ANALES
RANF

www.analesranf.com

RECONSTRUCCION ANCESTRAL DE UNA B-LACTAMASA Y COMPARATIVA CON

SUS HOMOLOGOS ACTUALES

ANCESTRAL RECONSTRUCTION OF A B-LACTAMASE AND COMPARISON WITH

ITS EXTANT PROTEINS

Gonzalo Fernandez Balaguer, Carmen del A'guila, Carolina Hurtado Marcos y Rubén Agudo Torres
Facultad de Farmacia; Universidad San Pablo CEU

corresponding author: gonzalofernandezbalaguer@gmail.com

ARTiCULO

RESUMEN

Las B-lactamasas son proteinas de origen bacteriano que se caracterizan por hidrolizar los antibidticos B-lactd-
micos, confiriendo resistencia microbiana ante estos. Son una familia heterogénea de proteinas muy relevantes
desde el punto de vista sanitario debido a la facilidad que presentan para adquirir resistencia a nuevos farmacos
por su alta capacidad de evolucion.

La evolucion in vitro de estas proteinas ha servido, no solo para desarrollar su caracterizacion y mejorar su co-
nocimiento, sino como una nueva linea de investigacion que permite identificar de manera predictiva residuos
implicados en la adquisicion de resistencia frente antibioticos.

Al mismo tiempo, el método de reconstruccion ancestral de proteinas se ha revelado como una herramienta no-
vedosa y util para comprender la evolucion de las 3- lactamasas y entender algunas de sus caracteristicas como
es su promiscuidad.

En este trabaio, se ha realizado un estudio de B-lactamasas ancestrales reconstruidas a partir de la filogenia de
B-lactamasas existentes de clase A. De las cuatro proteinas ancestrales estudiadas, se ha obtenido una que es
funcional y se ha comparado su actividad hidrolitica con la de cuatro de sus homdlogos actuales frente a ocho
farmacos B-lactdmicos. Se ha comprobado que esta proteina ancestral tiene una actividad frente a

antibidticos mds generalista que cualquier de las proteinas actuales estudiadas. Ademads, la proteina ancestral
activa mostrd mds resistencia frente a uno de los farmacos utilizados que el resto de B-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 evolucion dirigida de proteinas
para la obtencion de proteinas de interés biotecnoldgico.

ABSTRACT

The B-lactamases are proteins of bacterial origin that are characterized by hydrolyzing antibiotics B-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 fo 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 fool to
understand the evolution of B-lactamases and understand some of their characteristics such as their promiscuity.
In this work, a study of ancestral B-lactamases reconstructed from the phylogeny of existing class A B-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 B-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 B-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.

Palabras Clave:

Antibidticos betalactdmicos

Resistencia a antibioticos
Reconstruccion ancestral de proteinas
Beta-actamasas de espectro extendido

Keywords:

Betalacmics

Antbiofic resistance

Ancestral protein reconstruction
Extended spectrum
Betcrlactamases

Reconstruccion ancestral de una B-Iactamasa y comparativa

Gonzalo Fernandez Balaguer, Carmen Del /\guila, Carolina Hurtado Marcos Y Rubén Agudo Torres

con sus homdlogos actuales




1. INTRODUCCION

El conocimiento de Los (3-lactdmicos surge con el descu-
brimiento de la penicilina por Alexander Fleming en 1929, cudndo
varias placas que contenian colonias de Staphylococcus se encon-
traban confaminadas por un moho, actualmente caracterizado cémo
Penicillivm notatum (1). A pesar de los esfuerzos realizados por
Fleming para conseguir concienciar al mundo cientifico 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 clinica (2). Este su-
ceso marco un antes y un después en el desarrollo de la humanidad.
A partir de este momento, desde un punto de vista cientifico, nu-
merosos grupos se inferesan por los B-lactdmicos, intentando en-
tender su mecanismo de accion para poder realizar modificaciones
que mejoraran su actividad terapéutica. Por ofro lado, a nivel mé-
dico, se comienzan a utilizar este grupo de antibidticos como una
herramienta eficaz en la lucha contra las enfermedades microbia-
nas, destacando el papel sanitario que tuvieron durante la 2° Guerra
Mundial (3).

Actualmente estos compuestos son muy utilizados debido
a diferentes caracteristicas antibidticas cémo su heterogeneidad, su
amplio espectro y su gran poder bactericida. Tanto es asi que, segin
datos de la OMS, el 63,8% de todos los antibidticos que se consu-
mieron cada dia en Espaia durante 2015 fueron [B-lactdmicos (4).
Historicamente, este tipo de antibidticos se han dividido en cinco
subgrupos diferentes: penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos,
monobactdmicos e inhibidores de las B-lactamasas. Todos ellos se
caracterizan por tener una estructura quimica compuesta por una
amida ciclica muy reactiva, a la que se denomina anillo B-lactdmico,
que sufre diferentes modificaciones para dar lugar a los distintos
subgrupos mencionados anteriormente (5).

El mecanismo de accion de la mayoria de los antibidticos
B-lactdmicos consiste en la inhibicion de la formacion de la pared
celular bacteriana. En concreto, impiden la correcta formacion del
peptidoglucano, componente esencial del espacio periplasmdtico
que confiere rigidez a la célula a la vez que la protege del estrés
osmotico interior (6). Esta molécula se forma mediante el entrecru-
zamiento de largas cadenas de glicidos (N-acetilmurdmico, NAM,
y N-acetilglucosamina, NAG), también conocidas como cadenas de
mureina, entrelazadas mediante pentapéptidos, conformando una
estructura en forma de malla. Cabe destacar que los pentapéptidos
se encuentran unidos al glicido 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 1°
posicion, exceptuando algunas especies que en su lugar contienen
Glicina o Serina. En 2° posicion una Glutamina comin para fodas
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las bacterias. La 3° posicion que conforma el péptido es la mds va-
riada y dependiendo de la especie se pueden identificar un tipo u
otro de aminodcidos, en general, las gram negativas se caracterizan
por tener m-DAP (dcido meso-diaminopimelico), mientras que las
gram positivas suelen tener D-Lisina. Los aminodcidos en la 4ta y
5ta posicion generalmente son dos D-Alanina y suelen afiadirse de
forma conjunta en forma de dimero que se une al tripéptido (7).

