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Estructura y funcion de los integrones
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Los integrones son unas piezas genéticas que han
despertado gran interés porque algunos de ellos vehiculan
genes de resistencia a los antimicrobianos.

Desde el extremo 5’ al 3’ estan formados por un fragmento
que codifica una integrasa (intl) y a continuacion una
secuencia attl a la que se unen los genes de resistencia.
Dentro de intl, en su extremo 3’, hay una secuencia
promotora P, a partir de la cual se transcriben los genes
de resistencia integrados, ya que estos genes carecen de
promotor.

En efecto, la integrasa reconoce en ciertos genes de
resistencia (denominados genes casete) una secuencia
especifica denominada 59-be, que une, por recombinacion,
a la secuencia att/ del integron. El fragmento formado por
intl-attl esta altamente conservado en todos los integrones
y se denomina 5’-CS.

Los integrones se han clasificado segtin la secuencia de su
integrasa. Los detectados con mas frecuencia en cepas
aisladas en clinica pertenecen a la clase 1. Los integrones
de la clase 1 estan formados por el 5’-CS y a continuacion
se situan los diferentes genes casetes captados, por lo que
constituye una zona variable y, finalmente, hay una zona
conservada denominada 3’-CS formada por 2 genes uno de
resistencia a compuestos de amonio cuaternario (qacEAI)
y otro a sulfamidas (sul1); estos 2 genes, no son casetesy,
por lo tanto, no son maviles sino fijos. La estructura de
uno de estos integrones vendria representada por Intl-att/
[R,, R,, ..]-gacEA1-sul1.

Probablemente, los integrones no son maviles por si
mismos, pero con frecuencia se hallan en transposones
que a su vez se encuentran en plasmidos conjugativos, por
lo que su movilidad horizontal esta asegurada, como se
constata por su amplia difusion entre las bacterias.
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Structure and function of integrons

Integrons are genetic elements known for their role in the
acquisition and expression of genes conferring antibiotic
resistance. Integrons have an integrase gene (intl), an
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attachment site (attl), into which individual resistance
genes are inserted and a promotor sequence (P,,,),
allowing expression of resistance genes
(cassette-associated genes), which do not have promotors.
Integrase recognizes 59-be, a specific sequence in certain
resistance genes, which is captured by recombination at
the att/ attachment site. The fragment intl - attl is highly
conserved in all integrons and is called 5'-CS.

Integrons have been classified according to the sequence
of their integrase and the ones most frequently detected in
isolated clinical strains belong to Class I. Class | integrons
contain the 5’-CS region followed by gene cassettesin a
variable region and finally, a conserved region known as
3’-CS containing two genes, the quaternary ammonium
resistance gene (qacEAl) and the sulphonamide resistance
gene (sul1); both genes are fixed in this structure.
Accordingly, the structure of a Class 1 integron would be
Intl - attl[R,, R,, ...] - qacEA1 - sul1.

Integrons are probably not mobile, but they are often
found in transposons within conjunctive plasmids, which
assures their mobility, as can be seen by their wide
diffusion among bacteria.
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Los integrones son unas piezas genéticas que se
descubrieron a principios de la década de los afios 1980,
cuando el estudio molecular de algunos genes de
resistencia reveld la existencia de una secuencia comin en
la regién 5’ que contenia un promotor y un gen codificante
de una integrasa similar a las descritas en bacteriéfagos,
constatandose que estas secuencias formaban parte de
una zona conservada (5') de una estructura genética que
se denomind integrén (In).

Los integrones se caracterizan por ser capaces de captar
genes que codifican determinantes de resistencia a
antibidticos y determinantes con otras funciones. Los
integrones se han diseminado ampliamente entre las
especies de la familia Enterobacteriaceae'?® y otras
bacterias gramnegativas (Vibrio cholerae* y Pseudomonas
aeruginosa’®). Recientemente se ha descrito la presencia de
éstos en bacterias grampositivas como Corynebacterium
glutamicum®’.

Los genes (exégenos) que se incorporan a los integrones
presentan una estructura particular y se han denominado
genes casete. La integracién se produce por un mecanismo
de recombinacién especifico de sitio.

