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Comision de Normalizacion de Métodos Microbioldégicos
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Universidad Complutense 28040 Madrid
E-mail: peinado@eucmax.sim.ucm.es

La SEM, desde su fundacién hace mas de 50
afnnos, nunca ha separado el avance en el cono-
cimiento microbiolégico de su aplicacion, fomen-
tando ambos. Asi lo plasmé en sus primeros esta-
tutos al afirmar que sus actividades compren-
derian "todas las especialidades y aspectos micro-
biolégicos, tanto desde el punto de vista cientifico
puro, como desde el de la aplicacion". Por ello, la
SEM ha colaborado y ha estado representada en
organismos de la administracion relacionados con
la profesién de microbidlogo, participando en las
Comisiones Nacionales de la Especialidad de
Microbiologia, en AENOR, en comités de expertos
y en tribunales para otorgar plazas de microbiolo-
go. Esta larga tradicién se ha plasmado también
en nuestros estatutos actuales aprobados en
1990. El Art. 3.c dice textualmente que sera un
objetivo de la SEM "la planificaciéon, organizacion
y eventual administraciéon de proyectos relativos a
investigacion microbiolégica o a aplicacion de la
microbiologia, si hubiera lugar". Fomentar y velar
por la correcta aplicacion de los avances en micro-
biologia, desarrollando o buscando la mejor técni-
ca disponible, y facilitando su aprendizaje a los
socios, es por tanto no so6lo una tradicion de la
SEM, sino una obligacién estatutaria.

1 Art. 3.c. citado arriba, habla del desarrollo

de proyectos relativos a la aplicacién de la
Microbiologia "si hubiera lugar". La realidad es
que cada vez hay mas lugar. Y una prueba muy
estimulante de la vitalidad de la SEM y de su
incardinacién en la sociedad, que le hace estar
alerta con los problemas mas actuales, es la con-
ciencia que ha ido desarrollandose entre muchos
socios de que "hay lugar" y que la SEM debe ocu-
parlo potenciando sus capacidades para ello, que
son muchas como veremos.

1 primer sintoma de la inquietud de los socios

por potenciar unas actividades en las que la
SEM, como hemos visto, siempre estuvo implica-
da, se detecté en la reunion del Grupo de
Microbiologia Acuatica del 98. Uno de los resulta-
dos de dicha reunién fue la redaccion de un infor-
me titulado “Presencia/ausencia de los micro-

bidlogos espaiioles en las organizaciones de
estandarizacion/normalizacion de métodos y
en foros legislativos”, que fue entregado por el
presidente del Grupo a la Junta Directiva en junio
de 1998. La Junta comenz6 a trabajar sobre ello y
detectamos que otros grupos, como Alimentos y
Biodeterioro también se habian planteado inquie-
tudes semejantes y desarrollado iniciativas en el
mismo sentido. Este estado de opinion fue amplia-
mente debatido en nuestro congreso en Granada,
tanto en las mesas redondas de los grupos como
entre los socios en las reuniones informales de
pasillo y, loégicamente, también en la Junta
Directiva. El resultado final, que todos conocéis,
es la aprobacién por la Asamblea de la SEM, a
propuesta del Presidente, de una Comisiéon forma-
da por los presidentes de los grupos inicialmente
implicados (Microbiologia del Medio Acuatico, de
los Alimentos y Biodeterioro) y los Drs. Alberto
Ramos, Juan José Borrego y Rafael Rotger, a la
que se ha unido posteriormente Federico Uruburu
como director de la CECT. La coordinacion ha sido
encomendada al vicepresidente de la SEM.

N o partimos de cero y por ello la Comisiéon ha
comenzado a trabajar estudiando la forma de
potenciar las acciones que ya se vienen desarro-
llando y de encajar las nuevas propuestas en las
estructuras de la SEM. Hemos desarrollado un
esquema de las actuales y futuras actividades a
desarrollar basandonos en la génesis de un nuevo
método microbiologico, desde su creacion en un
laboratorio, su evaluacion y normalizacion por los
organismos competentes hasta su aplicacion ruti-
naria en los laboratorios de analisis:

NIVEL 1: Desarrollo de nuevos métodos (mas
rapidos, sensibles, especificos, baratos...).
En este campo los socios de la SEM son bas-

tante activos y el nimero de comunicaciones en

los ultimos congresos lo muestra. Una primera
sugerencia interesante recibida por la Comisién es
la de realizar reuniones monograficas intergrupos

(Alimentos-Aguas, por ejemplo) interesados en la

misma metodologia. Mas sugerencias seran bien-

venidas.
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NIVEL 2: Evaluacion de los nuevos métodos.
Elaboracion de informes con fines legislati-
vos. Participacion en organismos nacionales
e internacionales de normalizacion.

Es una de las tareas mas complejas pero en la
que bastantes socios de la SEM ya tienen expe-
riencia, sea porque fueron nombrados por la pro-
pia SEM representantes en dichos organismos o
porque han sido invitados directamente por ellos,
por ser expertos reconocidos. En esta fase lo mas
importante es recoger toda la informacion y la
experiencia acumuladas para formular propues-
tas viables y eficaces. El informe del grupo de
Microbiologia del Medio Acuatico ya citado, las
ponencias sobre este tema en Granada o un tra-
bajo enviado por el director de la CECT que vamos
a difundir, son buenos ejemplos de la rapidez y
generosidad con que los socios estan compartien-
do sus experiencias. A partir de este acerbo la
Comision ira elaborando propuestas de accién.
Esperamos muchas colaboraciones.

NIVEL 3: Implementacion de los métodos nor-
malizados o recomendados en los laborato-
rios de analisis.