El ltimo paso esencial en la formacion de un peptidoglu-
cano estable y funcional es el proceso denominado “cross-linking”,
donde las cadenas de glicidos se unen unas a otras dando lugar
una conformacion bioldgicamente funcional. En este paso, es nece-
sario que unas transpeptidasas y carboxypeptidasas, pertenecientes
al grupo de proteinas PBPs (penicillin-binding proteins), se encar-
guen de realizar la unién de dos cadenas de mureina (8). En el caso
de las bacterias gram-negativas, estas PBPs conectan dos cadenas
adyacentes realizando un enlace peptidico entre la pendltima 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 Gltimo aminodcido del primer pentapéptido (Figura
1). Asimismo, en gram-positivas, ocurre un proceso similar, en el
que, en vez de un enlace peptidico, se forma un puente peptidico
(formado por 5 glicinas) entre la pendltima D-Alanina de una ca-
denay el 3° aminodcido perteneciente al pentapéptido de la cadena
adyacente. En conclusion, se crea un peptidoglucano estable debido
a la union de dos cadenas de mureina a nivel de sus pentapéptidos
(9,10).

Segun la teoria mds aceptada que Tipper y Strominger
desarrollaron en 1965, los B-lactdmicos, en especial la peniciling,
forman una estructura tridimensional muy similar a la conformacion
que adoptan los aminodcidos terminales (D-Ala-D-Ala) del penta-
péptido, pudiendo ser esta la razon de la inhibicion de las PBPs
(11). Investigaciones mds recientes demuestra que la inhibicion de
distintas PBPs puede dar lugar a diferentes situaciones dentro de
la célula, como: la lisis celular por la activacion de unas proteinas
denominadas autolisinas que se encargan de destruir el peptido-
glucano mal formad; La inhibicion de la division celular, debido a
|a inestabilidad peripldsmica; la filamentacion de la célula (protu-
berancias que aparecen en la célula e impiden su correcto funcio-
namiento (12).

Ademds, dentro del amplio grupo de los B-lactdmicos,
existe un subgrupo denominado “inhibidores de las B-lactamasas”.
Este se compone de una serie de moléculas con estructura similar a
los B-lactdmicos, pero cuya funcion, en vez de ser antimicrobiana
es la de inhibir el funcionamiento de las enzimas bacterianas (me-
diante una unién no competitiva al sitio activo) que se encargan de
desactivar los antibioticos B-lactdmicos. Estas enzimas son las [3-
lactamasas (13).
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Figura 1: Formacién de la pared celular mediante la actuacion de una PBP (izquierda). Inhibicién de la formacién del peptidoglucano por la accién de distintos tipos de
B-lactdmicos que se unen al sitio activo de la enzima mimetizando los dos Gltimos aminodcidos (D-Ala-D-Ala) del pentapéptido. (derecha). Figura Modificada de Usman

Umar Zango, Munir Ibrahim et al. 2019.

Las B-lactamasas son enzimas capaces de inactivar los an-
tibioticos B-lactdmicos mediante dos tipos diferentes de accion hi-
drolitica. El primer gran grupo son las B-lactamasas con serina que
hidrolizan el anillo B-lactdmico y que contienen una secuencia de
aminodcidos muy variada entre ellas, pero un centro catalitico muy
conservado con una serina responsable de la catdlisis (14). El se-
gundo grupo se caracteriza por catalizar la reaccion de hidrolisis
mediante la utilizacion de iones de zinc que se encuentran en los
sitios activos de estas enzimas, y que por su mecanismo de accion
se denominan MBLs del inglés mefallo-beta-lactamases (15).

Estos dos grandes grupos, se dividen en 4 dases diferentes
de B-lactamasas (A, B, Cy D) segin la dasificacion de Ambler (16).
Esta clasificacion se basa en la homologia o similitud de las secuen-
cias de aminodcidos, donde las enzimas de los grupos A, Cy D son
B-lactamasas que presentan una serina catalitica, mientras que las
del grupo B utilizan iones metdlicos para realizar la catdlisis (17).
Sin embargo, la clasificacion de las B-lactamasas mds utilizada en
el diagnostico de infecciones es la de Bush-Jacoby-Medeiros (18).
El uso popular en medicina clinica de esta clasificacion se debe a los
criterios utilizados en la misma para identificar cada proteina: Pri-
mero, las B-lactamasas se agrupan dependiendo de que agente es
el que produce su inhibicion (dcido etilendiaminotetraacético, el
dcido clavuldnico, etc.) y, en segundo lugar, se agrupan de acuerdo
con su capacidad y eficacia a la hora de hidrolizar distintos com-
puestos B-lactdmicos (19).

La diversificacion de las B-lactamasas es un evento re-
ciente que surge como un mecanismo de defensa bacteriano ante
la alta presion terapéutica ejercida por el uso popular de los
B-lactdmicos sintéticos o semi-sintéticos en diversos sectores como
la medicina, la ganaderia, la cosmética o la agricultura. Sin
embargo, se han encontrado genes de resistencia en sedimentos de
permafrost con mds de 30,000 afios (20) y se estima el origen de

las B-lactamasas en mds de 2000 millones de aiios (21).

En 2018 se habian descrito mds de 2.770 B-lactamasas.
Alo largo de los dltimos 20 afios, desde el afio 2000 hasta 2018, el
nomero de nuevas B-lactamasas identificadas ha aumentado un
500% con respecto a las que se habian caracterizado en el periodo
anterior desde el descubrimiento de la penicilina en 1929 (22). En
todos estos estudios se destaca que las B-lactamasas son el principal
mecanismo de resistencia que presentan las bacterias frente a los
antibidticos 3-lactdmicos.

En relacion con este tema, cabe resaltar que, en Europa,
el coste total debido al aumento de la resistencia a los antibidticos,
en términos de hospitalizacion y pérdida de produccion laboral, se
estima en 1,500 millones de euros cada afio (23). Ademds, la OMS
publico en 2019 un informe realizado por la Interagency coordina-
tion group en el que se estima que para 2030, los costes debido a
|a resistencia microbiana podrian llevar a 24 millones de personas
a la pobreza extrema en el mundo. Por ofro lado, la resistencia a
antibidticos no produce solamente un problema econémico, 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 antibidticos provocard 10 millones de muertes
cada afio (24). Por ende, se hace incuestionable la necesidad de es-
tudiar estas proteinas para poder luchar contra ellas y asi disminuir
este coste sanitario y econémico. Mds adn, cuando se conoce que la
aparicion de resistencia a un nuevo antibidtico ocurre a los 3 afios
de su aprobacion por los organismos reguladores (25). Siendo esta
una de las principales razones por las que la industria farmacéutica
solamente consiguio sacar al mercado 12 nuevos antibidticos en el
periodo comprendido entre 1999 y 2014 (26).

