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RESUMEN

La beta-lactamasa TEM-1 cataliza la hidrélisis de antibidticos beta lactamicos
como las penicilinas y algunas cefalosporinas. Paralelamente a la introduccion
de antibitticos mas potentes, como ceftazidima y cefotaxima (cefalosporinas de
amplio espectro), aparecieron mutaciones en las enzimas tipo TEM que les
permitieron  hidrolizar las cefalosporinas de amplio espectro, estas
substituciones se han enconirado en el sitio activo de la enzima. El incremento
en la resistencia bacteriana es debido principaimente a la presioén de seleccion
ejercida por el uso de agentes antimicrobianos. Para entender el papel del
residuo 164 de TEM-1 en la hidrdlisis de cefalosporinas de tercera generacion
se muto R164 a saturacion, usando una metodologia que pudiera dar lugar a
otras posibles sustituciones de aminoacidos en esa posicion. Adicionalmente se
uso un molde de DNA de TEM-1 con la mutacidén G238S, la cual disminuye ta
sensibilidad a cefotaxima

Las mutantes fueron seleccionadas en ceftazidima y cefotaxima. Se obtuvieron
mutantes con sustituciones en fa posicion 164 por Gly, Ser, His, Glu y Asn, las
cuales confirieron resistencia a ceftazidima. Se obtuvieron mutaciones
adicionales no disefiadas en la mutagenesis como V119E, R120G, {173V,
A184V, E240K, algunas de las cuales participan en la hidrlisis de
cefalosporinas de amplio espectro, y también se encontraron mutantes que
perdieron la sustitucion G238S presente en el moide original.
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1. INTRODUCCION

1.1. Pared Celular.

La mayoria de las bacterias tienen una pared celular rigida indispensable para
mantener la integridad de ia célula, les da forma, las protege de lisis osmética y
les sirve como iniciador para ia sintesis de la nueva pared celular. También
proporciona una resistencia fisico-mecanica a riesgos ambientales tales como:
enzimas liticas, quimicos toxicos (como los antibidticos), y fagocitosis por
eucariotes. La pared celular denominada también saco de mureina esta formada
por peptidoglicano o mureina {compuesto de carbohidratos y aminoacidos)
[Jacobs y cols. 1994].

Las bacterias de acuerdo a su pared celular se dividen en: Gram-positivas y
Gram-negativas. La pared celular de las bacterias Gram-positivas consiste de

varias capas de peptidoglicanos, constituyendo aproximadamente el 90% de la

misma Fig. 1.
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Fig. 1. Pared celular de Gram-positivos.
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La pared celular de las bacterias Gram-negativas tiene una estructura mas
complicada, tiene dos membranas: la membrana citoplasmatica y la membrana
externa, (Fig. 2). Entre las dos membranas se encuentra el espacio
periplasmico, que permite el crecimiento de la membrana externa y la pared
celular durante la division celular [Oliver 1996]. £n el periplasma se encuentra el
peptidoglicano que comprende el 20% de la pared. El lipopolisacarido, es una
bicapa de fosfolipidos y polisacaridos que se encuentra en la capa de

peptidoglicano externa, unida a éste por lipoproteinas.

}MEMBRANA EXTERNA

«tf——— PEPTIDOGLICANO
i i ESPACIO PERIPLASMICO
m } MEMBRANA CiTOPLASMATICA
* * Lipopolisacarido Proteina de transporte
= Fosfolipido g = N-acetilglucosamina
/u = Lipoproteina . = Acido N-acetimurdmico

Fig. 2. Pared celular de Gram-negativos.

La sintesis de la pared celular es el blanco de algunos agentes antibacterianos
como los beta lactamicos, a los que pertenecen las penicilinas y cefalosporinas.
Estos interfieren con la sintesis de la pared celular mediante la inhibicion de las
enzimas que catalizan su ensamblaje de forma irreversible.

Los precursores de la pared celular se sintetizan en el citoptasma y el ensamble
se lleva a cabo en el periplasma [Van-Heijenoort 1996]. El proceso de la
biosintesis de la pared celular de mureina es un proceso complejo que involucra
diferentes pasos que se llevan a cabo en el citoplasma y en la membrana

citoplasmica. El proceso clave en la construccion de la capa de peptidoglicano




que forma la pared celular es el entrecruzamiento enzimatico entre cadenas
adyacentes de peptidoglicano. En bacterias como E. coli y Salmonella, el
entrecruzamiento se hace mediante un enlace peptidico entre un residuo D-Ala
de una hebra y el grupo amino del residuo del acido meso diaminopimélico de
otra hebra de peptidoglicano [Van Heijenoort 1996]. El entrecruzamiento forma
una red de capas de peptidoglicano, que proporcionan fuerza mecanica a las
células bacterianas, protegiéndolas de lisis por presién osmotica [Salton 1964].
Las enzimas que llevan a cabo el entrecruzamiento, o la transpeptidacion, son
DD-peptidasas, que son el blanco de accion de los antibitticos beta lactamicos,
también [Frére 1995, Kelly y cols. 1995] conocidas como proteinas unidoras de
penicilina (PBPs). Estas son un grupo de enzimas bacterianas que se
encuentran en la membrana interna. El proceso de entrecruzamiento termina
con la transpeptidacién, que involucra tres pasos previos para hacer el
pentapéptido que es el precursor del peptidoglicano (Fig. 3). Primero la D-Ala se
forma mediante la interconversiéon del enantidmero L por la alanina racemasa
[Adams 1976], después la ligacion es catalizada por la ligasa D-Ala:D-Ala que
hidroliza el ATP a ADP y Pi, formando un enlace amida entre los dos
monémeros de D-Alaninas {Neuhaus y cols. 1981, Daub y cols. 1988]. El
dipéptido se une mediante la enzima que afade D-Ala-D-Ala al cosubstrato
UDP-muramil tripéptido para formar el pentapéptido que es el precursor para el

entrecruzamiento final [Michaud y cols. 1987].



Fig. 3. Enzimas en la biosintesis de la pared celular de las bacterias.

1.2. Antibidticos.

Un antibidtico es cualquier substancia liberada por un microorganismo, bacteria
u hongo, quey es capaz de matar o inhibir e! crecimiento de un microorganismo
diferente, lo que le da una ventaja para competir por los recursos locales. Es
posible sintetizar y producir a gran escala estas substancias quimicas, para
utilizarlas contra microorganismos patégenos en nuestro ambiente. La actividad
antimicrobiana se mide por la determinacién de la cantidad minima de agente
antimicrobiano necesaria para inhibir el desarrollo del microorganismo en
estudio, al valor obtenido se le conoce como concentracion minima inhibitoria
(CMI).

Existen varias formas en las que los antibidticos ejercen su actividad
antimicrobiana (Fig. 4). Pueden ser bactericidas, matando directamente a los
microorganismos © bacteriostaticos inhibiendo el crecimiento de los mismos

[Harley y cols. 1993].
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Fig. 4. Mecanismos de accién de los antimicrobianos.

1.2.1. Mecanismos de accién de algunos antibiéticos.

1.2.1.1. Inhibicion de la sintesis de la pared celular: Por ejemplo, la penicilina
actia como un sustrato analogo de la transpeptidasa, uniéndose a ésta
covalentemente mediante el anillo beta lactamico, evitando el funcionamiento de
la transpeptidasa, durante la unién de las cadenas de peptidoglicano [Mitsuhasi
1982). La acilacién de la enzima es irreversible y se dice que los beta lactamicos
son inhibidores suicidas, una vez que se han unido a la transpeptidasa
permanecen unidos a ésta sin importar la concentracién del sustrato en el
medio. Por lo tanto la pared celular se debilita y la célula ya no se divide.

Debido a que las células humanas no tienen peptidoglicano en sus células, la



penicilina tiene poco efecto toxico en éstas {Mitsuhashi 1982], no obstante

existen algunas reacciones alérgicas en algunas personas.

