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Introducción 

Evolución molecular y residuos conservados en prote~nas 

. . . 

Existen evidencias para suponer que las nuevas protéínas han surgido a partir de 

eventos como. la. duplicación .. g~nita Y. el i~te?c~~bi~· el~ do'~ir1i'as. Co~ el paso . 

del tiempo, las ·prof~ínas que· ap~f~c~~ c!~~~~t?~ ~~~~to~\iíi~rgE!~ ~.:~i~~i de 

en una misma coriforma~ión gerierá.l: <· · · ·.·. ·· 
·' •·. ,;·:t2: '" . - ·.~.~.(' .,- ·-·,' ~ ··.-~::. · . 

. ,.· .. · - --

Frecuentemente;1~~ p~ot~í~as .. hoII161{Jgas des.crÚas.·c~i(ser~~F'Ia'füis?'ª·fundón, 

::::.::º::t~¡t:f ~;~[~i~1d~;~:,~~:i;~7¿~~1~fi~f~~~V1~··· 
enzima lactoruzan te. a~1 ~ ~úco~~to~<N e'icth~it;; et a1/199,o). ~~ta~· eiíiiril'a's. :Són•· •·· 

;:;: ;o:,:alJS~Jlif!;d1;::~r~~;~i!t~t~¡~~rt~~1ª11!f Jmf 1~ Y ro 
comparten una•gran.si~ilit~d.áni~el'de·e~ti~ct4ras~ctiricd;i~0wf~;~l¡la;Este.es 

::~:::: ::.::~~:::l~~~~:~fr;,;:,ti1:tr~~:i:~~~~~fil:!~~::ta• (• 
parecido para s~poner que prC>vienen de··~~ ~~c~~~d2ó~ún: ·; 

. - - --, ,, ' ' ' 
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Dada la naturaleza del codigo genético, las sustituciones más frecuentes en pro­

teínas son de tipo conservativo (químicamente equivalentE?s), aquellas en las que 

se mantienen cac:Ieri~s la.tera!.es de.la Inisrna carg~. o •vol:111'en: argi!1i.n~,por lisi­

na, ácido ~spárH~o .. p?r ád~~ g!l1táil1ic(), f~nil~Ía~il1ªPº'.tir?~in~;etc.b1 mayoría 

'.::;;~~i~i;.~iJ~~~~~~~l~~~~~~~~~~lli~~;~~:-
mo a SU· mediQ ..• Tarnbien·es·impórtante rn~zlcionar~ue'1a neutralidá~.de cada 

c1ones de empacam1~~toquesoncnhcaspar.ala'estab1hd~d·~?nforma~1onal de la 

:~~::,:~~;~~~~tl~~:~~~it~~1i:Jf t~~~JI:t;:=.: 
A ru ve1 evol~ti~O'. [a~:~~~ ~~e~d::1;~_.1-i;fü ~e ;:¡~¡ciÓn en protein., 

varian a una tasa de 9;0 ~~.O f.esiduos por cáda 109 'afios; Fig~ 1), no'parecen tener 
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Millone~ de ñiiós. desde ladiverge1Í~iade l~s es~~edes 

Fig. 1. Compnrnción de léls tns~s deca'mJ:¡io lle élJTtinoiicidos ei1COnt1:éidas_er1 lél:J:iemoglobinn 
y el citocromo c con !él tnsél ericontrndél en los fibri11cipéptidos. Léis dospi:ilfl~rils hnn · 
cambindo mucho n1ás J~ntmiente d urant~);í evo}ución qt1e los'fiJ:¡rfü<Jpé~1.tidos:Al_.··· 
determinélr !ns tñSélS de.éélmbicí'por i11"\o és impotm1te.notnr que pps ()rgni1ismos'.que · 
divigieron de un ñncest!o común hélce 100 millon_esde a11ps, están s_é¡.1nr{ldos. JJÓr 2.00. 
millones de élños en té1'minós evolutiyos (tomiidode Alberts; el .ni: 1989)r ... 
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función particular luego de ser cortados del fibrinógeno para producir fibrina en 

los coágulos sanguíneos. En e~a parte de la proteína; cualquier residuo pue,de 

sustituir a otro; rasi todas las ~utaciones en esa región son ne~tral.es orirtual­

mente neutr~le~: Po; otro Iado,-re;gion~s s,111 f~n~ión:apá~erit~ ~n l<i"~ibó'nucleas.a 
muestran •. tasas de cáII\bio slmi.lares·a •. ·ladefo~ fibrinopép~id,os.En.contrasfé, el 

~::~1~~¡~{,~K~~t~~!{~~~i~~~f ~~"~~~~~~~I~~ 
aceptar cámbios libreínénte. Lás hiÚon'~s mue~tran.•!a ~tasa 'de''cari,\bi<:i:masbaja · 

:.//;· .• :.)' .,-·;.'.);· \.,.~·:·· - :.-:,•!"(. ·.,~_·:: - ' ,_ ·-·-,!-·~. '.'"' .-;._, -,\·--· ~"/:~ -;.·. 

que se conóce: H2A/H2B;H3 y~4'.;ic;~·o:os;' 0.09, 0:014f o.0·1 o/r~s~edivaffie~te. 

::::º;,i'~i~~~l~*t:~i~~:m;o,;i0~~i,}~i 1\,:•~•j\~'~olé,f ;, '~ lo 

... -· .. _ >~;: ~1;" '<j'' : .. :,:~/.:(~'.;: :~:~,.. :~:>:· 
'/;'.:~·-·_; ':::'.~:~--\;\-' o:·;:·r 

'; ··: '. -. ~: 

'Y:>·' :·> . 

En un estudio similar,:Pal~kill fB~tsteini.(19gz)'mutageiiizan regiones contiguas 

de 3 a 6 codones en ~!~e~ ~d_~ i~ ~ft~~l.~c~lffi~~~~CR~~}~~ E}i~u. Con este esquema 

es posible sustituir,un'resi~Úb.'d~t~rmiilac:!·o·por~~~lqúiera ~e.los 19 aminoácidos 
' ·, •• ·._ • ., !. •. e,_., . ' • - .-. ·· . = - • • ~; .<· "' 7 ,·· •iL "' ' ' 

restantes. En total, 'analizane}"c9ntenlcl() infdfiTiáti\ro'cie 66 codones y encuen-

tran que la enzima es ~~trezii~fi~ri\~~t;\~1e,r~~te'~:~~~bi~s. Segun estos autores, 
- •,,, ._ - ·- . '•_,\' .. '··; ·. ', .. -. _,.- - ;·., -.:.-.-, > .. , . - - • -~'- • -

44% de las mutantes funciorum·ye120%¡d~ellass~éxpresan; se secretan y se 

pliegan correctamente a nivel¿s simÚár~s ~ los d~<í~'enzi~a silvestre. Sin 
; .. -:.·-. ·.. : .- .. ··' . ,, 

embargo, encuentran zonas de Ía proteína donde solounas Cuantas secuencias al 
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azar son funcionales. Al ubicar estas mutaciones en la estructura de la enzima, 

observan que las regio~es má~ sensibles a cambios son en la vecindad del sitio 

activo y aquella~ enterradas en agregaciones hidr()fóbicas en el interior de la 

proteína; 

Partiendo d~ áná.Íisl~ ~6ino 16~ ~rriba meiídonadÓs, es posible identificar regiones 
" ',; ; ,,, '- ·' - .,.._ . ,:,~... _ .. ; __ -. . --·,· : ,_ . . ' ' .. '•. ' - ' . ' '--. . '-- .·-

de. proteíná.;~el~do~~d~s cti~é~tainenteauna'iu~cióri, .prindpalm~rit~ en mocie-
:-·, ,.:,,' . ·,;: 

los en los que' no' se. ti~n~n 9a:tos dé tip~ . e~tructllra¡.. E.n ·.el caso·. ~e• proteínas .en las 

que· se .hª·.ªZ~~1~~.g.~1~tECT~i7ifj •• ~f.Ai.s~i.N.º~.N~~~, ~;',fi.S~li:~ª·~~~ºFer ·~d~thlle 
las interacciol}es 'que dete'.mihan•ciertas·funciones,(cata!isis; estabilidad/ plega- · 

miento, et~). f~'fri~J~{~i~ .. ~~~~t~;~:~.u.~~ci.~~:~i.'(7Sist.~·~~fü1~*'·.· .• 1~J.~~t•a~·~ •... · . . ..·. 
lactamasas· son uri' ~xc.e lerlte Ínodelo 'de ·es tudi() .tá~fo ·.·por• las ven tajas ~etodoló-

gicas que ·~;~5~~~;~. cbm~'b6{1~~c!.Í¡tinios)ip6~ct~'in,forrl1°a.cióH q~e··~· h~ .· -

generado de ellas. A continua~ión ~~:<cie~c~iben. ~lguria;·de esta~ ~~raÚt;?~fs~icas .. 
(ver también Herzberg y M~~lt, i991)~ ?' ..... · 

Beta-lactamasas: base de datos de ~~cue~cia yestrudura 
""' :.)-.' 

Las beta-lactamasas son enzimas que:ludrb!Ízan ~¡aniÚo beta-lactámico de 

penicilinas, cefalosporinas y)tios'.coaj~J~st~s r~l~cl~nad~s}El usb .intensivo de 

estos antibióticos ha propicia'dd}la~p~ridó~ c6n~~ant~id~c;epas;resi~tentes en 

aislados clínicos. Para e~fr~!lta,~,e~te·~~~bl:~hia,s~hapr6'ctu~F1.ouna gran 

variedad de beta-lactárrti~C>s ~~fui¡Iktéti~~s ~ ~artfr d~ i~ m¿difi~ación del núcleo 
básico de penicilinasf s~f~t§;F>§;iB.~s)j. •·· .. ·. . . .,. .. 

:::·-::· 

A partir de su homoio'gí~d~·~etGe!lda,se ~adasÍficadó a estas enzimas en cuatro 

clases distintas: A, B, .e ;··~· (A~bl~(l9SO,Jb~is.~t al~í i9ss). L~s clases. A1C y D 
·:::·'.,~. ::,:..~:-.: ,;:_:.·.· ~-;: --::-~At· ::;~~_.-?--:~;·;'F:.< -~ -~-~ .. !_»:: .+~·,-~-- -:/--1« :-'._::··:._/,: ::·-'.":~:· :_·:~~~>. ~>::/_ -··< ,."~." :. _"·_~<- ~-- ·:;:_ " 

están relacionadas evolutivamente '.y.contienen la¡firma Ser~x~x-Lys>en donde la 
. - .: j,::,_·:·;_i .. _·~~::·-- ·: _: '·:":; ·-<:_-~;,,; ¡ - --~.,-~.:~:·: ~; :;l;,~·:, ~<~-~<:· -"r:-~~~ ~i. ·:?-::·.~.-: :::~;- -. -~ _1¿;~,::·; '.~~::--· . ~"-- .::·· .... __ -;·;>·:·., ·:'-_>: .. > 

serina es uno de los principales residuosiinvolucrados'en la ÓÚálisis. (ver más 
: .:·,:··:~-!'. ·. :.~ t:. ;~.-:.:/'.:i··,;:>'::>:·;/\> ··:·,-.:'·":. : ~};:" ,· ~ ::.·: . . ;·· .. \/.·. <>·.-·:~Y.?~·:.·.~·.··'.:':'.· :< .'< .· .:~ 

adelante). Las de clase B te<Juieren deZn~~ para.ser activas y no son· homólogas a 

las tres clases restantes; Distl~:t~i,es~tUC!iÓs indica~ 'tj~e l~s sed~~beta-lactamasas se 
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derivan evolutivamente de enzimas sintetizadoras de pared celular {'penicilin­

binding-proteins' o PBP's). Aunque la similitud desecuencia ~s muy pobre entre 

ambos grupos> la disposidón. general de los elementos de ~str:uctura secundaria 

de ias clases~;,-C:'e_s muy.~imila(a.iosde1a'carli0~ipepticfasa~~6Fde ~d¿izzus 

~;:~::~::·~~.,f lWj~~,~~~~~B~~¡¡;t~~~;~~¡~~i~~~~~t" de 
penicilina". La ·.~las.!fic~(:ió~:.s~ b~_sa,:e~.1a,·•i~etjH~icacic)!l.'de··.?-i{céljas':Oe r,iisiduos 

homólogos. Mecailí;~-~~~•~f ~tf t~t-~D~~·:,f .~#~~····~?fa~;,~~1~-1-~.f .t~T~~·~<~it~~liz~ la 
reacción de apertura· del .anillo ,beta-lactáznko' qyeinvolucra la.forínación. de un 

~:::;::;;,:.~r.~~~~j;?J~~Jft1~t!1i!~~1f¡~~Tu~~~::~:~'., de 
conduce a su' inactivadó.ri .j:e;kli~~ el ~foctcra~timierobl~nb'é!e'estos sustratos 

'-· ';"'-.;".;, . .';<·~·, .-):·.;: ..... 

{Lee, 1971, Kozarich y Strom!n'g_:r, 1_978,).' · '.;' 

Lo cWe A" la m., num;;i.'~JÍUil~~dildi;s~~~"~ª'ª topalogia 

general de una de ellas (la ci~/-~11re.~s'iRCl;Fig,:4):'.Se•háI1id;intificado más de 25 

genes de esta clase, tanto en ~~~fer!.€~~~~~~cI1.é..~~-ti~~s;~p~~'ih gram positivas. 

Pueden estar unidas a membfa~a;~~l~~les_;,e11'·peripl~~'ma 'o en forma extra-

:::::::E·:::::~~~~~~f@~i~~~}~~::~~2~:::: 
esta ubicación no confiere r~~ist~~~Í~:~¿~tr~-~s·t~s·~¡j;{rato~. Se han resuelto tres 

' • • > _,. ',· • - • '" • ,- ••••• 

estructuras cristalográfwa~,d~ estacl~sé'l~s\be;ta-latt~~asas de Staphylococcus 

aureus PC1 {HerzbergjcJ~.l),~~~jj¡_¡,s'..fiflfe_~Í[o1'~/s'~49{c<Knóx y Moews, 1991) y 

más recientemente la RTEM-t'deE.~cb/Í(Jélséh et al.; 1993). Adicionalmente se ha 

resuelto la estructura de la be;~~lacta~as<i d~'.cia~~ Ccie Citrobacter freundii 

(Oefner, et al. 1990) y la DD-peptldas~ R61. ele Bacillus licheniformis (Kelly, et al. 

1986). 
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Fig. 2. Comparación de los elementos de estructura secundariá eri ia bet~-lactámasa 
de.Baci/lus licheniformis 749/c (izquierda) y la DD-peptidasa de Streptomyces R61 
(derecha). Los cilindrqs representan .a-hélices y las bandas j3-plegadas (Kelly, et al. 
1986); . . . .. . . 

H 

R·ttHfíS¡< 
Oq-h·~H 

ceo¡.¡ 

CH, 
H2 N-..fH 

¿ooH .. CH1· 
~ R·HHTH 
rnz·;:H · º"'x: 

1 
EHZ 

CHJ O 
1 1 . 

A•HH•CH•C ·HH·R• 
+ ... 

(HZ·XH a) 

b) 

e) 

Fig. 3. Reacciones catalizadas por las a) transpeptidasas, b) carboxipeptidasas y e) beta-
lactamasas (tomado de Waxman y Strorninger, 1983). . .. · 
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Fig. 4. Plegamiento general de la beta-lactamasa de S. nureus PCl en el que se 
remarcan los e.lementos de· estructura secundaria. Los cilindros representan a-
hélices y las bandas representan ~-plégadas. · 
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Ambler et al. (1991) han propuesto un esquema de numeración que es útil para 

comparar residuos homólogos de esta clase. El esquema se.basa tanto en él 

alineamiento de secuencias .como en la información obt~~ld~ de.las es~cturas 
cristalográficas resueltas. 