Es éste uno de los temas que mas nos atane,
no solo por la necesidad sentida y expresada por

muchos socios, sino porque ademas es un man-
dato estatutario. En efecto, el Art.3.e nos senala el
objetivo de "Contribuir a la educacién microbioloé-
gica, a nivel formativo, interprofesional y de edu-
cacion continuada". Un amplio campo en el que
somos capaces, sin grandes dificultades, de hacer
muchas cosas y esperamos que los socios notaran
rapidamente la ayuda de la SEM. Un excelente y
primer ejemplo es el resumen legislativo que han
preparado en el Grupo de Microbiologia de los
Alimentos difundiéndolo a través de su Red de
correo electréonico y pagina WEB. Sin salirnos de
Internet, son obvias las posibilidades formativas
que la SEM puede ofrecer a través de este medio,
y contamos para ello con la experiencia de nues-
tro companero Andrés Chordi. Y todos los cursos
que necesitemos, vayais proponiendo y sean facti-
bles.

Es obvio que para implementar todo lo que vaya
surgiendo hara falta conseguir financiacion.
Los distintos Ministerios implicados, la CICYT a
través de proyectos o Acciones Especiales y las
organizaciones dedicadas a la normalizacion pue-
den y deben ayudarnos. Pero lo mas importante
sera siempre la colaboracién entusiasta, generosa
y sostenida de todos. Confiadamente la espera-
mos.
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Edificio de Investigaciéon, Campus de Burjasot, Universidad de Valencia
46100 BURJASSOT (Valencia)
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n los ultimos afios ha surgido en los distintos

laboratorios microbiolégicos un enorme
interés en asegurar la calidad del trabajo que
realizan. Unas veces es un imperativo legal el que
obliga a ello, y otras veces es por interés del
propio laboratorio. Como consecuencia, existen
muchas normativas y recomendaciones, que
tienden a conseguir que los resultados conseguidos
en estos laboratorios sean fiables y comparables
entre si. En el ultimo Congreso Nacional de
Microbiologia, celebrado en Granada durante los
dias 17 al 21 de Septiembre de 1999, tuvimos
ocasion de comprobar la importancia de estos
temas que fueron tratados en Mesas Redondas. La
Junta Directiva de la SEM, ante el interés general
de los microbiologos espanoles, decidié6 tomar
iniciativas para ayudarles, encargando a tres
miembros de la misma (Dr. Martinez Peinado
como coordinador, Dr. Rotger y Dr. Borrego) junto
con los presidentes de los tres grupos especializados
de la SEM mas relacionados con estos problemas
(Dr. Iriberri por el Grupo de Microbiologia del
Medio Acuatico; Dr. Laborda por el Grupo de
Biodeterioro y Biodegradacién y Dr. Ordofiez por
el Grupo de Microbiologia de los Alimentos) que
estudiasen qué podia hacer la SEM para estandarizar
lo mas posible los métodos y ordenar la confusa
normativa actual. Sobre todo interesa que los
microbidlogos espanoles intervengan en la
elaboracion de las normativas europeas.

La SEM ya desde hace tiempo interviene en la
resolucion de estos problemas, porque la
Coleccion Espanola de Cultivos Tipo (CECT) esta
patrocinada por ella, y es bien sabido el importante
papel que las colecciones de cultivo desempenan
en el aseguramiento de la calidad microbiolégica.
Precisamente, el hecho de que unos dias antes del
congreso de Granada hubiésemos impartido en
los laboratorios de la CECT en Burjasot
nuestro primer curso teérico-practico sobre con-
servacion y control de cepas microbianas, junto
con todo lo que pudimos vivir en Granada, me ha
llevado a escribir estas lineas como una modesta
contribuciéon a la aclaracion de los aspectos mas

confusos de los problemas y al mismo tiempo
informar del interés de la SEM en ello.

ara la calibracion de los aparatos de laboratorio,

para la evaluacion de un método de medida o
para la asignacién de valores materiales, existen
los llamados materiales de referencia, que son
materiales o sustancias que sirven para ello, por
ser claramente homogéneos y estar claramente
establecidos. A ellos hay que referirse o hay que
usarlos para un trabajo correcto en los laborato-
rios. En las técnicas microbiologicas existen, por
lo tanto, las cepas de referencia, que son los
microorganismos obtenidos de una colecciéon
nacional o internacional reconocidas, como es la
CECT o la ATCC. Vemos ya, que un servicio muy
importante de las colecciones de cultivos es
proporcionar no sélo cepas microbianas, utiles
para muchos cosas, pues ya sabemos que en
Microbiologia cada aislamiento es un cepa distinta,
sino que, dentro de las cepas que suministran las
colecciones, estan las cepas de referencia,
que sirven para demostrar la trazabilidad del
laboratorio.

Los materiales de referencia deben cumplir tres
requisitos. Veamos cuales con y su transplante
al trabajo microbiolégico:

1°.- Estabilidad. En Microbiologia quiere decir
que las células microbianas puedan crecer. Por
eso las colecciones suministran las cepas con
las instrucciones para su recuperacion.

2°.- Homogeneidad. En Microbiologia quiere
decir que se trata de un cultivo puro.