1.2.1.2. Inibicion de la sintesis de proteinas: Existen varios antibitticos que
actian sobre los diferentes pasos de la sintesis de proteinas en los que
intervienen los ribosomas (Fig. 5), como la eritromicina que es efectiva contra
Gram-positivos, se une a su blanco de accion el rRNA 23S dela subunidad 50S.
Asi, al evitar el movimiento de translocacion det ribosoma a fo largo del mRNA
se inhibe la sintesis de proteinas, bloqueando ta formacion del complejo de
iniciacion {Lane 1998, Lewin 1994a)y la estreptomicina, que una vez que entra
en la célula se une a la proteina S12 de la subunidad 30S del rRNA
principalmente en las bacterias Gram-negativas [Lewin 1994a, Neu y cols.
1996]. Esto interfiere con la union del tRNA de formilmetionina (primer residuo
en las proteinas bacterianas) al ribosoma evitando el inicio de Ia sintesis de
proteinas [Lane 1998, Lewin 1994b, Neu y cols. 1996], la cual es irreversible

[Lane 1998]. Este antibiético no se une a las subunidades 60S y 40S del

ribosoma de las células humanas.
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Fig. 5. Inhibicion de la sintesis de proteinas por antibioticos.

1.2.1.3. Lesiones en la membrana plasmatica: Todas las células estan
rodeadas de una membrana celular, atn cuando las membranas celulares de
todas las células son muy similares, las de bacterias no presentan esteroles, a
diferencia de las de eucariotes, esta pequefa diferencia permite la especificidad
de los antimicrobianos. Por ejemplo, la polimixina se une a membranas que no
tienen esteroles, posiblemente desplaza al Mg+2 o al Ca*? de los grupos fosfatos
de los fosfolipidos que estan en la membrana, actuando como un detergente
que deso\rganiza la permeabilidad de la membrana, y permite que los
metabolitos salgan de la célula; sélo es efectiva en Gram-negativos [Lane 1998,
Neu y cols. 1996]. No es muy recomendable usar este agente antimicrobiano ya
que se une a varios blancos en los tejidos del cuerpo y son potentes toxinas

para el rifién y el sistema nervioso [Neu y cols. 1996].

1.2.1.4. Inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos: Los antibidticos de la

familia de la rifampicina inhiben la sintesis del RNA, porque se unen a la



subunidad beta de la RNA polimerasa de procariotes (que sOlo tiene 4
subunidades), evita la adicion del tercer o cuarto nucledtido, posiblemente
bloqueando ta transferencia del RNA naciente [Lewin 1994a]. En eucariotes
existen tres polimerasas diferentes (con mas subunidades que las procariotes).
Las quinolonas ejercen su actividad bactericida interfiriendo con la DNA girasa,
enzima topoisomerasa del tipo W, esencial para la replicacién del DNA,
transcripcion vy otras funciones celulares ademas de relajar o superenroliar el
DNA. La diferencia que existe en las enzimas gue se usan en procariotes y

eucariotes para la sintesis de acidos nucleicos, permiten la especificidad de este

tipo de antibidticos.

1.2.1.5. Inhibicién de fa sintesis de metabolitos esenciales: El antimetabolito
es una substancia que evita que la célula lleve a cabo una reaccion metabdlica,
y puede actuar de dos formas: Una por inhibicion competitiva de las enzimas
meiabélicas, donde una enzima es blogueada por un inhibidor que se une a su
sitio activo y no le permite reaccionar. Esto inhibe la funcion de la enzima. Como
en el caso del antimetabolito suifanilamida, que es un analogo del acido p-
aminobenzoico (PABA), en muchos microorganismos el PABA es el sustrato
para la sintesis de acido folico y éste a su vez funciona como coenzima para la
sintesis de purinas y pirimidinas. La sulfanilamida detiene la sintesis de acido
folico, actuando como un inhibidor competitivo y el microorganismo cesa su
crecimiento [Case y cols. 1993), ademas bloquea la sintesis de acidos nucleicos.

Los seres humanos no sintetizan acido félico, por lo que no se ven afectados.

1.2.2. Mecanismos de resistencia.

En un intento por adaptarse a tos cambios ambientales debido a la introduccién

de los antibiticos, la bacteria adquiere resistencia a estos agentes a través de



diversos mecanismos dependiendo del blanco En un ambiente clinico alterado
por el uso de antibidticos algunas de las bacterias que eran susceptibles a los
antibidticos, ahora son resistentes al menos a uno de ellos. La consecuencia del
usc de los antibidticos en la terapia, es que las bacterias han desarrollado
mecanismos para resistir a éstos. FEstas cepas y sus descendientes también
resistentes son capaces de ocasionar infecciones no curables por antibiéticos
[Levy 1992].

La aparicion de mutaciones espontaneas en el cromosoma pueden ocasionar
resistencia a antibiéticos. Modificaciones en la secuencia primaria del DNA del
gen de una proteina blanco del antibiético pueden alterar la unién del mismo.
Resistencia inherente. Algunas bacterias son resistentes a algunos antibiéticos
simplemente porque no permiten su entrada. AIgUnas bacterias Gram-negativas
son resistentes a penicilina por la estructura de su pared celular [Levy 1992].
Inactivacién del antibiético. Algunas bacterias resisten porque son capaces de
inactivar al antibiético, por modificacion quimica o hidrélisis. Por ejemplo, las
bacterias que presentan beta lactamasas hidrolizan antibiéticos beta lactamicos.
Modificacién del blanco de accién. Cuando se altera el blanco de accién las
bacterias dejan de ser susceptibles a los antibidticos. Por ejemplo un cambio en
la subunidad 50S del rRNA puede conferir resistencia a cloranfenicol [Levy

1998}, cambios en las PBPs disminuyen la sensibilidad a penicilina.

1.2.3. Transferencia de la resistencia.

La resistencia puede transferirse rapidamente entre cepas y especies por el
intercambio de material genético (Fig. 6) y la diseminacién de ésta parece
inevitable [Phillippon 1989].

Plasmidos. Cominmente en los plasmidos se encuentra la “informacion” para la

resistencia a los antibiéticos [Levy 1998]. Muchos de ellos tienen genes que

10




codifican enzimas que destruyen o alteran los antibioticos [Harley y cols. 1993].
Los plasmidos pueden sufrir alteraciones con la pérdida ola ganancia de nuevos
genes. Ademas, son capaces de combinarse con otros plasmidos, asi la
resistencia a diversos antibiéticos puede estar en un séto plasmido. Los
determinantes de resistencia pueden transferirse de una célula a otra por
conjugacion, esto permite transferir plasmidos que codifiquen para la resistencia
a antibidticos a otras células [Levy 1992). La célula donadora, que tiene
funciones tra copia tqdo el plasmido(s) y lo pasa a {ravés del pili a la cepa
receptora, esparciendo el plasmido resistente por conjugacion. Esto resuita en
un incremento exponencial en el numero de cepas coﬁ el plasmido que confiere
resistencia [Levy 1992]. También puede transferirse por fagos.
Transposones. Los genes de resistencia se pueden encontrar en transposones.
Estos “pequefios” fragmentos de DNA pueden “saltar” de un replicon a otro. De
esta forma el gen de resistencia puede diseminarse mediante un plasmido o
fago [Levy 1992].
Bacteriéfagos. Los fagos pueden proveer de un mecanismo de transferencia de
los genes de resistencia a antibidticos, ya que una vez que inyectan su DNA en
la bacteria, éste puede incorporarse en el cromosoma bacteriano. Cuando el
profago deja el DNA cromosomal del hospedero puede llevarse fragmentos de
éste y si se incluyen genes de resistencia a antibidticos éstos pueden replicarse
una vez que el virus 10 haga. Los nuevos virus pueden integrar su DNA asi como

los genes de resistencia al cromosoma de otra célula hospedero diferente [Levy

1992].
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Fig. 6 Transferencia de la resistencia [Levy 1998].