El mecanismo catalítico propuestó'p~~a ~sta~ en.~i.ztias c0,11st~ cie.dp~.· p~se>~= la ; 

estabilización del sustrato en fór~a\ie .ihteijTiedl~;¡(i k~titadb':(f¿r~~ción del 

co~plejo acil-enzima, Fisher ~{ ~ij~~~g> ·}:.:ª~·~i~r,f~}gi.~\~i;·~~~2i,5,º~~i1f ~.~:. f n. :1 · 
primer paso, un átomo decarbonodel~~eta~lact~rna,Cel.:d?l,carbo,f11lo·quees· ·. 

se da con la entrada ele.Una 'rríol~~uia cie ~gua que ~usÜiuj'~ al oxígeno de la 

serina como aceptor d~J'grüpk aci16? 
;o,::,_ , __ '.·· ,"·~;¡.:..· 

; ;~ \ 

los que se cuenta col1 infoft!lación>de:~istinto~ tipos:~sta información facilita la 

comprensión de las ca~a~terísticas'ri~~e~ad~s:fiar~)~.g~~~ración de mutantes con 

nuevas especificidadesa:~J~tratos. Dif~rerites'esql.lemas de mutagénesis han sido 

.10 



utilizados para este fin (ver aspectos metodológicos en la ingeniería de proteínas, 

más adelante). 

Los genes que codifican para a!gl1nas .ºe't.a-lac;ta~as~~ ,han,sido'.,arnPliªJl1E!nte 

usados como marcadores desele~ciófeñ yectores 'de cI~naciÓ~;~olecúlar; ya que 

pueden usarse como únicod,~ter~i~~Qt(.:,9~:~,e5;.if•t~~~i~:.f~f~~[l~f:S~,;~n,a de fas 
beta-lactamasas mejor caracter,iza.dás,esla RTENI71,'codificada po(el· gen bla 

función del péptido1Íde~'e~;¡-et~.rda~ .. ~.~·.plegélpienfo''e11 '~it~plasñla y así•facilitar. 

:;~:::~::.:::~5}~1~~~~::~%711:g~~t:~~~::t~~1;.:, 
donde lleva a cabo su ftinción; ' 

Aminoácidos in~ariantes e~'bet~~ü~ta~asas d
0

e cl~se A • 

Aproximadamente.el,~%de\I'os '~esi~uos:d~ las25 beta-lactamasas .clase A de 

secuencia conocida aLi~ido.~e este'frakajo~o~'invariélntes. A continuación se 

proponen las razo~e~'~o~,1ai''lu'ese conser~a~~dél un~deinos: 

Residuo 

G!u37 

Gly45 

lera ·~~hélic~ de~'doininio 
. de.la p2pl~gada . 

ler~ heb;a p de !ahoja p 

principal 

11 

,"_.', ·.-.:.' 

• · Función 

Estabilización de la p-plegada 

adyacentE!: 

Requerida pa¡-a empacamiento. 

Resid~6s.de ~~d~~as laterales 

. con C:arb~rios J3 ch6caría~ con el 

CO de.Asn61. 



Phe66 

Ser70 

Lys73 

Leu81 

Pro107 

Ser130 

Asp131 

Ala134 

Asn136 

Gly144 

En el entrecruzamiento del 

dominio ~ al dominio a. 

Sitio activo . 

. Sitio activO 

En una hélice enterrada del. 

dC>~inio' ··~ 

N ter~inal d~ la a-hélice 3 

Sitio activo 

Cerca del sitio activo 

a-hélice en el dominio a 

Cerca del sitio activo 

Requerida para empacamiento. 

Mismo ambiente que Gly45. 

Involucrada en catálisis. 

In ~o! ~crad.l ~n ~atáÚsis . 

··-~~~~~t~f ~~1~1~:s· 
rn•utaciones•com.#e~s~tOria~:. 

·Es i~ bili;¡~iókd~í í~nió'~e'. úila 
a..:Íié!Íc~;>·~. :'. :•~/. ,> 

La ~s;rÚc~Urls~~¡~;~:i~Í~~ion ·con 

. Carga énte¡.l'a'd~ 'qué'iriter~.ctiía con 

:~i~ói~]~!í$~~.~~1~~~:i~:~: 
::sf~l:f~~ll~~~l~;~~~ndo el 

Requericla p~~~· ~~~acamiento. 
Cont~ct,a c~h eÍ k:o de Leu122 y las 

cadenasfo.t~;ái~~ deAla125 y Leu 
• ·.- • _n• ·'' e'•,., • • ,- '" • 

1090 Puede ser l'eemplazable por un 
,. ·: ;.- --.·.;_ "'" -"-···- ·'· 

residuo (:¡e~'gljC,ina.} .. · 
La c~d~~a 1~fef~i'iri'ter~ct1Ía con el 

~:~;~:~~~~~~,·.~!~~. cis-
.~ 't. ... , • 

::·h~:·::~l ~o:~~ªl de.· .. ~L~~~~it~~f ~~·!~·t~.:uS 

12 

100°.·y.161°,fe~p~c~i~a~ente, 
una región ?lo .c~rnún par~ 

. resid.uos con carbonos ~; 



Asp157 

Arg164 

Glu166 

Leu169 

Asp179 

Thr180 

Leu199 

Asp233 

Gly236 

Vuelta Asx que lleva al 

con asa n del sitio activo 

En el asan 

Sitio activo 

En ~lasa n,cerca del sitio 

aétiv() 

Fin dél asan 

Cerc~d~f"a:5~ n 
', . 

,. 

· Eri el• a.sa qúe. se~ara ~ Ías 

a-héÜces 8 }?9. . . . . 

Expuesta al solvente y no interac­

túa otras cargas. Puede ser 

reemplazable al merios por Asn, 
Ser. y Th~, ••• . . .. ·. .. . .. ... . . .. 

•'y-

Forma pÜé~~e.~~Ú~o~6r el Asp179 

eriterra~; píirt~i~~bilizar al asan, 

::J:t':lt,f htf:~;~, ;~li:ión 

Eri el.boi&e, de una ~.~Pl~gada · · Carb6~il~tb ~ht~frad6 que interac-

cerc~ deF~fti~ a~fivo . tÓ~'· cÓ~ '{tria: 'fri~Jé2ul~ e~terrada de 

Sitio activo 

13 

.. sol~e,~te:yll~/~~'gijr\~o ca~boXilato. 
Este áiregló.inusl:r'afen la vecindad 

deLsiÚo ~tti~6s~'giere que este 

resicl uo e~ es·~~cia'1. p~ra' Ja 

integridad d~<I~ ~strÍlctura. 
Requerid}~;;;~ ~rhP~~arniento. 
Cer~a d~ Í~ str~~'!'uri·iiesiduo con 

~ - " - . - ., ,· . 

carbono ~:~ho~a'rf~cÓrÜiiesicluo de . - - .. ., 

serina. 



Contexto de secuencia y estructura del ácido glutámico 37 de la beta-lactamasa 

clase A 

Como se observa en elinciso anterior, los aminoácidos 'invariantes pueden 

asociarse, en la mayoría de lo~ casos, ~.·.una fu~dÓn particJ1~r. Mllchos de ellos 

rodean la cavid¡d ~i~l sltio.~afaÚtic~,cJs~e~clÍe~t'.an.~ri. posicione{qll~son 
estructuralmenteimpC>rtanteS:-para·ia lntegrictad ele la zn~lécul~ (Fig:s): .El.ácido 

glutámico en l~···~~~~-¿¡~i .3i:<*i?l;,{i'·.1~¿al~i~.~~ \~:, phin~ii:.~-h~lic~:·~e_la··· ~~~i~a .· .. 
(Hl), esta semiexpllesto á!'solventé'y.'iilejaélci.'delsiúci catalítico'. Mufarites·én las 

• ,: -· .. >·:.:~:-. _·.:~:~'..~>,::1>:,:X~ .. ~,_::;/,::,:.;':.~L<: /.:'.·::-:- .~:=~\·:·· .'. >~~::;· ::,~::<;·_:·,r;<···.,'-;·e}':·~: :.;:·:.;::f·<".':~-;" ,,:~::<:.·~-- (">>:<.< :, :".._.,. · 
que se deleta .. esta a.~hélice se ~imtienene:stablesy:con .• 1~:.~apadct,,ad.deser•· ,· 

;~~;;;;;~I~t~~l;~~~;r;;;~r.if ~~~~;; ~ 
localiza la· s~rin~ .catalftica, S7o:. La.impo~tanda de es ta .~.~.h¿llce ·se r~fleja en el 

la estabiliza.clón cieJa. béta'plégada'éontigua.(én losr'ésiduos'.43y44):ti~nen''que •. 
·:.:;,\·- ;-\~,:~~:/.! ·:·.\-:. ~~·_::·:~'<:- ... _-,y,;,:' \:· ,:?:.'; · :··~:-:·. ,· ;:?,,'.»:'~"··':':¡;;,,~~~ · ·.})~':·:: '. \~~~:¿. <·~"f,. ·~~~~\:: · ''.,:,:>. ;.::;:,,:<:-~(:~:;;~;·:'.::: ?·· .. ;~~.:; --. 

ser donados. P?.r r~s1~t1?s q~e e~:tan ftier'.l d~. la. hoja, b~ta:· El gr.up() ca~boxilo del 

~,::~~~}~f ri§fu~~tt!1;t-~i~~~1~E~~~t~1rh~i:~:: 
de esta clase; el E37 mantiene una ~onf()rmadón y patró~ decontactos similares a 
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H6 

Fig. 6. Par estereoscópico de las 5 a-hélices que rodean a la hélice H2. El extremo 
amino terminal de la H2 esta cerca de la ~~plegada y su ca:rboxilo terminal esta dentro 
de una agregación hidrofóbica con 4 residuos de leucina invariantes (tomado el.e 
Knox y Moews, 1991). · 
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Fig. 5. Par estereoscópico de la estructura dela be.ta-lactamasa RTEM de E. coli. 
(carbonos a.). Se muestran las cadenas laterales de los residuos invariantes en las 
secuencias conocidas alinicio de.este trabajo. 
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--.J 

. - . : ' 

Fig. 7. Par;(?StereoscÓpko de amino. terminal de la V31 al firi~'1 de la hélice H2 
pasando porJa doble vúelta (línea gruesa) en los aminoácidos· 59 al 64. Se forman 
tres puentes dehidróge~o entre las cadérias laterales de los residuos 37 y 61 y la 
cadena p~incipal de la V.44. · 



Fig. 8. Par estereos~ópico de la cadena principal de .la p-plegada. Se muestra tambien 
el segmento polii)eptídico que cruza la ~-plegada en dirección perpendicular y que 
conduce a la 570 (catalítica). Los puentes de hidrógeno.entre las cadenas laterales de 
los residuos E37 y R61 y los átomos de la p~plegada vecina se muestran en líneas 
cortadas. ··· · ··· 
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los mencionados, a pesar de que las posiciones 44 y 61 no son conservadas. En la 

estructura de B. licheniformis, el E37 forma un puente de hidrógeno con la. cade­

na principal de .la L44 }'uri'pu~I1te salino ,con!a cádena láteralcle'!a}~.6LEn la 
' , •., • • ;·,_ -·'-'":··' i:~~·~:_,- -;·º:.,',:• ... .,' .. • _ _,."'-:.:·.'_-:_<;-··~-··''c.>· ,: ,,' · .. -... , .. ,; • ·', 

beta-lactamasa de s:;ai~rezi~_forrria (i()s p,ue11tesdehidróg:én~, ~()!1, la ·144 y la N61. 
~-e' ··;· ,,-, ;t; ·' 

~~~~r~r &ti f lilll~1~1~~f~~f f il1;[~§l~;. 
ción de .distiilté!s\nut~nt~s ~'n ~st~-p~siciÓn. A.¡)aitÍr C!e 1ó~·dátos obtenidos se 

proponen hipótesis '!'~é'~~~Yi'.ca'.~_Ja~'f~~,~i~~es"~ihqG:e~s·;aa;ociado. 
---- ··<.'.~~~-;-~- .- __ ,. - .-·:.-y ·.:,:;~Z:.;/;::_, __ : ,_~:·~-~.:-~ :~;~j~:: "~~}~::_ -;·-::-

Algunos aspectos metocÍ~J.óglco~ deia·i,~g~nie_rfa ~~. ~~()tefnas 
',::;:.~\_!:t~\~- ;~:-----~:: .. --··- -

La ingeniería de proteÍna's·et~n·c~njunto~~ ri-tetod.os~teóricos• y experimentales 

utilizados para· rediseñél~-:~()Úpé~tid~s~. ~1· Óbje~vo 4e ~sta:~is~ipllna es obtener 
. ' .; :->< :.:::><_'.''.~~,~-.>:.:t;·:: .. :.:::·~-;::;'::_,://2_-'\'_:\·.-·:-:·.':···. -:;.''.':·:::: ·-,::'.>.:--·· ;-:ó'; ·: .~-~ /~ '..-:=,~}.:~ ·_\;:-;.;:,;·/-.;-.' 

funciones .• novedosas:oin_ejoréldas ~.part.ir de fo modificación de proteínas aisla-

das de algú!l ~~g~!~T~ ;~;·d~.g~ri~;\ii~fatic(),s: -~~r~"~s~~ ?&je\i,~ó' ~s necesario con-

tar con dato~ e~'t:uctúfale~·dE! la 'proféíná qUe. ~e·qiii?r~:~odificar. La mejor infor-

mación prb~i~~~ '.~~w:.:~!~~~~~r~·~[~s~~eib.~~~ fü.:~~~s~~ti~~~lográficos. Con ésta es 
posible ubicái-•1as:irteraccicmes .que deter'.11inan;una dertafunción y así identifi-

car a los residuos ~~~~~l· §~f~rs~-p~~de~.r~ridji:·~~,é~~,a~ con ·nuevas 

propiedades. >• '' •·. ' i.' ·····•· \ \ , .. • /!: 
~> -. '-(·-~ .- ' . -··. 

~ª~ª~1i~l~t~~ltliltii~~~~~s~~~=: 
las reglas d~ estabilidad'~y"'p1egarriierÚo ~~·protei~~s, ·¡~ ;11~~gética de unión de 

sustratos y la eflci~hci~ ·C:~ t~HÚ~a/es. ~~dá~ía; i,riiuiicieh t~l.()s métodos com pu­

tacionales ~cm d~ile~ p~ra ~í aná1í5'¡~ ~itrl!~tur~l i_el ~6clel~miento de nuevas 

estructuras a partir de iri6ctelos c¿rio¿idos; e~tre 6~r6~. sJ'~bjetivo a largo plazo 
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es la creación de algoritmos para la predicción de estructuras.tridimensionales a 

partir de la información de secuencia. Con el uso de métodos de ingeniería y 

diseño de. proteínas, el .conoct111ien to básico para responderestas in:terrogantes 

~~~;~~~l~t 1~~J~~~~f ~~t~~u~JI~:~t!~~~1~~~~1 :~ 
Mut•gén"1' ~Ui;:d~ La;L~t;g:ne;i¡ 4C¡d~i~~;o) ilig6;~~1e:ti:~, ~+de.¡., 
técnicas más ~.5,a'd.~s.···i~~~.'.{~•1~~~W${ci~'~;~~~ge,Se;;i~.·i~t~1i9:s;~~-;1~.~frtG~í~-.~e·.· .. 
proteínas. En: lalit~~at~ra'existe.uná)nfi11idad;d~ Inetqdo!ógíasde m~tagénesis • 

~~:=~::::.1!!Jf t~~~~~1~;~:á7h}f~~t¡f61t!fff~j\1Sr~~:~t, 
···-,'>:·.1r.•;c.-.,·.;·>~J--.:-·--: · ~.":.· .. -.e, :-··'-·· · :< j·:,¡:,. ·,_r:-· -.::;' .:.,· ~- .. ,,_ ._-·o.'."'.;-~:,·•,.'.[>·!"~,.:-.· ... ·,_-: 

gen para adaptars.~expresión .áuna~ecesid.ad'.específica,.et.~ .. •Entre)as znetodo-·. 

:~'~:g~~:;·::~~.~~l~~;a~~~g~~~~~~~Wt~~!~~~J~!r~~~~ffe, · 
cantidades prácticame~te;Himi t.a~as .· Estof acili ta ••• la ejecución. d_e. er¡sél)r;os previos 

'(.'. 

Mutagénesis poz:·PCR s~xuaf (DN}.\ shGffllng(,Est~ ~sufr11.H~tocl9 p~ra:la 
recombinación ··h~rnÓ1og~· i~·•vU.ro ,ip~rHr.''de.la frag!l1~~t~dÓnaza~osa"de•.un gen 

de DNA y su 're-ensambla~ie~t~,'~~; PCR (S~~in~é, 19~4 '/i~~~á)'.iE!\ cú~nto a 

su capacidad como técnica de ~~t~'géhesls~ ti-eht~ariéls'~~nt~jas e~ cmnpélr~ción 
a otras descritas: a) no esta lirnitádaa un ciertó 'e~pacio d~ se~Úencia' I como en el 
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DNA} 
molde 

1 
~ 

1,2,3 1,2,3 1,2,3 ... 
~--.--. 

