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ARTÍCULO

RESUMEN
Las β-lactamasas son proteínas de origen bacteriano que se caracterizan por hidrolizar los antibióticos β-lactá-
micos, confiriendo resistencia microbiana ante estos. son una familia heterogénea de proteínas muy relevantes
desde el punto de vista sanitario debido a la facilidad que presentan para adquirir resistencia a nuevos fármacos
por su alta capacidad de evolución.
La evolución in vitro de estas proteínas ha servido, no solo para desarrollar su caracterización y mejorar su co-
nocimiento, sino como una nueva línea de investigación que permite identificar de manera predictiva residuos
implicados en la adquisición de resistencia frente antibióticos.
Al mismo tiempo, el método de reconstrucción ancestral de proteínas se ha revelado como una herramienta no-
vedosa y útil para comprender la evolución de las β- lactamasas y entender algunas de sus características como
es su promiscuidad.
en este trabajo, se ha realizado un estudio de β-lactamasas ancestrales reconstruidas a partir de la filogenia de
β-lactamasas existentes de clase A. De las cuatro proteínas ancestrales estudiadas, se ha obtenido una que es
funcional y se ha comparado su actividad hidrolítica con la de cuatro de sus homólogos actuales frente a ocho
fármacos β-lactámicos. se ha comprobado que esta proteína ancestral tiene una actividad frente a
antibióticos más generalista que cualquier de las proteínas actuales estudiadas. Además, la proteína ancestral
activa mostró más resistencia frente a uno de los fármacos utilizados que el resto de β-lactamasas existentes. Fi-
nalmente se han discutido estos resultados y a partir de ellos se argumenta por qué las secuencias ancestrales re-
construidas pueden ser un punto de partida muy atractivo a la hora de realizar evolución dirigida de proteínas
para la obtención de proteínas de interés biotecnológico.
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The β-lactamases are proteins of bacterial origin that are characterized by hydrolyzing antibiotics β-lactams,
conferring microbial resistance against them. They are a heterogeneous family of proteins very relevant from a
health point of view due to the ease they present to acquire resistance to new drugs due to their high capacity for
evolution. 
The in vitro evolution of these proteins has served not only to develop their characterization and improve their
knowledge, but as a new line of research that allows to predictively identify residues involved in the acquisition
of antibiotic resistance. 
At the same time, the method of ancestral protein reconstruction has been revealed as a novel and useful tool to
understand the evolution of β-lactamases and understand some of their characteristics such as their promiscuity. 
In this work, a study of ancestral β-lactamases reconstructed from the phylogeny of existing class A β-lactamases
has been carried out. Of the four ancestral proteins studied, one has been obtained that is functional and has
compared its hydrolytic activity with that of four of its current counterparts against eight β-lactam drugs. This
ancestral protein has been shown to have a more generalistic antibiotic activity than any of the current proteins
studied. In addition, the active ancestral protein showed more resistance to one of the drugs used than the rest
of β-lactamases existing. Finally these results have been discussed and from them it is argued why reconstructed
ancestral sequences can be a very attractive starting point when it comes to direct evolution of proteins for
obtaining proteins of biotechnological interest.



las bacterias. La 3ª posición que conforma el péptido es la más va-
riada y dependiendo de la especie se pueden identificar un tipo u
otro de aminoácidos, en general, las gram negativas se caracterizan
por tener m-DAP (ácido meso-diaminopimelico), mientras que las
gram positivas suelen tener D-Lisina. Los aminoácidos en la 4ta y
5ta posición generalmente son dos D-Alanina y suelen añadirse de
forma conjunta en forma de dímero que se une al tripéptido (7).

el último paso esencial en la formación de un peptidoglu-
cano estable y funcional es el proceso denominado “cross-linking”,
donde las cadenas de glúcidos se unen unas a otras dando lugar a
una conformación biológicamente funcional. en este paso, es nece-
sario que unas transpeptidasas y carboxypeptidasas, pertenecientes
al grupo de proteínas PbPs (penicillin-binding proteins), se encar-
guen de realizar la unión de dos cadenas de mureína (8). en el caso
de las bacterias gram-negativas, estas PbPs conectan dos cadenas
adyacentes realizando un enlace peptídico entre la penúltima D-
Alanina del péptido de una de las cadenas y el m-DAP del péptido
adyacente, a la vez que una D-Alanina carboxypeptidasa se encarga
de eliminar el último aminoácido del primer pentapéptido (Figura
1). Asimismo, en gram-positivas, ocurre un proceso similar, en el
que, en vez de un enlace peptídico, se forma un puente peptídico
(formado por 5 glicinas) entre la penúltima D-Alanina de una ca-
dena y el 3ª aminoácido perteneciente al pentapéptido de la cadena
adyacente. en conclusión, se crea un peptidoglucano estable debido
a la unión de dos cadenas de mureína a nivel de sus pentapéptidos
(9, 10).

según la teoría más aceptada que tipper y strominger
desarrollaron en 1965, los β-lactámicos, en especial la penicilina,
forman una estructura tridimensional muy similar a la conformación
que adoptan los aminoácidos terminales (D-Ala-D-Ala) del penta-
péptido, pudiendo ser esta la razón de la inhibición de las PbPs
(11). Investigaciones más recientes demuestra que la inhibición de
distintas PbPs puede dar lugar a diferentes situaciones dentro de
la célula, como: la lisis celular por la activación de unas proteínas
denominadas autolisinas que se encargan de destruir el peptido-
glucano mal formad; La inhibición de la división celular, debido a
la inestabilidad periplásmica; la filamentación de la célula (protu-
berancias que aparecen en la célula e impiden su correcto funcio-
namiento (12).