Los integrones, en su forma mas sencilla, estan
formados por 3 elementos necesarios para la captura y
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expresion de genes exdgenos (casetes)®: uno que codifica
una integrasa (intl), el otro es el lugar de recombinacién
sitio-especifico (attl) y, por ultimo, un promotor (P, ) para
la expresién de los genes casetes integrados. A veces
contienen un segundo promotor mas fuerte, P,, localizado
adyacentemente a 3’ del primero (fig. 1A).

El lugar de recombinacién especifico attl esta formado
por 65 pares de bases, incluyendo 2 regiones
correspondientes a los lugares de union fuerte y débil de la
integrasa y un lugar de recombinacion, en el cual los genes
capturados son integrados gracias a la acciéon de la
integrasa Intl. Esta integrasa, de aproximadamente 1 kb,
pertenece a la familia de las recombinasas, pues presenta
los 2 motivos de consenso encontrados en la integrasa (Int)
del fago \ y en otras recombinasas?®®. En total, un integrén
simple con estos Unicos elementos y sin genes casete
incorporados posee un tamano aproximado de 1,1 kb.

Los genes casete pueden aparecer como moléculas de
ADN no replicativas circulares, pero por lo habitual se
encuentran en los integrones como secuencias lineales
(fig. 1C). Los genes casete se detectan mayoritariamente
en los integrones, aunque excepcionalmente se han
encontrado fuera de ellos (aadB y dfrA14) incorporados a
un plasmido o al cromosoma, en zonas no especificas,
posiblemente debido a que la recombinacién llevada a
término por la Intl ha ocurrido en un lugar secundario'®2.
Los casetes generalmente incluyen un dnico gen y en
posicién 3’ presentan una secuencia de recombinaciéon
especifica de sitio, conocida como attC, o también
denominada elemento de 59 bases (59-be), a través de la
que se efectiia su reconocimiento y movilizacién®1315,

Los genes casete normalmente no contienen promotores
y son transcritos, utilizando el promotor del integrén en
un ARN mensajero (ARNm) policistrénico que comporta
una relativa disminucién de la transcripcién en los genes
mas distales'® (fig. 10).

Los casetes son movilizados por la integrasa que
reconoce el lugar attC del gen casete y el lugar receptor
attl del integrén, permitiendo tanto su integracién como su
escision. La integrasa de la clase 1 (Intl1), ademas de
catalizar la reaccién de integracion o escisién entre attll y
attC'™'® puede catalizar ocasionalmente procesos de
recombinacién, tanto de integracién como de escision,
entre dos attC'®'%2°, También ha sido documentada la
recombinacién integrativa entre dos attl1?"?? e incluso
entre lugares secundarios y attC'%1:192023 o gt [ 1%, aunque
estos dos ultimos casos se producen a mas baja frecuencia.
La insercion y/o escision de los casetes dentro del integrén
desempenia una funcién importante en la incorporacién y
formacién de nuevas combinaciones de genes de
resistencia a los antimicrobianos. El hecho de que muchos
integrones posean mas de un gen casete de resistencia,
junto con el hecho de que muchos de ellos estan localizados
en elementos genéticos como transposones? o
plasmidos??6, que llevan otros determinantes de
resistencia, hace que la seleccién a través de uno de estos
determinantes de resistencia antimicrobiana seleccione a
los demés (seleccién en autostop)®.

La clasificacion de los integrones se basa en la secuencia
de la integrasa??"?%, Actualmente, se conocen nueve
clases. Los miembros de la clase 1, 2 y 3, contienen genes
casete de resistencia a los antibidticos®??; los de las clases
4, 5, 6 y 7 contienen genes casete que no codifican la
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resistencia a antibi6ticos?*° (niimero acceso AF179595), el
de la clase 9 contiene un gen casete de resistencia a
antibiéticos® y otros genes casete de funcién desconocida y
el integrén de la clase 8 no presenta ninguin gen casete®.