Una de las posibles soluciones planteadas ante esta
situacion de emergencia ha sido la reestructuracion y limitacion del
uso de estos fdrmacos para intentar frenar el aumento de

Reconstruccion ancestral de una B-Iactamasa y comparativa

con sus homdlogos actuales 15

Gonzalo Fernandez Balaguer, Carmen Del /\guila, Carolina Hurtado Marcos Y Rubén Agudo Torres



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

En este sentido, el grupo del profesor Barry G. Hall ha
descrito un modelo de evolucion dirigida de profeinas que mimetiza
la evolucion natural en el laboratorio utilizando como objeto de es-
tudio el gen TEM-1 que codifica para una B-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 mds efectivos es mimetizar
la evolucion natural mediante una evolucion in vitro de proteinas
ancestrales reconstruidas.

La reconstruccion ancestral de proteinas (Ancestral Se-
quence Reconstruction, o ASR), es una técnica basada en la obten-
cion de proteinas del pasado utilizando una combinacion de
herramientas filogenéticas y de biologia molecular. Su uso principal
es poder estudiar en el laboratorio la evolucion natural de una fo-
milia de proteinas y deducir su futuro linaje a través del andlisis y
deteccion de los cambios estructurales que ha tenido que sufrir un
gen para dar lugar a sus homélogos actuales (30). El estudio y ca-
racterizacion de estas proteinas ha permitido, por ejemplo, com-
prender caracteristicas como la relacion existente entre la secuencia
de aminodcidos de una proteina y su posible funcidn, asi como des-
ifrar posibles caracteristicas proteicas (estabilidad a altas tempe-
raturas, promiscuidad, etc.) inferidas por el estrés medioambiental
de hace millones de aios (31).

El proceso de obtencion de una proteina ancestral consta
de una serie de pasos:

a) Hacer un alineamiento de mltiples B-lactamasas actuales ho-
mologas 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 algin método
de inferencia estadistico como la mdxima parsimonia, la mdxima
verosimilitud o la inferencia bayesiana (MP, ML e IB, respectiva-
mente); ¢) generar la secuencia mds probable para cada nodo del
drbol filogenético; d) Producir y expresar la proteina 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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los que poder realizar todo el proceso de reconstruccion ancestral
de proteinas de manera eficaz (32).

Esta técnica cientifica ya se ha utilizado para el estudio y
la mejora de proteinas actuales. Se pueden encontrar diversos ejem-
plos como puede ser la utilizacion de la reconstruccion ancestral de
la proteina ancestral de factor VIII de coagulacion, para producir
una proteina con mds estabilidad, menos inmunogénica y con una
mejora de la actividad funcional (33); o la obtencion, mediante ASR
de mutantes de la enzima RUBISCO mucho mds eficientes a la hora
de fijar el CO, (34).

Con el fin de profundizar en el conocimiento de la accion
y el origen de actividad hidrolitica de las B-lactamasas de clase A
(atendiendo a la nomenclatura de Ambler) en este trabajo hemos
caracterizado el perfil de resistencia de 4 B-lactamasas de especiro
extendido y de un ancestro comdn reconstruido por ASR frente a 8
antibicticos B-lactdmicos de uso clinico.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Reactivos
A partir de bacterias E. coli JM109 (end A1 gln V44 thi-1 rel A1 gyr
A96 rec AlmerB*A(/ac- pro AB)e14- [F'tra D36 pro AB* lacl® lac
ZAM15] hsd R17(rK'mK™*), cedidas por la Dra. Maria Isabel Marti-
nez Jiménez ((BMSO); y E. coli DH5E (F-80d/ac ZAM15 A(/ac
IYA-arg F) U169 end A1 rec A1 hsd R17(r m+) deo R thi-1 pho A

sup E44 \- 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-B-D-1- tiogalactopirandsido
(IPTG) se consiguieron a través de la empresa AppliChem. La solu-
cion stock de cada uno de los antibidticos se realizo utilizando 0.1M
de tampon NaPO, a pH 7.0 y se almacend a -80°C en estas concen-
traciones: AMP CTXy CXM a 128 g/L; TETa 15 g/L; FEP e IMP a 8
g/L; ATM, CAZy CRO a 4 g/L. Las enzimas de restriccion Sacly 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. EI SYBR® Green Il fluorescent dye, el medio de cultivo en
polvo Miiler-Hinton y los oligonucledtidos utilizados se compraron
a la casa comercial -Aldrich. Los kits de purificacion de ADN (Nu-
deoSpin ™ Geland PCR Clean-up Kit) y de aislamiento de pldsmido
se consiguieron a través de la empresa Macherey-Nagel.
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2.2 Obtencion y seleccion de secuencias de B-lactamasas
ancestrales
2.2.1 Seleccion de secuencias de B-lactamasas actuales

Para este trabajo, se decidid estudiar la actividad hidroli-
tica de 4 enzimas actuales [caracterizadas por ser B-lactamasas de
especiro extendido (ESBLs del inglés extended expectrum B-lacta-
mases) y carbapenemasas]. En concreto se escogieron cuatro B- lac-
tamasas, que de acuerdo con la clasificacion de Ambler son: Una
B-lactamasa de clase A capaz de hidrolizar el antibiotico B-lacta-
mdmico carbapenem, denominada “ SME-1" proveniente de Serratia
marcescens S6 (37); Una ESBL de clase A denominada “KLUG-1" 6
“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 dase A capaz de hidrolizar car-
bapenem denominada “KPC-1" proveniente de una cepa resistente,
Klebsiella pneumoniae 1534 (40).

2.2.2 Obtencion de secuencias ancestrales

Para la seleccion de las secuencias ancestrales que han
sido sintetizadas en el proyecto se contd con la colaboracion del Dr.
Barry G. Hall (Bellingham Research Institute), experto a nivel mun-
dial en el estudio de la evolucion experimental de B-lactamasas.
Estas secuencias se obtuvieron a partir de 2 alineamientos: Uno
construido a partir de las secuencias peptidicas de 48 3-lactamasas
actuales utilizadas previamente en el trabajo realizado por Risso et
al.en 2014 en combinacion con las secuencias de las 4 enzimas nom-
bradas en el apartado anterior, y otro alineamiento construido a
partir de 16 secuencias de B-lactamasas de clase A e incluyendo las
4 proteinas actuales escogidas para el estudio, que pueden tener
capacidad de hidrolizar carbapenémicos. Cabe destacar, que este
segundo alineamiento se realizé para obtener un modelo mds con-
creto de la filogenia de las B-lactamasas de clase Ay su evolucion
hacia la resistencia hacia antibidticos carbapenémicos. La herra-
mienta informdtica utilizada para alinear las secuencias fue el pro-
grama gratuito Guidance 2.