3°.- Valor de la propiedad. En Microbiologia
quiere decir que se trata de una cepa microbia-
na auténtica.

uriosamente, estos tres requisitos coinciden

con las tres finalidades que se persiguen con
un buen método de conservacion de cepas
microbianas, es decir, se deben guardar las cepas
vivas, puras y genéticamente estables. Por lo
tanto, los dos primeros requisitos de un material
de referencia, que son los dos primeros objetivos
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de un buen método de conservacion, son faciles de
cumplir si uno posee los conocimientos basicos en
Microbiologia. Pero el tercer requisito y tercer
objetivo es muy dificil de conseguir, pues es de
todos conocido la facilidad con que una cepa
microbiana cambia sus caracteristicas con los
subcultivos que de ella se van haciendo. Por eso
los métodos de conservaciéon son tanto mejores
cuanto mas se evita el crecimiento de la cepa que
se guarda, y en las recomendaciones para un
trabajo microbiolégico correcto, se habla de la
diferencia entre cepas de reserva y cepas de
trabajo. El laboratorio debe manejar las cepas
siguiendo las recomendaciones de las normas
correspondientes para asegurar la calidad de
su trabajo, y sobre todo debe conserva la cepa
adecuadamente (por congelacion o liofilizacién, si
es posible), controlar su pureza y que no haya
perdido las caracteristicas propias de las mismas.

Todo lo anteriormente expuesto lleva a una
conclusién, muy importante en Microbiologia:
cada cepa de una coleccion es tnica, lo cual
quiere decir que los resultados de trabajos de
microbiologia realizados en diferentes laboratorios
en distintos momentos, y utilizando cepas que
tienen un mismo nUimero en una coleccion, sélo
son comparables entre si si los cultivos se
obtuvieron de esa coleccién. Si una cepa de
colecciéon se consigue por cualquier via que no
sea la propia coleccién, no se puede mencionar
utilizando el nimero que tienen en esa coleccion,
sino solamente como derivada de la cepa de la
coleccion.

omo en las metodologias oficiales de

microbiologia se suelen citar las cepas de refe-
rencia, con los numeros que tienen éstas en la
American Type Culture Collection de los Estados
Unidos (ATCC), quiere decir que, estrictamente,
solamente puede ser la ATCC la que suministre
las cepas de referencia. Pero en la practica esto no
es asi, y todas las colecciones tienen las mismas
cepas de referencia que han obtenido a través de
diferentes vias, y los usuarios consiguen su cepa

de referencia a partir de muchas y variadas colec-
ciones, aunque las piden con los numeros de la
ATCC. Ademas, como una misma cepa puede ser
referencia para muchas cosas, ultimamente esta
ocurriendo que una cepa se hace inadecuada para
un determinado uso, sin haber perdido las carac-
teristicas que le hacen adecuada para otros, y
muchas veces las colecciones ignoran algunos de
los usos de la cepa y por lo tanto no pueden con-
trolar su autenticidad.

ste problema de la autenticidad de una cepa

de referencia se complica aun mas cuando se
solicita a la coleccién que certifique la cepa. En
ese caso, la cepa de referencia seria un material de
referencia certificado, es decir, el material de
referencia en cuestion acompanado de un certificado
en el cual, uno o mas valores de sus propiedades,
han sido certificadas mediante un procedimiento
que establece su trazabilidad con una realizacion
exacta de la unidad en que se expresan los valores
de dichas propiedades. Pero en nuestro caso el
material de referencia es un material biologico, y
surge entonces la dificultad en la certificacién.
Una coleccion de cultivos puede certificar solamente
que ha suministrado una determinada cepa, des-
pués de comprobar que se trata de un cultivo puro
y que al haberse conservado la cepa con todo
cuidado y haberla caracterizado por las pruebas
morfologicas, bioquimicas y moleculares adecuadas,
es dificil que se haya producido un cambio
genético en sus propiedades, cosa que puede
ocurrir con relativa frecuencia en microbiologia.

Como resumen final de todo lo anteriormente
expuesto presentamos un modelo de los certi-
ficados de origen o de calidad que emite la CECT,
en los cuales se certifica lo mas posible la auten-
ticidad de la cepa, solamente hasta el momento en
que se envia al usuario. Si este cumple con todas
las recomendaciones de la metodologia
microbiolégica, se habra asegurado casi totalmente
la calidad microbiolégica de su trabajo, que es el
objetivo final que se pretendia conseguir.

Certificado de Analisis
Cepa: Pseudomonas aeruginosa. CECT 111

Para cumplimento de las Normas de Correcta Fabricacion de Medicamentos (GMP) y la norma ISO
9000, certificamos que los tubos liofilizados que se suministran se han obtenido a partir de cultivos
puros de la cepa microbiana Pseudomonas aeruginosa CECT 111, después de haber comprobado su
autenticidad realizando las determinaciones morfologicas y bioquimicas que se recomiendan en el
Bergey's Manual of Systematic Bacteriology. 9% Edicion. Esta cepa procede de la cepa NCIMB 8626,
la cual a su vez se corresponde con la cepa ATCC 9027. La CECT no se responsabiliza de cualquier
cambio genético que se pudiera haber producido durante su almacenamiento.
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Metilacion Dam, regulacion génica y patogénesis
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n el DNA de las Enterobacterias y de otros

grupos bacterianos, los residuos de adenina
que forman parte de sitios 5'-GATC-3' estan
metilados en la posicion N°. Un genoma como el de
Salmonella o el de Escherichia coli, con un 50% de
C+G, contiene unos 20.000 sitios GATC. La metilacion
de adenina (o metilacién Dam) es postreplicativa.
Durante la replicacion, la DNA polimerasa
introduce nucleétidos estandar, generando DNA
hemimetilado (metilado en la cadena molde,
desmetilado en la cadena de nueva sintesis). Este
DNA hemimetilado tiene una existencia muy
breve: la metiltransferasa Dam sigue a la horquilla
de replicacion a unas 6 kb de distancia, y metila
los sitios GATC hemimetilados producidos por la
replicacion.