3 
--+ 

Fig. 9a. La reacción.en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica que consiste 
en la amplificación s~le,ctivade un segmento de DNA de extreJ:IlOS conocidos .. 
Consta de tre~ pásos:1) dE!snaturalización del DNA moldea altas temperaturas 
en presencia de oligonudeótidos espe~íficos, 2)reasodación ~e.los oligos con la 
región con1plementa~fa delinolde.,Al.estarlo.s. oligos•en•.exceso mola.r.en 'compa­
ración al. DNAblélrico, :compiten contra la reasociación de éste yse ¡:iósidorian 
para ser usados como prímeros: 3)forí;nación'•'de)a: éadena. éomplementaÍ'ia al 
polimerizar con.a yl1da de una DNJ\. polin'íérasa térrí}~i:s t_abl~;_ Al repetir varias 
veces este ciclo se logra la amplificadóri exponendaLde ún segmento de DNA. 
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3 -

1 -- --~---..:.-b 
~--:--:--.-:---,.-­

A 

___ _:. _ _:.. ___ ~· ; ·· .. ~ 

:C 

Fig. 9b. Esquema del método de mutagénesis descrito por Nelson y Long (1989). 1) 
se amplifica un fragmento del gen con un aligo inutagénicoA y un aligo combi­
·nado B. Este último se compone de u!l segmento no complementario alDNA 
molde (región blanca) y un segmente> que l\ib!ida con el .é)(trelilo 3, del gen por 
amplificar (región negra). Uno ae los productos de faiamplificación anterior es 
utilizado como prímero,para'.~xtené:l.ér,:el frag!Ilerlto,mutante.hasta completar el 
gen. 3) con ayuda del producto.anterio~.'éloligo c:tapón'(idéntico a la región 
blanca de B) y el aligo D amplificari';-sélectivamente:¡a;r~gÍ6nque flanquean. Este 
último paso aseguraque·IOsfragmenforarnpüfiCados¡"sean todos mutantes. Las 
líneas discontínuas representan;cadér\as recién pro\:iucidas por la DNA pol. En 
esta figura solo se presentan las cadenas relevantes' producidas durante la 
reacción. · · · · ·· · · · · · · 
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caso de la mutagénesis dirigida por oligonucleótidos y b) es capaz de reconstruir 

fragmentos mayores a 1Kb, lo cual no ha sido posible con otros métodos de 

mutagénesis localizada, como la PCR ~propensa aerror'. (err9r~prone PCR). 
-., ,,·,:· ,,._, ,.- ··-'•. '.;.- ·"·'( ·•• -·-·-··- ,,- __ ' .•• ,. •. • ... o_ •• - ,_;_ .--,-· •• • ••',·.;· .• 

~'.:":~~;!,t~~~J~~[á~~ª~¡;~~~~~~~~~~~;;;s~~:con 
La principál aplicad~~- d.~ e~_te ~etpdo_ es la_recpmbi11ació~d.e gene~ •. relacionados, 

::::ª:::i~f f t~;t;tj!r:f~~1~~~ssf eP;~~:i~~se~s~{!~e~~f~~:~p0ci~1)~:;•-de. 
mucho II1áisigri°i~i~a'tiJiqu~Ia !~~ri~i~cta·pb{ fuU~a~io~~s:'~z~Í"6s~~'. 

••• ' , . : J_\ \ , ~ - ._ '-.::·:--_ ... _: '·. -,-

' ': : "•, : ~--. 

Selección d.~ mútarites:;• AI••h1~tag~llii~r.Un'g~n.~e d~b~mntar cor{'.un•método 
- . '" :-· ' ·. - - ,;..,.. . , .. " ·- . - - - - - .,__ , ~·:' '···'.. . . . ' ·:·, - . ·" . ' - -. -,. . . '.-. . -. - ·- ·- - . 

:~:~::t4"~f :~.~r~:~::g~~&:1:%f~~,~r~r¡¡~~~~~K%~·~~~~;'.?' 
dependen de cáda ger(y de Ja nuéva pro}Jiedad 'qtiEtse d~sea9btener. En los casos 

'.' :.·.,,- .-.~,~·:"\.>.";:: - ·;::::-·.--··- ' -~ ~--''--" 

especificida~es a su,strát?s;.de.éstabilidad f um.entacia;etc.)se}equiere ~()rinál-

mente de b~c~s d~. ~~t~~t~s;~ll ~~a'.~ más'b~s\c1~ne~:::µ"n¡'vJ~·ieft~o~~cido,el 
DNA mutanfe ~~~uhisie~~.~~ ••. q~,:i~~~~ion:r 4~.S~~s~'fre~·~º~;j~~~~~~:s!~~~.~élula · 
huésped), puede ~isef\arse un.Il17di~ select1vo.en·•e,l•que,solocrezcanaquellas 

:~~:.~:1~~~;1~~~~1~\~ff ~l~J~~ir~i:\r~~.;~"::,~ 
,,,_ 1.,.,.-

Purificación d~ proteírias: La pll~Ífü:1~friri~(h0rn'og~ll~idad;d~Ías•pr~teínas ·. 
¡" .-·~· ·::_..··" ·.-.· .... <' • ·.'. ·• ' ,.··,~ .•• ; • ··-'• ·C - •'\•:•'·:• • •• ""';.:,··. ,, •,.,., •• <•::· :,;,;:' . ". ,' . ·; .' 

mu tan tes es. ü~. pr~re~úi~ito ~.~r~-Jl<t,'cai~Etea~a-~ón'[in,i ct~nllev~s ~ctivictactes .. 
Los métodos cdnVJnci¿rík'1es'de pUrihca~i¿~ Sr{ba~ciü e~ l~sp~bpl~dades "fÍsico-

, . ~ .. -. -· .··/· .. ,_.,,;. \ ." ... ' / ·, •" ·'.' '·. ~ ... :·. · ... ,.. - ·. -·'·. .·: . ·:. '. : ' - ; ·, 

químicas dé cada p~oteína (pesd'mofocülar, purito • iso~Iédrico,l.ln'ión de 51.lstra-

tos, etc.). Désafort~nada~~nt~, Iá mgdificación de uno o más i:esidu~s de amino-
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ácidos a menudo altera las condiciones de purificación usadas para la proteína 

silvestre. Por otro lado, se requiere norma.lmente de .más de un paso de purifica­

ción antes· de obiener la' proteína en forma· pura. Se h~n el escrito_ di~tintas: meto-

dologías para evlta.r~st9s Pf<?blem,~s. La Il1ás ~ot~b.le }' d~ Il1~;~r:u~? e~ la . . 

actualidad·. es •1a: crom~tografia~cle. ;fÍnidad del inétal .:qüélante inÍnobilizaclo 
. :·- o. ~ . ,-· •.; '-, ' ' - ·, . ,: - ,.. . ' ~ •• ; . - •. ., ' -, - . ' . :: ' . '. : • ' , ' - '. '.; '" -,, - .· -,. . ,_ - ' . ' - t 1 •·. - .• ..• ·, •. • . • -:·' ·.; .: . ' • •. : ' : ' 

(IMAC). Como sui{ól11breJÓinclica,ias'¡:>roteírias'pl!rificadas'p0r;ésté método .. se 
-· ... ·, .. _ ... '• . - ' l''•"" ; l - ,_._ .. -,; .. :·· ;·;. '.:· --< ,,. , ";. ·. -,-· •.... . ~ . - • ·, .• - - -- . ,. . -. '-- ,: ">.' l'. : , ...... - ... 

::::·;~~==~::::::":it':~J;@fü~~~~~!~~~~~t~1~~~~~~1~ti::: 
:::::;~::~ee:::::::~~;¡r;lf ~~~~{7;jW~ri~t~~¿~tº~t~!~;,;~-r.~~i:~~~% 
en un solo paso. Para la caraderizaCÍÓn ésfruC:turalcle proteínas éón ciertas 

,.•_._,._,, ... - .:.-· ·• .. ·· ., ..... :.: ·-·- ·,·,· .... ,._ ;·_. - ... · .. - ... 

técnicas se requiere de cantid~d~~ d;é'p~bteí~a 
0

puraf1¿~ vX<ci~va;i~s'°znicrogramos 
(dicroismo circular, espect~6~«:~pía Re ~~ore;c~~cia/ ~~rnú~~r~zrió~ (cristalografía 

de rayos X). La combinacÍón é:!e'~sta téciifr~'cte purificación con un sistema 
- · - _ - • •• ' _ .· · ~ ' · ~ · · e ' ¡; · . " ,' ·;- · ·· · ,- -.e · , • .' e 

eficiente de expresión de'próteína5recombinarites permiie,el aislamiento de 

grandes cantidades de proteín~ para distÍnt~stécnicas. · 
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Objetivos: 

General: 

Conocer el contenido informativo de residuos conservados en las beta­

lactamasas de clase A 

Particular: 

A partir delaisl~mfontoy.~a;acterizacióÍl de mutantes"en la ~~sición 37 de la 
• • • • • ,. '' • • • • ' , ., ., ~ • ' ' • : - , • " • ' ' • • •• ' • " ••• ' - ~ • • > ' • • • - ' • • • 

beta-lactam~sa d~ E:: coÚ, 'identificar 'las f~n~iónes r~lacÍon~das a su . conservación 

y que no sean e.videntes con la inspección del contexfo estructural en el. que se 

encuentra. 
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Estrategia experimental 

Alineamiento de secuencias y arbol filogenético 

Las secuencias de beta-lactamasas enlistadas se obtuvieron de las bases de datos 
Swissprot y GenBank* con los siguientes nomb~e~ de acceso: . 