A partir de este alineamiento, se estimd la filogenia de estas
secuencias mediante el método de mdxima verosimilitud ML utilizando
el programa informatico gratuito MEGA. Finalmente, la obtencion de
las secuencias de ADN y proteinas mds probables correspondientes a
cada uno de los nodos del drbol filogenético se obtuvieron mediante
la herramienta informdtica disefiada por el Dr. Barry G. Hall deno-
minada ExtAnceSeqProt.

Tras obtener las secuencias ancestrales, el Dr. Barry G. Hall
selecciond aquellas situadas en los nodos que correspondian a los an-
cestros mds 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-
baderia, Alphaproteobacteria, Proteobaderia (gram negativas): nodos

§

®

75,92y 90, respectivamente. En el caso de la filogenia obtenida uti-
lizando el conjunto de 16 B-lactamasasde clase A, se selecciond el
nodo perteneciente al MRCA mds antiguo: nodo 26. (Anexo ML-phylo).
Finalmente, se selecciond un MRCA de B-lactamasas pertenecientes
a bacterias gram negativas denominado GNCA (del inglés Gram ne-
gative Common Ancestor) que habia sido caracterizado anteriormente
(21) para ser utilizado como control.
2.2.3 Sintesis 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), asi
como la secuencia ancestral GNCA y la secuencia del gen actual BKC-
1 se obtuvieron mediante sintesis quimica (Eurofins Genomics) los
genes actuales KLUG-1 (imi A), KPC-1 y SME-1 se obtuvieron me-
diante amplificacion 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-
orgianay Serratia marcescens S6, cedidas por el Dr. Patrice Nordmann,
y Klebsiella pneumoniae, cedida por la Dra. Ana Cristina Galesa.

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

Todos los genes codificantes de 3-lactamasas utilizados en
este trabaijo se clonaron dentro del vector pACSE3 (Figura 2).

Tanto los genes obtenidos por sintesis quimica, como el ADN
purificado de las bacterias Kluyvera georgiana, Klebsiella pneumoniae
y Serratia marcescens S6 se amplificaron por PCR utilizando parejas
de iniciadores especificos (Tabla A1). durante esta amplificacion, se
introdujeron por mutagénesis dirigida las dianas de las enzimas de
restriccion Sacly 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 restriccion Sacly Bsp HI durante 1 h a 37 °C para obtener
el ADN utilizado como inserto. Todo el producto de digestion se cargd
en un gel de agarosa (1% p/v), y tras eleciroforesis se aisld del gel
mediante el kit. Por otro lado, el vector pACSE3 purificado mediante
el kit NucleoSpin™ Plasmid Miniprep, se digirié utilizando las mismas
enzimas de restriccion en presencia de CIP para eliminar los fosfatos
de los extremos 5'de las cadenas de ADN.

Una vez realizada la digestion tanto el vector como los como
insertos se purificaron y se ligaron (utilizando una relacion molar
entre el vector y el inserfo de 1:7) con ligasa T4 durante 1h a 25 °C.
Tras la ligacion, se procedio a la purificacion utilizando el kit corres-
pondiente.

Finalmente, 2 L del producto purificado de la ligacion se
transformaron en 50jL de bacterias £. Coli DH5E electrocompetentes
utilizando un electroporador Gene Pulser® Il Electroporation System
siguiendo las indicaciones del fabricante. Este proceso se realizo con
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cada una de las construcciones de inferés, obteniendo asi 9 transfor-
mantes diferentes que contenian en su inferior el pldsmido con el gen
de interés. Estas bacterias se multiplicaron y una alicuota de cada una
de ellas se conservaron a -80 °C en presencia glicerol al 20% para su
posterior uso. Asimismo, se comprobd mediante secuenciacion la co-
rrecta estructura de cada una de las construcciones.

2.4 Puesta a punto del método para medir la funciona-
lidad de las B-lactamasas seleccionadas
Para medir la actividad de las B-lactamasas estudiadas
en este frabajo, se decidio utilizar el método de la minima concen-
tracion inhibitoria (MICs del inglés Minimal inhibitory concentra-
tions), utilizado histéricamente para la deteccion de resistencia de
una bacteria ante un antibidtico (41). Se utilizd una placa de 96 po-
cillos (M-96, 8 filas por 12 columnas) como soporte para medir la
resistencia de cada uno de las B-lactamasa los 8 antibicticos utili-
zados en este estudio: ampicilina,aztreonam, cefotaxima, ceftazi-
dima, ceftriaxona, cefepima, cefuroxima e imipenem. Se afiadieron,
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-
tracion de antibidtico en cada uno de los pocillos fue la mitad de la
del pocillo anterior. De este modo, el segundo pocillo de cada fila
contendrd la minima concentracion de antibidtico y el Gltimo la ma-
xima concentracion de antibidtico. El primer pocillo de cada fila se
mantuvo libre de antibidtico y se utilizd como control negativo del
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efecto inhibitorio de estos compuestos. Las concentraciones de anti-
bidtico utilizadas en cada placa se indican en la seccion correspon-
diente de Resultados. Después de incubar la placa durante 20 horas
a 30 °C, se midieron la densidad 6ptica (0.D.) de cada uno de los
pocillos utilizando un espedrofotometro 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 andlisis de las
secuencias ancestrales
El objetivo de este trabajo es medir y comparar la activi-
dad enzimdtica de varias 3-lactamasas frente a un grupo de anti-
bidticos. Asimismo, se decidié medir la concentracion minima de
antibidtico que era capaz de inhibir el crecimiento de cultivos de E.
coli que expresaban los genes recombinantes de 3-lactamasas. De
modo que en una Unica placa M-96 se analiza el efecto B-lactdmico
de una GOnica enzima frente a 8 antibidticos diferentes. Para ello, se
crece un cultivo de bacterias transformadas con pldsmidos que por-
taban el gen de interés en 10 mL medio Miller-Hinton (M-H) du-
rante toda la noche a 37 °C en presencia de 0.1 mM IPTG y 10
Mg/mL de TET. Esta incubacion se realiza en tubos de 15 mL y ce-
rrados para limitar la aireacion del cultivo. Al dia siguiente, se diluye
el cultivo para que contenga una concentracion de 5x10° unidades
formadoras de colonia (CFU) por mL. Se afiaden 200 L de esta
disolucion en cada uno de los pocillos de una placa M-96 y 500 L en
8 tubos eppendorf. En cada tubo eppendorf se diluye cada uno de