La célula bacteriana usa la metilacion Dam
como un mecanismo de memoria espacio-
temporal, cuyas senales sirven para indicar donde
o cuando debe actuar una determinada funcién
celular (1). Por ejemplo, el estado de metilacion de
dianas GATC situadas en el origen de replicaciéon
indica cuando debe iniciarse la replicacién del
DNA y, en una etapa posterior, cuando deben
repartirse los cromosomas recién replicados a las
células hijas nacientes (2, 3). Tras la replicacion,
la hemimetilacion transitoria de los sitios GATC
indica cual es la cadena vieja y cual es la nueva, y
ello sirve para reparar en la direccion adecuada
los emparejamientos erréneos de nucleétidos
producidos por errores de replicacion. También se
conocen ejemplos de genes regulados por metilaciéon
Dam (4-6). En los casos mas simples, la trans-
cripcion del gen esta acoplada al ciclo celular, de
modo que el promotor sé6lo es activo en un
determinado estado de metilacién. Por ejemplo, el
promotor del gen de la transposasa de IS10 sélo es
activo en estado hemimetilado. En cambio,
el promotor principal de dnaA sé6lo es activo si
esta metilado. En otros promotores, la regulaciéon
transcripcional por metilacion es mas compleja,
debido a la posibilidad de bloquear la remetilacién
de sitios GATC mediante la unién de proteinas (7,
8). En la primera generacion, el bloqueo de la
metilacion produce DNA hemimetilado; tras dos
generaciones, se forma DNA desmetilado. En
algunos casos, se ha observado que el bloqueo de

la metilacion esta asociado a senales fisiologicas o
ambientales (7, 8). Como la metilacion afecta a la
estructura del DNA, el estado de metilacion de
sitios GATC criticos puede modificar la constante
de afinidad entre determinadas proteinas y sus
dianas en el DNA. Entre esas proteinas se encuentra
la RNA polimerasa, ademas de una serie de
reguladores transcripcionales como CRP, Lrp y
OxyR.

Uno de los ejemplos mejor estudiados de
regulaciéon génica por metilacion Dam es el operén
pap de estirpes uropatogénicas de E. coli (9). El
operon pap rige la sintesis de fimbrias implicadas
en la adhesion al epitelio del tracto urinario y
tiene una regulacion compleja, cuyo funciona-
miento ha sido descifrado con elegancia y detalle
por el grupo de David A. Low, de la Universidad de
California en Santa Barbara (UCSB). La transcrip-
cion de pap esta regulada por un mecanismo de
cambio de fase, en el que un elemento clave es el
estado de metilacion de dos sitios GATC situados
corriente arriba del promotor (9). Un regulador
global de la transcripcion, la proteina Lrp, deter-
mina el estado de metilacién de dichos sitios, y en
definitiva el acceso de la RNA polimerasa al pro-
motor (9). Como consecuencia, la metilacion Dam
regula la frecuencia de cambio de fase en el pro-
motor pap.

Otro operén de fimbrias regulado por metilacion
Dam es el operon tra del episoma F y de otros
plasmidos del mismo grupo de incompatibilidad
(10). En este caso, la funcion de la metilacién Dam
consiste en reprimir la transcripcion de tra, y por
tanto la transferencia del plasmido. La metilacién
no regula la transcripcion de tra, sino la del gen
regulador finP (10). Este gen, que sélo es activo en
un fondo Dam’, especifica un RNA antisentido que
reprime la conjugacion. El significado fisiolégico de
la represiéon de la conjugacion por metilacién Dam
se desconoce, pero los indicios apuntan hacia un
mecanismo que regula la sintesis del pelo sexual
como respuesta a condiciones fisiolégicas o a sena-
les externas (10).

Dos articulos recientes han mostrado que la
metilacion Dam es esencial para la virulencia en
Salmonella typhimurium, abriendo un nuevo
campo de investigacién cuyo alcance aun
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desconocemos (11, 12). Experimentos de infeccion
de ratones han mostrado que los mutantes Dam-
de S. typhimurium son avirulentos, tanto si se
administran por via oral como por via intraperitone-
al. La disminuciéon de la virulencia debida a la
carencia de metilacién es espectacular: la DLso de
un mutante Dam™ es 1.000-10.000 veces mayor
que la de la estirpe silvestre (11, 12). Un rasgo ines-
perado de los mutantes Dam™ de S. typhimurium es
su capacidad para persistir, aunque en numero
bajo de células, en el higado y el bazo de los ani-
males infectados. Ello los convierte en una vacu-
na ideal (11, 12). La asociaciéon entre metilacién
Dam y virulencia también plantea la posibilidad
de disenar farmacos dirigidos contra la metilasa.
Un farmaco que inactivara la enzima eliminaria la
virulencia, y en principio deberia ser inocuo para
el hospedador, ya que el DNA de los vertebrados
no contiene cantidades detectables de adenina
metilada.

