ELEMENTU GENETIKO
TRANSFERIGARRTIAK:
PLASMIDOAK, TRASPOSOIAK

ETA INTEGROIAK




ERRESISTENTZIA GENEEN HEDAPENA

n PLASMIDOAK

- DNA BOROBILA

- ERREPLIKAZIO-SISTEMA AUTONOMOA

- EZAUGARRIAK:
-ERRESISTENTZIA GENEEN TRANSFERENTZIA
-ERRESISTENTZIA GENEEKIN BATERA BESTE ELEMENTUEN
MOBILIZAZIOA

E TRANSPOSOIAK

- DNA SEGMENTU BATETIK BESTERA MUGI DAITEZKE

- EZAUGARRIAK:
- ERRESISTENTZIA GENEAK GARRATIATZEN DITUZTE
PLASMIDOETATIK KROMOSOMARA ETA ALDERANTZIZ
- MOTAK: 1 (IS, Tn5), 2 (Tn3), 3 (Bakteriofago )
eta 4 (KONJUGATIBOAK: plasmido autotransferigarrien
antzerako ezagurriak




ERRESISTENTZIA GENEEN HEDAPENA

E INTEGROIAK

- DNA SEGMENTU INTEGRATUA DARAMANA: :
-INTEGRASA

-PROMOTOREA
-KASETE GENIKOEN TXERTATZEKO GUNEAK

-EZAUGARRIAK: ERRESISTENTZIA GENE-TALDEAK ERATZEN DITU (DENAK
INTEGROTAREN PROMOTOREAREN KONTROLPEAN)
“TAMAINA: 800-3900 bp.

- Gene arrotzak jaso eta espresa ditzakeen elementu genetikoa da.
Proteina bat espresatzeko geneak dituzte, IS elementu mugikorrak
hartzeko eta askatzeko (antibiotikoekiko erresistentzia geneak barne)
intfegrazioa: lekuko errekonbinazio espezifikorako gunea

-promotoreak: - P1
- P2: transkripzioaren gradua handitzen du




PLASMIDOAK




PLASMIDOAK:EZAUGARRIAK

‘HARIZPI BIKO DNA MOLEKULA BOROBILAK

‘ERREPLIKAZIOA KROMOSOMAREKIKO
INDEPENDENTEA

‘BAKTERIO GUZTIETAN AURKI DAITEZKE
‘BAKTERIO BATEK PLASMIDO BAT BAINO GEHIAGO

EDUKI DITZAKE

“TAMAINA ALDAKORRA (Kb GUTXITIK EHUNAKA Kb-
RA)

‘KOPIAREN ZENBAKIA ALDAKORRA

‘6ARRANTZITSUAK BAKTERTIOAREN EGOKITZE ETA
EBOLUZIORAKO




PLASMIDOAK: IKERTZEKO ETA
IKUSTARAZTEKO METODOAK

‘IKUSTARAZTEKO: ELEKTROFORESIA AGAROSA-
GELETAN ETA ELEKTROFORESIA EREMU
PULTSATUETAN (PFGE)

‘TAMAINAREN ARABERA KROMOSOMAREN GAINEAN
EDO AZPIAN AGERTZEN DIRA

‘FORMAK: CCC (borobila kobalenteki itxita), OC (zabalik)
ETA L (lineala)




DNA kromosomikoa




1.\ fagoaren DNA AHindlII
entzimarekin digerituta
2.eta 3. pSU615 plasmidoaren DNA




Plasmidoak £. co/m
— Plasmidoak A. baumannim




HAINBAT BAKTERIO-ISOLAMENDUEN PLASMIDOEN PROFILAK
ETA DAGOZKIEN TAMAINAK (Kb)
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Protein and membrane

Linear and nicked
circular DNA

Covalently closed
circular DNA

RNA

centrifugation centrifugation

ZESIO KLORURO GRADIENTEAREN METODOA KALITATE HANDIKO
PLASMIDOEN ERAUZPENAK LORTZEKO







PLASMIDOAK: FUNTZIOAK

ZELULEN BIZITZARAKO DERRIGORREZKOAK EZ DIREN
PROTEINAK KODETZEN DITUZTE, ZELULAREN BIZIRAUPENARI
LAGUNTZEN DIOTENAK. ESKUARKI BIRULENTZIA-GENEAK
IZATEN DIRA, PATOGENIZITATEA LORTZEKO BEHARREZKOAK:

1. ENTZIMAK KARBONO-ITURRI BEREZIAK ERABILTZEKO (AD.
TOLUENO)

2. METAL ASTUNEKIKO ETA ANTIBIOTIKOEKIKO
ERRESISTENTZIA LORTZEKO

3. ANTIBIOTIKOAK EKOIZTEKO

4. TOXINA ETA INFEKZIOAK SORTZEN DITUZTEN PROTEINEN
EKOIZTEKO




PLASMIDOAK:ERREPLIKAZIOA

* KROMOSOMAREKIKO INDENPENDENTE

* ERREPLIKAZIO HASIERA ori

* MEKANISMO OROKORRAK: -oriV: BEGETATIBOA
-oriT: KONJUGAZIOA

* THETA (6) ERREPLIKAZIOA (DIREKZIO BAKARRA EDO
BIKOA):