Hindlll 5

P15A origin R ol wn,

Open reading frame
B Origin of replication
B Regulatory sequence

Selectable marker
W Unique restriction site

BamHI 351

.__~ _/Bsle 1533
Bglll 1694

S
- ﬂpn! 1758
\\\:‘Apal 1766

N S——Stul 1805

<) }Ndel 1816
.8 Notl 1822
Pstl 1833

Xhol 1882
Sacl 1883

Bell 2350
Apal 2547 lacl reg

Figura 2: Plasmido pACSE3 utilizado para el clonaje de los genes utilizados en este estudio. Se muestra muestra el sitio de policlonaje con las dianas de restriccion
utilizadas (Bsp Hl'y Sacl), el gen de resistencia Tet (en naranja) y la region lac (en verde).
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Tabla 1: Resumen de las concentraciones utilizadas en el trabajo junto con los criterios de sensibilidad y resistencia establecidos.
Filal A"ttiil?(i)ééiéo Mdxima Minima Limite de
B-lactdmico) Abreviacion concentracion’ concentracion® sensibilidad*
A (i ANP 8192 19534105 <8 >3
B (mfﬂieuoc?gn'?ico) ATM 1024 780x10° <1>4
C Ceftazidima A7 2048 6 1410° .y
(cefalosporina) 1 <
D e ) (RO 512 12,2105 <12
E (i (T 512 1224105 <152
F (cgftatlfll:)rs(:)xglr?:u) CXM 8192 6.1x10° <8 >8
G (cefc(fltfs%imnu) FEP 64 24,4x10° <1 >4
H (e IMP 512 12,2105 <78

1Se indica la fila que corresponde a cada fila de la placa M-96.

2v3Indica la concentracion mdxima (2) y minima (3) en pig/mL de inhibidor utilizada en cada caso
4Se indican (en g/mL) las concentraciones de antibiético por debajo de la cual (izquierda) o por encima de la cual (derecha) se considera que una poblacion de E. coli

es sensible o resistente, respectivamente, a un antibiético.

los antibiticos utilizados en el estudio. La concentracion de cada
antibidtico en el tubo es igual al doble de la concentracion maxima
utilizada en el ensayo (Tablas A2-A8). En el pocillo duodécimo de
cada fila de la placa M-96 se aiiaden 200 L del tubo eppendorf
que contiene el antibidtico correspondiente (Tabla 1). A partir del
0ltimo poillo de cada fila de la M96 se realizaron diluciones seria-
das afiadiendo a cada pocillo 200 L 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 antibiotico. Se incuba la placa M-96 a 30 °C con airea-
cion 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 proteina recombinante, las con-
centraciones maxima y minima de cada uno de los antibidticos uti-
lizados para medir la actividad hidrolitica (Tabla 1). Ademas, se
establecieron las concentraciones de farmaco a partir de las cuales
se considera que E. colies sensible o resistente al efecto antibitico
(Tabla 1).

Para hallar las concentraciones maxima y minima utilizadas,
inicialmente se realizd un experimento en el que se usaron las mismas
concentraciones de antibidtico en cada una de las placas correspon-
diente a cada 3-lactamasa. A partir de estos datos, se pudieron ajustar
las concentraciones adecuadas de cada antibidtico para calcular de
manera fiable, a cada B-lactamasas, los valores de inhibicion de cre-
cimiento. Las concentraciones finales de cada farmaco utilizadas en
cada caso se indican en el Anexo (Tablas A2-A8).

3.2. Comprobacion del sistema biolégico escogido para
analizar las B-lactamasas ancestrales
Para comprobar la resistencia de un gen ancestral ya
caracterizado, se ha decidido medir los valores de M/Cs del gen
reconstruido GNCA frente a los 8 antibidticos utilizados en este
ensayo. Estos valores nos dan informacion 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 B-lactamasas ancestrales. Asimismo, se calculan
las MICs de bacterias E. Coli DH5E que carecen del pldsmido pACES3,
como control para verificar que las bacterias utilizadas no presentan
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Tabla 2: Concentraciones inhibitorias y letales de los distintos anti-
bidticos a E. coli, GNCA, Anc 26, Anc 75, Anc 90 y Anc 92

1 E. coli, Anc 75,

s Anc90y Anc92 GNCA Anc 26

Antibitico | MLC | MIC | MLC | MIC MLC MIC

AMP 1 05 32 16 32 8
ATM 0,0313 [ 00156 | 05 0,25 256 128
(AZ 0125 00625 | 05 0,125 32 16
(RO 0125 [ 00313 | 64 8 16 4
(X 0,0625 | 00313 | 64 8 4 2
XM 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 | 00625 | 0,0313

"los valores MIC y MLC se muestran en g/mL

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 profeina que presenta resis-
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tencia a los antibidticos AMP, CAZ, CRO y CTX, tal como se observo
anteriormente (Risso, Gavira et al. 2013). Ademds, las bacterias E.
colino transformadas son susceptibles a todos los compuestos utili-
zados en este trabajo, por lo tanto, la resistencia a los antibidticos
se debe especificamente a las B-lactamasas recombinantes expre-
sadas por el pldsmido pACSE3 (Tabla 2). Estos datos demuestran
que nuestro sistema es efectivo para poder determinar la actividad
hidrolitica de distintas 3-lactamasas.

3.3. Obtencion de MIC y MLC de cada gen

A partir de los datos obtenidos se obtiene los valores de
MICs de cada una de las B-lactamasas estudiadas frente a cada uno
de los antibidticos utilizados. Se determind también de manera se-
parada el valor de la minima concentracion letal de antibidtico (MLC
del inglés “ minimal lethal concentration”) ya que es un error fre-
cuente considerar los valores de MICy MLCequivalentes, cuando en
realidad el valor de M/Ccorresponde a la concentracion de antibio-
tico que inhibe el crecimiento bacteriano y que no tiene por qué
coincidir con el valor MLC Los valores MICy MLC de cada uno de
las B-lactamasas utilizadas, asi como el control de E. coli no trans-
formada y controles aparecen en las tablas 2 y 3.

Los resultados muestran que las cuatro B-lactamasas uti-
lizadas en este estudio presentan distintos grados de resistencia a
los antibicticos analizados, mientras que, de las B- lactamasas an-
cestrales observados en este estudio, solo el producto de expresion
de Anc26 muestra resistencia a todos los antibidticos utilizados excepto
frente a IMP. mientras que el resto no resultaron activas.