Actinomadura R39*, ACTIBETLC; Á .. pleur~p~eu"moniqe RO~l*,.551028; 
B. cereus 5/B, BLAl:::.BACCE; B. cerezis 5?9H;'BLAC::::BACCE; B:.eereus'III, 

~~~1~~~~~~-.~;¡!:-~~*W4~~~~~mv~-f1~i~~~í¡32~~-c¡,~~~g11f i1s,_ 
BLAC_BACyY;~C?.:dzvers!lsi §L~.S::C:.IJpI;c~:;cl~acqe;''.f\~!F'.f.::ff':JTC::L; f .• ·.. . 
E. co/iR-TE!Vf;;B[~T~EC~LI;}K;:o:fyfoca;\\BL'.A.C'S;K{oEQX;&',pnéumóniae, . 

!]~~if (i~W~id%f i~ft~~:l~ii~~t~~~;:U; 
S. badtus;:BLAC::;.9!R~~; ~.i'ca~ao1,UI;g1.·,BSAI.::.~.!~.C:JS: _cacaoz;blaU,> ·· , 
BLA2_STRCI; s.··:ceUulos.ae;:,;B~AC.::...STRCE;: S ,·Ji:adtaeí B~AC..:STR¡;R; ···.··,-· . . . 
s. lavendulae;•13,LAc::'.:.sTRt:A;-¡·s: ,Lr,íai-_c'escens~ ;·s:MsivfE_l;: si\ tfJphi_múf¡iiriz; · 
BL02_SALTY;·Y;~ente'rocÓ!itica;BLAC_:YEREN.•;<'''','''' '"' o ·' ·'· ' ' 

~~;~:~:~J2;~¡;~~¡~~;lf }~~,i\íJ~~;¡¡d~~f~~~~,i1ii~.l)e~fu~in 
secuencias délbeta:.,laé:tárriasa:S de .. disHntas'-7s peciés que tilvierari; 1.uia siinilih.td dé 
~95% con:~1gunafde,1¡¡:s;~ftii~tagas.\El'pórcen.t~je ~é ~irnH~füC:í:füé,C:iilcufado eón el 
programa,P~OTJ)IS':r{delp<1quete gI-fYLII\U.Fels~n~tein),.·versión 3.Sé.•Para·la 
construcción-deY''árb§lfilpgenético se t1s.aron los programas FITCHy-
DRAWTREfrde.PHYLIP:' v; ... .. ... . .·· . -... 

Construccióri'JeF~~'.~tf>t<le'~)(piesiÓn 

Se construyóUnVédor dé ex'presiónde mutantes de la beta-lactamasa basado en 
el plásmid6 pl3R322;'.Las. modifica dones qÍ.1e se hicieron son las· siguientes:. _ 

-· ;···· .-- '-~--'"-- ,-'o-·-'-::,,_.--~,,:·-'----?~~;-.:\S;::·o-:-:"''---·---~p---,.º·-·· -'.-~...,...---.--_- - ·--~ _·,._ .. , --- ·.. -. _.. . ... 

a) generadÓn de ;q~ '5fti~'de·.13g1Íief\ l~'.~egfÓri 3~ del gen de la beta-lactamasa en el 
plásmido pBR322;'Este sitio es necesario'párl1 la clonación del gen modificado de 
la beta-lactamafa.(verinciso b):-'El }JlásmidoipBR322contiené:,tres sitios de .. ,·_,.~ 
res tricdón ,para. l~: er¡~ori.4cle:asa'~P~á.f, S?s;:d,e :@o~.-se, ~~~~~A,tra~ é~)a ·.~égÍÓri '3, 
del gen de Ja beta-la.ctarriásaJ'eFtercer_o'es'intefoó''al geri (régiónqi.teco~ific<t a Jos· 
residuos 73'y'i'.4):;raraKaC:éi:, úní.có el'sitiointérnó fsústituir¡ailÓs dos.externos · -
por un sitiodeBglII/sed!giki8.·P~R32.2•~9n~:DráI,demanera'parciaLy;s~.élislóde 
gel al DNA!ineal d.e estél reélcción,·~ostedormente se ligóestepl'::JAéon oligos .. 
'adaptadores'de Bglll en la siguiente reacción: · · · · 
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'adaptadores' de BglII en la siguiente reacción: 

oligo bgl1fosforilado,50pM (5' CTAGATCTCCCGGG 3') 
oligo bgl2 fosforilado, 5.0pM (5' CCCGGGAGAT 3') 
pBR322/DraI lineal,Jµg, .· ~./ .. ·· .. ·.·. . . . . 
buffer !igasa 10x (Tris-HCl 660m'fyf pH 7.5, MgCl2 50mM, DTT lOmM, ATP lOmM) 
ligasa (0.5 unidades) >,.i . . . . 

:··: '. º:.:, .. 

a 16ºC durante12h> /: · 
--,," :·.\,;,;: 

El DNA obtenÍ~o·J~ ~~ta[,r;~~cción fue digerido con Bg!H, purificado de gel y .. ·· 
ligado sobre sí'mism()::EIDNAresultante se electroporó en)a' cepa JM101 de E. 
coli (según el méfogó.dé!ssrito en Sambrook/et aL) y seselecci()!1Ó en ampicilina a 
200µg/ml. De las colonias trarisformarites·se aisló DNA de'plásmido y se . . 
seleccionaron aquello's~que se'digirieran 'de manera total con Bg!Il(sitio no,. 
presente en el• p BR322: silyes~re). y'u~ sol(). si ti(),'pár a, , p(áL EL plási:nid() resultan te 
es el pBR-Bgl. · .\ ·5· ·.;\r,,:!!J'· ,_•~L'T•' /;'f'.¡;\'. .>:;· ·,E ~;~.·':<:~·/ ·:f .. ;.·· · 

·: f ;.?;;: ·, <'.:)~:/. _- -~x:- ,:,_i· ... :::!:::~ .. :.·:_'(_:;.. :;:::· :.~·.. 1/J'.i_::~·:\ :;;2.,~~- :_-i :.;' :;.; '.-~: /::: ·' · .-_:: :.· ::~;-,_~:·._· :'.,~~ ~·~, ~--;~: ~.: ;; ... ; :·· ... 

b) clonación del gen. de .. !~ bet¡;¡ ~láétafi.ta~a COI} P~QrnOtor: pT7:' y: r~gión ~odifican te 
de 6 histidinas en el éarboxilo terminal 'de lá'enziffia; Para; fa cons'trucCión 'de. 
es tas señales en el i;;~~d~}a'b~.t~9ác~~iTiasa;f~é aiTipJifi~ó¡Jpiic:;R;(:fich() geI\ écm4 
oligos (ver Fig. JO en·~es.!lltaC!~s):''.U:S'an8:o ~~tos oligÓ~

0

y¡'el!ph\sfriic!o pBR-3,~ \ . ·• 
como DNA molde~ sé;'g~i:l~r_9~ünJ~agil1érito''.dé,980pb .. Es~e;fragm·é:ito fue •clonado 
con los sitios.EcoRLy. BglII en:el plásmidó.pBR:'.BgL(ensustitUdóri del'gen: •· 
silvestre) para genéra:r'efpl~s/rii<io'pBR,7T7H; i .. , · /~{ ','. :" ~· '.e <. 

Los oligos usados fue;~n:in·;:ti~faoienla Uniclacl ele Síntes~s de 
Macromoléculas del Instituto de Biotecnología/UNAM:. · 

oligo t72: 

5' GGGTCTCGAC GAATTC AAA TT AAT ACGACTCACT AT AG 
· EcoRI promotor de la Rt'JA pol de TT 

oligo t71: 
. . . - . 

5' GGGAGÁccAtÁACGG TTTCCC TCTAGA ATIGAAAA 
translape é:ont72 Xbal 

AGGAGG AGTATG 3' 
SO modificádo · · · Met 
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oligo hco: 

5' AGCCGATCG AGATCT TT A (A TG)6 CCAA TGCTT AA TC 
Bg!II term. 6x his 

AGTGAGG3' 

oligo t20: 

5' GGAATAGCCGATCG AGATCT3' 
. . .. . .BglII 

Condiciories\:ie reacciJh de lasPCR's. Los tiempos y las temperaturas de reacción 
fueron iguales para todas!as·PCR~s:. 

Desnaturali~~ciÓn:···· Polimerización: 

92oc¡i.smin:. 720C/3min. 

PCRl: 

Amplificació~;HeCfragU1:ntci,t71él1~0: 

10µ1 de buffe~ de·~~a~dórici~;faqD~Apolimerasa 1Dx (KC150offiM,Tris HCl 
lOOmM pH 8.0, ~áq;100.Í!111;EDTAOJmM, DTT lmM y Tritón X-100 al 1%). 
6µ1 de MgCl2 lOx ((1SmM) ;, . ; . . 

1oµI de dNTP,'silox c2:sm:M> .. ··•· 
1µ1 de oligo t71(iOpM) • \> ·' • ••·· 
1µ1 de oligo hCó (20pfyf) ¡ • ... 
1µ1 de plásmidó pJ3R322 (5ng) . 
1 u de enzima]ac(polimérasa (Promega) 
70µ1 de agua bidésti.ladá · · · ·· · 

En esta PCR s~ utiliza .~;,IT\o: DNAmolde al fragmento t,71-hco (937pb) Y. las 
condiciones del;;:'CR ~nteri.or, us¡¡ndolos olig'os t72 y t20 (20pM de c/u)~ El 
fragmento resultante: (980pl:J) füe subclonádo en el plásmido pBR~Bgl. . 

,~;·.:.;:.·;.:--<.'. .. ~,.::, .. ;.~.,,. ·.- ,.,_... :':·1 . '. - ---::.<. '·.-·,: .. ·::: .• -~-"·· ·,·-:,._";_,1..~" 

Su bclon ación d'~'m Gf ári te~:Sias'~utarites cons trilidas· eri pB~;Égler{ ·la posición 
37 y 61 de la beta~laé:ta1J1asá~(E::Cota>f~sis.Cie'ljcericiátura);fuero~'¡¡mplificadas por 
PCR con los oligos t71 y hcc)"(20pM de. c/ u) p¡¡ra poder,sex-:súbclóiiadás bajo el· 
promotor de 17 (sitiOs dé restrkción DraI-)(baI) ert el plásmido pBR-T7H (ver Fig .. · 
11). Se usaron las condiciones d.e amplificación dela PCJ,< 1. . 
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PCR 1: 

Xbal 

~ 
1111 I ' 

EcoRI 

J, PCR2: 

gen beta-lactitmasa 

l 
-J,,· 

1111111, I 
·~ ... \\ 

6x his 

~
72 

L------- producto ele la PCR 1 Bgl!I 

~ ¡¿I' 
,,.71 ~ll~l~ll~......¡..¡~~~~~:::.:._;~~~---1--r~-,t: 

pT7 L f ,,t ~ ".'20 

producto de la .PCR 2 -----------1 

EcoRI 6x his BglII 

J, ~ pT7 

::::l 1 

l 
XbaT 

Fig. 10. Sustitúdóri del promotor P3 de la beta-lactamasa de pBR322 por el de la 
fü'\TÁ polimerasa del fagoT7 (pT7) e inserción de región codificante de 
poli-histidinas (6x his)'en el carbo~ilo. terminal de la enzima. Ver en el texto la 
secuencia. de los oligos t71P2~ hco y t20. 
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Oral 

Pvul 

Oral 

Pstl 

Bglll 

EcoRI Hindlll 

pBl\322 

EcoRI 

p17 

pBR-T7H 

Sal! 

Parcial Oral/ 
linkers Bglll 

EcoRl Hindi!! 

Clonación fragmento beta-lactamasa con 
promotor pT7 y Poli-his en EcoRI~BgllI 

Fig. 11. Construcción de plásmido pBR-T7H. Ver texto. 
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Medición de concentraciones mínimas inhibitorias (modificación a la técnica 
descrita por Viadiú; et al. 1995). 

-Se dejó crecer durante toda la nochE! el, cultivo. bacteriano ~37º.Cen m~dioLB, 
-Se diluyó el cultj.v'.obacteria~ó Y. sé. pla tearori'.~prp>:iri)a?améríte). x'JQJ células 
por caja de Pe;ti-i:~fr1'rpediotjB sól.i~Ó}';arit!_bió!if()):()~c~ncer,trado.11escredentes 
de a~pidlin,~:~. tE!tra'fi~y~a'a sµg/tht <!111 cultiyo'creci90 dur~nte to~a la·noche 
contlene,aprox1m~daf,l1E!Pte 1 .•. x·!P9cel,ulas):: 
-Se dejaron ci-~cei du.rai\t:e 2~h ~,37oc:. · · 

-'l.· -~·>,(:/~_,- :}~:'·_::··_;···- .. -,._,, ''.-" -.-

La coricentr.adÓn mínirna·ih.hibitoria de'.antibiÓÜéo .. es 'aquella 'a ':la ql!e no 
aparecen üiiidadés'fOrrnadoras ·de··colónfas(CFU's) a370C a las.24 horas •. 

::-~. -::_ ~>- --"r:S:.·:· ~/-~~/- :·.:;._:'.:t;. ~~\·. ;-. : .· ~-:_, :~,~>.-'., :-t~-/-~.C::·: -.- ·_ -~:\. ;~~,:·-:· · ·:'.::::~.'- -': ;_::-·.: · . , .·._ ·: =/:·: 

Inducción debeta~láctiim~sa 'iecoinbin#pte en. la Cepa f' coli ·!3~21/pLysS* y 
purificación.eríí:oI.llllfnas'í.ié',afi.Ilid~~··a:níqüeI· > · 0 : '.'.:·.·.•> ·: ·· << 

¡~~~;~~:{~:~1~~~~ttA~~~:~~~,1~~1~~8~!íf *~:~~1~~5 
.. · . 

lactamasa sil ve~ tre;y .mtl tan tes) fue• c:eC!l:lo ;ci urante; toqa •.la. n9éhe en. 20zr¡l •de, LB 

~,~S~if filJi~f!t ll~'&~i~'l?~1~Ik:;:~k~11!~,iict~~ano 
inductór(IPTG)/sej:¡usierón 2ffi1"delcultivoén ü'n:tubo'.de1sffi1ª.3ooc ... · 
-se agregóIITG fr~scó él·.uría ·concent,ración fina1;·dé 1rru'Á yse anadió'aritibiótico 
nuevamente'.(20¡lgfrnl);' ;té · · '• • . 
-Se incubo ~lfr~iite.'1::5.~'~a: 3boe: .·• . . 

·,-·· ... :·--;,~:/ ., ;:; '.' ·/ ::.. : , ·. 

Para verifi2ar·.}~\ln~Úc~i~rl< .•. • > ·•· .... ··· .. · .. · . .· 
-Se tomó1ml:de:sadáé:JJ,ltiyo cóny,si11IPTG en un tuboEppendorf,se . ·. 
centrifugará~ •y: los peHetsfueron ::esúspe!ldidos en, 100µ1,de buffer de muestra de 
proteínas (TrispH~;S,; 0)2,,Slv(~eta~n:ercaptOetanol al)Oo/ó;:SDS al'4%j azul de .· 
bromofenol al O:lo/o Y; glicer<>,l. al_20o/(¡):·Se ~gniS:aroi; 2yeces durante 30 _segundos y 
se hirvieron, las .mues.tras d~ra'nté 411linf yse corrie,rón en un i gel de :prnteírias .. 

-se centrifugó,~itf es:t~i~f~Í ~J¡ ti~~;i~~rniri: ~,8,oO()g y. se ~e~{¡spe~_~ió'e(pellet ~n ·••·· 
10ml de buffer d.~ lisi~ CJris.:Ij,c,t}QI!lM'PH?:~;~~l)Q.qxnM;lgli~~:ot;~! ~º%'Y. 
PMSF fresco O;SqiM/:=·se;hiCiero!lalícuótas'.de)mljJarasoni.fár .. c~da_;l!Ila'tres 
veces durante 30seg.',en'b'áñ,o:de'hiél6~' .... :/. : <· · .. •• ;:::: .. •, .·;:; ;'~V:c,•:: ,,\; .... 
-El lisa do se centrifugó á•:,1s;oooxg clúi:á

0

rÍte:1siJ1in. Y• elsobrenad~ri'te fu e filtrado 

~~; l~~~:JX~r·~~f~YG~~~;~::fp~~~¿i'dediiiBa.•f-n~~·~a~bs~:16f¡i~~~ cai.···~·~. 
30210) en.·e~-~li~~~r.~qe')i~i$?_(4~'.,I~V~dq·s-~d~,~~~9rl\I· __ c··z_ui'.-~~~-:. __ -.. :::_~-.: .. ,._:~,:. ·:::\_:.~,.-_:;·-\-_ -~:_;. __ ._: _.\ ·, -