Además, dentro del amplio grupo de los β-lactámicos,
existe un subgrupo denominado “inhibidores de las β-lactamasas”.
este se compone de una serie de moléculas con estructura similar a
los β-lactámicos, pero cuya función, en vez de ser antimicrobiana
es la de inhibir el funcionamiento de las enzimas bacterianas (me-
diante una unión no competitiva al sitio activo) que se encargan de
desactivar los antibióticos β-lactámicos. estas enzimas son las β-
lactamasas (13).

1. INTRODUCCIÓN

el conocimiento de Los β-lactámicos surge con el descu-
brimiento de la penicilina por Alexander Fleming en 1929, cuándo
varias placas que contenían colonias de Staphylococcus se encon-
traban contaminadas por un moho, actualmente caracterizado cómo
Penicillium notatum (1). A pesar de los esfuerzos realizados por
Fleming para conseguir concienciar al mundo científico de la nece-
sidad de aislar el compuesto no es hasta 1940 cuando Howard Florey
y ernest chain publican un método para poder purificar la penicilina
de manera eficaz para ser utilizada en medicina clínica (2). este su-
ceso marcó un antes y un después en el desarrollo de la humanidad.
A partir de este momento, desde un punto de vista científico, nu-
merosos grupos se interesan por los β-lactámicos, intentando en-
tender su mecanismo de acción para poder realizar modificaciones
que mejoraran su actividad terapéutica. Por otro lado, a nivel mé-
dico, se comienzan a utilizar este grupo de antibióticos como una
herramienta eficaz en la lucha contra las enfermedades microbia-
nas, destacando el papel sanitario que tuvieron durante la 2ª Guerra
mundial (3).

Actualmente estos compuestos son muy utilizados debido
a diferentes características antibióticas cómo su heterogeneidad, su
amplio espectro y su gran poder bactericida. tanto es así que, según
datos de la Oms, el 63,8% de todos los antibióticos que se consu-
mieron cada día en españa durante 2015 fueron β-lactámicos (4).
Históricamente, este tipo de antibióticos se han dividido en cinco
subgrupos diferentes: penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos,
monobactámicos e inhibidores de las β-lactamasas. todos ellos se
caracterizan por tener una estructura química compuesta por una
amida cíclica muy reactiva, a la que se denomina anillo β-lactámico,
que sufre diferentes modificaciones para dar lugar a los distintos
subgrupos mencionados anteriormente (5).

el mecanismo de acción de la mayoría de los antibióticos
β-lactámicos consiste en la inhibición de la formación de la pared
celular bacteriana. en concreto, impiden la correcta formación del
peptidoglucano, componente esencial del espacio periplasmático
que confiere rigidez a la célula a la vez que la protege del estrés
osmótico interior (6). esta molécula se forma mediante el entrecru-
zamiento de largas cadenas de glúcidos (n-acetilmurámico, nAm,
y n-acetilglucosamina, nAG), también conocidas como cadenas de
mureína, entrelazadas mediante pentapéptidos, conformando una
estructura en forma de malla. cabe destacar que los pentapéptidos
se encuentran unidos al glúcido nAm y se caracterizan por ser es-
tructuralmente diferentes entre las especies bacterianas. La estruc-
tura general del péptido se caracteriza por tener una Alanina en 1ª
posición, exceptuando algunas especies que en su lugar contienen
Glicina o serina. en 2ª posición una Glutamina común para todas
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las β-lactamasas en más de 2000 millones de años (21).
en 2018 se habían descrito más de 2.770 β-lactamasas.

A lo largo de los últimos 20 años, desde el año 2000 hasta 2018, el
número de nuevas β-lactamasas identificadas ha aumentado un
500% con respecto a las que se habían caracterizado en el periodo
anterior desde el descubrimiento de la penicilina en 1929 (22). en
todos estos estudios se destaca que las β-lactamasas son el principal
mecanismo de resistencia que presentan las bacterias frente a los
antibióticos β-lactámicos.

en relación con este tema, cabe resaltar que, en europa,
el coste total debido al aumento de la resistencia a los antibióticos,
en términos de hospitalización y pérdida de producción laboral, se
estima en 1,500 millones de euros cada año (23). Además, la Oms
publicó en 2019 un informe realizado por la Interagency coordina-
tion group en el que se estima que para 2030, los costes debido a
la resistencia microbiana podrían llevar a 24 millones de personas
a la pobreza extrema en el mundo. Por otro lado, la resistencia a
antibióticos no produce solamente un problema económico, sino
que la Oms resalta que en 2019 hubo 700.000 muertes debido a
enfermedades infecciosas resistentes y estima que para 2050 la re-
sistencia microbiana a antibióticos provocará 10 millones de muertes
cada año (24). Por ende, se hace incuestionable la necesidad de es-
tudiar estas proteínas para poder luchar contra ellas y así disminuir
este coste sanitario y económico. más aún, cuando se conoce que la
aparición de resistencia a un nuevo antibiótico ocurre a los 3 años
de su aprobación por los organismos reguladores (25). siendo esta
una de las principales razones por las que la industria farmacéutica
solamente consiguió sacar al mercado 12 nuevos antibióticos en el
periodo comprendido entre 1999 y 2014 (26).

una de las posibles soluciones planteadas ante esta
situación de emergencia ha sido la reestructuración y limitación del
uso de estos fármacos para intentar frenar el aumento de