Como las mutaciones dam son pleiotrépicas, la
relacién entre metilacion Dam y virulencia no es
obvia ni facil de desentranar. Experimentos
realizados por Francisco Garcia del Portillo y Graciela
Pucciarelli en el Centro de Biologia Molecular "Severo
Ochoa" (CSIC-UAM, Cantoblanco), en colaboracion
con mi laboratorio, han mostrado que los mutantes
Dam™ de S. typhimurium tienen disminuida la
capacidad para invadir células epiteliales (12).
Como dicha capacidad esta relacionada con la
secrecion de proteinas, el paso siguiente consisti6
en investigar si los mutantes Dam™ de S. typhimurium
presentaban defectos de secrecion. Los resultados
superaron todas las previsiones: los patrones de
proteinas secretadas son diferentes en fondos
genéticos Dam® y Dam, y los mutantes deficientes
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Sus intereses investigadores se centran en la

genética de Salmonella, e incluyen aspectos como el
estudio de elementos transponibles (IS2000), del fago
P22, del comportamiento de mutantes His(c), o de la
regulacion por la metilasa Dam.

en metilaciébn secretan cantidades menores de
algunas proteinas relacionadas con la invasién.
También secretan una serie de proteinas descono-
cidas que no aparecen en el extracto de la estirpe
silvestre (12). Ademas, ensayos en asas de ileon
han indicado que los mutantes Dam™ no son
citotoxicos sobre las células M de las placas de
Peyer (12).

1 grupo de Michael J. Mahan, de la UCSB, ha

obtenido otro tipo de indicios que pueden
ayudar a definir la relacion entre metilacién Dam
y patogénesis. Segiin Mahan, al menos veinte
genes de Salmonella que se activan durante la
infeccion estan corregulados por metilacion Dam
y por PhoP, una proteina de union al DNA que
regula la transcripcion de numerosos genes de
virulencia en Salmonella (11). Es posible que algu-
nos de los genes reprimidos por Dam descritos por
Mahan codifiquen las proteinas secretadas que
Garcia del Portillo y colaboradores han detectado
en mutantes Dam- (12). El aumento en la secrecion
de determinadas proteinas puede ser un factor
clave en la pérdida de virulencia, ya que la
presentacion incontrolada de multiples antigenos
al sistema inmune puede facilitar la respuesta del
hospedador.

demas de Escherichia y Salmonella, muchos

otros géneros del grupo alfa de las Proteobac-
terias tienen metilacion del DNA (13). En
Caulobacter, la metilasa CcrM, que metila la adeni-
na en las dianas 5'-GANTC-3', regula el ciclo celu-
lar y es esencial para la viabilidad de la célula
(14). Mahan ha sugerido la posibilidad de que,
ademas de Salmonella, otras bacterias patogenas
tengan genes de virulencia regulados por metila-
cion del DNA. Algunos candidatos son los géneros
Shigella, Yersinia, Haemophilus, Vibrio y
Treponema, todos los cuales poseen metilasa Dam
(11). Es posible que la metilacion del DNA bacte-
riano nos depare grandes sorpresas en los proxi-
mos anos.
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lo largo del ultimo cuarto de siglo, la atencion

de los que nos hemos dedicado al estudio de
las bases genéticas de la resistencia a antibioticos
en bacterias ha estado fijada en una serie de ele-
mentos, que al final han encajado unos dentro de
otros como un juego de munecas rusas. En los
anos 70 nuestro objeto de deseo eran los plasmi-
dos, A finales de esa década y durante toda la
siguiente tuvimos un nuevo sujeto de estudio, los
trasposones, y en estos momentos el interés de
algunos de nosotros se centra en una nueva clase
de elementos genéticos, los integrones.

Definicion.

Las primeras pistas sobre la existencia de esta
clase de elementos se obtienen estudiando el tras-
pos6on Tn21. Analizando las funciones de recombi-
nacién de este elemento se observaron una clase
de recombinantes sitio-especificos, diferentes de
los producidos por la trasposasa e independientes
de ésta y de los extremos invertidos del trasposén.
El estudio detallado de estos recombinantes y de
las secuencias requeridas para su obtencion, reve-
laron la presencia de un elemento independiente,
mas tarde denominado integron, dentro del tras-
poson Tn21.

Un integron se puede definir como un elemen-
to genético dinamico, en el que por un mecanismo
de recombinacién sitio especifica se acumula una
combinacién de genes estructurales organizados
como un operén. Los genes estructurales presen-
tes en los integrones conocidos son mayoritaria-
mente, pero no exclusivamente, genes de resisten-
cia a antibioticos. El dinamismo de los integrones
se refiere a la capacidad de los genes estructura-
les presentes en el integron para escindirse en
forma de circulos auténomos (no replicativos) y a
la capacidad de estos circulos autéonomos para
integrarse en un integron diferente.

Cada dia se acumulan nuevos datos que nos
indican que los integrones son ubicuos, sobre
todo en plasmidos o cromosomas de bacterias
Gram negativas, pero también se han descrito en
Gram positivos, y quizas el hallazgo mas sorpren-
dente fue el encontrar un integrén en el cromoso-
ma de una cepa de Mycobacterium fortuitum.

Estructura genética

Para la actividad de los integrones se requiere
un gen que codifica una recombinasa sitio especi-
fica, la integrasa. Esta enzima cataliza la recombi-
nacion sitio-especifica entre dos secuencias cortas
de DNA que pueden ser de dos clases: attl o attC,
que son los sitios primarios de reconocimiento de
la integrasa.

En la actualidad se habla de hasta cuatro cla-
ses de integrones, que se distinguen por la inte-
grasa que codifican. Sin embargo puesto que los
mas comunes son con mucho los integrones de
tipo I, la mayor parte de este texto se referira a
ellos salvo referencia expresa a alguno de los otros
grupos.

3’ constante

attC2

Central variable

attC1

5’ constante

attl

e

aadA

int dhfr sul

Fig. 1: Esquema de la estructura del integron.