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

BKC-1 KLUG-T KPC-1 SME-1
Antibistico MLC M MLC MIC MLC MIC MLC MIC
AMP 512 64 8192 2048 128 16 3 8
ATM 2 0.0313 4 05 2 025 256 128
(AZ 1 0.25 0.25 0.125 0.25 0125 3 16
(RO 16 05 128 3 1 8 16 4
(X 4 0125 64 16 0125 8 4 2
XM 128 4 2048 512 16 256 4 2
FEP 05 0.0625 3 2 0.0625 0,25 2 1

IMP 05 0.25 0125 0.0313 1 0,0625 0,0625 0,0313

Los valores MIC y MLC se muestran en ig/mL
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3.4. Obtencion del mejor generalista y el mejor especia-
lista

Para tener una mejor comprension de los resultados, se
decidio analizar que enzima presenta resistencia a mayor nimero
de antibiéticos (mds generalista) y cual es el mds resistente a cada
uno de los B-lactdmicos (mds especialista). Para este andlisis se cal-
cla 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 facilmente la actividad de los dis-
tintos genes estudiados en este trabajo (Tabla 5).

En relacion a las B-lactamasas actuales, los resultados de-
muestran que KLUG-1 es la B-lactamasa mds generalista de las
examinadas en este trabajo, ademds, presenta los valores de resis-
tencia mds altos frente a 5 de los 8 antibidticos estudiados (AMP,
(RO, CTX, CXM y FEP), mientras que SME-1 es la que presenta los
valores mds altos de resistencia frente a ATM e IMP. siendo la Gnica
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 B-lactamasas
estudiadas y se comporta como un generalista intermedio.

4. DISCUSION

En este frabajo se han obtenido diferentes secuencias pro-
teicas de [B-lactamasas ancestrales para analizar su actividad y pos-
teriormente compararlas con secuencias actuales. Como se establecia
en la introduccion, 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 caracteriz las diferentes actividades

Tabla 4: Resumen de los valores de MLC obtenidos’

hidroliticas que presentan las B-lactamasas estudiadas y sirve para
validar la metodologia de reconstruccion de proteinas ancestrales.

La clasificacion de las enzimas estudiadas segin el indice
de actividad establecido en este trabajo es KLUG-1 > SME-1> Anc
26 > BKC-1 > KPC-1. Sin embargo, aunque KLUG-1 es la B-lac-
tamasas que presenta los valores mds altos de resistencia frente al
mayor nimero de antibidticos, es el producto génico ancestral Anc
26 el mds generalista al mostrar resistencia a mayor ndmero de an-
tibigticos (Tabla 5), siendo sensible Gnicamente a imipenem, un an-
tibidtico altamente resistente a la accion de las B-lactamasas (42).
Aunque es cierto que los antibioticos utilizados en este estudio son
sintéticos o semi-sintéticos, se considera que los genes ancestrales
codifican profeinas mds generalistas que pueden evolucionar
mediante seleccion convirtiéndose en genes especialistas (43, 44).

Esta idea se sustenta adn mds cuando existen ciertos
estudios que demuestran que las B-lactamasas evolucionaron
directamente de las PBPs (enzimas contra las que actban los
B-lactdmicos (45).

Se observa en los resultados que el producto génico de
Anc 26, es el mds resistente frente a ceftazidima (CAZ). Esta
cefalosporina se caracteriza por ser un antibidtico estratégico,
debido a que no se utiliza a gran escala en el dmbito hospitalario.
Es posible que este hecho haya impedido que las B-lactamasas
actuales analizadas en este estudio no hayan estado suficientemente
expuestas a este antibiotico para adquirir una resistencia mayor que
la de la secuencia ancestral. Por el contario, la resistencia mostrada
por Anc26 a este compuesto se deberia a su promiscuidad inherente.
En un estudio en el que se evoluciond in vitro la ESBL CTX-M9 (46),

Limite de

Antibioticos sensibilidad BKC-1 KLUG-1  KPC-1 SME-1 Anc26
AMP <8,>8 512 8192 128 4096 32
ATM <1,>4 2 4 2 1024 256
(AZ <1,>4 1 0,25 0,25 4 32
(RO =1,>2 16 128 1 4 16
ax =<1,>2 4 64 0,125 1 4
XM <§,>8 128 2048 16 64 4
FEP <1,>4 0.5 32 0,0625 0,125 2
IMP =2,>8 0.5 0,25 1 128 0,0625

" Los valores MLC se muestran en ig/mL. Se indica en color rojo los valores que estdn por encima del limite de sensibilidad (resistentes), en negro los valores que estdn
en el limite de sensibilidad y en azul los valores que estdn por debajo del limite de sensibilidad (sensibles).

Reconstruccion ancestral de una B-Iactamasa y comparativa
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Tabla 5: valores de los Logaritmos obtenidos a partir de los datos de MLC mostrados en la Tabla '

Antibiéticos BKC-1 KLUG-1
AMP 9 13
ATM 1 2
(AZ 0 -2
(RO 4 7
(X 2 6
(XM 7 11
FEP -1 5
IMP -1 2
indice de adividad? 2,6 5
indice generalista® 5 6

KPC-1 SME-1 Anc 26
7 12 5
1 10 8
-2 2 5
0 2 4
3 0 2
4 6 2
-4 -3 ]
0 I 4

04 45 29
3 6 7

1Se indica en color rojo los valores que corresponden con MLCs que estdn por encima del limite de sensibilidad (resistentes), en negro los valores que se corresponden
con los MLCs que estdn en el limite de sensibilidad y en azul los valores que se corresponden con los MLCs que estdn por debajo del limite de sensibilidad (sensibles).

Se remarca en amarillo el valor mds alio de resistencia para cada antibidtico.
2l indice de actividad es el promedio de los valores de logaritmo obtenidos.

3 El indice generalista sefiala el nimero de antibiéticos frente a los cuales la 3-lactamasa correspondiente muesira resistencia

una B-lactamasa filogenéticamente muy cercana a KLUG-1, se
obtuvieron diferentes mutantes seleccionando contra CAZ tras varias
rondas de seleccion. En dicho estudio, la variante que mds resistencia
mostr6 frente a CAZ (MIC = 128 pg/mL, con respecto a MIC
1g/mL mostrado por la proteina parental), presenta 5 sustitu-
ciones con respecto a CTX-M9: P167S, A109T, G146R, T227A, Q254P
(variante A6B1C1). La proteina derivada de Anc 26 presenta 3 de
estos cambios (T180, A198 y P221 correspondientes a los cambios
AT09T, T227A, Q254P que aparecen en A6B1C1), ademds de con-
tener una sustitucion conservativa (K117 en la posicion correspon-
diente G146R que aparece en A6B1C1). El resto de las proteinas
actuales (BKC-1, KLUG-1, KPC-1y SME-1) solamente presentan una
0 dos de estas mutaciones. La presencia de estos cambios en la es-
tructura de Anc 26 podria ser responsable de la mayor resistencia
frente CALZ. Este hecho refuerza el poder predictivo que pueden tener
las proteinas ancestrales a la hora de mostrar residuos que pudieran
ser deferminantes de resistencia a un antibitico.