Las β-lactamasas son enzimas capaces de inactivar los an-
tibióticos β-lactámicos mediante dos tipos diferentes de acción hi-
drolítica. el primer gran grupo son las β-lactamasas con serina que
hidrolizan el anillo β-lactámico y que contienen una secuencia de
aminoácidos muy variada entre ellas, pero un centro catalítico muy
conservado con una serina responsable de la catálisis (14). el se-
gundo grupo se caracteriza por catalizar la reacción de hidrólisis
mediante la utilización de iones de zinc que se encuentran en los
sitios activos de estas enzimas, y que por su mecanismo de acción
se denominan mbLs del inglés metallo-beta-lactamases (15).

estos dos grandes grupos, se dividen en 4 clases diferentes
de β-lactamasas (A, b, c y D) según la clasificación de Ambler (16).
esta clasificación se basa en la homología o similitud de las secuen-
cias de aminoácidos, donde las enzimas de los grupos A, c y D son
β-lactamasas que presentan una serina catalítica, mientras que las
del grupo b utilizan iones metálicos para realizar la catálisis (17).
sin embargo, la clasificación de las β-lactamasas más utilizada en
el diagnostico de infecciones es la de bush-Jacoby-medeiros (18).
el uso popular en medicina clínica de esta clasificación se debe a los
criterios utilizados en la misma para identificar cada proteína: Pri-
mero, las β-lactamasas se agrupan dependiendo de que agente es
el que produce su inhibición (ácido etilendiaminotetraacético, el
ácido clavulánico, etc.) y, en segundo lugar, se agrupan de acuerdo
con su capacidad y eficacia a la hora de hidrolizar distintos com-
puestos β-lactámicos (19).

La diversificación de las β-lactamasas es un evento re-
ciente que surge como un mecanismo de defensa bacteriano ante
la alta presión terapéutica ejercida por el uso popular de los
β-lactámicos sintéticos o semi-sintéticos en diversos sectores como
la medicina, la ganadería, la cosmética o la agricultura. sin
embargo, se han encontrado genes de resistencia en sedimentos de
permafrost con más de 30,000 años (20) y se estima el origen de

Figura 1: Formación de la pared celular mediante la actuación de una PbP (izquierda). Inhibición de la formación del peptidoglucano por la acción de distintos tipos de
β-lactámicos que se unen al sitio activo de la enzima mimetizando los dos últimos aminoácidos (D-Ala-D-Ala) del pentapéptido.(derecha). Figura modificada de usman
umar Zango, munir Ibrahim et al. 2019.



los que poder realizar todo el proceso de reconstrucción ancestral
de proteínas de manera eficaz (32).

esta técnica científica ya se ha utilizado para el estudio y
la mejora de proteínas actuales. se pueden encontrar diversos ejem-
plos como puede ser la utilización de la reconstrucción ancestral de
la proteína ancestral de factor VIII de coagulación, para producir
una proteína con más estabilidad, menos inmunogénica y con una
mejora de la actividad funcional (33); o la obtención, mediante Asr
de mutantes de la enzima rubIscO mucho más eficientes a la hora
de fijar el cO2 (34). 

con el fin de profundizar en el conocimiento de la acción
y el origen de actividad hidrolítica de las β-lactamasas de clase A
(atendiendo a la nomenclatura de Ambler) en este trabajo hemos
caracterizado el perfil de resistencia de 4 β-lactamasas de espectro
extendido y de un ancestro común reconstruido por Asr frente a 8
antibióticos β-lactámicos de uso clínico.

2. MATERIALES Y MÉTODOS

2.1 Reactivos
A partir de bacterias E. coli JM109 (end A1 gln V44 thi-1 rel A1 gyr
A96 rec A1mcrb+Δ(lac - pro Ab)e14- [F'tra D36 pro Ab+ lacI q lac
ZΔm15] hsd r17(rK-mK+), cedidas por la Dra. maría Isabel martí-
nez Jiménez (cbmsO); y E. coli DH5e (F-φ80dlac ZΔm15 Δ(lac
ZYA-arg F) u169 end A1 rec A1 hsd r17(r- m+) deo r thi-1 pho A
sup e44 λ– gyr A96 rel A1 gal-; thermoFisher scientific) se obtu-
vieron células electrocompetentes utilizando un protocolo estanda-
rizado (35). el vector pAcse3 fue cedido por el Dr. barry Hall (36).
Los compuestos Aztreonam (Atm), cefotaxima (ctX), cefepima
(FeP), cefuroxima (cXm), ceftazidima (cAZ), ceftriaxona (crO) e
Imipenem (ImP) se obtuvieron de la empresa medchemexpress. 

el medio de cultivo en polvo Lb, ampicilina (AmP), tetra-
ciclina (tet), glicerol y el isopropil-β-D-1- tiogalactopiranósido
(IPtG) se consiguieron a través de la empresa Applichem. La solu-
ción stock de cada uno de los antibióticos se realizó utilizando 0.1m
de tampón naPO4 a pH 7.0 y se almacenó a -80ºc en estas concen-
traciones: AmP, ctX y cXm a 128 g/L; tet a 15 g/L; FeP e ImP a 8
g/L; Atm, cAZ y crO a 4 g/L. Las enzimas de restricción Sac I y Bsp
HI, la DnA polimerasa Phusion® High-Fidelity (HF), la ligasa t4
y la enzima fosfatasa alcalina (cIP proveniente del inglés “Calf in-
testine phosphate”) se adquirieron de la empresa new england bio-
labs. el SYBR® Green II fluorescent dye, el medio de cultivo en
polvo müler-Hinton y los oligonucleótidos utilizados se compraron
a la casa comercial µ-Aldrich. Los kits de purificación de ADn (Nu-
cleoSpin™ Gel and PCR Clean-up Kit ) y de aislamiento de plásmido
se consiguieron a través de la empresa macherey-nagel.