1.2.4. Antibioticos beta lactamicos.

La penicilina es uno de los antibiéticos de la clase denominada beta lactamicos
(Fig. 7), producida por el hongo Penicillium. Las cefalosporinas son producidas
por el hongo Cephalosporium. A través de diferentes sustituciones en los grupos

R y R', se han obtenido antibiéticos que han mejorado la actividad de la

penicilina o la cefalosporina.

Cadena lateral Anitio beta lactamica
\ / ~ R—NH
COOH
COOH Cefalospoting
Penicilina
R R
R-— 1
C/_N Vs ; TSoM
COCH
Carbapenem Monek-actam

Fig. 7 Estructura basica de antibiéticos beta lactamicos.
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La estructura de la cefalosporina difiere de la penicilina en que tiene un aniilo de
seis miembros unido al anillo beta lactamico en lugar de uno de cinco.

La penicitina tiene una estructura similar a la D-alanil-D-alanina de los péptidos
involucrados en el entrecruzamiento del peptidoglicano (Fig. 8). Los enlaces del
anillo beta lactadmico son similares a los enlaces enire los dos residuos de
alanina que se separan en la transpeptidacion [Mitsuhashi 1982]. En fas
proteinas se encuentran solamente los L-aminoacidos, y los D-aminoacidos
estan presentes en las paredes celulares de ciertos microorganismos, por lo

tanto los antibidticos beta lactamicos no interfieren con nuestro metabolismo.

Penicilina

upmaresd

D-alanil D-alanina
j!

-----

Fig. 8. Penicitina y D-alanil-D-alanina [Corey y cols. 1997].

Es en el dominio de la transpeptidasa que las PBPs son inhibidas por la
penicilina y otros beta lactamicos [Herzberg y cols. 1991a]. La transpeptidacion

(Fig. 9) consiste en la acilacion de la enzima transpeptidasa por la D-alanii D-

13



alanina de un péptido, seguida por la transferencia del grupo acilo a un grupo
amino de ofra unidad, para crear un nuevo péptido cruzado [Frére y cols. 1985],
uniendo las cadenas para formar una estructura rigida:

CHs CHsa CH3
| | |

R—CH—CO—NH—CQO + Enzima —— R—CH—CO— Enzima + D-Ala

D D D
D-alanii D-alanina Acilacion
CH3 CH3

| I
R—CH—CO— Enzima + R—NH 3 —» R—CH—CO— NH—R'+ Enzima
D D

Fig. 9. Transpeptidacién para formar el peptidoglicano.

Se ha propuesto que la penicilina actia como un inhibidor suicida por su
parecido con el péptido D-Ala-D-Ala [Tipper y cols. 1965}, Fig. 8.

Existen cefalosporinas de primera generacién como cefalotin, de segunda
generaciéon como cefuroxima, de tercera generacié?’m ceftazidima y cefotaxima
(Fig. 10). Cefpirome es la primera cefalosporina de cuarta generacion. El
aztreonam es un antibiético monobactdmico de amplio espectro (un beta
lactamico monociclico). El acido clavulanico es un inhibidor de beta lactamasas

usado en combinacion con un beta lactamico.

14
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Fig. 10. Antibiéticos beta lactamicos e inhibidor utilizados.

1.3. Resistencia mediada por beta lactamasas.

Las beta lactamasas son enzimas bacterianas que se encuentran ampliamente
distribuidas, son responsables de la resistencia a penicilinas, cefalosporinas y
compuestos relacionados. Aquellas que hidrolizan cefalosporinas de amplio
espectro, como ceftazidima, se les conoce como beta lactamasas de ampfio
espectro. Los organismos que producen las beta lactamasas tienen los genes
integrados en plasmidos, lo que origina que puedan transmitirse facilmente entre
las Enterobacterias [Sirot y cols. 1991]. Como resultado son resistentes a una

gran variedad de antibidticos beta lactdmicos [Meyers y cols. 1993, Bradford y

cols. 1994].
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1.3.1. Clasificacion de las beta lactamasas.

Se han propuesto varias clasificaciones de las beta lactamasas [Jelsch y cols.
1993], de acuerdo a su espectro de sustratos hidrélizables, susceptibilidad a
inhibidores, considerando genéticamente si estan codificadas en cromosoma o
en plasmidos [Livermore 1995] y recientemente su filogenia.

Bush y cols.[1995] clasifican a las beta lactamasas de acuerdo al perfil de
sustratos que hidrolizan entre los que considera penicilina, oxacilina,
carbenicilina, cefaloridina, cefalosporinas de amplio espectro e imipenem y
susceptibilidad a inhibicibn por acido clavulanico [Livermore 1995] La
desventaja de esta clasificacion fenctipica, es que las mutaciones pueden
alterar la especificidad por el sustrato [Jacoby y cols. 1991, Philippon y cols.
1989] y la susceptibilidad al inhibidor [Vede! y cols. 1982], cambiando el grupo al
cual la enzima se asigna. La clasificacién de las beta lactamasas en base a la
homologia de su secuencia de aminoacidos propuesta por Ambler [Ambler 1980,
Joris y cols. 1988, Ambler y cols. 1991], es mas adecuada y no varia por las
mutaciones [Livermore 1995]. Este tipo de clasificacion es simple y comprende
solo cuatro clases A, B, Cy D.

Algunas de las nomenclaturas de tres letras usadas para nombrar a algunas de
las beta lactamasas mediadas por plasmidos han perdido su significado
histérico: por ejemplo SHV significa sulfhidril variable que indica que el p-
cloromercuribenzoato (que une grupos sulfhidrilos) inhibe la hidrélisis de
cefaloridina pero no de benzilpenicilina [Matthew 1979], PSE para enzimas
especificas de Pseudomonas [Matthew 1979)], y SAR para Africa de! Sur [Reid
y cols. 1986]. Desde que estos nombres se propusieron, se sabe que el residuo
del sitio activo de SHV-1 es una serina y no un sulfhidrilo y qgue las enzimas PSE
se encuentran en enterobacterias. SAR-2 se denomind asi por que se parecia a

SAR-1, pero es un aislamiento que proviene de la India [Young y cols. 1989].
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1.3.1.1. Serin beta lactamasas.

Todas las beta lactamasas que tienen serina en el sitio activo, se denominan
colectivamente serin beta lactamasas [Palzkill y cols. 1994, Medeiros 1997]. Las
serin proteasas son enzimas que tienen un mecanismo catalitico comun,
caracterizado por tener un residuc de Ser reactivo en el sitio activo que es
esencial para la actividad enzimatica, esta Ser es mucho mas reactiva que otros
residuos de Ser en la proteina. €l mecanismo de hidrdlisis de las serin
proteasas involucra un sistema de cargas conocido como triada catalitica. La
Ser no es un nucledfilo fuerte, por lo que una His y un Asp que le ayudan a tener
una carga negativa que es necesaria para el ataque al grupo carbonilo (Voet y
cols. 1980). No obstante las serin beta lactamasas no tienen los residuos de la
triada catalitica (His-Asp), Herzberg y colaboradores [1991a] proponen que el
ataque del OH de la Ser catalitica en el carbono carbonilo del beta lactamico
lleva a un estado de transicion tetrahédrico cargado negativamente, que es
estabilizado por el oxigeno carbonilo del beta lactamico en el agujero del
oxianén (en forma analoga a las serin proteasas) y que tos residuos Lys73 y
Glu166 juegan el papel de donadores de protones.
Las serin beta lactamasas comparten secuencias de aminoacidos altamente
conservadas con las PBPs, D-alanil-D-alanina peptidasas [Medeiros 1997]. El
substrato natural de las PBPs es un dipéptido de fa pared celular D-alanin-D-
alanina [Medeiros 1997). La conformacion del extremo carboxilo terminal de este
dipéptido es similar estructuralmente al anilio beta lactamico, permitiendo que la

penicilina G interfiera en la formacion de la pared celutar {Tipper y cols. 1965].