En este estudio hemos obtenido distintas secuencias an-
cestrales que representaran diferentes nodos del drbol filogenético
perteneciente a la historia evolutiva de las B-lactamasas. Sin em-
bargo, solamente una de ellas (Anc 26) ha resultado ser funcional.
Una caracteristica que presenta la B-lactamasa Anc 26 es un ex-
tremo N-terminal unos 10 aminodcidos mds largo que el resto de
las proteinas ancestrales inferidas en este estudio.

Ancestral reconstruction of a [3 -lactamase and comparison with
its extant proteins

Las B-lactamasas se caracterizan por tener una region
muy variable en este extremoterminal (47), que es imprescindible
para que la enzima sea exportada al espacio peripldsmico donde
realizan su funcion (48), lo que dificulta el alineamientode ~ se-
cuencia, la obtencion de una filogenia fiable y por lo tanto la  in-
ferencia de la secuencia ancestral correspondiente.

Estos problemas se traducen en la obtencion de proteinas
truncadas o directamente mal plegadas y podrian ser la causa de
la falta de actividad de las proteinas 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
homdlogos actuales bajo las mismas condiciones experimentales.
Los resultados obtenidos estdn en concordancia con los resultados
previamente publicados que demuestran la relevancia de la recon-
struccion de proteinas ancestrales para caracterizar y entender el
comportamiento de sus homdlogos actuales (21, 49).

Un objetivo adicional de este trabajo es establecer un
punto de partida para la realizacion de experimentos de evolucion
dirigida de proteinas en paralelo tanto de las 3-lactamasas ances-
trales como de las actuales. Este tipo de estudios podrian propor-
cionar una gran informacion sobre la evolucion natural de las
B-lactamasas que nos podria permitir anticipar y predecir el tipo
mutaciones de resistencia antes de su aparicion.
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5. CONCLUSION

Los datos presentados demuestran que la proteina
obtenida a partir de la secuencia ancestral reconstruida Anc 26 es
activa y muestra resistencia a varios antibioticos. Esta secuencia
muestra niveles de resistencia frente a CAZ mayores que cualquiera
de las B-lactamasas actuales estudiadas. Los datos obtenidos con-
firman que las proteinas ancestrales son mds generalistas que las
profeinas actuales, esta estrategia podria servir como un punto de
partida prometedor para la obtencion de proteinas de interés biotec-
nologico, ya que la promiscuidad es una de las principales carac-
teristicas a la hora de producir nuevas proteinas mediante evolucion
in vitro de proteinas (50).
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ANEXO0

Anexo ML-phylo

(16) Bacteroides-gi29349915-CFB

19 (12) Escherichia-gi301017556-entero

(13) Yersinia-gi134044832-Entero

(14) Vibrio-gi156977582-gammaprot

(15) Aliivibrio-gi59711706-gammaprot

7 (2) Sme-1 carbapenem hydrolysing beta-lactamase Serratia marcescens
(3) imiA

(4) KPC-1 Klebsiella pneumoniae

(25)

(28)

(6) Burkholderia-gi221209528-betaprot
(7) Burkholderia-gi170737715-alphaprot
(8) Burkholderia-gi167839554-betaprot
———1(1) BKC-1 (plasmid) Klebsiella pneumoniae
(9) Nitrobacter-gi75674549-alphaprot
[w]E( 10) Rhizobium -gi209548458-alphaprot

(29) (11) Chelativorans-gi110634564-alphaprot

27)

Anexo ML-phylo

Bacillusgi29633064 Tfirm
Bacillusgi 11068302firm
Bacillusgi308173179firm
Bacillusgi228921220firm
Bacillusgi30262502fim
Bacillus gi228952751firm
BacillusgiZ29179484firm
Clostridiumgi153955520firm
Clostridiumgi226947940firm
Staphylococcusgi257794502firm
Staphylococcusgi27468526frm

'—Nomuomasgizevssmnm

plomycesgi345003830actino
Streptomycesgi 326655095actino
Streptomycesgi345012931actino
My gi15609205actino

200958323acting

KPC1 Klebsiella pneumoniae
:Smul ydrolysing Serrati
KLUG1AANT3274.1 P KLUG1 Kluy
B iagi 16783955
iagi 170737715
B iagi1342941

QRO pep

Rhizobiumgi116251120alphaprot

wdesgi FB
Bacteroidesgi20349915CFB
Bacteroidesgi53712542CFB
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Tabla A1: Primers utilizados en el clonaje

Nombre del
primer
Sme-1_Fw
Sme-1_rv
ancestral75_Fw
ancestral75_rv
ancestral90_Fw
ancestral90_rv
ancestral92_Fw
ancestral92 rv
KPC-1_Fw
KPC-1_rv
BKC-1_Fw
BKC-1_1v
KLUG-1_Fw
KLUG-1_rv
ancestral26_Fw
ancestral26_rv
GNCA_Fw
GNCA_1v

Secuencia de primers Genes
amplificados
Caatttcacacaggaaacagatcatgagtaacaaagtaaattttaaaac! SME-1
gtcaacgtaaaactagtacttctcgagetcttaatcaattgectgaattge
caatttcacacaggaaacagatcatgagtatccagceactttegtgtgge ANC 75
gtcaacgtaaaactagtacttctcgagetcttattaaaacgctgegge
caatttcacacaggaaacagatcatgagtatccagcattttcgegtage ANC 90
gtcaacgtaaaactagtacttctcgagetcttattaaaacgcagecgegac
caafttcacacaggaaacagatcatgagtattcagcactttcgcgtage ANC 92
gtcaacgtaaaactagtacttctcgagetcttattaaaacgeggetaccace
caatttcacacaggaaacagatcatgagtctgtaccgtegtetggtec KPC-1
gtcaacgtaaaactagtacttctcgagetcttattattggecattgactcecag
caatttcacacaggaaacagatcatgacgatcacattttcgegeeg BKC-1
gicaacgtaaaactagtacttctcgagetcttattatcaggecteggegge
caatttcacacaggaaacagatcatgatgagacatcgegttaage KLUG-1
gtcaacgtaaaactagtacttctcgagetcttactaattaccgtcagtgacgattttc
caatttcacacaggaaacagatcatgagtattcagcactttcgcgtage ANC 26
acgtaaaactagtacttctcgagctcttattacatctccatgacgatgeg
caatttcacacaggaaacagatcatgagtattcagcactttcgtgtggc GNCA

cgtaaaactagtacttctcgagcetcttattagaacgettcgaccaccaag

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

Concentraciones! de antibidtico para el gen SME-1

AMP 0
ATM
CAZ
CRO
CTX
CXM
FEP

IMP

(==} )] el < N ol [ =) )