-El so?renada~te'.~e1pfaa'c!p, ba~teria~cifue fransférido a;u~;rnatra{pe;queilºY se 
agrego la resi~a.lent~me;n,te~; >· ,'.: <··.' ,;· .;:' :;• ··••··.· .\; ····•·•< .••. ·.•· :{,,'·• .. ·•••• .. ·• • i ·.· 
-La mezcla se.mantuyo en agitacióna4ºf dura~te)hyposteriormente s.e 
transfirió a una columna (Qiagen cat. no. 34924). Se recicló la primera elución en 
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la columna. 
-Se lavó con 200ml de buffer de lisis y posteriormente con 100 y 20ml de este 
buffer con imidazol 10mM y 20mM, respectivamente. 
-Para eluir a la beta-lactarnasacon histidinas, se l.avó la columna con alícuotas de 
4ml de imidazoM09/200, 300 y400mM en buffer de.lisis,, ·. ·.· .•· 
-Se corrió un ;gé!dé pr~teínás .eón s~ 1 o~ de cada· fracción el u.ida por. carril para. 
rnonitore~r)a'púr,ificaci<)n: •. ·\ · · , ' 

' ...... ,··· ..... ,·'·.·~ '.'·'.'.~ . 

*El plás~ict6pÍ:y~s;~s ·~ha\rici<lwJ~ciÓh d~i pACYCi84 (Charig y Cbhen; • 1978) 
que porta• á la li_sozimadel bacteriófag()>17 y el gén de. resistencia a doranfenicol 
(Dunn y Studier; 1983):; · · · · · · ·· · · 

Caracterliac·Í~~ ~~é/ica. de mu tan tes 
:·,:_ 

De las fraccioneseluidas de la columna de afinidada 'níql.le!ise seleccionaron 
aquellas con áC:ti\Tidad de beta-lactamasa con nitrocefiná (cambio de coloración de 
amarillo a:rojo). Estas se dializaron y concentraron con' uriarnembrai;ia YM-10 
(Amicon) en buffer de fosfato de sodio 50mM,KC10:15M;pH 7.0.~La•.erm.ma se .. 
obtuvo con una pureza de >95%.·· ' .; '·· ···.:t•.•,}.},;.·y;•,:y\ ... ·· 
La actividad de la beta-lactamasa a ampicilina''se.determinó esp«=;ct~o.fotométrica­
mente con· un espectrofcitórl1etro Beck111~tiRJ!6SO,,y celdas #e;S1lª~~o~<;I.e"}cm·· ... ·· .· · 
de ancho. ·La ~idrólisis de la.arnpicilil1a: se Il1?Il:! \P~~~. ~;.~~gi:i~i~ .~.~O,.S'~I};puffer de 
fosfato de sodio 50m~ y~C!Q .1 S.M, ~· Pf-I'.?·Ot l.os c9ef~c;1en tes ,cie E!Xtuioon m()lar. ·. 
usados fueran·.de;538 M-1rc::1i'para'.la:ampicilina;(J:Hérby;.19~p> )i,dé 2-9~~00 ~71 C71 ·. 

(Fisher, 19~0) paralá.béta7lact~rnasa:j~-}Y·· ):', ![~· '".: '/: •. '·.•;\'•;9.: B~ ;<,· .y.· · .. 
Los valores.de1KM.Ylq~ts~.obtpyieronp¿;¡..dos'~'ét'éi'dos:•medid?s"de;veIQ(;idad 
inicial (tres ~determinadOnes)i cpn~ uit:; miriima.··.de{ drico conéenfracionés.ciistintas 
de sustrato· CanaJizaaas :erl"gráÍicasa{Eadie-:Hofstée>} y a'partir"de curvas '.~" 
progresivas.usand,o.•.cC).nc~nfracia,:~#s '.~.~.s~:5t~~to de al;rÍt~riqs·s y~cefsl.~ l>M.Los 
datos obtenidos fu~ron,a3ustados;~Ja ecuacuJn de fy!1chaehs-Menten en el· 
programa Kaleidagrapl{ (Abélb~cfsoft\\r~reY.) ... '- '.. t · · . ··.· . 

. :;.- ··- ;.,1:':· .' _,.,,. ·~ . .. .. -.~ ·- ' -

Producción de. an ti~~~;tj;o~ d~¿ri~ejd ~~tÍ~í,~f ~:Iifta111asa··. 
~·~~,o~:'~' '·',·;·-;·.~.'--·· · ¡•,º:'.' .,.· , _ 

Los anticuerpos. antí~b~ta~fa·ctarn?sa'se'~b.tÜvikrori a'paitir de:uha coneja· cepa 
Nueva Zelanda.de 2hn~se:5:(:It:! éqad.;E~tél/u&.:fü()S~la,,sl;' en tres, Ofasiones •<l.•····· 
intervalos de .quince• díás:c.ada .una:; En~la\ primera: inocu ladón,':5e ,ü tili.z.ó .. una 
mezcla de adyuvari te'._cóm pletc(de Fre.urict :<2rfi1fy:·:3b¡lg cié· bt:!tá-Iáctamas¡¡ .. . 
comercial (Boehrlnger~Mannheim).'~.En~las O:béasio~es réstantés se•usó. la:misma 
cantidad de enzima•ínézclada cOn 2múctk''a.dyuyantéincompleto;i<lec;Frel.lnd. 
Cinco días despúes.de lá última inc:ículacion; i;€,e~trájerori''1SmLde sangre del•.• 
conejo y se mail't1;1~ieroñ;alte0f>~rél~lira:afü.bi.ente,9ur.áriteJ5~~p~'f~.l~'f~rinación 
del coágulo. ·sé·extrájo,él'sobrenad~Ilte'. (süerofyse ce'ntrifugóduf~füe'1ümin.,a· 
10,000g. Se hicieron alícuótas de 3mfdel sobrénadánte'y se almaC:énaion a ~200C. 

·:.··, ·v >·-·-'.,''-:.-,· .. ·.·.,_;·.",:·· .. ;·:. -:-·· ·'::·,.:_.'.;. .·.7¡· :··;·:~; ~:.'·' . .'';'.:",-,.;.-, -_,_. 

Para la purificacióri d'e anticiierp~~ específicos de la b~ta-li<:tamasi;de.~st~ s~éro, 
se utilizó la siguiente metOdología: · · · · · 
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-En un aparato de filtración Swinex® (Millipore) se pusoyn mem!Jrana de 
nitrocelulcisa de poro de 0.45uM (Schleicher and Schue_ll)y 2.Scm 9e diámetro. 
-Se pas~ron 3 ml de una solúción de lQµg/ ml de beta-lactamasa .en Sml déPBS 
(en 800ml. de. ª8\lª bic:!~stiladá, dis()lver,Sg, de l\,Tac;tí0.2g C!e" :E>Cl,,L41g .de Na2HP04 
y ajustar el.·pH a.7A:con!j"CLL,l.~v'ara 11· co.!1á8~':1;:!Jidestilada).yse. recicló 2veces 
con la mis~.~.só!uciqn}':).~> ?' .... .. . ..•...... ··'.: ]: : .... ~: .".~ · •· · ·····.· . · ... · 
-Se pasó ima solución d~albtímina··al¡l % '.en f BS (Sllll). ::· ;, ... \ · ; > < 
-Se Iávó ·la melllbran~ cbn Sml'déPBS Y· posterio'rmente s~ pasaicin Sffil de suero 
centrifugadó. Se'recicí6i3~veces cori'·la misrna;s'olüción: ; .. ··· ,: > : .•.• · ... 
-Se lavó éon unasoiu'ciór{dé'smI'.dePBS Y·T\veen20 ál .. 0.13:",}' serépÍtiÓ 2 veces 

~;:~~;~ifZlfift~~~~%~·~:'.1~~:~~¿h¡~,i~r~·g;'1e.·lfi:i:~·~··•ri1i~iB~;8.2k~··~~c1.· 
O.SM y T\veel'! 2Q .•• ~l .0'.5%),:yse. col.ecto l~ eltlc1or el) ;11!ll d.e S()lucion de Tns lM. A 
éSestah~e .1e:~g'r~1*ª~.éiR 3!11d··· /:c:!~p1 .•. ~~~:;.•:.\·.;:!;::) '( ··s,¡

0
:gc•t \ , · 

- 1cier()J:l a 1cú9tas:· epm yse'guarc aron a~2 .. . ... · 
-Para COnS,erV~;I,a.'rn.~.I'nobÍ"aÍJ.a~.se~láv~. erl·~BSyé:"I\vE!en al o.o:¡% y se almacenó a 
40C en PBS'yfi;~rl;r::~~di.óg;o~:~·'.'.': p, ·~···.··.··a·;·. '· .... · 
El Ab puede se usó: a una;dilucióri de 1:foo~SOO : 

Detección~~i.1;·~ip_r~~~i@:~~.·W~t#t!~ir:ó~:i~~~ºRlots (westerns) 
-Para este ens.iyo] s~ hizO'.uria.1diiiig6!1'.'Ú'i ooÓ Cié· ~·!l e.u! ti vo ·crecido durante toda 
la noche. Léls célülasfse cf,~cié~C>füel"l'.füeC!io J:.~f;'.tetraciclina Sµg/ml hasta. uná · 
DOAbs600 d~ 0:4fse agre'gcYI]!:f,q;a:.ll!i{'é()ríc~iftI:~dóI1 final de 1mM. 
-Despues de la'iriducdón;)sé'.dejárori''crecer,•ha~tá úna DÜAbs600 de ,1 para< 
mantener.dé.ma'n'era.'aproxim'ada'.:¡a_,'i:antida.d'dé'ééli!las en .• todas ias·1.nutantes. 
-1ml de cada mU:estraifúe\'ceritrifuga"do y posteriormerlte sÓrucado'tres. veces 

~LU:sª%t:c~~;~%joWJ1\~t.1h~~(~~}l;~9~.~·1Í6~~I~~Jtu~ri~f f ~~id~s:• ~~·;g~l~s de· 
poliacrilamid~'al J.~<r,,;:(segúnJa. t'écrii.Cá de? J,?aeinín!i;•.dtélda'porRodriguE!:z: ·y Tait, 
1993). ·.• ;>.<.:Y< ·~); ::;-' <:.•· .. <·'·;\ </ .. ' ;:<:•• ... ;·.:! r~\•.·.:Y•'f , ..... > •···• 
-Se transfirier()n 1 a~ prót~í!las .a. t:ir~a :i;ne~br~!;ª; dé. n.i trocel.~l (¡sa: ~~,buffer. de 
transferenciá (glicina39niM;Tris~base 48inM,• SOS .0.037:%ymetariól' al. 20%) 
durante 45,~h:>aLi9P'füNJ~;;,:~.2iP/k:;.}:i,.',:t:,'.' .. :c;::~J~;y::.~,~~·~;·;j;r~f~,';;~~:.'i~ .. · ... 
-Se lavó la.rrif:!ir¡br,ajj~;:eri;13sS.dur~ntE?.l,Orniñ; ... y:de 1<1 !11i~I'I1ª ~ar,ier<1:•con 

::es (~~:~~n.~1 ~gi~~.i º~~i~~~w~!~k~[J~fA~iidta·~~;~~(4~:1~·~~r~~~t~ci¿n · 
descrita antenormeI\te),·d1lu1do.1:'.500durante40mu1: >,\·,··•· <.:>··, ... · .... ·. 

!:;~:~~~;~~si\t~~b~t~g'.~;~.ts~1~~~;~0r~·[?j,tf~pt;~j¡1{~¡i:J.~.~~ I~ misma 
-Se mcu bo. f p~ ;:~1 ~i;g11.ry:l.o}~.~~.c~e.ri;i?JªI1 ti-a11ti,ctierpo de . c9I1ejo acoplado a> 
fosfatasa alcalma,Amersham;:d!luc1on.1:7500):en ['.BS/Tween20 al 0.05% 
durante 40ri1in~ '. ';:c: ''! '"';' : ·•.···· . . : · ,

0 

••••• • •• • •• •• \// ••• , • • .• •• 

-Se lavó conP~Sypo.~Wi()rm.~nte.coi; sOlución,de:revel":d(),para fosfatasa 
alcalina. Est~s9lució.n.se hace,éon:Tris .lOOmM pH.~.5,•Na,Cl·lO.OmM.yMgCI2 · 
SmM. Los stistratcis de la fosfatasa; scin el NBT (cloruro de nitro tetrazólio azul) y 

33 



el BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato). 0.Sg de NBT se disuelven en 10ml de 
dimetilformamida al 70% y O.Sg de BCIP en.10ml de dimetilformamida.al100%. 
De estas soluciones, agr~gar 66µ1 de NBT y 33µ1 de BCIP a 10ml de solución de 
revelado. · · . . • · · · ·. · : _ . .· · · -. •- _.. . · _ ·• •. 
-Dejar la reacción durante 10h a temperatura ambiente en oscuridad_. Una vez 
que las bandas tengan la intensidad deseada, lavar con agua bidestilada para 
detener la reacción. · 
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Resultados 

Alineamiento de secuencias y árbol filogenético 

En el apéndice A se muestran las secuendas de 29 beta-lactamasas de clase A. 

Como se menciona en la-estfat~gia,expttd~en€11I, se e~cluyó de e~~e.grup~ a beta­

lactama-sas con. ~9S~d~ si~iuf J¿ c~nalg~na de la.s enlist~das.· Se ~an • .. 

Como se·há'm:e~Cicinacl6/e~·ésteWe~tuttrabajo ifreyio'(E.·c¿ta; tesis de 

~:e:~:~~:J;:z 1:a~0:r~1i~;~;d~e~t~t::J~:~~::~i~:;~~~s:~:~enÍdo informativo 

Construccióndel v~~tor de expresión: Se ~a observado que el rendimiento de 

::::::6p:k~;~t~~~·~~f ;;;:i,~,~iw::~,r~~~~wr.t;~~crit., 
tesis de licen~afµra)_,De~iqo'aJ~ ctificultad.pa¡'.a purificar:estasinut~tes, ~optó 

por un siste~~.•~-~--·~~~·~~:rfadi:~i:~}o :~~-~~.ta/['rs~,~fif'.[~;~ra·~~)'~(c~~·e~t~ ·.~in, 
se eligió uno los sistell1asde' ~xpresión fl1ás.efidentes,usados ~n'la .,frtllalidact;•· 

que utiliza la~ señ~l~:~-cl~~~hsc~~pci,Ón~,t;~~u~~i¿A_ct·i~:~~~t~~ió{11g~-I?.<~ttl~i~r y 

Mofatt, 1986). Para1aE!xpre~ió~_clel¡ b~ta-ia~tafu¡sá' ek~ste sistema; s~ sÜs,tit1.lyó a 

uno de los promotores o;lgl~~l~s d~ ~ste g~h ~h·r~R3iz(pr~-~otor f3) 'po/~1 . 

pT7. Esta construcción deja intacto a uno de losdos promoto'res silvestres de la 
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beta-lactamasa en pBR322 (promotor Pl), con lo que es posible la expresión 

constitutiva de la enzima en ausencia .de la polimerasa viral. Adicionalmente, se 

introdujo a este gen una región codifica~te de 6 histidlnas en el cárboxilo 

terminal .rara,facilita;la puriflca.~iá,ndelaenzirna en
1

éol~~a.s 'd~aÉinidad a 

níquel (v~r más,a:dela.~i~):Ei;~ plás!l1ict.Q,)~k.i;ti:9ducido ~ry-1.á cep.a BÜl/pLysS 

de E. cali, ~11l~:c¡¿e s.ee~presa !a)u-fl\ polimérasa del fagóT7 de. !llanera 

inductb1~ cC>n fo'fG·cGr,oci~.eri.}' f?~R~] 1'.~ª8): ·. ' - . . . 

:···:;':: .• \: ,);: '•, ;'. 

Como seha'Cies~~rÚo eK'1a;i~sttategia'ixperirriental,se utH~aron 4oligos para la 

EcoRI a Dral y de)'stI a f5g!II): 
:·~\'.:;,. (/. <>::_-. '·h·: 

Subclonadón-be-~ui~nt~~' Las rirntantes en Ía posiciones 37,Y 61Jueron subcl~ 
.,,., ......... '" ••• •• :,. • •• • • 1 • • e· -· · -'"". ·-··',·:e"'. ' 