1.3.1.1.1. Beta lactamasas clase A.

La mayoria de las beta lactamasas de la clase A [Ambler 1980, Pastor y cols.

1990], son codificadas en plasmidos y estan ampliamente distribuidas en
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bacterias Gram-positivas y Gram-negativas [Huang y cols. 1996] y pertenecen a

las serin beta lactamasas (Fig. 11).
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Fig. 11. Alineamiento de algunas beta lactamasas de la clase A (Se muestran

con " los residuos que son invariantes en un alineamiento mas grande).
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1.3.1.1.1.1. Beta lactamasas tipo TEM.

La enzima TEM-1 es una beta lactamasa de ta clase A mediada por piasmidos,
que es muy comun en bacterias Gram-negativas [Medeiros 1984, Saves y cols.
1995, Petrosino y cols. 1996] y esta codificada por el gen blar,, ,[Sutcliffe 1978,
Medeiros 1984, Roy y cols. 1985, Cooksey y cols. 199G] que se encuentra
también en los transposones Tn2 y Tn3 [Datta y cols. 1965].

La proteina madura esta formada por 263 residuos de aminoacidos [Huang y
cols. 1996]. La beta lactamasa mediada por plasmidos mas comun entre las
enterobacterias es TEM-1 [Livermore 1995]. La primer enzima TEM-1 fue
reportada de un aislamiento dlinico de E. coli en 1965. Las enzimas tipo TEM-1
hidrolizan eficientemente penicilinas y cefalosporinas de primera y segunda
generacion, pero no son activas contra cefalosporinas de tercera generacion
[Saves y cols. 1995). No obstante, son capaces de evolucionar y conferir
resistencia rapidamente a los nuevos beta lactamicos, como ceftazidima y
cefotaxima [Sougakoff 1989)]; estas enzimas mutantes tienen de una a tres
sustituciones de aminoacidos {Huang y cols. 1996], Tabla |. Las primeras beta
lactamasas de ampiio espectro (ESBL) datan de 1982 a‘ 1983 [Kliebe y cols.

1985] y pueden hidrolizar penicilinas y cefalosporinas de tercera generacion.
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Tabla . Beta lactamasas tipo TEM de amplio espectro [Bush y cols. 1997].

BETA OTRO NCMBRE AMINOACIDO
LACTAMASA 21 3% 42 63 104 153 164 1B2 237 238 240 265 276 pI
TEM-1 RTEM-1 L [s] A M E H R M A G B T N 5.4
TEM-3 CTX-1,TEM-14 K K 8 5.3
TEM-18
TEM-4 F K ] M 5.9
TEM-5 ChzZ-1 g T K 5.5
TEM-6& K H 5.9
TEM-7 K s 5.4
TEM-8 CAZ-2 K K 8 5 5.8
TEM-9 RHH-1 F K 8 M E.5
TEM-10 MGH-1, TEM-E3 8 K E.&
TEM-23
TEM-11 CAZ-1o K H 5.6
TEM-12 YOU-2,CAZ-3 5.2
TEM-E2
TEM-15 TEM-17 K g 6.0
TEM-16 CAZ-7 K K H 6.3
TEM-19 g 5.4
TEM-20 T 8 5.4
TEM-21 K K R s 6.4
TEM-22 K K G 8 6.3
TEM~24 CAZ-6 K K 8 T K 6.5
TEM-25 CTX-2 F 5 M 5.3
TEM-26 You-1 K s 5.6
TEM-27 H K M 5.9
TEM-28 H K 6.1
TEM-29 H 5.4
TEM-42 K v 5 K M 5.8
TEM-43 K H T 6.1
TEM-46 CAZ-9 K K s K 6.5
TEM-50 CMT-1 L E s D 5.6
TEM-52 K T 5 6.0

Los residuos invariantes en las beta lactamasas de la clase A son: Glu37, Gly45,
Phe66, Ser70, Lys73, Leu81, Asp101, Pro107, Ser130, Asp131, Ala134,
Asn136, Gly 143, Gly144, Gly156, Asp157, Arg164, Glu166, Leu169, Asn170,
Pro174, Asp179, Thr180, Leu199, Leu207, Pro226, Asp233, Lys234, Gly236,
Pro252 (Fig. 11), la mayoria de ellos se encuentran en la regién del sitio activo

[Pastor y cols. 1990], la numeracién gue se da se basa en TEM-1.

1.3.2. Estructura de las beta lactamasas.
Se conocen las estructuras cristalograficas de cuatro beta lactamasas de la

clase A, estas son Staphylococcus aureus PC1 (Fig. 12) [Moult y cols. 1985,
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Herzberg y cols. 1987, Herzberg 1991, Paizkill y cols. 1994) Bacillus
licheniformis 749/C (Fig. 1.3) [Moews y cols. 1990, Knox y cols. 1991}
Streptomyces albus G [Dideberg y cols. 1987, Lamotte-Brasseur y cols. 1991] y
Escherichia coli TEM-1 (Fig. 14) [Strynadka y cols. 1992, Jelsch y cols. 1993].
También de tres metalo beta lactamasas de la clase C Bacillus cereus (Fig. 15)
[Carfi y cols. 1995], Citrobacter freundii 1203 [Oefner y cols. 1990] y
Enterobacter cloacae P99 (Fig. 16) [Lobkovsky y cols. 1993} y la PBP de
Streptomyces R61 (Fig. 17) [Kelly y cols. 1995] una DD-peptidasa extracelular

soluble en agua, de bajo peso molecular [Galleni 1985, Joris y cols. 1988).

Fig. 12. Beta lactamasa de Staphylococcus aureus PC1 [Herzberg 1991].
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Fig. 13. Beta lactamasa de Bacillus licheniformis 749/C [Knox y cols. 1991].

Fig. 14. Beta lactamasa TEM-1 de Escherichia coli [Jelsch y cols. 1993].
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Fig. 16. Metalo beta lactamasa de Enterobacter cloacae P99 [Lobkovsky y cols.
1993).

23



Fig. 17. DD-peptidasa de Streptomyces albus R61 [Kelly y cols. 1995]).

Algunas de las estructuras tridimensionales de beta lactamasas de la clase A C
y la DD-peptidasa de Streptomyces R61 [Frére 1995}, muestran gque estas
enzimas tienen estructuras tridimensionales similares [Huang y cols. 1996].
Estos datos junto con la homologia en la secuencia sugieren un origen evolutivo
comln para estas enzimas que reconocen penicilina [Huang y cols. 1996].
Estas enzimas tienen dominios o y o/R, y el sitio activo se encuentra en Ia
interfase de estos dos dominios [Frére 1995].

Se han encontrado tres firmas estructurales conservadas (con cadenas laterales
de residuos de aminoacidos muy similares o idénticas), que parecen proveer la
mayor parte de los grupos involucrados en la catalisis, Tabla Il. La firma mas
cercana al extremo N-terminal que lleva la serina del sitio activo (Ser70 en la
clase Ay Ser 64 en la clase C) esta en la primera vuelta de una alfa hélice larga.