resistencias, sin embargo, se ha demostrado que aunque se reduzca
el número de prescripciones de antibióticos, no se consigue reducir
la resistencia, sino que en algunos casos incluso se puede aumentar,
como fue el aumento de bacterias nosocomiales súper resistentes,
debido a su uso necesario en un lugares muy concretos y de manera
continuada (27). Por lo tanto, parece necesario comprender las ca-
racterísticas biológicas de las β-lactamasas, desde el origen de su
promiscuidad hasta su alta capacidad para evolucionar ante el
estrés, para poder prever que tipo de mutaciones sufrirán los genes
de resistencia ante el uso continuo de un fármaco o ante los nuevos
fármacos que pudieran salir al mercado (28).

en este sentido, el grupo del profesor barry G. Hall ha
descrito un modelo de evolución dirigida de proteínas que mimetiza
la evolución natural en el laboratorio utilizando como objeto de es-
tudio el gen tem-1 que codifica para una β-lactamasa que hidroliza
penicilinas y algunas cefalosporinas (29). una de las conclusiones
de este estudio resaltaba que a la hora de predecir futuras muta-
ciones de un linaje uno de los métodos más efectivos es mimetizar
la evolución natural mediante una evolución in vitro de proteínas
ancestrales reconstruidas.

La reconstrucción ancestral de proteínas (Ancestral Se-
quence Reconstruction, o Asr), es una técnica basada en la obten-
ción de proteínas del pasado utilizando una combinación de
herramientas filogenéticas y de biología molecular. su uso principal
es poder estudiar en el laboratorio la evolución natural de una fa-
milia de proteínas y deducir su futuro linaje a través del análisis y
detección de los cambios estructurales que ha tenido que sufrir un
gen para dar lugar a sus homólogos actuales (30). el estudio y ca-
racterización de estas proteínas ha permitido, por ejemplo, com-
prender características como la relación existente entre la secuencia
de aminoácidos de una proteína y su posible función, así como des-
cifrar posibles características proteicas (estabilidad a altas tempe-
raturas, promiscuidad, etc.) inferidas por el estrés medioambiental
de hace millones de años (31).

el proceso de obtención de una proteína ancestral consta
de una serie de pasos:
a) Hacer un alineamiento de múltiples β-lactamasas actuales ho-
mólogas a partir de las cuales quiera inferirse su secuencia ancestral.
estas secuencias se obtienen de bases de datos como uniProt o ncbI;
b) estimar la filogenia de estas secuencias mediante algún método
de inferencia estadístico como la máxima parsimonia, la máxima
verosimilitud o la inferencia bayesiana (mP, mL e Ib, respectiva-
mente); c) generar la secuencia más probable para cada nodo del
árbol filogenético; d) Producir y expresar la proteína codificada por
la secuencia ancestral seleccionada (31). todos los pasos desde el
“a)” hasta el “c)” precisan el uso de distintas herramientas compu-
tacionales. Actualmente, existen diversos programas gratuitos con
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75, 92 y 90, respectivamente. en el caso de la filogenia obtenida uti-
lizando el conjunto de 16 β-lactamasasde clase A, se seleccionó el
nodo perteneciente al MRCAmás antiguo: nodo 26. (Anexo ML-phylo).
Finalmente, se seleccionó un MRCA de β-lactamasas pertenecientes
a bacterias gram negativas denominado GncA (del inglés Gram ne-
gative Common Ancestor) que había sido caracterizado anteriormente
(21) para ser utilizado como control.

2.2.3 Síntesis de secuencias ancestrales y actuales
Las secuencias pertenecientes a los nodos 75, 90, 92 y 26

(denominadas Anc 75, Anc 90, Anc 92 y Anc 26, respectivamente), así
como la secuencia ancestral GncA y la secuencia del gen actual bKc-
1 se obtuvieron mediante síntesis química (eurofins Genomics) los
genes actuales KLuG-1 (imi A), KPc-1 y sme-1 se obtuvieron me-
diante amplificación por Pcr a partir de muestras obtenidas del ADn
bacteriano correspondiente. este material genético se extrajo mediante
el método fenol/cloroformo (35) a partir de las bacterias Kluyvera ge-
orgiana y Serratia marcescens s6, cedidas por el Dr. Patrice nordmann,
y Klebsiella pneumoniae, cedida por la Dra. Ana cristina Galesa.

2.3 Clonaje de las secuencias ancestrales y actuales en el
vector pACSE3

todos los genes codificantes de β-lactamasas utilizados en
este trabajo se clonaron dentro del vector pAcse3 (Figura 2).

tanto los genes obtenidos por síntesis química, como el ADn
purificado de las bacterias Kluyvera georgiana, Klebsiella pneumoniae
y Serratia marcescens s6 se amplificaron por Pcr utilizando parejas
de iniciadores específicos (tabla A1). durante esta amplificación, se
introdujeron por mutagénesis dirigida las dianas de las enzimas de
restricción Sac I y Bsp HI en los extremos 5’ y 3’, respectivamente, de
los genes de interés. Los amplicones obtenidos se purificaron con el
kit nucleospin™ Gel and Pcr clean-up y se digirieron utilizando las
enzimas de restricción Sac I y Bsp HI durante 1 h a 37 ºc para obtener
el ADn utilizado como inserto. todo el producto de digestión se cargó
en un gel de agarosa (1% p/v), y tras electroforesis se aisló del gel
mediante el kit. Por otro lado, el vector pAcse3 purificado mediante
el kit nucleospin™ Plasmid miniprep, se digirió utilizando las mismas
enzimas de restricción en presencia de cIP para eliminar los fosfatos
de los extremos 5’de las cadenas de ADn.

una vez realizada la digestión tanto el vector como los como
insertos se purificaron y se ligaron (utilizando una relación molar
entre el vector y el inserto de 1:7) con ligasa t4 durante 1 h a 25 ºc.
tras la ligación, se procedió a la purificación utilizando el kit corres-
pondiente.