Estructuralmente se suele hablar de tres
regiones en un integréon (Figura 1): Una region
constante 5' que contiene basicamente el gen de
la integrasa que se transcribe de derecha a
izquierda. En el extremo 5' del gen de la integrasa
se encuentra una regién con dos promotores
divergentes que controlan respectivamente la
transcripcién del gen de la integrasa y la de los
genes estructurales situados a la derecha. A con-
tinuacién nos encontramos una region central
variable en la que se localizan los genes estructu-
rales del integrén (casi siempre genes de resisten-
cia a antibioticos) en numero variable que suele
oscilar de uno a cuatro, aunque conocemos
integrones descargados (In0) que no contienen
ningin gen en la region central. Las regiones
constante 5' y central variable estan separadas
por la secuencia attl, uno de los sitios de recono-
cimiento de la integrasa. Los genes constitutivos
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en la region central estan separados unos de otros
por secuencias attC. Una caracteristica de esta
region central es su compacidad genética. Las
regiones no codificantes suelen ser siempre muy
cortas, generalmente menos de 10 pb. De este
modo es posible la organizacion de todos los genes
en una sola unidad transcripcional controlada por
el promotor presente en la regiéon constante 5,
aunque las secuencias attC intergénicas pueden
actuar como terminadores parciales de la tras-
cripcion. Dependiendo de los genes presentes en
la region central se ha propuesto una nomencla-
tura para los integrones InO, Inl, In2... No obs-
tante, la enorme diversidad que se esta encon-
trando en la region central de los integrones hace
este sistema poco practico, y resulta mas sencillo
hacer una descripcion de los integrones por los
genes presentes en la regiéon variable.

A continuacién de la regién central encontra-
mos otra region constante 3' en la que encuentra
un gen de resistencia a sulfamidas y otros dos
marcos abiertos de lectura.

El integron como elemento trasponible.

Al estudiar en los trasposones de la familia del
TnZ21, las secuencias colindantes con las regiones
constantes del integron que acabamos de definir
se encuentran genes para una trasposasa y dos
repeticiones invertidas flanqueando el conjunto
que constituyen un trasposén dentro del Tn2I1. En
algunas ocasiones este hallazgo ha llevado a defi-
nir el integron como la regiéon comprendida entre
estas dos repeticiones invertidas. Sin embargo, es
mas correcto considerar esta region como un tras-
poson. dentro del cual se encuentra un integrén.
Este trasposéon es activo y de hecho, junto con el
Tn21 que lo alberga, puede ser responsable de la
gran diseminacion de los integrones en enterobac-
terias.

La integrasa.

En los integrones de clase I la integrasa es una
proteina de 337 aminoacidos con un tamano cal-
culado de 38 kDal. La comparacion de secuencias
ha pemitido determinar que la integrasa del
integréon pertenece a una amplia familia cuyo pro-
totipo es la integrasa del fago A. A esta familia per-
tenecen la mayoria de las integrasas de bacteri6-
fagos y proteinas de resolucion de genomas circu-
lares, tanto en bacterias como en plasmidos (XerC
y XerD de Escherichia coli, Cre del plasmido P1) y
proteinas como FLP codificadas por plasmidos de
levaduras. Las sefnas de identidad de esta familia
de integrasas se localizan en el extremo carboxilo
terminal de la proteina, donde encontramos cua-

tro residuos totalmente conservados: la triada
H-R-H, mas una tirosina directamente implicada
en la reaccion de trans-esterificacion. Las simili-
tudes entre integrasas de la familia en la mitad
amino-terminal son casi inexistentes. La cristalo-
grafia de rayos X ha permitido determinar la
estructura tridimensional de cuatro proteinas de
esta familia: las integrasas de 1 y del fago HP1, la
proteina Cre y XerD. De estas La similitud en el
extremo carboxilo permite aventurar que la
estructura de la integrasa del integron es similar
en esta region a las otras de la familia, pero no
sabemos nada de la estructura en la region amino
terminal. La proteina se ha sobreexpresado y puri-
ficado, y es probable que se encuentre formando
dimeros.

Los sitios primarios de actuacion de la
integrasa.

Ya he mencionado antes que la integrasa actia
sobre dos clases de sitios primarios llamados att]
y attC. En trabajos anteriores los sitios de recono-
cimiento de la integrasa se han denominado tam-
bién RHS (Recombination Hot Spots) y los sitios
attC también se han llamado elementos de 59
pares de bases (59 pb-e).

Los sitios attC se localizan entre los genes
estructurales del integron. Se conocen muchos
sitios attC, generalmente asociados a genes dife-
rentes. Aunque los primeros caracterizados tenian
un tamano de alrededor de 60 pb, en la actualidad
se han descrito sitios attC de hasta 120 pb. La
descripcion exacta de un sitio attC concreto exige
cuando menos indicar el gen al que se encuentra
asociado, y en caso de que esto no fuese suficien-
te, habria que indicar también el integréon en el
que se encuentra: por ejemplo, attCaadAlln2
seria el sitio attC que se halla al lado 3" del gen
aadAl en el integron In2. Ademas de ser de
tamano variable, los sitios attC también son muy
variables en su secuencia y solamente muestran
alguna constancia en los extremos. Lo que siem-
pre sucede en todos los sitios attC es que su
secuencia es un palindrome imperfecto, lo que les
confiere la capacidad de formar estructuras tipo
horquilla cuando estan en forma de DNA de cade-
na sencilla o de formar cruciformes cuando se
localizan en DNA superenrollado. La secuencia
mas frecuente en los extremos de los sitios attC es
CTAAC ...... (50-110 pb).....GTTAG

El sitio attl se localiza al lado 5" del gen de la
integrasa, y marca la separacion entre la region
conservada 5” y la regiéon central variable. Al con-
trario de lo que ocurre con los sitios attC, el sitio
attl es practicamente igual en todos los integro-
nes. A pesar de esta constancia no hay un con-
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senso sobre los limites precisos del sitio attl. Una
de las propuestas considera al sitio attl, por ana-
logia con attC, también como un palindrome
imperfecto de 45 pb: GCAAC...(35 pb)...GTTAA.