nadas en ei'vect()rpBI,<-T7Hen·lossitiosúnicosXbaLy D;ar. Lasregic}nesin1,utan-

tes subclonad¡s fti~r6~ v~rificad~s por secl!enciaciÓn el~ DNA E;tass~ ~~signan 
con el códig~ 'ci~ ~Aal~tra(p. ej. E37Ó para la mutánte que ca~bia de áctd~ glutá-
rnico a gluta!lllna)Y •· · . . · · 

Medición de con~entriÍciones mínimas inhibitorias (MIC; s) 

Los DNAs mutantes clon~dcís en eLp!ás!llid() pBR~Bgl,fueron transformados en 

la cepa JM101 y se midió'¡¡¡ r~sistencia qÍte co:riÚere~ las'prÓteínas m~tantes a 

distintas concent~acÍC:mes ele a~pidi!i~:a <Tabla Ú. Los v~lores de resistencia 

mostrados son el. prorrÍ~di~detresexperimentos realizados en las mis~as 
condiciones .. 
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Tabla 1. Resistencia de mutantes en la posición 37 (ácido glutámico) de la beta­

lactamasaTEM de E. co/Íexpresadas enla cepa JM101. 

Mutante Códón MI.e (µg/ml:ampicilina) 

E37 (silvestre) GAG 2000 

E37A GCC 400 

E37D GAC 10 

E37H CAC 10 

E37L CTG 20 

E37M ATG 400 

E37Q CAG 500 

E37R CGG 200 

E37S TCG 400 

E37T ACG 20 

E37V GTC 400 

E37W TGG 10 

E37Y TAC 20 

R61E GAA 500 

CepaJMlOl 10 

De las mutantes d~scritas ~n l~ Tabla); se seleccionaron 3 para ser sobre-

expresadas r.éiifi$~ct~f i~~!i]~hi~~~~~.;~~@\º;:~st~~·~~tirit~.se.s,~l&ci~n~on 
bajo los siguientes ériterios: la;l11~tarÍte coriservatiya~qy~,ffi,ostrára ia 'mayor 

resistencia a ampicilina;E37Q; ün~
0

mútan'te ~() ~on~¿;vativá q~~ perdiera la 
;,_ ·-.', - . ',·'·.':· . ',,, .. : ' :;. . ~-, . :,.:,' •'\..-,.. '"' -- . .'.. '· ' . 

resistencia, E37HY~n~rnutanteehposici'ón~ed~a cÓri laq~e se forma 
.. ,; '··., '""' . . .· ..... -.. ,-/.·.-·-· - , ..... , .... 

interacción importante' e~)a .. enzirna .. silv~stre,R61 E. 
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Expresión de la beta-lactamasa recombinan te en la cepa E. coli BL21/pLysS y 

purificación en colwnnás de áHnid~d a níquel 

Concentración de ind~ctor ~~·el sistema: BL21 /pBR-T7I-L La éoncentración usada 

de inductor para el sisterÍta_ d~ e'xp;e~ióri cl~:f:. e~/ i J3 ó1¡ pLysS transf()rmada . con 
~.; ,-,, ' :¡• 

plásmidos· multicopia·és.·de.40mM é!e'.IPT6 (pET• system rilanuál;No:vagen). Sin 
'' ·· . ---·-·· --.. '·"' ~7., '•e·.'. .é_·.- ,·. - >r(i<·-'c.-· · ·c-·{"'--cc • ,,.,,,·, -, • ·:- -, _.-.. ·,,- ," --- - o ; ~-- " ·"e' · ·." - , • 

embargo, ia ;cc:>ncel1traéiórÍ. con la(ql.le s'e. Óbtllvo 'el mejor rendimiento de 
\ ·;: ~;· ·,>"_," ·:··::·:.· ~<::· ,·,",,'·'.:~·.·->;_;;::·· . ._:;,';:,·'. _/;··: i/.-.-.~.:""'.;".0: ,-:. '.:I:: -/::,: . ·:-,:,'' ._,'/_/-':_o·<-.. :>>: ... 1,,'.:: '/.' '. 

proteína enéste.si.ste!na f{¡e .d~ 0:1m~.J~to'pue.cte.deberséa .q1.u{~í defivado. de· 

pBR322 es de'·b~jé¡'.'~ú~~;gictg'c()~:ia~.~y. ~é l~ tinto;Jo~j~rqm~~or~s.ppp~es,entes 
se titulan rápiqá~E?~te;cqI1 1J~jas:c,¿¡nüd~ctes;~é''.polimera.sa déd7 »'Asimismo,. este 

~~:::;.:1J~~~í~:lii~~~[if #í!f ! i~'~tt~~~f~;~I~;~~F:. 
Purificación .. 'dela.enz·;~a.silve•str~.y·mutantes:La •. fr'acción.de,~eta.-lact~~sa 

~:·::~:r~:,~rft~~i2~r~~;~~~"f<lif J~I1~·~v~~~~~~~~=I. 
rendimiento de:prÓteín~. k!1 ~acl~ ca,soJse~li~~tr~ el1· laj·él~la 2:'La;)r~ccÍ~nes 

cada una de. es ti.\S plll téln tes:eri relación a.Ja pl'otéína '.sil\!es fre. Esto Se. hizC>' más 

~:::~~:~~~t~~~i~~I?~!!lf ilí~}!~~t~~~!~~~~t~~~ 
los agregados insol~b!e'~,se purific6 solo a parÜrde las fracdori~~ s61ubles para la 

caraterización inicial de las ml.ltarites. ' ' 
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Tabla 2. Rendimiento de purificación de mutantes en la posición 37 de la beta­

lactamasa TEM de E. co/i. 

silvestre 

E37Q 

E37H 

R61E 

µg de proteína Pl!ra/lOOml de cultivo 

560.0 

52.1 

115.0 

166.0 

Caracterización cinética dem.utantes .. 
J'_,', 

_,.'' ~·.' . 

Como se observa'er]a'T~bla,3:,~lás,c()!lstá~tés cinéticás .reportadas para la enzima 

silvestre .. (Sig~l, eft á1.::J9~4);5~~·Úg~r~~e~te Il1aybre,sque las de la enzima con la 
-.· ~ ·"' -1 ' ... ,',. '' . ·-''' o -~ 

¡~~~ltilf f 1litil!~l~l1~!~f :~~.:: 
actividad ·apro~ixriact~rnerih{so<veces rri~nor. 
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Tabla 3. Co.nstantes ca ta líticas de mu tan tes· con 'cola' de histidinas · eri la posición 
- . ·. ·· .. ' - ,. 

37 de la beta-lactamasa RTEM-1 y comparación conla en~i(l\a silvestre. 

KM ·Kcat Kcat/KM ReLKcai/KM 

wt 0.4 X 10-4 2000.0 4.00 X lQ7 1 

wt-his 1.5 X 10-4 2357.6 L57x 107 0.39· 

E37Q 7.7X10-5 14.8 l.91 X lQ5 4.75 xlQ-3 

R61E 1.1 X lQ-4 103.7 9.34X105 2.35X10-2 

Inmunodetec~ión>de .mut~ntes•· 

La expresiórlde_ia~ mutantes'.~n l~s posi.CÍo~~s 3'z y,61 d7 lá b~t~~l~ctarI1as~ fúeron 

analizadas en eniay6s.·<l~-i~rrihnbctet~c~ión ÚniTiun6b16t·· dw~~terri> .. Ambas 
- . ,. . '. ;__ ;. ; •'·· '. . . . . ·"" '· . ·: .. - (· ·, •' ·'·' -· .. 

fracciones firewn filiaH~acÍas .~~nfantiCiiérpos de.co¿ejo'anti-beta-lactamasa como 

se describe en l_a·~~tf~,~~~i~~~)(p~ri_Ü}e~~ald~o~~:~s~lt~'dos rn~esti;I\:qut;_al~iln<is. de 

acumula cierta canti.dad d~pr~~urso/~n:¿6I1c!icÍ~ri~ienque la enzima silvestre 

se procesa fotalmente. 
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En un estudio de mutantes en la zona del sitio activo de.la beta-lactamasa TEM 

de E. co/i, Palzkill et al.·. (1994) demuestran que la expresióndisrnin'iiid~ de 

mutantes, corno se. obse;rva en experi+:ntos.de .inn1&n6deteccióri2orrelaciona. 

~¡~~];~'.~f ~tl!llf !~[rl~J!i\Jt!f ;~~=::¡ 
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Fig. 13. Expresión proteínas totales de Ja cepa BL21 /pLysS, crecida a 3QOC y 
transformada con el plásmido pBR~T7H, ccinla beta-lactamasa silvestre y las 
mutantes E37H y E37Q. Se muestra la fracdón precipitada (pellet} y la fracción 
soluble (sobrenadanté). La última barida é:orrespondé a Ja enzima silvestre 
purificada. · 



Discusión y Conclusiones 

En este estudio se comprueba que la permanencia delE37 en las beta-lactamasas 

de clase A esta ligada al manteni!Tliento ,de varias caractérísticas funcionales. A 

diferencia de la mayoría ~e' los<resldt¡?s expt¡~sfci~ al so~vente el"l l~s proteínas, 
' • .~ ,. ". • ".~ .: • ' - .', :~. ,',.- ,.- • - • '· ,-._·. ,. - • : . • • -~ • - ,.___ 1 -·- ·.' ·.:,. ! ' . . - '., . • . ·_ ' 

este aminoácido sé conserva en 25de las 29 secuencias descritas 'dé.beta~lactama-,. ' ,,- . '·'- -.: .. -~ - - . . . 

' ' 

Recientemente se ha descrúo'kaislámi~ntb:<le:éGélt~o'I1úevas befa-Jactamasas de 
.-.,-._ ' - •• , :e_· __ 

clase A en.las que'estáÚ)osidÓrÍ cambia CleácÍdo.glutáI!'lico>a valina, leucina o 
:.: ' ·. __ ·>::>:: ·'.·;:· .. ·_{ ; \< >-":~-:.-' ... ,._-.( ·::;:-_: __ · :-/~--:_;:·, H;::L'..·;'} .. :;:;.\ .. , ·· -;-_ < -.~ '-> 

isoleucina (Rogers et al;',1994;;Parl<er 'y Sr!lith.:')~93, l\Iordrriann y Naas, 1994). Por 
. '·_,···· .. _,_._ ·,,, .... ,,_, ''"'' _, .. ;,_, -·-···· --."·· .. ;. .. _. ;'''-'· ... - ·.-.'"'· - -._. 

el agrupamiento que muestran ei{e_I;árbóifilogenético; e_stªs enzimas pueden 

considerars~~o~o~º~Übgf~t~'.'ct~l~;¡;i~-l~~t~~~;'~;·,clas~A (o clase A'). Estas 

nuevas proteínafco~part~ri. v~~ii~carácte[ísti'.fas'.de:~ec~ericia: se.observa que de 

los residuos iny~ria~t~{~~~~ ~Ú t~~~! i~ ~~cu~lld~s ~~poÚacÍ#s .solo se mantienen 

invariantes los é¡U:e'~st~n•afreé:tam'ehtéi~~ol~~~a'cios;~o~ la ~ctl;idad catalítica de 
•"". ·; ': ,, . . ~:. ·"" '''·" .•. '·.--~' ''•, --. :_ :/ -:·- . ,·; . "'.' . -. ·"· :,<.,: -,-,_: ' -·> .. ·::.', .. ··- ' 

la enzima: de ló~ 21,resic:!l!()~ i11.variantes ~n lá ~I~S,e A, sólo 9 permanecen en este 

subgrupo . .Además,~s irnpo~tánte,notarqllé ~stas moctifi~adones se dieron sola­

mente despues de u~á gr~n .di;ergencia de,sec~~ricia comp~;~d~ Con el grupo 
'' . - - - -~ - -
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antes conocido de beta-lactamasas de esta clase. La mayor similitud de estas 

secuencias con el resto de la clase A es de aproximadamente el 30%. 
- ,' .· '-. 

. . ·-
.; _·· .,' __ - .;. 

A partirdé ·la ih:fo~n¡a2i~n•estr~~ctural que se ha ~cll~uléldo;se plle~e ~spe~ar .que 

::~.m;~~~~~j~;i~Jt~;·:~~:'.f·~¡¡¿i~ 1[f;Íf r~~i~!~~~~t~~~~i;n~cro. 
de. la cadena'•late,ral o:iginal :egené~·e•n'Iascaracte'rís\icascde laenzima.silv~stre. 

:~E~tf ~~~t.l~~1f J;~f ~~~~j~~i~~~~~f~~t~~}~r;. 
de ser invariánte,'·se nan·'~escrito en,este\t{ªbªi? dosdé.~stasmútante~ (v~lina. y 

f ~~~~;i~iJ~l}~~IJ~~;~¡i~~1~l;~f l~II~f ~¡;~~ 
ácido. Tomando•• en-co!ljunfo'a

0 

las.-I11U.tarúes des~rHas e? este trabajo; se observa 

"-'--'-'-

se degrada en may~fzriedida q~é,la E37Q. ÁCiJ~ái-;:e~ ~x~~ri~entbs,de. . 
'. ·.. ,. ·., . .. . >- .- ., __ .. .· ' . . __ ,·. ·•. '-_.' ,. : ' 

inmunodetección se observa que una fracción ciE!fa•enzifrla
0

pr()ducid.;se 
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acumula en forma de precursor. Las mutantes E37R y E37S a pesar tener una 

resistencia considerable (200 y 400gf mLde ampicilina, respectiv~mente), sorilas 

mutantes·sencillasque. ~~•prod~cen ~n men~r.cantidad(tanto en fracciones 
•.',-' ·.. .•' ., -~'. . ·, ' - - .<.. ' ' . .- . " ' .- . 

solubles comoinsolubles);. 

Existen O~lJS; tr'ab~joi:en llJ;_qu~ se·har{constr~iclo ffilltantes,en.'esta ;posición. 
:~.~·::-:·; ·\:·'::··:.-'f:>/:'.,:·--;/.J'.'.;~';::·.:>-."-~',;_;_,: ·._ .. :.·:! ·.· ···~( . . {::: .. -.;·_. \;~- ·>" ··>··. < .. ·:.;,>- ,... .-_ -~ _.:.. . ·· .. :: ,. -·.::3._.: .. -'. ... -. . " 

Palzkill y, Botstei~ (1992)/ mutagenizan uir tqt~l-de 66 1úni.!loác;idoS.de. la beta~ 
, ,. " , . .:· . -.. -.. - .. ,,,,: . - ' . . . - :,;,·. , - ' .... _, ' .. ~-. ,., . - .. . . ,_ . ' . ·- '. - .. '" -. ---. . ' - .-. -

lactamasa R.TEM~l[{agrt!pados. en 19;region7s) .c.on:elfir1d~obter\~r ('una. 

perspectiv~·gr~H1.-~~:1?5.'.ie~[ciu~~ ciíti¿¿5 ~~raX~ e;tr~~t~;.ª ~j~ f~~cl~n ,c!e· 1a. 

proteína'r;be:'es te' mo.do,,al 'obtener/un ··!Ja ió• pareen taje cte .secüenéia~··f~I\ciona!es 
en una ·¡¡l)rerí~,d~ 1:nLl,tantes:generadas al.azar,;S~ obtielle,infoifn;ació~ sobre•las 

regiones .•. 1~e·.·f~~Ub~fü~~itf~l,P:ªf.~•]~·e~;ru~t~t~;?}E.~~~él~k,~J'{~'.·.~~f~.füla .. •••ºe 
cada región muta~en~.zaa~··IJ1iden1a resistencia'.C¡ué,,confier:;•.·a.ámpici1in·a. r.1a 

capacidad.~e·~~~f~sa~~~ ~~ c~~~ai~ciÓ~··.c:o*;¡~+~~tim~~~iíi~;tJ~:'f:g~~iWen que. 