Finalmente, 2 μL del producto purificado de la ligación se
transformaron en 50μL de bacterias E. ColiDH5e electrocompetentes
utilizando un electroporador Gene Pulser® II Electroporation System
siguiendo las indicaciones del fabricante. este proceso se realizó con

2.2 Obtención y selección de secuencias de β-lactamasas
ancestrales
2.2.1 Selección de secuencias de β-lactamasas actuales

Para este trabajo, se decidió estudiar la actividad hidrolí-
tica de 4 enzimas actuales [caracterizadas por ser β-lactamasas de
espectro extendido (ESBLs del inglés extended expectrum β-lacta-
mases) y carbapenemasas]. en concreto se escogieron cuatro β- lac-
tamasas, que de acuerdo con la clasificación de Ambler son: una
β-lactamasa de clase A capaz de hidrolizar el antibiótico β-lacta-
mámico carbapenem, denominada “SME-1” proveniente de Serratia
marcescens s6 (37); una ESBL de clase A denominada “KLUG-1” ó
“imiA” proveniente de Kluyvera georgiana (38); una carbapene-
masa de clase A denominada “BKC-1” que procede de Klebsiella
pneumoniae (39); Y otra ESBL de clase A capaz de hidrolizar car-
bapenem denominada “KPC-1” proveniente de una cepa resistente,
Klebsiella pneumoniae 1534 (40).

2.2.2 Obtención de secuencias ancestrales
Para la selección de las secuencias ancestrales que han

sido sintetizadas en el proyecto se contó con la colaboración del Dr.
barry G. Hall (Bellingham Research Institute), experto a nivel mun-
dial en el estudio de la evolución experimental de β-lactamasas.
estas secuencias se obtuvieron a partir de 2 alineamientos: uno
construido a partir de las secuencias peptídicas de 48 β-lactamasas
actuales utilizadas previamente en el trabajo realizado por risso et
al. en 2014 en combinación con las secuencias de las 4 enzimas nom-
bradas en el apartado anterior, y otro alineamiento construido a
partir de 16 secuencias de β-lactamasas de clase A e incluyendo las
4 proteínas actuales escogidas para el estudio, que pueden tener
capacidad de hidrolizar carbapenémicos. cabe destacar, que este
segundo alineamiento se realizó para obtener un modelo más con-
creto de la filogenia de las β-lactamasas de clase A y su evolución
hacia la resistencia hacia antibióticos carbapenémicos. La herra-
mienta informática utilizada para alinear las secuencias fue el pro-
grama gratuito Guidance 2.

A partir de este alineamiento, se estimó la filogenia de estas
secuencias mediante el método de máxima verosimilitud ML utilizando
el programa informático gratuito meGA. Finalmente, la obtención de
las secuencias de ADn y proteínas más probables correspondientes a
cada uno de los nodos del árbol filogenético se obtuvieron mediante
la herramienta informática diseñada por el Dr. barry G. Hall deno-
minada extAnceseqProt.

tras obtener las secuencias ancestrales, el Dr. barry G. Hall
seleccionó aquellas situadas en los nodos que correspondían a los an-
cestros más comunes recientes (MRCA de sus siglas en inglés). en el
caso de la filogenia construida con las 48 secuencias provenientes del
trabajo de risso et al., se seleccionaron los MRCAs de las betaproteo-
bacteria, Alphaproteobacteria, Proteobacteria (gram negativas): nodos



efecto inhibitorio de estos compuestos. Las concentraciones de anti-
biótico utilizadas en cada placa se indican en la sección correspon-
diente de resultados. Después de incubar la placa durante 20 horas
a 30 ºc, se midieron la densidad óptica (O.D.) de cada uno de los
pocillos utilizando un espectrofotómetro lector de placas FLuOstar®
Omega (bmG labtech) a una longitud de onda de 600 nm.

3. RESULTADOS

3.1. Puesta a punto del método para el análisis de las
secuencias ancestrales

el objetivo de este trabajo es medir y comparar la activi-
dad enzimática de varias β-lactamasas frente a un grupo de anti-
bióticos. Asimismo, se decidió medir la concentración mínima de
antibiótico que era capaz de inhibir el crecimiento de cultivos de E.
coli que expresaban los genes recombinantes de β-lactamasas. De
modo que en una única placa m-96 se analiza el efecto β-lactámico
de una única enzima frente a 8 antibióticos diferentes. Para ello, se
crece un cultivo de bacterias transformadas con plásmidos que por-
taban el gen de interés en 10 mL medio müller-Hinton (m-H) du-
rante toda la noche a 37 ºc en presencia de 0.1 mm IPtG y 10
μg/mL de tet. esta incubación se realiza en tubos de 15 mL y ce-
rrados para limitar la aireación del cultivo. Al día siguiente, se diluye
el cultivo para que contenga una concentración de 5x105 unidades
formadoras de colonia (cFu) por mL. se añaden 200 μL de esta
disolución en cada uno de los pocillos de una placa m-96 y 500 μL en
8 tubos eppendorf. en cada tubo eppendorf se diluye cada uno de

cada una de las construcciones de interés, obteniendo así 9 transfor-
mantes diferentes que contenían en su interior el plásmido con el gen
de interés. estas bacterias se multiplicaron y una alícuota de cada una
de ellas se conservaron a -80 ºc en presencia glicerol al 20% para su
posterior uso. Asimismo, se comprobó mediante secuenciación la co-
rrecta estructura de cada una de las construcciones.