Utilizando este ensayo se encuentra que la fre-
cuencia de recombinacién entre dos sitios attC o
entre un sitio attl y un sitio attC puede ser hasta
de 10>

El sistema de ensayo de la actividad de la
integrasa in vivo.

La manera mas sencilla de probar la actividad
recombinativa sitio-especifica de la integrasa in
vivo es un ensayo de conduccién. Se requiere una
cepa donadora recA que contenga simultanea-
mente tres plasmidos compatibles: un plasmido
(A) que sobreexpresa la integrasa, un plasmido (B)
conjugativo, pero sin trasposones, que contenga
algun sitio attl o attC, y un tercer plasmido (C) no
movilizable, también con sitios attl o attC. El ensa-
yo consiste en estudiar la frecuencia de moviliza-
cion del marcador del plasmido (C) no movilizable,
lo que exige su unién fisica al plasmido (B). En los
recombinantes se encuentra un tnico plasmido de
tamano igual a la suma de los tamanos de los
plasmidos B y C. La naturaleza sitio-especifica del
proceso debe comprobarse por secuenciacion de
las uniones, o al menos por restriccion de los
recombinantes. Habitualmente se usa como fuen-
te de la integrasa el plasmido pSU2056,, que es un
pUC con el gen int bajo el control del promotor lac.
Estas condiciones de trascripcion y numero de
copias son las apropiadas, ya que un mayor nivel
de expresion de la integrasa hace a la bacteria
inviable. El plasmido conjugativo empleado suele
ser el plasmido IncW R388.
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Posicion del sitio de entrecruzamiento.

La existencia de sitios attC muy diferentes ha
permitido localizar con precision el sitio de entre-
cruzamiento de la reaccion de la integrasa en la G
conservada en el extremo derecho de los sitios att!
y attC:

attI:
attcC:

GCAAC...... (35 pb) ...... GTTAA
CTAAC....(50-110 pb)....GTTAG

Esta localizacion muestra diferencias impor-
tantes con las otras integrasas de la familia. Estas
generalmente poseen un sitio principal (core) que
consiste en un palindrome con unas bases cen-
trales. El sitio de entrecruzamiento de encuentra
en la region central. La integrasa, generalmente
un dimero, se une a cada brazo del palindrome de
forma simétrica y produce la trasferencia de cade-
nas en la region central del palindrome. Ademas,
las dos moléculas que participan en la reaccion
son idénticas en esta region, lo que permite cierta
migracion de las ramas del intermediario de
Holiday antes de la resolucion. En el caso de la
integrasa del integron puede no haber ninguna
homologia entre los dos sitios participantes, y el
sitio de entrecruzamiento no se encuentra en el
centro, sino en un extremo del sitio attC (o attl).

Integracion o excision. Cassettes de
resistencia.

Dependiendo de que los sitios que intervienen
en la reaccion estén en replicones distintos o en el
mismo replicon, se producen dos reacciones dife-
rentes. En el primer caso tenemos una reaccion de
integracion o de fusién de replicones, como ocurre
en el ensayo de conduccion descrito. Si la reaccion
ocurre entre dos sitios en el mismo replicon se
produce una deleccion. La reaccién de deleccion
ocurre en los integrones naturales y da lugar a la
produccién de circulos covalentemente cerrados,
independientes pero no replicativos, que consisten
en un gen de resistencia y un sitio attC. Estos cir-
culos se denominan cassettes de resistencia. Los
cassettes de resistencia son sustrato para la reac-
cion de la integrasa, ya que contienen un sitio
attC. Un cassette puede integrarse generalmente
en el sitio attl de otro integréon. Por este procedi-
miento se pueden generar integrones nuevos con
cualquier combinacién imaginable de cassetes
preexistentes.
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Sitios secundarios de actuacion de la
integrasa.

Utilizando el ensayo de conduccion descrito
anteriormente, observamos la formaciéon de
recombinates dependientes de la integrasa a fre-
cuencias bajas (107) cuando el plasmido no movi-
lizable C no contenia un sitio attl ni attC. El ana-
lisis de estos recombinantes nos indicé que se tra-
taba de fusiones simples entre el plasmido conju-
gativo B y el plasmido C. El estudio de los sitios
implicados nos mostré que la recombinacion
usaba los sitios attl o attC del plasmido B. En el
plasmido C se usaban sitios diferentes, pero en
todos ellos se observdé la secuencia GTWMW.
Ademas de los ensayos in vitro que demostraban el
uso de estos sitios sencillos se ha descrito la inte-
gracion in vivo de cassettes en estas secuencias.
El hecho de que la integrasa sea capaz de actuar
sobre sitios sencillos (pueden aparecer cada 128
pb en el DNA) abre la posibilidad de que practica-
mente cualquier gen cromosémico pueda escindir-
se como un cassette y llegar a formar parte de un
integroén.

Ademas de estos pentanucleodtidos sencillos, el
analisis de diferentes sistemas nos ha permitido
detectar sitios sobre los que la integrasa actua con
frecuencias intermedias entre las de los sitios pri-
marios y las de los pentanucleétidos. El estudio de
las secuencias de estos sitios ha mostrado que
generalmente poseen combinaciones variables de
pentanucleotidos consenso y cierta extension de
simetria de secuencia.

Estructura modular de los sitios primarios
attC y attl.