la beta-lactamasa:es·extremadkmente.toleraúte•ast!~tituciones·<lei~in<;>ácidos, 
puesto qu~;44o/o de•Ías inÜtarites~e e:<pr~~albseC:~~-t~ri .Vs~'~Üegari·~¿1¿1ente-

' .. _.::~:~:\ : __ :.=:) =-.;·>_;:>· '" ~-,~:, - .:,:;~>· .·. __ ::x""'~ . ..: ~:-:'.:: '.-~,~-: :_ -'.:;_>:. ··+~--::- .:>-:,~_-.: --<··<:·: -, <'<·'.- >~~:''tx v1~'·'.';-:'nj:,~:'. <,=(=:: '-'~·. 
mente bien·para .frmcionara niveÍés.sin:ilares a,los'clE?)a ·~i~iijui,silvestre. Entre 

las mutante~ o~t;ni.ci~~' c~a.c.te~i~an't~e~·~ri:\ap9sicióri:;i}u~,fit~;eha este 

aminoácido'pÓ'r .alanina; áctdÓ aspártico yv~lin~. Las, resisteI12ia~·o.bte~idas en 

este trabajÓp~;a Í~~ ·~~~ últil!lª~n1u't~nf~s.~bn'~6zrip~~~1is?d~do,que confieren 

resistencia a·10µ'.gím1 c:le ií.mpicilfr'ia: Siri'E?mbargo pÚa•la· mut'a11té E.37 A obtienen 
» . ,¡.,_ • ' ' '\""'. e';•' .. · . ; ' .• ~'.· .. '_.·, _-.; ; - ' / ·, ; ,., .... ,. o•, 

una resiste!lcia;de hast.a ·lmg/ml,··mie.nfras .que eninyestras,m~tos la cepa 

;~:~~;}f ~I~ii~~J~f f :!ki~~Jf~ffl:l~§.: 
:~~~:a::s c=r~~~~m~~~:1t~~tr:!~l~j~eur~t1~:1ie~5~idr~·1~~t1f ~!~~~!s de 

¡ . ,_ . . . ·.• ., ""·";' • 

sus ti tu ir al. residuÓ odginai porque afectari 'cleinanera ;í!I1po,rtante a al.~llna d;e las 

funciones cleJ¡ .. prqteí~~· ~~-m~y.Rosibl¿·~u~otr~ c¿~i~11t9'~(~e~~~~C>s. ~u~~· 
regenerar· las.· propiédéldes de esa zona,· pero comóséha visto enlás rii:ievas. se~ 
cuendas reportadas, se requiere de ~ás ~e una mutación pa,ra)ograr ;~se cambio. 
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En un estudio de mutantes de deleción del gen de la beta-lactamasa, Plückthun y 

Knowles (1987) buscan conocer los determinantes de secreción codificados en el 

extremo arriino terminal de la enzlma. Con es te fin analizan Ú cinetica. de 

secreció!l y .larésis!~!lSi~ ·~~· dl~h·¡5. n1ut~~tes.Entr~ l~s.~bt~!lkl~s,,:bb~~rv~h que él! 
deletar la ª.-héliee q.· ·.ue. }o.ntie11é a~ )::37· (p~in,1er ·. elé~ent§ d·~. esyucfur.~Os~~ridaria 

. . ' . - ' . ., ' ,. ·. ·~ " . .. .. . - ,~~ "" "' -, , ' -· , .. _, ' . " . - . ·-

de la molé<:ula);-las enzimas~antienen·.1ácap~éic!élct.·de setretars~perose ~ace ' 
indetectabl~ la ~esí~tei\ií~ 'qí.id}o'~i íe'ren·~. ~ri;pi~lliri~:,IJ~ ~~·f o/<l~'f os éb~Úuyen 
que no exi~t,e·n·.~J.~~~~ ¡'i~,r\~ .iq~~ri~'.:i?\·es:}1~.~7e.~~. i~PZf·tª.~t~~¡R~ti1.g~s~c~~ción 
de la pmteín~·'t\,ri):l~stra r~nera:cle•ver;los dat,os ~e:ese,Y:~,elpres}~!ltetrabajo. 

Knowles, 1987)'.De!':comportarriiento 'de,l~s. varfa.I1fos descritas _en este? trabajo se·. 
c .. • . ----~,'-.'~.- ~.;_:. •"":·--_,_:'.'.'···-. ·-· ·~·- -. • ,,_--,',-:~ -:_ ... ~. '. .. _._ •. _, . .,. ,· "./-.:='.- \-,_ . ' 

puede conduir. ~ue)a p~si~ión mlltada irülu'y~ ·Sol,o:~ardalrnente ~rila secreción: 

~~:~I {i~~¡;~~~f~f.~f !~~:~fi~t~I;~1;~t 
observado agreg~Ción ~~-~~iiplasrri'~. é~ c~~didC>Í1esde sobreel<presiÓn/corno lo -

- ·~·. ,é -- .. -~· . ·'. . ... ·- .,. " ' • ,. • , ·¡· ·' .·- .. ' ' . ~ 

demuestra la formacióri?de cuerpos d~inclusión e~ esa ~~ma(cieC>rgiou et al.,·· 

1991). 

.· ' _. . '·:.- . ' ·. 

En conjunto, .las mutantes desc~itas ·reflejan posibles caminos de sustituciones 

que pudieron s~r prob~das:evohttivélmentóiara
1

1~ gener~cic)~ de una .. 

conformación aú~rn;tiJ~ Ci~e~eproc!uje~a·1él: acúvidactYA e~tabilidad ... de la 
-·· .... ' -'.,. -·-· "-· ' - . . . ' ··;,•"'"·"·-. ;,-- .,._ ".-•¡. •"'' 

enzima silvestre. Esposi~le:q\leentreésta_sno haya~pélr~cid_~_q~a variante con· 

las caracterí~ticasd~ l~ ~ilvestr; ~or ~~~nece~~ria~ dos o ;~ás'sustituciones, dado 
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que los pasos intermedios observados son inestables o inactivos. Por otro lado, 

desconocemos si la estabilidad o la resistencia dada por alguna de las mutantes la 

hagan sufkientemente ''adaptada'.paraaislarse.~omoUna \1ariante~at~raL La 

sustitució~. d~'. este' afuiJ;áci~o '.debi{est~r relá~ion~aa:ri t.in · cambi6 · d~ásti~O en su 

contexto estrÜ~tü~~l)coII1o.se d~mu~stf~'co·h·•·If'ap~l"iciÓrii'ct~ 0·6-¡{sec~;~cias en 

las que ·cainbl~~e1if ¡~~~~.O,!ri~ar;:~t;: .··.··; •• < .. • ·'·• :'.;~·.·.·:.".' '.!< .•.' . 

Con los. rnetb~~s ~xi~t~I1t~s ('¡'~ difiá~ita' ~biedliar%s:hedesa~io ·simÜlar el· 
·:._:.,:_::-(~·-<-~;::/~. ·< ·:\·:~).:~-~-:-:¡-::.~:_)~:i-1<<:·:- .. :~">1x~~·):.1~-~- ... \)~\:·-.-:,~:r·.:~~-- ~;_¿:~::·> ,f'/:.·::::~»}\·: X'.>/~·.:,~·.r=. -. :; < ::: : ·:. ·: -

empacami~nto ~e lascadenas;la~erales. en las I1Y~vas.•secue;cias.yasi conocer 

~"'~p~~~~~~~~~~~~t~~~~~i~i~;;!~~f~i1i~~:fu:: :::: 
(mutagénésis cc)ml:iÍriatória; PC:Kséxt.ial), puede ~a;;inf§i:madói{sobre el tipo y 

número mínimo ci{cari:ibi~s I1éce~a~ibs p~ra '~ernodela( ~sa iegión in vitro. 
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Ecoli •••••••••••••••••••••••• MSIQHF RVALIPFFAA FCLPVFA.l!P ETLVKVKDA •.•• EDQLGAR 
Kpneumonia •••••••••••••••••••••.•• : .MRYV RLCVISLLAT LPLVVYA.GP QPLEQIKQS. · .•• ESQWGR 
Pmirabilis • • • • • • • • • • • •••• ; ••• M NVRQHl(.l\SFF SWITFLCLT: LSLNANA. TD SVLEAVTNA. • .. ETELGAR 
PaerugPSEl .•••••••••• • • • • • • • • , •• O •••• ;¡ MKFLLAFSLL IPSVVFA.SSSKFQQVEQDV KArEVSLSAR 
Rcapsul~ta · . . . • • . • • • • • • • . • • • • • • • .MRFTATVI, SRVA'I'GLALG LSMATJISLAE TPVEALSETV ARLEEQLGAR 

Sfradiae ••.•••. MDRTTARPNR .. RAVLATGVG ;: ; ; ; MLAATA'AAAáPAHAAP ÓRGARVEGRL RALERTHDAR 
slavendúik •••••••• '.. MGTTGARPSR RAVLTAAAc.' . , :AAVAGIP LGGSTAFMP ·RGNPDVLRQL RALEQEHSAR 
SaureofaCi¡ : . : ; ••• : • • • • ; •• ; : ;•.; •. ~ '. '.: ':;; ;', ••. : : : •. e •••• AYASTSTAKA. PMEGISGRL RALEKQYAAR 

·sceúuios.a': ··:: :~:.:.:: •· MRKPTsSLTR,'Rsvi:,cAGLGL' GGALALcsT'l' JisAASAGTTP · sENÍ?AAVRRL RALEREHQAR 
Mfartúiti.ifu':.'::; •••• '::. ,·~ 1X'z.imLsR':Rmirosl.:':· . : •.. vA.AAA vcAcvccAAP ,AFAAPIDDQL AELERRmwL 

sh.;_diú-;,¡ MHHÍ?RVRTAV AGLVAVLSLV .. PLMCGQSDS TAPPSSAKPA TSAS~l\SLPRP , .. KPYTGDF KKLEREFDAR 
Sc~é~ób{~Ú1/i ; ; : ~·. >.; .' .. ·~: :;;·; :: ;'.,,;; :.:·.QESS ADAAEPAGSA PSSSAAAHKP GEVEPYAAEL KALEDEFDVR 

Bcer~u_?~~l\ \\'. '.\;; > ••. : :< : . ·' . ; .. ; : : ; ; ; ; ... : ; . . . . . . . . . . . . . . IOIKNQA'l'Jll( E ..••••.• F DQLEKKFDAI< 
BcereusSB ••• : •• '.... • .• 0 • ·".··· '.'.· .•• ; -'·;..... .. • • • • • • . • • • .KHKNQATHK E •...•... F SQLEKKFDnR 
BlicheriÜ ,; ~ , '· ;MKLWFS' TLKLKKAAAV LLFscvALAG cANNQTNASQ PAEKNEKTEM Koo .••..• F AKLEEQFDI>.K 

ÉcereüsÍp :: . -~FVLNJ{.Ff'.T ·.·l'Í~HYKKIVPVVLLSCATLIG CSNSNTQSES NKQTNQTNQV KQENKRNHAF AKLEKEYNl-.K 
AétinoR39' : : :·: :·(:·:MLFP ''.I'ARRTGFAAL :IIALALVPAM cscsAAPAEA EPASAEVTAE oLsc .••. EF ERLESEFD.l\R 

ScacaoiULg .• '.: :MRIR¡>TR' RLLLGAVAPL''.'ALVPLVACGQ ASGSESGQQP GLGGCGTSAH GSADAHEKEF RALEKKFDAH 
ApleurROBÜ .': . ~ •• : •••. MLN!{LKÍGTL;LLf,.TLTACSP:NsVHSVTSNP QPASAPVQQS ATQATFQQTL ANLEQQYQAR 
Cdi versus:; .. ·; ; • ; ·,: ;-': : ; ': : '..'; ,·; °'.:'.-.M '.J:.kKRGRQ'rvL ··~. MVLAFFT ASSPLLARTQ GEPTQVQQKL AALEKQSGGR 

Koxytóc::a¡,;;, •• :~'..:: ••• ·· .•• •. ;·. •·· :•.M LKSS~RKTAL MAAAAVPLLL ASGSLWASAD A ..•• IQQKL ADLEKRSGGR 

Pvulgaris :·'., :: •• : : .~ : '. : • ·, : ; : ; • : ·:· • .'.' •• ,,.>· .. : . ·.' . . . . . . . . . . . . . . . . . NTNNTIEEQL STLEKYSQGR 
Yen tero• :• : .•• .': •• ; '; ; , ••. • ••••• M. ~HSSLRRSLL LAGITLPLV. • SFALPAWAN ALPASVDKQL AELERNANGR 

sm~í:ce~~·~~:;; . : :·: ··: : .. : . . ·: .... , . : .. : .~ .MsNKVNFK .TAsFi.FsvcL ALsAFNAHAN KsDAA. AKor KKLEEoFocR 

":¡~::~~l':~~:f 1';',f ~ ~,,::;~:;;,~fi!,~:':i~fü~~:~~;:i~;:¡:t:~:;:~ ~:~:=~:::; :~;::::: 
Bfr.ag1lis~; .•.·· •••••••• ·.· ••••• ··.·., .MQKRLIHLSIIFFLLCP ••.•• '. .ALW.: AQNSPLETQL KKAIEGKKAE 

Bunifoi'.niis '(:~· • • • • • • • • •• : • ; • '.; ;, .·:;t.00\Y.Fr~ IIirü:TC'r. ~- • : : :ATWRA QQMSELENRI DSLLNGKKAT 
PaerugPERl'. :: • · •••••• : ;·;:, ~. :í.i'.ÑvÚKÁVvTA STLLMV~F ~ :, •• ;:ssFETs)AQSPLLKEQI ESIVIGKKAT 
avulgatlls •• '. •••• ; ; • :'°lMEÍ<N~KÍ<Q Jivvisi.O:í:vc' riri:::vFsLF11 KsATKIJsl\N? PLTNVi.Tosr. sorvsAcPcE 

consenso' ---------f- mll:-_--':a.:.m -1.vii".'al-liaa1·-i.:.lia. asas'a-:a'-a¡:l'•a--'-eave-ql aalekefdar 



Ecoli VGYIELDLNS GKILESFRPE ERFPMMSTFK VLLCGAVLSR V •••.•••.. DAGQEQLGRR IHYSQNDLV. 
Kpneumonia VGMVEMDLAN GRTLAAWRAD. ERFPMVSTFK VLLCGAVLAR V •••• , . • . . DAGLEQLDRR IHYRQQDLV. 

Pmirabilis IGLAAHDLET GKRWE.HKSN ERFPLSSTFK.TLACANVLQR V •••.•••.• DLGKERIDRV VRFSESNLV. 
PaerugPSEl IGVSVLDTQN GEYWÓ:YNGN QRFPLTSTFK'. TIACAKLLYD A •.• ::;:-.:. EQGKVNPNST VEIKKADLV. 
Rcapsulata VGLSLMETGT GWSW ,s11RED EL¡>LMNs'fvK VPVCGAILAR w. : . '. ; ; '..· : DAGRLSLSDA LPVRKADLV. 

Sfradiae LGAFAYDTcT GRTV .ÁYRAÓ'ERFPIASMFK ·TIAVAAVÍ.ROÍ.:. :. 0 .~ ~: Í:lROOEVLARR VHYTADYVKR 
Slave.ndula LGVYARDTAT GRTV'.LHRAE,É:RFPMCSVFK;.TLAVAÍl.VLRD L: .... ; >0.' DR00EFLATR LFYTEQEVKD 

Saureofaci LGVFALDTGT GAGR.S.Y!Ú\G~_ERf'PciS~Yfl~, 1.IL~~aj\yr,.~o y ... '. :. : : . : . 'o,~RRf;~L'~KR ,IllYTEKFVKD 
·· Scellulosa ICVFALNLAT CASL. LllRAll (ELFPMC;SVFK· TLAAAJ\VLRD L'; •.. : ; .. ; DllDCSQLARV I_RYTEADVTK 
Mfortuitum ICLYAANLQS. GRRI. THRLo': EMFAMCSTFK CYMARVLQM A: •.• ' •••. · EHc1nsÍ.DNR VFVDAD.n.LVP 

Sbadius LGVYAIDTGT GREV:THNDR\ARFAYllSTFKALQAAWLST : .·:·: •• : •.• '>fSLDcLDKR VTYTREDLV. 

Scac":?blaU LGVYAVDTGS GREV .AYRDG; ERFPYNSTiÍc_ALEcp'AVLDK •.••..••.. :11TDREMDRV;VKYSEDDLV. 
Bcereu569H LGVYAIDTG.T NQTLSYRPN ERFAFASTYK .. ALAAGVLLQQ ••• : ••• , .•. NS!DSLNEV ITYTKEDLV: 
ac'ereússs icwÁrDTGT NQTr .AYRPN ERFÁFÁSTYi<. P.i;A.n.cvi.LQQ . :~. . • . . . . . NsTKKLDEv r·rYTKEoLv. 
BliC:henif LGIFÁLDTGT NRTV.AYRPD ERFAFASTIKALTvGVLLQQ .•••.••.•.. KSIEDLNQR ·ÍTYTRDDLV. 

ac~i::e;Jk ú r· Lé:iYALDTST • NQTv: Íl.YHAD oRFAFASTsK faA vGALÍ.RQ • • . • • • • . . • . Ns IEALDER rTYTRKoLs . 
. ActinoR39.¡LGvYA'JDTGT.GEEV.FHRAD ERFGYASTllK AFTMLVLGQ ••••..•...• NTPEELEEV V'rYTEEDLV. 
séac~oiuLg,PGWAlDTRD GQEI.THRAD ERFAYGSTFK ALQAGAILAQ VLRDCREVRR GAEADCMDKV VHYCQDAIL. 
Apleui::ROBÍ;·I~VYVWDTET; CHSL .SYRAD ERFAYASTFK ALLACAVLQS L. . • . . • • . . . . PEKDLNRT ISYSQKDLV. 

Cdi versus: LGVÁLINTAD. RSQI. LYRGD ERFAMCSTSK TMVAAÁVLKQ s. • • . . • • . • ETQllDILQQK MVIKKADLT. 
Koiytoc:.-/i:GVALINTA'o ÓSQT. LYRGD . ERFAMCSTGK VMAAMVLKQ s. • . . . • . . . ESNPEWNKR LEIKKSÓLV. 

Pvulg":ris LGVALINTED: NSQL TYRGE ERFAMASTSK VMAVAAILK.E S.. • • . • • • . EKQ.>;CLLDKN IIITKSDLV. 