- OHIKOENA GRAM-NEGATIBOETAN
- ColEl, RK2, F, P1, KROMOSOMA
* ZIRKULU BIRAKARTIAN ERREPLIKAZIOA :
- FAGOETAN OHIKOA

- GRAM-POSITIBOTAN ETA GRAM-
NEGATIBOTAN

- RC PLASMIDOTAN




PLASMIDOAK: ori GUNEAREN EGINKIZUNAK

1. OSTALARIAREN RANGOA:
-ColE1l: RANGO MURRITZA (€. coli eta antzerakoak)
-RK2: RANGO ZABALA (GRAM NEGATIBO GEHIENAK)
-RSF1010: GRAM-POSITIBO ETA NEGATIBOAK

- GRAM POSITIBOEN PLASMIDOAK EZ DIRA GRAM
NEGATIBOETAN ERREPLIKATZEN ETA ALDERANTZIZ

2. KOPTEN ZENBAKIAREN ERREGULAZIOA:
PLASMIDO ERLAXATUAK: ZENBAKI ALTUA (Ad. ColEl)
PLASMIDO ASTRINGENTEAK: ZENBAKI BAXUA (Ad. F)







PLASMIDOAK:INKONPATIBILITATEA
* PLASMIDO BATZUK EZIN DIRA ELKARREKIN EGON ERA
EGONKOR BATEAN ZELULA BEREAN

* PLASMIDO BAT SARTZEN BADA BESTEAREN ERREPLIKAZIOA
OZTOPATZEN DU PLASMIDOREN BAT GALARAZI ARTE

ELKARREKIN ZELULA BEREAN EGON EZIN DIREN

BI PLASMIDO INKONPATIBILITATE-TALDE
BEREKOAK DIRA (Inc)

*PLASMIDOAK INKONPLATIBLEAK DIRA ERREPLIKAZIOA
KONTROLATZEKO MEKANISMOA EDO/ETA ZATITZE-
FUNTZIOAK (par) PARTEKATZEN DITUZTELAKO




PLASMIDOAK:KLONATZEKO BEKTOREAK
DNA BIRKONBINANTE TEKNIKETAN

BEKTOREA: ERREPLIKAZIO AUTONOMOA DUEN DNA
(ERREPLIKOIA): BERE BARRUAN BESTE DNA ZATI BATZUK

TXERTATUAK IZAN DAITEZKE

PLASMIDOAK BEKTORE BEZALA DITUZTEN ABANTAILAK:

=NEURRIRA EKOIZTUAK IZAN DAITEZKE
-EZ DUTE ZELULA OSTALARIA HILTZEN

-PURIFIKATZEKO ERREZAK DIRA
-OSO TXIKIAK IZAN DAITEZKE
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Drall 2674 1
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Cfriol 1779

AlwNI 1217

pUC18 multiple cloning site and primer binding regions: 364-480
400 450
M13/pUC forward sequencing primer . Sse 83871 . T7/T3w sequencing primer
5-GT AAAACGACGG CCAGT-3-----> = --3-GTACCAGTAT CCACAA-5
§-LCCAGTC ACGACGTTGT AAAACGACCGG CCAGTGCCAA CCTTGCATGC CTGCAGGTCG ACTCTAGACG ATCCCCGGGT ACCGAGCTCG AATTCGTAAT CATGGTCATA GCTGTTTOCT-3
§-CCCAGTC ACGACGTTGT AAAACG-3'---- -+ - | I | | | i [q | | | | |
MI3/plC forward 23-base sequencing primer Hindlll Sphl Pstl Sall Xbal BamH! | Kpnl Sstl EcoRl o-Peptide start
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TRANSPOSOIAK




TRANSPOSOIAK:EGITURA
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INTEGROIAK

ANTIBIOTIKOEKIKO

ERRESISTENTZIA
LORTZEKO MEKANISMO
BERRIAK



INTEGROIAK:EGITURA

5 MUTURRA

- LUZERA: 1,3 Kb
- OSAGATAK:
-INTEGRASAREN PROMOTOREA
-INTEGRASA EDO ERREKONBINASA BAT KODETZEN DUEN .Int

GENEA (LEKUKO BIRKONBINAZIO ESPEZIFIKOA KATALIZATZEN DU)
- attI GUNEA (NON IS-AK TXERTATZEN DIREN)
-PROMOTOREA (BAT EDO BTI) TXERTATUTAKO
ERRESISTENTZIA GENEENTZAKO




INTEGROIAK:EGITURA

3' MUTURRA

- LUZERA: 2 Kb GUTXIENEZ
- OSAGAIAK:
- gacEAI GENEA (AMONIO KUATERNARIOKO KONPOSATUEKIKO
ERRESISTENTZIA)
- sull GENEA (SULFONAMIDEKIKO ERRESISTENTZIA)
-IRAKURKETA IREKIAREN GUNEA orf 5 (FUNTZIO