Los integrones de la clase 1 son los que se encuentran
con mayor frecuencia en las cepas aisladas de casos
clinicos. Se caracterizan por tener la secuencia 5’
conservada (5'-CS) que contiene el gen codificante de la
integrasa y la mayoria de ellos contienen también una
secuencia 3’ conservada (3'-CS) que contiene un gen que
confiere resistencia a componentes de amonio cuaternario
(qacEAI)y un gen de resistencia a sulfonamidas (sull);
estos 2 genes de resistencia no son casetes, sino que se
encuentran fijos en el integrén (fig. 1B). La longitud de
esta regién 3'-CS es variable, por su extremo 3, tal y como
se ha descrito en Inl, In2, In3, In4, In5 y In0%,
pertenecientes a la clase 1. Muchos de los integrones
pertenecientes a esta clase se han localizado en elementos
transponibles como el Th21 (el integrén In2)¢, el Tn1696
(el integrén In4)?*, (ambos clasificados como miembros de
la familia del Tn3) o en transposones defectivos como es
el caso de In0, In2 e In5%3* 0 el integrén localizado en el
Tn5086%.

Aunque la mayoria de los integrones de la clase 1 tienen
la estructura descrita anteriormente, iltimamente se han
descrito integrones inusuales pertenecientes a esta clase
como son In6, In7%¢ y un integrén descrito en el plasmido
pSAL-1 de Salmonella enterica serovar Enteritidis?®.
A estos integrones se les ha denominado integrones
compuestos, porque contienen una segunda copia del seg-
mento 3'-CS (fig. 1D). Estos integrones tienen un
segmento comun de 2,1 kb, localizado entre las dos
repeticiones 3'-CS, que incluye el orf513. Recientemente,
se ha caracterizado en nuestro laboratorio un nuevo
integrén compuesto, el In60, con las caracteristicas
senaladas y que ademds conlleva en la regién
comprendida entre las dos repeticiones 3'-CS, el gen de
una betalactamasa de espectro ampliado (blagy ) muy
prevalente en nuestro pais, descrita por primera vez en
nuestro laboratorio en una cepa de E. coli y una secuencia
de insercién IS3000' (nimero de acceso AF174129)
(fig. 1E). Los otros 3 integrones compuestos, In6, In7 y el
contenido en el plasmido pSAL-1, tienen en esta regién
Unicamente los genes de resistencia blayy, ;, dhfrX'y
catA2, respectivamente.

Los integrones de la clase 2 se encuentran en el Tn7y en
derivados de éste (Tn1825, Tn1826, Tn4132)*"8. Estos
integrones tienen en el segmento conservado 5 una
estructura similar a los integrones de la clase 1. La
integrasa de esta clase (Intl2) muestra un 40% de
homologia con la integrasa de la clase 1%. Adyacente a esta
regién, hay otra que contiene un numero limitado de
casetes que codifican resistencia a trimetroprim (dfrAla o
dfrAlb), estreptotricina (sat) y
estreptomicina-espectinomicina (aadA1)?* y finalmente
un segmento que contiene 5 genes implicados en la
transposicion (ins)?*°.

De los integrones pertenecientes a las clases 3 a 9 sélo se
ha descrito un representante de cada clase.

El integrén de la clase 3, que contiene un gen casete que
codifica una metalobetalactamasa (blapp.,
carbapenemasa) se detecté en una cepa de Serratia
marcescens, aislada en Japén?®. Este gen casete se
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Figura 1A-E. A) se representa esquematicamente la estructura comin a todos los integrones, caracterizada por el gen codificante de la integrasa (int11), el
lugar de recombinaci6n especifico (attI) y un promotor (P,) que permite la expresion de los genes casete insertados en el attI del integrén. A veces hay un segundo
promotor més fuerte, P,. B) Integron de la clase 1 con la estructura comin a todos los integrones en posicién 5' (5'-CS) y la secuencia conservada 3'-CS
caracteristica de esta clase de integrones que incluye los genes de resistencia a compuestos de amonio cuaternario (qacEA1) y a sulfamidas (sul1). C) Integron de
la clase 1 con un gen casete que codifica una aminoglucésido-adenililtransferasa (aadA1). Se muestra la integracion en él de un nuevo casete codificante de una
betalactamasa (blagy, ,), observandose como la integracion de éste desplaza el anterior gen casete (aadAl) hacia 3'. D) Se representa esquematicamente la
estructura de un integron compuesto caracterizada por la repeticion de dos secuencias conservadas 3'-CS. E) Integron compuesto In60. Posee la estructura
representada en D indicAndose Gnicamente las regiones variables. gacEAI: compuestos de amonio cuaternario; sull: sulfonamidas.