La propuesta de una estructura modular para
los sitios primarios de la integrasa deriva de dos
observaciones: una, la comparacion de las
secuencias de los diferentes sitios attC conocidos,
y dos, el hallazgo de sitios secundarios con activi-
dad intermedia. La mayoria de los sitios primarios
presenta una estructura palindromica que consis-
te en dos pares de pentanucleédtidos invertidos en
cada extremo del sitio y una regiéon central rica en
G+C.

attI: GCAAC (3 pb) GTTAC... (19 pb)...RAAAC (3 pb) GITRA
attC: CTAAC (5 pb) GTTCA... (28 pb)...TTAAC (6 bp) GITAG
pntl pnt2 pnt3 pnt4

De este modo se puede formar una horquilla en
la que el pentanucleétido 1 se aparea con el 4 y el
2 con el 3. Sitios incompletos en los que falta algu-
no de los pentanucleétidos (generalmente el 1) o

con escasa simetria son los que se utilizan con fre-
cuencias intermedias.

Resultados obtenidos con la integrasa
purificada.

Al menos tres laboratorios diferentes han lleva-
do a cabo la purificacion de la integrasa y la han
utilizado para experimentos in vitro. Con estas
preparaciones se ha demostrado que la integrasa
se une de forma especifica a sus sitios primarios.
Sin embargo, hay un matiz: mientras que la inte-
grasa se une al sitio attl en forma de cadena doble,
el sitio attC lo reconoce s6lo en forma de cadena
sencilla y se une sélo a una de las cadenas. La
integrasa también se une al sitio attl en forma de
cadena sencilla y también a una de las dos cade-
nas. Experimentos de proteccion con DNAsal han
detectado zonas protegidas por la integrasa dentro
de los sitios primarios, y aunque los datos no son
determinantes, se pueden interpretar como que
un pentanucleétido es el sitio minimo de unién de
la integrasa, lo que explicaria su uso in vivo como
sitios de recombinacién. En cuanto a la union a
DNA de cadena sencilla, se piensa que puede refle-
jar la forma en que los sitios se usan in vivo. Seria
posible que en el DNA superenrollado los sitios
primarios palindréomicos formen cruciformes, y
que este paso sea necesario para la accion de la
integrasa. No se ha conseguido reproducir in vitro
ninguna actividad bioquimica relacionada con la
capacidad recombinante de la integrasa. Esta
carencia puede ser debida, entre otras causas, a la
necesidad de proteinas accesorias para alcanzar
una estructura recombinativa correcta.

Otros integrones. El integron como sistema
generador de operones.

Se ha descrito en Vibrio cholerae la presencia
de una region genémica con estructura similar a
la del integréon, en la cual los genes variables son
genes relacionados con la patogenicidad en lugar
de genes de resistencia a antibioticos. Como he
pretendido reflejar hasta ahora, no existe ninguna
razén para que la actividad de los integrones se
circunscriba a la diseminacion de genes de resis-
tencia a antibioticos. Ademas de éstos y de los
genes de patogenicidad descritos en V. cholerae,
cualquier gen es susceptible de incorporarse en
un integrén y es posible que si no se observan
integrones con otro tipo de genes lo sea por que no
existe la presion selectiva necesaria para ponerlos
de manifiesto.

La organizacion de los genes en la region varia-
ble de los integrones sugiere un mecanismo gene-
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ral para la formacién de operones. La accion del
integrén coloca genes sucesivos bajo el control de
un mismo promotor separados por sitios attC. La
maduracion del nuevo operén consistira en la pér-
dida o modificacién de la actividad de la integrasa
que podria convertirse en un gen regulador, y en
la pérdida de los sitios attC intergénicos que pue-
den actiar como terminadores prematuros de la
transcripciéon. Las secuencias repetitivas
palindréomicas que son habituales en posicion
intergénica en muchos operones bacterianos pue-
den ser vestigios de integrones primitivos. Una
peculiaridad adicional de los integrones es la falta
de secuencias intergénicas no codificantes. A
pesar de que los mecanismos de recombinacion
general y sitio—especificos usando sitios secunda-
rios pueden ser suficientes para explicar el origen
de nuevos genes en integrones, no se ha descarta-
do (ni demostrado) una hipoétesis que sugiere que
los cassettes se puedan generar por retrotrans-
cripcion de mensajeros bacterianos. La presencia
en bacterias de transcriptasas inversas, muchas
veces asociada a bacteriofagos que cuentan
ademas con una integrasa, hace plausible esta
hipoétesis, pero nos queda por encontrar las espe-
cies bacterianas en que este proceso pueda tener
lugar.

Cuestiones abiertas para el futuro.

Es evidente que se requiere un esfuerzo en la
reproduccion de la reacciéon de la integrasa in vitro
y en mejorar nuestro conocimiento bioquimico de
la misma. La determinacién de la estructura tridi-
mensional de la integrasa sera fundamental para
alcanzar estos objetivos. Estos detalles nos deben
clarificar los mecanismos de formaciéon de integro-

nes y los de incorporacion de nuevos genes. Los
nuevos datos de secuencias genémicas nos pue-
den revelar estructuras tipo integron en cromoso-
mas bacterianos ayudandonos a entender el ori-
gen de estos elementos. En otro orden de cosas,
cada dia son mas abundantes los datos sobre la
implicacion real de los integrones en la resistencia
a antibioticos, especialmente en gérmenes Gram
negativos, y asimismo crece el nimero de genes de
resistencia que se encuentran asociados con estos
elementos. La carencia de nuevos antibidticos y
los problemas cada dia mas acuciantes de resis-
tencias, pueden hacer necesario pensar en inhibi-
dores de la integrasa como medida de control.
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