2.4 Puesta a punto del método para medir la funciona-
lidad de las β-lactamasas seleccionadas

Para medir la actividad de las β-lactamasas estudiadas
en este trabajo, se decidió utilizar el método de la mínima concen-
tración inhibitoria (MICs del inglés Minimal inhibitory concentra-
tions), utilizado históricamente para la detección de resistencia de
una bacteria ante un antibiótico (41). se utilizó una placa de 96 po-
cillos (m-96, 8 filas por 12 columnas) como soporte para medir la
resistencia de cada uno de las β-lactamasa los 8 antibióticos utili-
zados en este estudio: ampicilina,aztreonam, cefotaxima, ceftazi-
dima, ceftriaxona, cefepima, cefuroxima e imipenem. se añadieron,
en cada una de las 8 filas de la placa, diferentes concentraciones de
cada compuesto. Desde la columna 12 a la columna 2, la concen-
tración de antibiótico en cada uno de los pocillos fue la mitad de la
del pocillo anterior. De este modo, el segundo pocillo de cada fila
contendrá la mínima concentración de antibiótico y el último la má-
xima concentración de antibiótico. el primer pocillo de cada fila se
mantuvo libre de antibiótico y se utilizó como control negativo del
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Figura 2: Plásmido pAcse3 utilizado para el clonaje de los genes utilizados en este estudio. se muestra muestra el sitio de policlonaje con las dianas de restricción
utilizadas (Bsp HI y Sac I), el gen de resistencia tet (en naranja) y la región lac (en verde).
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Para hallar las concentraciones máxima y mínima utilizadas,
inicialmente se realizó un experimento en el que se usaron las mismas
concentraciones de antibiótico en cada una de las placas correspon-
diente a cada β-lactamasa. A partir de estos datos, se pudieron ajustar
las concentraciones adecuadas de cada antibiótico para calcular de
manera fiable, a cada β-lactamasas, los valores de inhibición de cre-
cimiento. Las concentraciones finales de cada fármaco utilizadas en
cada caso se indican en el Anexo (tablas A2-A8).

3.2. Comprobación del sistema biológico escogido para
analizar las β-lactamasas ancestrales

Para comprobar la resistencia de un gen ancestral ya
caracterizado, se ha decidido medir los valores de MICs del gen
reconstruido GncA frente a los 8 antibióticos utilizados en este
ensayo. estos valores nos dan información de la actividad de este
gen expresado a partir del vector que se utiliza en nuestro estudio
(el pAcse3), confirmando que el vector es viable y permite la
funcionalidad de β-lactamasas ancestrales. Asimismo, se calculan
las MICs de bacterias E. Coli DH5e que carecen del plásmido pAces3,
como control para verificar que las bacterias utilizadas no presentan

los antibióticos utilizados en el estudio. La concentración de cada
antibiótico en el tubo es igual al doble de la concentración máxima
utilizada en el ensayo (tablas A2-A8). en el pocillo duodécimo de
cada fila de la placa m-96 se añaden 200 μL del tubo eppendorf
que contiene el antibiótico correspondiente (tabla 1). A partir del
último pocillo de cada fila de la m96 se realizaron diluciones seria-
das añadiendo a cada pocillo 200 μL del pocillo anterior hasta el
segundo pocillo de cada fila. De este modo, el primer pocillo de cada
fila se utiliza como control positivo de crecimiento bacteriano en
ausencia de antibiótico. se incuba la placa m-96 a 30 ºc con airea-
ción durante 20-22h. y transcurrido este periodo, se mide la absor-
bancia de cada pocillo a una longitud de onda de 600 nm para
determinar el crecimiento bacteriano.

De acuerdo con el Dr. barry Hall y la literatura consultada
(36, 37) se establecieron, para cada proteína recombinante, las con-
centraciones máxima y mínima de cada uno de los antibióticos uti-
lizados para medir la actividad hidrolítica (tabla 1). Además, se
establecieron las concentraciones de fármaco a partir de las cuales
se considera que E. coli es sensible o resistente al efecto antibiótico
(tabla 1).

Fila1 Antibiótico
(tipo de 
β-lactámico) Abreviación

máxima
concentración2

mínima
concentración3

Límite de
sensibilidad4

A Ampicilina
(penicilina) AmP  8192 195,3x10-5 ≤8 >8

b Aztreonam
(monobactámico) Atm 1024 780x10-5 ≤1 >4

c ceftazidima
(cefalosporina) cAZ 2048 6,1x10-5 ≤1 >4

D ceftriaxona
(cefalosporina) crO 512 12,2x10-5 ≤1 >2

e cefotaxima
(cefalosporina) ctX 512 12,2x10-5 ≤1 >2

F cefuroxima
(cefalosporina) cXm 8192 6.1x10-5 ≤8 >8

G cefepima
(cefalosporina) FeP 64 24,4x10-5 ≤1 >4

H Imipenem
(carbapenem) ImP 512 12,2x10-5 ≤2 >8

Tabla 1: Resumen de las concentraciones utilizadas en el trabajo junto con los criterios de sensibilidad y resistencia establecidos.

1 se índica la fila que corresponde a cada fila de la placa m-96.
2 y 3 Indica la concentración máxima (2) y mínima (3) en μg/mL de inhibidor utilizada en cada caso
4 se indican (en μg/mL) las concentraciones de antibiótico por debajo de la cual (izquierda) o por encima de la cual (derecha) se considera que una población de E. coli
es sensible o resistente, respectivamente, a un antibiótico.



tencia a los antibióticos AmP, cAZ, crO y ctX, tal como se observó
anteriormente (risso, Gavira et al. 2013). Además, las bacterias E.
coli no transformadas son susceptibles a todos los compuestos utili-
zados en este trabajo, por lo tanto, la resistencia a los antibióticos
se debe específicamente a las β-lactamasas recombinantes expre-
sadas por el plásmido pAcse3 (tabla 2). estos datos demuestran
que nuestro sistema es efectivo para poder determinar la actividad
hidrolítica de distintas β-lactamasas.