Es una tétrada de aminoacidos cuya secuencia es Ser-Xaa-Xaa-Lys [Frére
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1995 Medeiros 1997), esta justo después del primer cruce de fa cadena
polipeptidica de todo el dominio o al o/} {Frére 1993]. La segunda firma es una
triada que se encuentra en un asa corta entre las o-helices 4 y 5. El primer
residuo es una Ser en la clase A y Tyr en las clases C y D y la SR61 DD-
peptidasa [Frére 1995] (Ser130 en la clase A y Tyr 150 en la clase C), que
estabiliza la cavidad del sitio activo por puentes de hidrogeno con la Lys 234
situada en la hebra beta que forma el lado opuesto de la cavidad [Juteau y cols.
1992]. €l segundo residuo es diferente en las tres clases, el tercero es Seren la
clase A y Asn en todas las demas. La cadena lateral del primer y tercer residuo
apuntan hacia el sitio activo, formando una pared de la gavidad, mientras que el
segundo esta en el centro de la proteina. La tercera firma se encuentra en la
14mina mas interna en la hebra 3 [Frére 1995, Medeiros 1997] -entre la Ser del
sitio activo y el exiremo carboxi terminal [Joris y cols. 1988} forma la parte
opuesta de la pared del sitio activo Lys(His)Thr(Ser)-Gly en todas las beta
lactamasas e His-Thr-Gly en la SR61 DD-peptidasa (Lys234 en la clase Ay
Lys315 en la clase C) [Frére 1995, Medeiros 1997]. Esto se puede observar en
los alineamientos de las secuencias de todas las beta lactamasas A,Cy Dy en
las PBPs [Frére 1995]. La « hélice 2 posiciona la serina del sitio activo en la
depresién mas profunda de la cavidad. Los grupos OH y amino de la Ser70 y el
grupo amino de la Ala237 forman el agujero del oxianién, de forma similar a la

estructura de las serin proteasas, dentro del cual debe encajar el beta lactamico,

Fig. 18 [Medeiros 1997).
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Tabla lI. Firmas funcionales del sitio activo de las serin beta lactamasas
[Frere 1995).

Clase Firma 1 Firma 2 Firma 3

70 130 234

A *X-X-K S-D-N K-T-G

S-D-S§ K-S-G

R-58-G

R-T-G
64 150 314

C 8§ -X-X-K Y-A-N K-T-G
70 144 214

D S*-X-X-K Y-G-N K-T-G
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A. Esquematizacion de la red de puentes de hidrogeno y los residuos de
aminoacidos de las firmas del sitio de unién de una beta lactamasa de la
clase A. Los residuos E166 y N170 del asa omega posicionan una molécula
de agua cerca de la S70.

B. Interacciones de puentes de hidrogeno entre los grupos funcionales de una
molécula de cefalosporina y las cadenas laterales de los residuos de
aminoacidos del sitio activo. Los grupos amino de la $70 y A237 sostienen el
carbonito del anilio beta Jactamico en el agujero del oxianion. :

Fig. 18. Sito activo de una beta lactamasa de la clase A (Medeiros 1997).

27



En todas las beta lactamasas de la clase A se encuentra un cuarto dominio
situado en una asa denominada “asa omega’. En el arreglo denso de enlaces de
hidrogeno en el sitio activo, Dos de sus residuos, el Glu166 y la Asn170, son
esenciales para posicionar [a molécula de agua cerca de la serina del sitio activo
[Lamotte-Brasseur y cols. 1991]. La asa omega (que tiene de 20 a 40 residuos)
se encuentra en el fondo del sitio de unién, ayuda a distinguir la clase A de la
clase C y de las DD-peptidasas. El asa omega estd compuesta de los residuos
160-181 en las beta lactamasas de la clase A, de los residuos 187-225 en las de
la clase C y los residuos197-242 en las DD-peptidasas. Una torsién del asa
omega en las beta lactamasas clase C y las DD-peptidasas invierte la direccidn
del asa con respecto a las beta lactamasas de la clase A [Konx 19968]. La
consecuencia funcional de esta diferencia en la direccién, es la introduccién de
una base catalitica, el Glu166, en las beta lactamasas de la clase A [Lobkovsky

y cols. 1993].

1.3.3. Mecanismo de accion de las beta lactamasas.

Las beta lactamasas son proteinas globulares monoméricas, pequefias, solubles
[Pluckthun y cols. 1987]. Muchas enzimas de la clase A de organismos Gram-
negativos son “penicilinasas” [Jelsch y cols. 1993] y de la clase C son
“cefalosporinasas” [Jaurin y cols. 1981], mientras que las de la clase D son
“oxacilinasas” [Huovinen y cols. 1988] y las metalo beta lactamasas de la clase
B se consideran de “amplio espectro” [Frere 1995].

La mayoria de las beta lactamasas estudiadas se expresan constitutivamente
[Forsman 1989]. En algunas enterobacterias Gram-negativas, como Citrobacter
freundii y Serralia marcescené, la expresion de la beta lactamasa cromosomal

es inducida por compuestos beta lactamicos [Sykes y cols. 1976].
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Muchas enzimas de la clase A y algunas de la clase C, estan codificadas por
genes en elementos transmisibles (plasmidos, transposones) [Medeiros 1997].
Las beta lactamasas son enzimas que cominmenfe son secretadas al
periplasma [Du Bois y cols. 1995] en bacterias Gram-negativas y al medio
extracelular en Gram-positivas [Ghuysen 1991]. Catalizan la hidrdlisis del enlace
amida de! anillo beta lactamico de antimicrobianos como penicilinas y
cefalosporinas, transformandolos en compuestos inactivos [Jelsch y cols. 1992]
que son derivados acidicos que no tienen propiedades antibacterianas
[Medeiros 1984]. El corte del enlace amida en el anillo beta lactamico se debe al
ataque nucleofilico del grupo hidroxito de la Ser70 al carbonilo del anillo beta
lactamico (Fig. 19). Esto produce un intermediario acil-enzima [Strynadka y cols.
1992], cargado negativamente que es estabilizado por la interaccion del oxigeno
carbonilo del beta lactamico con el agujero del oxianién, en forma analoga a las
serin proteasas [Herzberg y cols. 1991a). Algunas enzimas utilizan zinc para
romper el anillo beta lactamico [Livermore 1995]. El mecanismo exacto de
acilacic’:'n es controversial pero se sabe que la Lys73 y la Ser130 juegan un papel
importante [Gibson y cols. 1990]. La desacitacién del intermediario ocurre por el
ataque de una molécula de agua en e! grupo carbonilo del atomo de carbono del
complejo acil-enzima para liberar el producto y regenerar la enzima libre [Adachi
y cols. 1991, Knox y cols. 1981, Strydanka 1992]. La molécula de agua es
activada por el ataque del Glu166, que actiia como una base general {Strydanka
1992]. Las secuencias de los residuos aminoacidicos importantes en {a catalisis,

se encuentran conservadas en todas las beta lactamasas de la clase A (Fig. 10)

[Ambler y cols. 1991].
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Fig. 19. Hidrodlisis del antibidtico beta lactamico.

1.4. Ingenieria de proteinas.

Los experimentos de ingenierfa de proteinas, han demostrado la posibilidad de
cambiar drasticamente la especificidad y la actividad catalitica de diversas
enzimas [Douglas 1992], ademas nos permiten entender las bases moleculares
de la funcion de las proteinas [Shao y cols. 1996]. La informacion estructural, la
comparacion de secuencias homdlogas de proteinas de especificidad conocida
y los datos de mutagénesis sitio dirigida de las proteinas, son utiles para
identificar los residuos de aminoacidos que permitiran alterar la especificidad y
el disefo racional de nuevas funciones [Shao y cols. 1998].

En los Ultimos afios, la mutagénesis sitio dirigida y otras formas de ingenieria de
proteinas se han usado para cambiar la especificidad de algunas enzimas
[Osuna y cols. 1994]. Como, la disuifuro oxidotreductasa, proteasas, enzimas
que procesan azucares y nucleasas, asi como la especificidad de hormonas y
sus receptores [Douglas 1992]. La enzima xilosa isomerasa se modificd con
sustituciones de Thr141Ser o Trp139Phe y Val186Ser, para que procesara mas
rapidamente la D-glucosa que la D-xilosa, estas enzimas mutadas procesan tres
veces mas rapidamente la D-glucosa que la D-xilosa, mientras que la enzima
silvestre procesa la D-glucosa a solo 0.06 veces la velocidad a la que procesa la
D-Xilosa [Douglas 1992).