8

2
0,0313
0,0313
0,0156
0,25
0,0020
0,5

16

4
0,0625
0,0625
0,0313
0,5
0,0039
1

32 64 128 256 512 1024 2048 4096 8192
8 16 32 64 128 256 | 512 1024 2048
0,125 | 0,25 0,5 1 2 4 8 16 3
0,125 | 0,25 0.5 1 2 4 8 16 3
0,0625 0,125 | 0,25 0.5 1 2 4 8 16

1 2 4 8 16 32 64 128 | 256
0,0078 | 0,0156 | 0,0313 | 0,0625 | 0,125 | 0,25 | 0,5 1 2

2 4 8 16 32 64 128 | 256 | 512

Concentraciones! de antibiotico para el gen KLUG-1

AMP | 0
ATM 0
CAZ
CRO
CTX
CXM
FEP
IMP

o|C|o|C|o|e

8
0,0156
0,0020
0.5
0.25

8
0.0625
0,0078

16
0,0313
0,0039
1

0.5

16
0,125
0,0156

32 64 128 256 512 1024 | 2048 | 4096 | 8192
0,0625 | 0,125 | 0,25 0,5 | 2 4 8 16
0,0078 | 0,0156  0,0312 0,0625 | 0,125 1 0,25 | 0.5 1 2

2 + 8 16 32 64 128 | 256 | 512
1 2 4 8 16 32 64 128 | 256
32 64 128 256 512 1024 ' 2048 4096 | 8192
0,25 0,5 1 2 -4 8 16 32 64

0,0313 | 0,0625 | 0,125 | 0,25 0,5 1 2 4 8
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AMP 0 |05 | 2 4 8 16 32 64 128 | 256 | 512
ATM 0 | 0,0078  0,0156 | 0,0313 | 0,0625 | 0,1250 0,2500 | 0,5 1 2 -4 8
CAZ 0 | 0,0010 0,0020 | 0,0039 0,0078 | 0,0156 0,0313 0,0625 0,125 025 05 1
CRO 0 | 0,0039 | 0,0078 | 0,0156 | 0,0313  0,0625 0,125 0,25 0.5 | 2 4
CTX [0 0,0010 0,0020 | 0.0039 | 0,0078 | 0,0156  0,0313 | 0,0625 0,125 0,25 1 05 1
CXM |0 |0,0625 (0,125 0,25 0.5 1 2 4 8 16 32 64
FEP | 0 | 0,0020 | 0,0039 | 0,0078 | 0,0156  0,0313  0,0625 0,125 025 |05 |1 2
IMP | 0 | 0,0078 | 0,0156 | 0,0313 | 0,0625 | 0,125 | 0,25 0.5 1 2 4 8
Concentraciones' de antibidtico para el gen BKC-1
AMP 0 2 4 8 16 32 64 128 256 | 512 1024 | 2048
ATM | 0 | 0,0078 10,0156 | 0,0313 | 0,0625 0,125 0,25 0.5 1 4 8
CAZ 0 |0,0039  0,0078 | 0,0156 | 0,0313 0,0625 0,125 025 |05 |1 2 4
CRO |0 | 0.0625  0.125 0,25 0.5 1 2 4 8 16 | 32 64
CTX 0 |0,0156 0,0313 00625 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16
CXM 0 |05 | 2 - 8 16 32 64 128 | 256 | 512
FEP |0 |0,0020 0,0039 | 0,0078  0,0156 0,0313 0,0625 0,125 025 05 1 2
IMP |0 |0,0078  0,0156 |0,0313 0,0625 0,125 | 0,25 0.5 1 2 - 8
Concentraciones' de antibiotico para el gen ANC 26
AMP 0 0,25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 | 128 256
ATM 0 | 0,25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 | 128 256
CAZ 0 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 |64 | 128
CRO 0 10,0625 0,125 0,25 0.5 1 2 4 8 16 |32 |64
CTX 0 |0,0156 @ 0,0313 0,0625 |0,125 |025 |05 1 2 4 8 16
CXM 0 | 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 |64 | 128
FEP 0 | 0,0078 @ 0,0156 0,0313 | 0,0625 | 0,125 0,25 | 0,5 1 2 - 8
IMP 0 00078 | 0,0156 0,0313 | 0,0625 0,125 10,25 |05 1 2 4 8
Concentraciones' de antibiético para los genes Anc 70, anc 90, 92 y para E. coli
AMP 0  0,0020 | 0,0039  0,0078 | 0,0156 0,0313 0,0625 0,125 0,25 0,5 1 2
ATM 00,0001 | 0,0002 0,0005  0,0010 0,0020 0,0039 0,0078 0,0156 0,0313 0,0625 0,125
CAZ 0 0,0002 0,0005 0,0010 0,0020 0,0039  0,0078 0,0156  0,0313  0,0625 0,125 | 0,25
CRO 00,0002 | 0,0005 | 0,0010 0,0020 0,0039 0,0078 0,0156 0,0313 | 0,0625 0,125 | 0,25
CTX 0  0,0002 | 0,0005 | 0,0010  0,0020 0,0039  0,0078 0,0156 0,0313 | 0,0625 0,125 | 0,25
CXM 0 0,0020  0,0039  0,0078 0,0156 0,0313  0,0625 0,125 | 0,25 0,5 | 2
FEP 0 0,0078 | 0,0156 0,0313 0,0625 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8
IMP 00,0001  0,0002 0,0005 0,0010 0,0020 0,0039 0,0078  0,0156 0,0313 0,0625 0,125
Concentraciones' de antibidtico para el gen GNCA
AMP |0 |2 4 8 16 32 64 128 256 512 | 1024 | 2048
ATM |0 | 0,0156 | 0,0313 | 0,0625 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16
CAZ 0 | 0,0020 0,0039 @ 0,0078 00156 0,0313 0,0625 0,125 025 05 1 2
CRO 0 05 1 2 4 8 16 32 64 128 | 256 | 512
Crx | |1 2 4 8 16 32 64 128 | 256 | 512 | 1024
CXM 0 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 4096 8192
FEP 0 | 0,0156 | 0,03125 | 0,0625 | 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16
IMP |0 | 0,0010 | 0,0020 @ 0,0039 0,0078 0,0156 0,0313 00625 0,125 0,25 0,5 1
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