3.3. Obtención de MIC y MLC de cada gen
A partir de los datos obtenidos se obtiene los valores de

MICs de cada una de las β-lactamasas estudiadas frente a cada uno
de los antibióticos utilizados. se determinó también de manera se-
parada el valor de la mínima concentración letal de antibiótico (MLC
del inglés “minimal lethal concentration”) ya que es un error fre-
cuente considerar los valores de MIC y MLC equivalentes, cuando en
realidad el valor de MIC corresponde a la concentración de antibió-
tico que inhibe el crecimiento bacteriano y que no tiene por qué
coincidir con el valor MLC. Los valores MIC y MLC de cada uno de
las β-lactamasas utilizadas, así como el control de E. coli no trans-
formada y controles aparecen en las tablas 2 y 3.

Los resultados muestran que las cuatro β-lactamasas uti-
lizadas en este estudio presentan distintos grados de resistencia a
los antibióticos analizados, mientras que, de las β- lactamasas an-
cestrales observados en este estudio, sólo el producto de expresión
de Anc26 muestra resistencia a todos los antibióticos utilizados excepto
frente a ImP, mientras que el resto no resultaron activas.

resistencia a
los fármacos

utilizados y en el caso de que la presenten, establecer esos valores
como base.

Los resultados obtenidos demuestran en nuestro sistema,
que el gen GncA se expresa como una proteína que presenta resis-
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Tabla 2: Concentraciones inhibitorias y letales de los distintos anti-
bióticos a E. coli, GNCA, Anc 26, Anc 75, Anc 90 y Anc 92

Antibiótico MLC1 MIC1 MLC MIC MLC MIC

AmP 1 0,5 32 16 32 8

Atm 0,0313 0,0156 0,5 0,25 256 128 

cAZ 0,125 0,0625 0,5 0,125 32 16

crO 0,125 0,0313 64 8 16 4

ctX 0,0625 0,0313 64 8 4 2

cXm 0,5 0,25 512 256 4 2

FeP 0,0313 0,0313 2 0,25 2 1

ImP 0,0625 0,0313 0,125 0,0625 0,0625 0,0313

E. coli, Anc 75, 
Anc 90 y Anc 92 GNCA Anc 26

1 los valores mIc y mLc se muestran en μg/mL

MLC1 MIC1 MLC MIC MLC MIC MLC MIC

AmP 512 64 8192 2048 128 16 32 8

Atm 2 0.0313 4 0.5 2 0,25 256 128

cAZ 1 0.25 0.25 0.125 0.25 0,125 32 16

crO 16 0.5 128 32 1 8 16 4

ctX 4 0.125 64 16 0.125 8 4 2

cXm 128 4 2048 512 16 256 4 2

FeP 0.5 0.0625 32 2 0.0625 0,25 2 1

ImP 0.5 0.25 0.125 0.0313 1 0,0625 0,0625 0,0313

BKC-1 KLUG-1 KPC-1 sme-1

Antibiótico

Tabla 3: Concentraciones inhibitorias y letales de los distintos antibióticos frente a las β-lactamasas actuales

Los valores mIc y mLc se muestran en μg/mL
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hidrolíticas que presentan las β-lactamasas estudiadas y sirve para
validar la metodología de reconstrucción de proteínas ancestrales.

La clasificación de las enzimas estudiadas según el índice
de actividad establecido en este trabajo es KLuG-1 > sme-1> Anc
26 > bKc-1 > KPc-1. sin embargo, aunque KLuG-1 es la β-lac-
tamasas que presenta los valores más altos de resistencia frente al
mayor número de antibióticos, es el producto génico ancestral Anc
26 el más generalista al mostrar resistencia a mayor número de an-
tibióticos (tabla 5), siendo sensible únicamente a imipenem, un an-
tibiótico altamente resistente a la acción de las β-lactamasas (42).
Aunque es cierto que los antibióticos utilizados en este estudio son
sintéticos o semi-sintéticos, se considera que los genes ancestrales
codifican proteínas más generalistas que pueden evolucionar
mediante selección convirtiéndose en genes especialistas (43, 44).

esta idea se sustenta aún más cuando existen ciertos
estudios que demuestran que las β-lactamasas evolucionaron
directamente de las PbPs (enzimas contra las que actúan los
β-lactámicos (45).

se observa en los resultados que el producto génico de
Anc 26, es el más resistente frente a ceftazidima (cAZ). esta
cefalosporina se caracteriza por ser un antibiótico estratégico,
debido a que no se utiliza a gran escala en el ámbito hospitalario.
es posible que este hecho haya impedido que las β-lactamasas
actuales analizadas en este estudio no hayan estado suficientemente
expuestas a este antibiótico para adquirir una resistencia mayor que
la de la secuencia ancestral. Por el contario, la resistencia mostrada
por Anc26 a este compuesto se debería a su promiscuidad inherente.
en un estudio en el que se evolucionó in vitro la ESBL ctX-m9 (46),

3.4. Obtención del mejor generalista y el mejor especia-
lista

Para tener una mejor comprensión de los resultados, se
decidió analizar que enzima presenta resistencia a mayor número
de antibióticos (más generalista) y cual es el más resistente a cada
uno de los β-lactámicos (más especialista). Para este análisis se cal-
cula el logaritmo en base 2 de los valores MLC obtenidos en cada
caso (tabla 4). De este modo se obtiene un valor arbitrario adimen-
sional que sirve para comparar fácilmente la actividad de los dis-
tintos genes estudiados en este trabajo (tabla 5).