En la beta lactamasa la sustitucion del residuc muy conservado Glu166, usando
la benzil penicilina como sustrato, muestra una disminuciéon en la velocidad de

acilacion-desacilacion, de aproximadamente 2000 veces. La sustitucion de
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Glu166 por Asn, Gin o Ala, retarda la deacilacidon, permitiendo la acumulacion
del intermediario acil-enzima. Por ejemplo, en Bacillus licheniformis 749C, la
sustitucién de Glu166 por Ala ocasiona un decremento de 106 en Ja actividad

catalitica de la enzima usando penicilina y cefalosporinas como sustratos. La

" mutacion tiene un pequefio efecto en la velocidad de acilacién, y la desacilacion

se detiene [Douglas 1992].
Actualmente, los efectos funcionales de una mutacion sencilla no pueden ser
predecidos con seguridad, ain cuando se conoce fa estructura cristalografica de
la proteina blanco [Douglas 1992], ya que muchas funciones de las proteinas no
se encuentran limitadas a un pequefio nimero de residuos de aminoacidos, y
pueden verse afectadas por residuos fuera del sitio activo [Shao y cols. 1996].
Desafortunadamente, no se cuenta con mucha informacion sobre los
experimentos que no han resultado satisfactorios en ingenieria de proteinas, los
cuales podrian ser de gran utilidad {Shao y cots. 1996].
El residuo de Asp179 se encuentra enterrado en la estructura de la beta
lactamasa [Jelsch y cols. 1993], tiene un papel estructural, forma un puente
salino con Arg164 cerrando el asa omega [Knox y cols. 1995]. Ei puente salino
R164-D179 se encuentra muy conservado en las beta lactamasas de la clase A
[Jelsch y cols. 1993]. Se ha reportado una mutante de S. aureus (T711 :D179N)
afectada en el plegamiento [Craig y cols. 1985), la estructura cristalografica de
esta mutante comparada con la silvestre muestra que se rompe el puente salino
y se distorsiona el asa omega [Herzberg y cols. 1991b). El reemplazo del residuo
D179 por cualquiera de los 19 aminoacidos restantes incrementa los niveles de
resistencia a ceftazidima y reduce los de ampicilina, con ligeros incrementos a
cefepime y aztreonam [Vakulenko y cols. 1993].
La Arg164 es un residuo 100% conservado en las beta lactamasas de la clase A

[Ambler y cols. 1991], se encuentra situado en la vecindad del sitio activo en el
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asa omega, formando dos puentes salinos con ef Glu171 y el Asp179 [Jelsch y
cols. 1993, Palzkill y cols. 1994). No interactia directamente con el sustrato, sin
embargo se ha encontrado en aislados clinicos (Tabla I) que en este sitio
mapean sustituciones de Arg164 por Ser [Webber y cols. 1990] o His [Arlet y
cols. 1995] que solas o en combinacién con otros residuos como Glu104
[Naumovski y cols. 1992], Glu240 [Bradford y cols. 1996] y Ser244 [Imitiaz y
cols. 1994, Blazquez y cols. 1995] entre otros, le confieren resistencia a
ceftazidima.

Existen en la naturaleza beta lactamasas mutantes resistentes a cefalosporinas
de tercera generacion, con sustituciones en tas posiciones 237 y 238 [Collatz y
cols. 1990]. Los cambios de Ala237Thr en las beta lactamasas tipo TEM y de
Gly238Ser en la beta lactamasa tipo SHV muestran que estas mutaciones
favorecen la hidrolisis de cefalosporinas de tercera generacion, que no realiza la
enzima TEM o SHV [Lee y cols. 1981].

El residuo Gly238 se localiza en una lamina beta plegada que forma una de las
paredes de la cavidad catalitica [Raquet y cols. 1994] del sitio activo. La
sustitucion de Gly238Ser confiere resistencia a cefotaxima [Lee y cols. 1991,
Venkatachalam y cols. 1994}, pero no a ceftazidima.

El aminoacido Gly238 se habia sustituido previamente por Ser [Viadiu 1994], se
ha observado en aislamientos clinicos que le permite a la enzima hidrolizar
cefotaxima a niveles bajos de 0.12ug/ml, un CMI por arriba del de la enzima
silvestre.

La sustitucion de Glu240 por Lys incrementa el CM! a ceftazidima [Blazquez
1995, Cantu y cols. 1996]. La doble mutacién Gly238Ser y Glu240Lys se ha
descrito solo en enzimas tipo SHV pero no en tipo TEM', exhibe altos niveles de

resistencia a cefotaxima y ceftazidima [Mugnier y cols. 1996].
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2. JUSTIFICACION

En este trabajo se realizé una mutagénesis combinatoria de dos residuos,
Arg164X vy Gly238Ser de la beta lactamasa TEM-1. En forma individual los
cambios confiere resistencia a ceftazidima y cefotaxima respectivamente. Con la
finalidad de ver si las dobles mutaciones confieren resistencia a ambos sustratos
o si se obtiene un efecto sinergistico hacia uno u otro antibiético o a ambos,
ademas de conocer un poco mas sobre la estructura y funcién de la proteina se
realizo el trabajo. Es importante mencionar que estos dos tipos de antibidticos
son usados frecuentemente en la clinica para el fratamiento de diversas
enfermedades de origen bacteriano.

La mutagénesis sitio dirigida por medio de PCR nos permite modificar en el gen
el o los codones que queremos cambiar, también introducir variabilidad. Y
amplificamos en forma ciclica un fragmento de DNA utilizando ofigonucledtidos
sintéticos que estan hacia los lados de esa region. Los oligonucledtidos pueden
tener mutaciones, que son introducidas al fragmento de DNA durante la
amplificaciéon, ademas nos permite introducir sitios de restriccion que
posteriormente nos permitiran clonar el fragmento de DNA ampliﬁdado. Et
oligonucledtido mutagénico que se utilizé en este trabajo tiene un codén
degenerado al cual se le introdujeron una mezcla del coddn silvestre y de 32
codones que codifican para los 20 aminoacidos incluyendo invariablemente un
codon de terminacion.

Esta metodologia nos permite modificar los genes sustituyendo una posicion
determinada con los 20 posibles aminoacidos y producir proteinas distintas que
pueden tener nuevas especificidades. También nos permite conocer un poco
mas sobre la relacion estructura-funcién de una proteina al contar con la

estructura cristalogréfica de ta misma.
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3. HIPOTESIS

La introduccion de mutaciones en residuos que constituyen el sitio activo de la
beta lactamasa TEM-1 de Escherichia colfi, permitira a la enzima hidrolizar

cefalosporinas de tercera generacion.

4. OBJETIVOS

Objetivo General
- Producir mutantes de la beta lactamasa TEM-1 que confieran resistencia a

cefalosporinas de amplio espectro, por alteracion combinatoria de los residuos

Arg164 y G238.
Objetivos Especificos:

- Realizar mutagénesis a saturacion del residuo 164 en combinacién con la

sustitucién G2388S.
- Caracterizar las mutantes resistentes. Analizar el papel de Arg164 en

combinacién con Gly238 en la resistencia a cefalosporinas de amplio espectro.
5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Reactivos y materiales

Las enzimas de restriccion, T4 DNA ligasa, los kits de secuenasa version 2, y
Thermosequenasa, fueron obtenidos de Amersham, U.K. El kit para PCR Gene
Amp con amplitag DNA polimerasa de Perkin Elmer. EI kit de Gene-Clean de
BIO101. Los oligonucleétidos para la mutagénesis y la secuencia se obtuvieron

de la unidad de sintesis y secuenciacién de macromoléculas del Instituto de
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Biotecnologia de la UNAM. Los minigeles phastgel para isoelectroenfoque con
rango de pH de 5-8 de Pharmacia.

La nitrocefina de Oxoid. La ampicilina, kanamicina y aztreonam de Bristol Myers
Squibb de México, S.A. de C.V. El acido clavulanico de Smith Kline and
Beecham Pharmaceuticals. La ceftazidima de Glaxo de México. Cefotaxima y
Cefpirome de Roussel UCLAF. Los antibidticos fueron donados por las

compaiias antes mencionadas (Fig. 9).

