cromosoma de Vibrio cholerae una regid
de 126 kb amb caracteristiques d’un integro,
on s’havien donat més de cent setanta-nou
captures de gens cassette, i es va anomenar su-
perintegré (Rowe-Magnus et al., 1999).

La importancia dels integrons rau en la seva
versatilitat, és a dir, en 1’habilitat de reconei-
xer una alta varietat de seqiiencies de recom-
binaci6 i en la seva aparentment illimitada
capacitat d'intercanvi de gens cassette. Aques-

ta flexibilitat permet una rapida adaptaci6 al
flux impredictible dels ninxols ecologics. S"ha
observat que els gens cassette examinats sem-
bla que codifiquen funcions adaptatives més
que no pas funcions indispensables. Tot i que
I'origen dels integrons i dels gens cassette no
és clar, hi ha evidéncies que mostren que els
integrons continuen evolucionant.

ILLES GENOMIQUES

A més dels bacteriofags, els plasmidis, els
transposons, les seqiiéncies d’insercio, els in-
tegrons i els gens cassette, trobem uns altres
elements que tenen un paper molt important
en el moviment del material genétic: son les
illetes genomiques (< 10kb) o illes genomi-
ques (GEI) (> 10kb). Tots aquests elements
mobils formen part d"un pool flexible de gens
que es caracteritzen per codificar funcions no
essencials per a la cellula pero que li confe-
reixen avantatges enfront de condicions par-
ticulars. Normalment, tenen un contingut de
G+C i una pauta de lectura diferents respecte
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Comparacid de diferents integrons compostos de classe 1. a) In60 (AF174129) (Sabaté et al., 2002). b) i ¢) In6 i In7 (Stokes

etal., 1993). d) pSAL-1 (Verdet et al., 2000). €) i ) In36 i In37 (Wang et al., 2003). g) In35 (Arduino et al., 2002).

al cromosoma bacteria. Les illes genomiques
transporten clusters de gens amb funcions es-
pecifiques que sén incorporats al nou DNA en
bloc. Aquests blocs de DNA tan particulars es
troben molt sovint al costat o inserits dins gens
tRNA o tmRNA (molécula que combina les
funcions de I'mRNA i el tRNA) (Hacker et al.,
1997) del cromosoma de I'hoste: per tant, se-
ra molt freqiient trobar a banda i banda de les
illes genomiques els dos fragments de tRNA.
Aquesta caracteristica ha estat utilitzada per
autors com Mantri per a detectar aquests tipus
d’elements mobils dins el genoma bacteria
(Mantri i Williams, 2004). Les illes genomi-
ques poden subdividir-se en diferents grups
segons els avantatges que confereixen al nou

hoste: illes ecologiques en els microorganis-
mes ambientals, illes saprofitiques, illes de
simbiosi o illes de patogenicitat (PAI) en mi-
croorganismes que interaccionen amb el seu
hoste. S’han localitzat al cromosoma bacteria,
tot i que també s’han descrit casos de loca-
litzacié plasmidica. Es creu que provenen de
plasmidis o bacteriofags que han perdut els
gens necessaris per a la replicacié autonoma
i la transferencia (Dobrindt et al., 2004), enca-
ra que també s’ha vist que en moltes ocasions
transporten gens que els confereixen activitats
de transferéncia, recombinacio i restriccid. La
vida hipotetica d'una illa genomica, descrita
segons Dobrindt et al. (2004), podria iniciar-
se amb la integracié d"un element mobil, com
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potser un plasmidi o un bacteriofag, al cromo-
soma bacteria, mitjangant una recombinacié
especifica de lloc. Un cop alla, el plasmidi, per
fendomens de recombinacid, delecions o inser-
cions, perd o queda amb els gens necessaris
per a la seva replicacié autonoma, mobilitza-
ci6 o transferéncia desactivades, i es crea una
illa genomica. Aquesta pot veure’s sotmesa a
constants reorganitzacions, delecions i inserci-
ons, que faran que evolucioni. Perd pot donar-
se la insercié d"un element mobil que supleixi
la mancanga o desactivacié d’aquells gens que
s’havien perdut, cosa que provocaria l'escissi6
de l'illa genomica del cromosoma i la inser-
ci6 d’aquesta en una altra diana o, fins i tot,
la seva transferéncia a una altra cellula. Una
illa genomica tipica esta flanquejada per DR i
normalment transporta diverses IS, ja siguin
funcionals o fragmentades. Poden transpor-
tar també transposases (Hacker et al., 1997) o
integrases que actuaran en la integraci6 i es-
cissi6 delilla genomica (Dobrindt et al., 2004).
S’ha vist pero, que en algunes illes genomi-
ques el gen de la integrasa pot estar delecionat
o no ser funcional, i per tant sén illes genomi-
ques no mobils (Osborn i Boltner, 2002). A part
d’aquests gens que els confereixen la capaci-
tat de mobilitzar-se, les illes genomiques es
caracteritzen per transportar gens que confe-
reixen avantatges adaptatius o de patogeni-
citat a la cellula on s’insereixen, com poden
ser la producci6 de toxines, factors d’adheren-
cia, la degradaci6 de fenols, la resisténcia a
antibiotics com la meticillina (SCCmec), la fi-
xaci6 de nitrogen, I'expressi6 d’adhesines, etc.
Tot i que en la majoria de casos es desconeix
el metode exacte de transferencia d’aquestes
illes, una variant de particular interes és 1'i-
lla que conté el gens que codifiquen la toxina
del xoc termic en S. aureus, que pot ser trans-
ferida entre soques mitjangant un fag auxi-
liador (Lindsay et al., 1998). Altres exemples
en que la transferéncia de I'illa genomica en-
cara és més clara és en el cas de l'element
SXT de V. cholerae (que confereix la resisten-
cia a quatre antibiotics diferents) (Hochhut

i Waldor, 1999) i 'anomenada illa simbiotica
de Mesorhizobium loti (que conté gens per a
la simbiosi fixadora de nitrogen) (Sullivan i
Ronson, 1998). Ambdés elements son integra-
tius i autotransferibles per conjugacio, rad per
la qual s’ha suggerit anomenar-los CONSTIN
(conjugal self-transmissible integrating element)
(Hochhut i Waldor, 1999).
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