en relación a las β-lactamasas actuales, los resultados de-
muestran que KLuG-1 es la β-lactamasa más generalista de las
examinadas en este trabajo, además, presenta los valores de resis-
tencia más altos frente a 5 de los 8 antibióticos estudiados (AmP,
crO, ctX, cXm y FeP), mientras que sme-1 es la que presenta los
valores más altos de resistencia frente a Atm e ImP, siendo la única
enzima de las seleccionadas que presenta resistencia a este carba-
penem. Finalmente, el producto del gen Anc 26 presenta el mayor
nivel de resistencia frente a ceftazidima de todas las β-lactamasas
estudiadas y se comporta como un generalista intermedio.

4. DISCUSIÓN
en este trabajo se han obtenido diferentes secuencias pro-

teicas de β-lactamasas ancestrales para analizar su actividad y pos-
teriormente compararlas con secuencias actuales. como se establecía
en la introducción, estas enzimas son de vital interés, debido a los
estragos sanitarios que producen y pueden producir en el futuro. es
por ello, que en este trabajo se caracterizó las diferentes actividades

Tabla 4: Resumen de los valores de MLC obtenidos1

1 Los valores mLc se muestran en μg/mL. se indica en color rojo los valores que están por encima del límite de sensibilidad (resistentes), en negro los valores que están
en el límite de sensibilidad y en azul los valores que están por debajo del límite de sensibilidad (sensibles).



Las β-lactamasas se caracterizan por tener una región
muy variable en este extremoterminal (47), que es imprescindible
para que la enzima sea exportada al espacio periplásmico donde
realizan su función (48), lo que dificulta el alineamiento de          se-
cuencia, la obtención de una filogenia fiable y por lo tanto la    in-
ferencia de la secuencia ancestral correspondiente.

estos problemas se traducen en la obtención de proteínas
truncadas o directamente mal plegadas y podrían ser la causa de
la falta de actividad de las proteínas obtenidas a partir de Anc 75,
Anc 90 y Anc 92. en este trabajo se ha obtenido una secuencia an-
cestral funcional para poder comparar su actividad con la de sus
homólogos actuales bajo las mismas condiciones experimentales.
Los resultados obtenidos están en concordancia con los resultados
previamente publicados que demuestran la relevancia de la recon-
strucción de proteínas ancestrales para caracterizar y entender el
comportamiento de sus homólogos actuales (21, 49).

un objetivo adicional de este trabajo es establecer un
punto de partida para la realización de experimentos de evolución
dirigida de proteínas en paralelo tanto de las β-lactamasas ances-
trales como de las actuales. este tipo de estudios podrían propor-
cionar una gran información sobre la evolución natural de las
β-lactamasas que nos podría permitir anticipar y predecir el tipo
mutaciones de resistencia antes de su aparición.

una β-lactamasa filogenéticamente muy cercana a KLuG-1, se
obtuvieron diferentes mutantes seleccionando contra cAZ tras varias
rondas de selección. en dicho estudio, la variante que más resistencia
mostró frente a cAZ (mIc = 128 μg/mL, con respecto a mIc
1μg/mL mostrado por la proteína parental), presenta 5 sustitu-
ciones con respecto a ctX-m9: P167s, A109t, G146r, t227A, Q254P
(variante A6b1c1). La proteína derivada de Anc 26 presenta 3 de
estos cambios (T180, A198 y P221 correspondientes a los cambios
A109T, t227A, Q254P que aparecen en A6b1c1), además de con-
tener una sustitución conservativa (K117 en la posición correspon-
diente G146r que aparece en A6b1c1). el resto de las proteínas
actuales (bKc-1, KLuG-1, KPc-1 y sme-1) solamente presentan una
o dos de estas mutaciones. La presencia de estos cambios en la es-
tructura de Anc 26 podría ser responsable de la mayor resistencia
frente cAZ. este hecho refuerza el poder predictivo que pueden tener
las proteínas ancestrales a la hora de mostrar residuos que pudieran
ser determinantes de resistencia a un antibiótico.

en este estudio hemos obtenido distintas secuencias an-
cestrales que representaran diferentes nodos del árbol filogenético
perteneciente a la historia evolutiva de las β-lactamasas. sin em-
bargo, solamente una de ellas (Anc 26) ha resultado ser funcional.
una característica que presenta la β-lactamasa Anc 26 es un ex-
tremo n-terminal unos 10 aminoácidos más largo que el resto de
las proteínas ancestrales inferidas en este estudio.
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Tabla 5: valores de los Logaritmos obtenidos a partir de los datos de MLC mostrados en la Tabla 1

1Se índica en color rojo los valores que corresponden con MLCs que están por encima del límite de sensibilidad (resistentes), en negro los valores que se corresponden

con los MLCs que están en el límite de sensibilidad y en azul los valores que se corresponden con los MLCs que están por debajo del límite de sensibilidad (sensibles).

Se remarca en amarillo el valor más alto de resistencia para cada antibiótico.
2 El índice de actividad es el promedio de los valores de logaritmo obtenidos.
3 El índice generalista señala el número de antibióticos frente a los cuales la β-lactamasa correspondiente muestra resistencia
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Tabla A1: Primers utilizados en el clonaje

Tablas A2-A8: Concentraciones utilizadas de cada antibiótico en
cada uno de los pocillos de la placa M-96



1Concentraciones están medidas en µg/mL
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