5.2. Cepa y plasmidos.

Se utilizé la cepa de Escherichia coli JM101 [Yanish-Perron y cots. 1983].
Recibimos la donaciéon del plasmido pKGS Bla, éste proviene de un vector
suicida (PKGS) que tiene clonado el gen que codifica para la enzima EcoRI
[Kuhn 1986], al cual te subclonaron en la regiéon que codifica para dicha
endonucleasa (en los sitios Bglli/Hindlll), el gen de la beta lactamasa TEM-1. Se
tiene clonada la enzima silvestre y otra construccion cbn la mutacion G238S
[Viadiu 1994]. En este trabajo se utilizd sélo el vector que tiene la mutacion

G238S como gen parental (Fig. 20).

35



Tth111t Hindlll

Beta lactamasa

Smal, Aval

PKGSBla

Clal
4262pb

Nrul
Xhol, Aval

Ndel

Haell

Haell

Fig. 20. Vector pKGS Bla con la mutacion G238S en el gen de la beta lactamasa

[modificado de Khun y cols. 1986] .

5.3. Oligonucledtidos.

Se sintetizaron cuatro oligonucleétidos para la mutagénesis, la cual se llevo a
cabo por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Los
oligonucleétidos se describen a continuacién. Un cligonucledtido denominado
Tap New 35 amero que es complementario al extremo 3' del gen de la beta
lactamasa tipo TEM-1 del plasmido pBR322, en 15 pares de bases, y tiene en el
extremo 5 20 pares de bases (resaltadas con negrillas) que no son
complementarias a TEM-1 e incluye un sitio de restriccion de Bgill que no se
encuentra en el gen. Otro oligo es complementario al extremo 5' del gen de la
beta lactamasa cerca del sitio Hindlli. El oligo tapdn 20 amero es igual a los 20

pares de bases del oligo Tap New (resaltado en negrillas). Y el oligo
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mutagénico R164, que tiene la mutacion para el residuo R164 por los 20

posibles aminoacidos {negrillas) (Fig. 21).
Oligonucledtido 5'

Tap New \B "
g

Templado de DNA
Gg23es ¥

5 3" Primera PCR

5!
Oligonucleétido Mutagénico 5 é 3 5
R164 Oligonucledtid
tapon 3
# &
g: Primer producto de PGR /

3!
Segunda PCR
6!

3

Hindlll

5!

3,
Oligonucledtido &'

5’ 3!
—» * Bglll g3
Hindll Dral /\ 5
sl
5 Producto Final i

Fig. 21 Mutagénesis combinatoria por PCR.

1) Extremo 3':
TapNew 35 amero
5 GGAATAGCCGATCGAGATCTTGAGTAAACTTGGTC 3
Bglll

|—— No complementaria al gen —| ’— Complementaria al gen —|
2) Tapon:
20 amero:.
5'GGAATAGCCGATCGAGATCT 3°

Balil
I’— No complementaria al gen _4
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3)5":
26 amero:

5" GCAATTTAACTGTGATAAACTACCGC 3

4) Cligonucledtido mutagénico R164:
5" CGCCTTGATNNG/CTGGGAACCG 3’
Para la secuencia se utilizaron 7 oligonucledtidos (ver en la seccion de

secuencia). N = G,AT,C.

5.4. Mutagénesis.

Se hicieron dos reacciones de amplificacion. En la primera se introdujeron las
mutaciones en el codon para el residuo 164. El oligonucleédtido lleva una mezcla
NNG/C (N equivale a una cantidad igual de cada uno de los cuatro nucledtidos y
G/C una cantidad igual de G y C) que representa los 20 posibles aminoacidos
en 32 codones (incluyendo un codén de término). En la primera reaccidon de
PCR se utilizaron las siguientes condiciones : 1 ciclo a 95°C durante 5 minutos,
sin enzima para eliminar las DNAsas, después se afiade la enzima y son 5 ciclos
a 92°C 1'30", 50°C 1'30", 72°C 3'. 20 ciclos : 92°C 1'30", 57°C 1'30", 72°C 3. En
la segunda se extendid todo el gen, con las siguientes condiciones: 1 ciclo a
95°C durante 5 minutos sin enzima, después se afade la enzima y se procede
con 5 ciclos: 92°C 1'30", 45°C 1'30”, 70° 3'. 20 ciclos: 92°C 1'30", 50°C 1'30°,
70° 3'. 1 ciclo: 72°C 15' (Fig. 21).

En los experimentos de PCR se tuvieron que ajustar las condiciones, el nimero
de ciclos a 20 y [a concentracién de Mg* (a 3 mM) para obtener el fragmento

especifico de 1227 pb.
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5.5. Digestion y ligacion.

Los productos de PCR se digirieron con Bglil/Dral (Fig. 22), se limpiaron con
Gene-Clean, para usarlos en la ligacion (Fig. 23). El vector pKGS Bla (Fig. 20)
se digirié con BgHl/Dral y se desfosforilé con fosfatasa alcalina, para disminuir la
ligacion sobre si mismo. Sobre este vector cortade se subclonaron y ligaron los

productos de PCR usando la ligasa del fago T4 a 16°C toda la noche (Fig. 23).

Dral Balll

P e —

Fig. 22 Fragmento de PCR con la doble mutacion R164X:G238S.
Tth1 111 Hindill

Smal, Aval

pKRGEBlac
4zh2pb

Clal
Nrud
Xhol, 2

Haell
Haell

* Fig. 23 Vector con las sustituciones R164X:G238S.

5.6. Células competentes.

Las célutas de E. coli JM101 se dejaron creciendo en agitacion toda la noche en
1 mi de medio Luria a 37°C. Se hizo una dilucién de 1:1000 del cultivo anterior
en medio fresco. Se tomaron 100 ul de esta dilucién dejando crecer en 200 m]

de medio Luria, mas o menos durante 4 h o hasta tener una densidad optica de
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0.4 leida a 600nm. Se colocaron las células en hielo de 15 a 30 minutos. Se
centrifugaron a 2,400g durante 10 minutos a 4°C. La pastilla se resuspendié y
centrifugé repetidamente primero en 30 ml de agua desionizada esteril, en 15 ml
de agua desionizada estéril, luego en 15 ml de glicerol al 20% y por Ultimo en
300u! de glicerol al 20%. Se hicieron alicuotas de 50pl y se congelaron a -70°C o

en nitrogeno liquido [Inoue 1990].

5.7. Electroporacion.

Las células competentes se dejaron descongelar en hielo. Al tubo con 50ul de
células se le afiadié de 20ng de DNA de la ligacion en un volumen de 1-2yl (Fig.
23), se dejaron incubando en hielo durante 1 minuto. Se colocé esta muestra en
una celda para electroporacién de 0.2cm, se le di6é un pulso de 12.5 kV/em con
un tiempo constante de 3.8 seg. En la celda se agregd 1 ml de medio SOC y se
resuspendieron las células rapidamente con pipeta Pasteur. Las células se
incubaron en un tubo estérii a 37°C con agitacién durante 1 hora, para permitir

que se recuperaran.

5.8. Seleccion.

Después de la electroporacion y que las células se recuperaron, éstas se
platearon con espatula de vidrio sobre cajas con medio sélido Muller Hinton, con
kanamicina a 50ug/ml en combinacién con cefotaxima a 0.0625-3.5ug/ml o
ceftazidima a 0.0625-3.5ug/ml. Se incubaron a 37°C toda la noche. Se
seleccionaron aquellas cepas que crecieron en cefotaxima a 0.125 pg/mi (arriba

de esta concentracion no se obtuvieron células) y en ceftazidima de 1-3.5ug/mi.
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5.9. Concentracion minima inhibitoria (CML).