• ~eriteri>:i.cvA"M:iNTGN GTKI. LYRAA QRFPFCSTFK FMLA.r\AVLDQ s ••••••..• QSQPNLLNKH INYHESDLL. 

S~arcesceh':IGVFAIJ5TGs''át-iTF ;GYRSD ERFPLCSSFK GFLAAAVLER V •.•.••..• QQKKLDINQK VKYESRDLE. 
sa~~e~~PCÍ .:Í:GVYALDTKS 'áKÉ:v'.KFNSD KRFAYASTSK AINSAILLEQ V......... . • PYNKLNKK VHINKDDIV. 
, C <:o;,sen~b' lGvy~icltgt~'grt,¡~Cy]oaa erFam~stfK alaaaávLqq v-'----~--- dag-eclld-r i-ytkddlvd 

Bf1'¡9{1i~ ~cr1~i, rrri ~ci;;r -~~ ]:¡jyp~~FK FHQALKADY, M ..• · ..... , HHQKQPLETR LLIKKSDLKP 
.. alini fórffii~;~vaü'.iiw. Tói óoMi :li'íl'ioÍI .'.viiFí:>i.í:.svFi< F-iivi\i.Avl.oi< · ¡;¡: ; : : . , . . . oKQsrsLosr vsrKASQMPP 

Pae'rugPERi vcivAVwGPDDLEPL:LINPF. EKFPMQSVFK,LHLJÍ!.Ú.vLHQ v.. DQGKLDLNQT VIVNRAKVLQ 
avü1gatús rcvi\vl::\TNt.i RDTV.KVNNÍ(swi>MM.svF-k v11óllLALci'Ío ¡;~ ........ oNKcrsLoTL vNINRDKLor 

consenso -Gvy.iidtgtgrtvely~ad erfpmaStfK aiaaaa:;,l:_qv.:.:C:. ____ ~--d~gkedld-rv-ytkddlvp 



Ecoli .EYSPVTE.K HLT.DGMTVR ELCSAAITMS DNTAANLLLT .TIGGPKELT AFLHNMG.DH VTRLDRWEPE 
Kpneumonia • DYSPVSE.K ULV. DGMTIG ELCAAAITLS DNSAGNLLLA • TVGGPAGLT AFLRQIG. DN V1'RLDRWE'l'A 
Pmirabilis .TYSPVTE.K llVGK!(GMSLA ELCQATLSTS DNSllllNFIJ.0 .llTGGPKllJ.'I' KFJ.ílSTG.PJ1 'l"l'HJ.DílWF.l'F. 
PaerugPSEl .TYSPVIE ;K QVG .QAPrLD DACFA~'MT'l'S 'DNTllANIILS .AVGGPJ<GVT DPLRQIG. DK E1'RLDRIEPD 
RcapsulcÍta .PYAPVTE.T RVG:GNMTLD ELCLMIDMSDNVÁANILIG .HLGGPEAVT QFFRSVG:DP ,TSRLDRIEPK 

~fradia"' S,ciy§PVTGL~ ,-E~ANGi:rrY;\ ELC:,EATL~.Rs¡,DN,TAAf¡Ü.LR . DLGGPTAVT RFCRSVG. DH VTRLDRWEPE 
• Slavendula i SGFGP,VTGLP. ENLAAGMTVE RLCAAAICQS '.DNAAANLLLR • ELGGPEAVT RFCRSVG. DR TTRLDRWEPE 
saureofaC:i AGYÚvTGÍ<P .. ENIAé:é:i-l'Í'Gli. E:i.cMA.vs:Es l ÓNGAGNLLLR • ELDGPTGIT RFCRSLG. DT TTRLDRWEP.'< 
:Sce11ú1as~· :Scii-!A'PvT::K.··ofiiómMTrR or.:co!l.TrRis'oNc.MNi.LLR .ELGGPTAVT RFcRsLc.op vTRLoRwEPE 

'Mf orfoi tÚiii -N. <:si?vTÉAR A; : GAEMTLA ELCQMLQRS •: DNTMNLLLK • TIGGPAA VT AF!l.RSVG; DE RTRLDRWEVE 
-SbadiÜs .AHSPVTE .• KHVDTGMTLK·'ELCDASVRYS -DNTIWJLLFD PRAAGPKGLD ASLEKLG .DD ITRMDREEPE 

Sca'd~é>blaU .ÍJNSPVTE •. KHVEDGM'Í'LT-ALCDMVRYS 'oNTÁl'ilLLFE T.VGGPKGLD KTLEGLG.DH VTRMERVEPF 
fü::~reu569H • DYSPVTE •. KHVDTGMKLG ErAEAAVR# .:DNTAGNILFN • KIGGPKGYE KALRUMG. DR ITMSNRFETE 

Bcereus5B .DYSPVTE .• KHVDTGMTLG EIAEAAVRYS DNTAGNILFH .J<IGGPKGYE KALRKMG. DR V'l'MSDRFE1'E 
Blichenif .NYNPITE •. KHVDTGMTLK ELADASLRYS DNAAQNLILK .QIGGPESLK KELRKIG.DE V'rNPERFEPE 

Bce~eusrII .NYNPITE •• KHVDTGMTLK ELADASVRYS DSTAHNLILK .KLGGPSAFE KILREMG.DT VTNSERFEPE 
ActinoR39 .DY,SPITE •• QHVDTGMTLL EVADAAVRHS DNTAANLLFE .ELGGPEGFE EDMRELG.DD VIS.l'\DRIETE 

ScacaoiULg • PNSPVTE. • KHVADGMSLR ELCDAVVAYS DNTAANLLFD • QLGGRRGST RVLKQLG. DH TTSMDRYEQE 
ApleurROBl .SYSPETQ •. KYVGKGMTIA QLCEAAVRFS DNSATNLLLK .ELGGVEQYQ RILRQLG.DN VTHTNRLEPD 
.Cdiversus .NWNPVTE •• KYVDKEMTLA ELSAATLQYS DNT./l}INKLLE .HLGGTSNVT AFARSIG.DT TFRLDRKEPE 

Koxytoca .VWSPITE •• KHLQSGMTLA ELSMALQYS DNTAMNKMIS' .YLGGPEKVT AFAQSIG.DV TFRLDRTEPA 
Pvulgaris .AYSPITE •• KHLATGMSLA QLSAATLQYS DNTAMNKILD ,YLGGPSKVT QFARSIN.DV TYRLDRKEPE 

Yentero .SYAPITR •. KNLAHGMTVS ELCAATIQYS DNTAANLLrK .ELGGLAAVN QFARSIG.DQ MFRLDRWEPD 
Sm~rcescen .YHSPITT •. KYKGSGMTLG DMASAALQYS DNGATNIIMÉ RFLGGPEGMT KFMRSIG.DN EFRLDRWELE 
Saur'eusPCl .AYSPILE; • KYVGKDITLK ALIEASMTYS DNTANNKIIK . ÉIGGIKKVÍ<, QRLKELG. DK' VTNPV,RYEIE 

consenso sdys~vtelk khvdtgmtla elcdaavryS DntAaNllle -elgGpkgvt. kflrsl•{Dcl vti;ldRwEpe 

Bfragilis DTYSlPLRETY PQGGIEMSIADLLKYTLQQS DNNACDILFN . YQGGPDAVN KYLHSLGIR:-.~~:VIHTEND 
!lüniformú NTYSP_i.RKÍ<F · PDQDFTITLR • ELMQYsrsQs. oNN11corLIE • Y11ocri<inl'J nYinRi.sro·: sFNLSETEDG 

PaerugPERl NTwAPIMKAY.:QGDEFSVPVQ QLLQYSVSHS DNvACDLLFE '. LVGé:PAALH 'i:iYiQsr:iGr~ '. ÉTAVVANEAQ 
BvuÍgatus_KTwSPMLKDY SGPVISLTVR DLLRYTLTQSDNNASNLMFK :DMVNVAQTD SFIATLIPRSSFQIAYTEEE 

consenso -..:y~Pvte::k. kh'ldtgní'Ú~ ~l~daávryS DntAanllle -elggpk-vt Kfli:-slgidd • 'ltrldrwEpe 
., -· ' : " .. - ' ·~ ,. ;,r. . - ... '· ' , - . . ' '· 



Ecoli LNEAIPNDER DTTMPAAMAT TLRKLLTGE •••. LLTLASR QQLIDWMEAD KVAGPLLRSA L .• PAGWFIA 
Kpneumonia LNEALPGDAR DTTTPASMAA TLRKLLTAQ •••• HLSARSQ QQLLQWMVDD RVAGPLIRAV L .• PPGWFIA 
Pmirabilis LNEAVPGDKR DTTTPIAMVT TLEKLLIDE. • ••. TLSIKSR QQLESWLKGN EVGDALFRKG. V •. PSDWIVA 
PaerugPSEl LNEGKLGDLR DTTTPKAIAS.TLNKFLFGS.' •• :ALSEMNQ KKÍ.ESWMVNN QVTGNLLRSV L •• PAGWNIA 
Rcapsulata LNDFASGDER DTTSPAAMSE TLRALLLGD;;.,:.:,visPÉAR GKLAEWMRHG GVT(;ALLRAÉ A: .EDAWLIL 

sfradiae LNSAEPGRVT DTTSPRAIGR. TYGRLILGÓ: ?°/:~ i.Lív\i-ióíi: ÉRLTRWMLDN · RTSDÉRFRKG ·L. : PADWLLA 
Slavendula LNSAEPGRLT DTTTPRAIGA TYGELVLGD;\i'. ~'iü.:iii>RoR<ÉRLTGWLLAN 'TTSTERFRKG ·L .• PADWTLG 
Satiréofaci LNSAEPDRVT DTTSPGAIGR TFG!Ú::IvC;s!<¿•; '.iiLRAGDltKRLTGW~VAN TTNRPTFRAG ·i.;. PDDWVLA 
scellulosa LNSGEPDRRT DTTSPYAIAR · TYQRLVLGÑ i·.:.;•T; :'i\LNifr6R ALr./rowi.i.R'w TTÍ'LTTFRTG L. : PKGWTVA 
Mfortuitum LNSAIPGDPR DTSTAAALAV GYRArLAGo;' .•• ;1.:r.:sPPQR',GLLÉDWMRAN,QTS :<sMRAG L:. PEGWTTA 

, s-bádius LSRWVPGEKR DTSTPRALAE DLRAFVLGK: : ; • ALR]\Pl!!R 'AQLTTWLRTN: TTGDÁVIR!ÍG v: • PENWWG 
s.cacaoblau LSRWEPGSKR DTSTPRAFAK DLRAYVLGD: •• : '.VLAEGDR. KQLTTWLRm(TTooGLIRÁG v ,·. RQG~ÍWG 
Iícéretl569H LNEAIPGDIR DTSTAKAIAT NLKAF'J'VGN; ;_ .'iAL~ÁÉK~ ·i<ILTÉwM!'GN ÁTCÍ[)KÚIRAG r: . PTDWVVG. 
"BceretisSB LNEAIPGDIR DTSTAKAIAR NLKDFTVGN." · •• :ALPilQKR NILTEWMKGN'ATGDKLIRAG v: .PTDWVDA 

iíüé:l1enif LNEVNPGETQ oTsTARALvT sLRAFALEo. • •• KLPsEK'!i • E:Li.ii:iWr1KRN T'i'Goi\i:..rRAc v .• PocwEvA 
· acei:-~L;5rr.r LNEVNPGETH oTsTPKAIAK TLQsFTLGT. • .• vLPsÉKR ELLvowMi<RN. TTGDKLFRAc ·.v. : rKcwEv.; 

Aé:ÜnoR39 LNEVPPGETR oTsTPRAMAG sLEAFVLGD: • '. .vLÉEGPR DVLTÉMLLNN ·TTGoÉi.rR.Aa v: 'PEDWRVG 
scabaé:>iuLg·LcisAVPGDPR DTSTPRAFAE DLRAFAVEDG EKMLAPNIÍR EQLNDWMSGSRTGDALIRAG v •. PKDWKVE 
ApleurR6s1 Í.NQAKPNDIR DTSTPKQMAM NLNAYLLGN. • .. TLTESQK TILwmiLm!N · ATGNPLIRM T:: PTswiw 

· caivefslls LNTA:Í:PGDER DTTCPLAMAK sLHKLTLGD •••• 11.LAGAQR AQLVEWLKGN TTGGQSIRAG L.:PEGWWG 
i<c;;;yi:o2'a LiisJ\rpcoKR nTTTPLAMAE sLRKLTLGN: •. :ALGEQQR AQLvTWLKGN TTGcosrnAc L .. ~AswAvc 

PvuÍgads•LNTii:í:ircnrR.oTTsrrAMAK sLQALTLGo. · .•. ALGQsQR QQLVTWLKGN TTGnfisri<Ac ·r: .. PK1ú4Ivc 
'YerÍt~J:'.O':CLNTARPNDPR DTTTPAAMAA SMNKLvLGD. . .ALRPAQR SQLAVWLKGN TTGDATIRAG A;. PTDWIVG 

sinarcesc'eí'i' ;LNTAIPGDKR. DTSTPKAVAN SLNKLÁÍ..GN: • VLNAKVK AIYQNWLKGN TTGÓARIRAs v. : P.l\D~NVG 
:Sa:üíceúsi'ci imYsi:iKsi<K oTsTPAAFGK TLNKLrANG. • •• KLSKENK KFLLDLMLN1'1 KscoTLiKixi v:: rKoYKVA 
'con~enso _L;¡~~{pgdkr DTttpfainak tlral.¡;.lgd'.: --..:aLsaedr eqltdwlkgn ttgdaUrag 1--peclwvva 

!3triig{~Ú"~lí~~~¿f¡{NVíTf PiAAAi Lr:E:Il'filíE'NL\F; : ': • oi<EYI< NFrYQTMVEc QmQnRLrAr · i.LoK. KVTMG 
Bun i form:Í.'s)·mss·FEAvYR Nw's'Í'PsAMVR •· LLRTADEKEL iis ,: , NKELK DFLWQTMIDT ETGANKLKG > MLPK; KTVVG 
É>aerugriiiíú i.íiüi.ní:lQvQYQ' 1'iWTsMi<Gi\AE iLKKFEQKTQ Ls, ;·; ETs. Q ALLWKWMVE'r TTGPERLKG ?· i.i.PA: G'l'VVA 
sVü1gatlis i1sÁrifiNi<AYs N'iTsilr:GAiM LMNRLFrEGL i\: '.'.ooE:KQ si>rKNTLKEc i<TGvríRrAAP LLIÍKEGVvrA 

consenso .frte;\lpgdkr dttt:p'.:amak trl'-lVlgdl: tS-aLs-edr eqltdwinkgri ttgdalirag '11-pe-wvva 



Ecoli DKSGAG ••••• E.RGSRGII AALGPDGKPSRIVVIYTTGSQATMDE ••• RNRQIAEIGASLIKHW .••.•..•.• 
Kpneumonia DKTGAG.... .E .RGARGIV ALLGPDGKPERIVVIYLRDTPASMAE •. ;RNQHIAGIGQR •..••.••...••.• 

Pmirabilis .DRTGAG. • • • • G. YGSRAIT AVMWPPNRKPIVAALYITÉTDASFEE ;' .• RNAVIAKIGEQIAKTVLMENSRN .•• 
PaerugPSEl·DRSGAG ••••• G.FGARSIT AVVWSEHQAPIIVSIYLAQTQASMAE •. ~RNDAIVKIGHSIFDVYTSQSR .•..• 
R;;apsulá.ta DKSGSG;'. ••• S.HT.RNLV AVIQPEGGAPWIATMFISDTDAEFEV.'.,RNEALKDLGRAVVAVVRE .•.••.•. 
· Sfrádiá~ DKTGGG: . •. • • D. YGTNNDA GVAWPPG. RPPVVLAVQT. TRFT'. Í?DAJ:!ADNVLVÁÉAARLLAÉAMTD ..•..•.. 
Slav~ndulá; DKTGGG •• ·• • .A. YGTNNDA GVTWPPH .RPPWMVVLT. THÓR ~·PÓÍ\VÁDNPLVAKTAALLASÁLG ••.....•. 
saure6fa.cl, DKTGGG: •••. ; :EQYGVANDV GVVQPPG. RAPLVLSVLS. TKFD~PKGPTDNPLVÁKMi\LVIÍGÉLT: •..••.•. 
seeúu1a~a: or<s'Gcc ! : .. :<, DTYGTRNEA AIAWTPD. cAPVLLTALT. HKrsÍ.PTíiPcoTPLriKfaTliLsE!AvAPA .• : •..• 
Mfortui t~un rii<TGsGJ ~ . ; , o, YGSTNDA crAFGPD .GQRLLLVMMTRSQAHDPKAE~iLRP'í.~GE:L'rP.i.vi:Psú:. ...•....• 

· Sb;;dius DKTGTG .5; '. '. SYYGARNDI AVVWPPD. SAPIVIAILSHRGTK:; DAEPDDELIAEAASVWDSLSS •. · •••..• 
scacaC>blaU ;Di<Tciro'~ [ ':h : SYYGARNDM AVVWRPD .cRPLVLNVMVHGHTK; . DAÉ:i.osEÚARATEvVADRi.C:, .•. , . : .. 
BcereusG9íf DKSGAG:,., .s:Y?TRNDI AVVWPPN.sAPIIV.LISSKDEK •. ú.rúioQLIAEATKVIVKGS.,: ••..•.. 

Bcere~~SB ~KSGAG1::;.: :s:YGTRNDI AIVWPPN.RSPIIIAILSSKDEK: .EATYDNQ~.·IR,E.A,;iE:vV!DAIK; .. ,· ••.•.. 
Blic~;~g ;DK.').'GAA •• ; • . • S, ;YGTRNDLAIIWPPK .GDPVVLAVLSSRDKK .. DAKYDDKL!AEATKY'JMKAL~!MNGK ..••. 

BcereusIII DKTGAG; - _.; .s. YGTRNDI AIIWPPN .KKPIVLSILSNHDKE .. DAEYDDTLIADATKIVLETLKVTNK .•..• 
Actiri~,R3,9 p~:r§Gg i .. : ;S. fIGSRNDI AvVwl'PE. DDPIVIAVMsTREQF. .. DAF.F'DNl\r.Vf;;GATE\iYy1::111.11P ...•.... 

Scac.ao1U.Lg DKSGQV ·.; • '. .K. YGTRNDI AVVRPPG. RAPIVVSVMSHGDTQ .. DAEPllDELVAEAGLVVADGLK. ~ •.. : .•. 
ApleurROB11 DKSGAG!. • . .K. YGVRNDI AVVRIPN. RKPIVMAIMSTQFTE .. EAKFNNI<LVEDAAKQVFH'I;LQLN .•.•..• 
Cdiversus DKTGA> ••••. GDYGTTNDI AVIWPED.RAPLILVTYFTQPQQ. ;DAKGRKDILMAl\!ÚvTEGL; .': .••.••. 

K¿,xyt¿,_;a·DKTGA).: .•• GDYGTTNDI AVIWPEN.HAPLVLVTYFTQPQQ .. DAKSRKEVLAAAAKIVTEGL.:: ...... . 
Pvulgaris' oKTc:s:'.:: ••·· .coYcTTNor AvrwPKN.HAPLILVVYFTQQEQ .• oAi<Y.RKórríiKi\-rE!ivTiú·sNTsQKK •.. 

Yente'ro· DKTcs;'1.. .GDYGTTNDI AVLWPTK.GAPIVLVVYFTQREK. ;OÁKPRRDVLASVTiú'ii.sQrs;' •..•..• 
. ·. '"' ,, ' .,., 'l." " ' ' ' ' ' ' ' " '' ' ' " .... ', ' 

Smarcescen' DKTGSC~ , . .GAIGTANDY AVIWPKN. RAPLIVSIYTTRKSK •.. DDKHSI)KTIAJ:;A,SRIAIQAID. ~ ••...•• 
saureusPcl DKSGQA' •• ; • :ITYASRNDV AFVYPKGQSEPIVLVIFTNKDNK: :soí<r'l'Íói<L:'isE!TAKSVMKÉF. : ..•.. '. ..• 

'C'C>ns~n~6 'ok't~~g~~:c. ::sé:Jygtrndi avvwppn-rapi vl vvlsttdakmpda~y1neÜae,áak,¡;;;:.';;ai ~m'.:~ -k----

BÚagiÚs ~~'I'(;~~~A KGQQIGCNDI GF~LLPDGHAYSIAVFVKD~EADNRENJ:::S~i~~~rd~i~EYVTQQID .•.•• 

·:~:;':;~;!~'":~~i~,~~~ .. ~:::~~~i'.·.~~~~~~~:~~~~~~rii~~i~~~~:'>'.~~iii~~Á~~d~~~~¿~~¿~~~ 
Bvulgatus · HKTGSGYVNE · NGVLAAHNDV,,AYICLPNNISYTLAVFVKDFKGNKSQA ;.; : SQYVAHISA~SLLMQTSVKS .•• 

consenso ak.taá9a.:.na :.:9aygt~nai .··áv-vWpp-'grapi vi vviS .'.:ta-:klnpdakydn~1 i¿¡eaakvvye<1l-mts~k- ---
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