EZEZAGUNA)




INTEGROIAK:EGITURA

TXERTATUTAKO SEKUENTZIAK/KASETE GENETIKOAK

- TAMAINA: EHUNKA BASE PARE

- PROMOTORERIK GABEKO GENEA ETA BIRKONBINAZIO GUNE BAT (59 pb.-
KOA 3' MUTURREAN (attc)

-ASKE BIZI AHAL DIRA DNA ZIRKULAR BEZELA (ERREPLIKATZEKO EDO
TRANSKRIBATZEKO GAITASUNIK GABE)

- TXERTATZEA:
* BETI NORABIDE BEREAN
* GENEA LEHENENGO POSIZIOA TXERTATZEN DA
* BEHIN SARTUTA GENEAK LEKUZ ALDA DAITEZAKE

URRUTIAGO KOKATUTAKO GENEAK ESPRESIO BAXUAGOA DAUKATE




Conservado 5’
Segment 5 Segmento Conservado 3’




INTEGROTIAK

B 1! oy gacEl
Sl 771 oy aadB o gacEl

SN 7] gy oxa § aadAZy oxa? g aadB § gacEA  sull

® attl site m atrc site




INTEGROIAK:EGITURA




INTEGROIAK:MOTAK

1 MOTAKOAK

-ISOLAMENDU KLINIKOETAN OHIKOENAK
-1 MOTAKO INTEGRASA (/ntI)

2 MOTAKOAK

-2 MOTAKO INTEGRASA (/ntI 2)
- int I GENEAREKIN 7% 40 ANTZEKOTASUNA
-BAKARRIK AURKITU DIRA Tn7-N ETA ANTZERAKOAK

3 MOTAKOAK

-3 MOTAKO INTEGRASA (intI 3)
-int I GENEAREKIN % 61 ANTZEKOTASUNA




ERRESISTENTZIA GENEAK INTEGROIETAN

1 AMINOGLIKOSIDOAK Bl ZEGEE I qp o] \wai NV WP WIA 1= o] ywai Ny
aadB (KANAMIZINA, GENTAMIZINA ETA
TOBRAMIZINA)

aacA7 (AMIKAZINA ETA TOBRAMIZINA)

A IQPIIQEYNeLId OXA, IMP ETA VIM MOTAKO BETALAKTAMASAK

3.ERITROMIZINA ereA GENEAK

4 TRIMETOPRIMA Je//7iad 2SN T:14
5.KLORANFENIKOLA Wa«i/-Xqc SN ¢

6. ANTISEPTIKOAK, DESINFEKTATZAILEAK




BAKTERIO ERAMAILEAK

GRAM NEGATIBOAK

-ENTEROBAKTERIOAK: E£.coli, Klebsiella spp.,Proteus spp...
-BEH: Pseudomonas aeruginosa eta Acinetobacter baumannii

GRAM POSITIBOAK

Staphylococcus aureus
Enterokokoak

MIKOBAKTERIOAK: Mycobacterium fortuitum




INTEGROIEN DETEKZIOA: PCR

5'CS (-GGCATCCAAGCAGCAAG-)
ERACHGKE 3'CS (-AAAGCAGACTTGACCTGA-)

(sekuentzia kontserbatuak)

INT72 (-6CACTCCATGGAATATCCAGGGCCATTCCCG-)
= bR S2IS INT74 (-6CTTGCTTGCAGGGATATAATCAATATCGC-)

(dihydrofolato reduktasaren genea)

Ll (o Vo d INT3L (-6CAGGETETEEACCAATACG-)
INT3R (-ACAGACCGAGAAGGCTTATG-)

(/intL3 integrasarentzako espezifikoak)




INTEGROIEN KARAKTERIZAZIOA
AMPLIFTKAZIO BATETIK HASITA

1. MURRIZTE-ENTZIMEN BIDEZKO DIGESTIOA

MOLDE DNA : 5yl DNA AMPLIFIKATUARENAK (bukaerako
bolumena 25 ul)
ENTZIMAK: Hinf I, Haelll, BstEIT ...

2. DNAren SEKUENTZIAZIOA

1. AMPLIFIKATU DEN BANDAREN PURIFIKAZIOA
2.SEKUENTZIAZIOA




INTEGROIEN DETEKZIOA:
DNA ZUNDEKIN
HIBRIDAZIOAK

1 MOTAKOAK

int21 ZUNDA (/intIL1-entzako espezifikoa)
(-CCTGGCTTCAGGAGATCGGAAGACCTCGGC-)

2 MOTAKOAK

int7 ZUNDA (/ntI2-rentzako espezifikoa)
(-GCGATATTGATTATATCCCTGCAAGCAAGC-)




A. baumannii ISOLAMENDUETAN AURKITZEN DIREN INTEGROTAK

1999. URTEAN 2002-05.
. .URTEETAN,
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