describid posteriormente en integrones de la clase 1. La f]ltimamente, se ha descrito un grupo de integrones
integrasa de este integrén, la Intl3, presenta el 61% de  denominados super-integrones**?. Estos se caracterizan
identidad con la secuencia aminoacidica de IntI1'>%, En  por presentar multiples genes casete incorporados en
este integrdn, el extremo 3’ no se ha caracterizado®. tandem que contienen la regién attC similar a la descrita

en otros genes casete localizados en integrones de la clase
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1, 2 y 3, pero en estos casos esta regidén pasa a ser
caracteristica de especie. Se han detectado
superintegrones en varias especies del género Vibrio. En
concreto, en el cromosoma pequeno de Vibrio cholerae se
ha descrito un superintegrén que pertenece a la clase 4.
Los genes casete encontrados no codifican resistencias a
antibiéticos, aunque Clark et al?® han descrito 3 casetes
que confieren funciones metabdlicas?”?%43, También se ha
descrito un integron en V. mimicus*-*° perteneciente a la
clase 5, asi como también se han detectado un integrén de
la clase 9 en V. cholerae serogrupos O1y 01393

De las clases 6, 7y 8 de integrones, inicamente se ha
descrito un representante de cada clase, detectados a
partir de cepas aisladas en el ambiente (Treponema
denticola, Geobacter sulfurreducens, Shewanella
putrefaciens)*®. La homologia entre las diferentes
integrasas (Intl6, IntI7 y IntI8) con la Intl1 es de entre
45 y 50%. En los integrones de la clase 6 y 7 se ha
detectado un gen casete de funciéon desconocida y ninguno
en el integrén de la clase 8%.

El hecho de detectar con frecuencia integrones en
diferentes poblaciones bacterianas, refuerza la hipdtesis
de que los integrones son piezas genéticas muy comunes
que no estdn inexcusablemente asociadas a la patogenia
ni a la resistencia antimicrobiana®.

Las diferentes clases de integrones son capaces de
adquirir los mismos genes casete, indicando que el pool
de genes casete es compartido*, como en el caso del casete
blayp, localizado inicialmente en la clase 3% vy,
ultimamente, en la clase 1*!; asi como también se ha
detectado el casete dfrAl en integrones de la clase 1, 2y
931,

Hasta la actualidad se han descrito mas de 60 genes
casete de resistencia en bacterias gramnegativas®!?
estando entre los ultimos el gen codificante de una
betalactamasa (oxa20), genes que confieren resistencia al
cloranfenicol (catB6 y c¢cmlA2), genes codificantes de
proteinas de eflujo de amonio cuaternario (qacF'i qacG) y
el gen que confiere resistencia al trimetoprim (dfrA15). No
obstante, también se han descrito casetes que incluyen
genes con otras funciones como los que se han encontrado
en el cromosoma de V. cholerae*?"%,

Los integrones son estructuras sedentarias que
funcionan como sistemas de captacién de genes que
confieren ventajas selectivas y raramente captan genes
indispensables para la bacteria. Se caracterizan por
poseer una gran versatilidad, es decir, por tener la
habilidad de reconocer una amplia variedad de secuencias
de recombinacién, asi como una capacidad practicamente
ilimitada de intercambio y reserva de casetes. Esta
flexibilidad permite a la bacteria una rapida adaptacién al
flujo impredecible de los nichos ecolégicos.

Rowe-Magnus et al* han demostrado la presencia de
integrones en microorganismos ancestrales de diferentes
géneros, corroborando asi que los integrones son
estructuras antiguas que han ido evolucionando
conjuntamente con el genoma bacteriano.
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