Se realizo el CMi de las clonas seleccionadas. Primero, se prepararon cajas con
medio sélido de Muller Hinton con diferentes concentraciones de los antibioticos:
cefotaxima, ceftazidima, cefpirome y aztreonam de 0.0312-128pg/ml; ampicilina
de 60-31,250ug/ml; incrementando la concentracion de antibidtico en logaritmo
de base 2. También se prepararon cajas con acido clavulanico (inhibidor de beta
lactamasas) a una concentracion de 2ug/mi en combinacion con los antibiéticos
anteriores. Por ofro lado, las célutas para hacer el CMI se crecieron durante toda
la noche en 3 ml de medio liquido Muller Hinton y se hicieron diluciones de éstas
de 1:10,000. En las cajas con antibidtico se cotocaron 5 ul de la dilucién de
células y se dejaron incubando toda la noche a 35°C. Se registré la

concentracion de antibidtico en la cual se inhibié el crecimiento.

5.10. Secuencia.

Se purifico el DNA plasmidico de tas mutantes resistenies a ceftazidima y de
algunas que no lo eran, para checar si eran silvestres o mutantes, por la técnica
de precipitacion por polietiténglicol [Ausubel y cols. 1990]. Se realiz6 la
secuencia de la regién del gen de la beta lactamasa que contiene el residuo 164
con el kit de sequenase version 2, utilizando 33.ATP. Se emplearon 4 pg de
DNA y se siguieron las instrucciones de acuerdo al fabricante. Para leer todo el
gen de la beta lactamasa se utilizé el kit de thermosequenase, junto con los
terminadores marcados con 33F’, y se usaron 500ng de DNA, en este caso la
secuencia se hizo por PCR lineal. Las. condiciones del aparato termociclador
para las reacciones con thermosequenase fueron las siguientes:

30 ciclos: 95°C 50", 65°C 507, 72° 1'30".
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Se utilizaron diferentes oligonucleétidos como iniciadores:

1) Joel:

5' GCTAGAGTAAGTAGTTCG 3

2) Ball:

5' GCGCTCGGCCC 3

3) Met 104:

5 TGAGTACTCACCAGTCACAG 3

4) Hincli:

5 GCGGCGACCGAGTTGCTCTTG_ 3

5) Slc:

5' TGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTA 3

6) Pacol:

5 GGCGAGTTACATGATCCCCC 3

7) Mutagénico R164:

5 CGCCTTGATNNG/CTGGGAACCG 3

Las muestras se sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida al 7% con
8M de urea. Después el gel se adhirié a papel para cromatografia, se seco y se
expuso durante 24 hr a pelicula para autorradiografia sensible a la emisién de

las particulas beta del %5y 3p  posteriormente se revelaron y se leyé la

secuencia.

5.11. Extractos crudos de las beta lactamasas.

Se crecieron bacterias Escherichia coli JM101 que contenian el plasmido pKGS
con las mutaciones en el gen de la beta lactamasa, en 3 mi de medio Luria
durante toda la noche. Se centrifugaron las bacterias a 4°C a 2,400g para
obtener las proteinas, el tubo con la pastilla se colocd en hielo y se resuspendid

en un buffer de fosfato de sodio 0.1M pH 7.4, se centrifugé con las mismas
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condiciones anteriores y la pastilla nuevamente se resuspendio en 200pl del
mismo buffer, se mantuvo en hielo. Los extractos se senicaron 4 veces durante
10 seg y e sobrenadante (guardar a -20°C) se utilizo ¢ fhismo dia o al siguiente,

para hacer los ensayos de isoelectroenfoque.

5.12. isoelectroenfoque.

El ensayo se realizd utilizando 10ul del sobrenadanteﬁc_!e los extractos crudos.
l)sando minigeles de 6 pozos, con un rango de pH de 5;8, en el aparato Phast-
System. Para revelar la presencia de beta-lactamasa, los geles se colocaron
sobre un papel filtro whatman humedecido en un buffer de fosfatos 0.1M pH 7.4
que contenia nitrocefina (500ug/ml). Un cambio de color de amarillo a rojo indica
la presencia de dicha enzima. Se utilizaron las beta lactamasas TEM-3y TEM-4

como control, de las cuales se conoce su punto isoeléctrico.

6. RESULTADOS

6.1. Mutagénesis.

En el caso de cefotaxima se tomaron clonas que crecieron a 0.125pg/ml, CMI
igual al de la cepa parental que tiene la mutacion previa de G238S. No se
encontraron mutantes con concentraciones minimas inhibitorias superiores a
0.25ug/ml para este antibiotico. En el caso de ceftazidima se escogieron
aquellas que crecieron afriba de 1ug/ml, ya que el CMI de la parental y la

silvestre fue de 0.250ug/ml (Tabla V).
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TABLA lll. Mutantes generadas en Cefotaxima y Ceftazidima

Antibiético Mutantes Mutantes Resistencia
Utilizado Obtenidas Analizadas (ng/ml)
Ceftazidima 40° 37 1-35
Cefotaxima 15P 6 0.125

2 de estas no pudimos recuperar 3 mutantes.

® analizamos sdlo 6, porque pensamos que eran iguales a la parental.

Las mutantes escogidas resistentes a ceftazidima y cefotaxima se transfirieron

a cajas con ampicilina, cefotaxima y ceftazidima.

6.2. Secuencia.

Al realizar la secuencia de las mutantes obtenidas, se explord la regién del
residuo 164 y se determinaron las sustituciones que se muestran en la Tabla IV.
Se realizd la secuencia de 37 clonas resistentes a ceftazidima y 6 clonas
provenientes de la seleccion a cefotaxima.

Dos de las clonas obtenidas en la seleccion con cefotaxima presentan el codén

silvestre en la posicién 164.

Tabla IV. Clonas estudiadas con sustituciones en la posicion 164

Aminoéacido {R164)

Ser His Gly Asn Glu Silenciosa Slivestre
N° de clonas 17 3 3 3 2 11 4
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Con el propésito de determinar los patrones de susceptibilidad de las clonas con
las mutaciones a Gly, Ser, His, Asn o Glu en la posicion 164 y las due
presentaron el codén silvestre, se les realizaron fos CMis que incluyeron
antibidticos como aztreonam (monobactamico), cefpirome (cefalosporina de
cuarta generacion), ceftazdima, cefotaxima (cefalosporinas de tercera
generacién) y ampicilina. Se decidié secuenciar todo el gen de algunas de estas
mutantes que presentaban variacion en los valores de resistencia, con respecto
a la parental (Tabla Vi), con el objeto de determinar mutaciones adicionates
fuera de la region elegida inicialmente, que pudieran estar involucradas en tal
variacién (Fig. 24). Los resultados de los aminoacidos que cambiaron se
presentan en la Tabla V.

Al secuenciar todo el gen de la cepa parental se encontré una mutacion
adicional en la region del péptido lider de A15Q. Se encontraron tambien
algunas mutantes que presentaron cambios adicionales como V119E, R120G,
1173V, A184V o E240K, que no fueron planeados al diséﬁar la mutagénesis

(Fig. 24).

Fig. 24. Beta lactamasa TEM-1 de Escherichia coli (Jelsch y cols. 1993).
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Para ampicilina se determiné que la clona 4, es la mas susceptible, con las
mutaciones A15Q, R164G, G238S, E240K. Para ceftazidima todas aquellas que
presentan sustituciones en el residuo 164 son resistentes. Para cefotaxima solo
la mutante 41 con las sustituciones A15Q, G238S, E240K presentd un valor mas
alto que las demas mutantes incluso que la parental. La mutante 14 con las
mutaciones A15Q, R164H, 1173V y la mutante 26 con las substituciones A15Q,
R164N, presentaron mayor resistencia a cefpirome. La mutante 41 con los
reemplazos A15Q, A238S, E240K, presents el valor mas alto de resistencia a
aztreonam.

Las mufantes que se analizaron (Tabla VI) muestran sensibilidad a la
combinacidn de los antibidticos beta lactamicos con el inhibidor acido

clavulanico, los valores obtenidos son iguales a la parental.
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Tabla V. Aminoacidos sustituidos en el gen de la beta lactamasa tipo TEM.

CLONA POSICION DEL AMINOACIDO
15 16 119 120 160 1864 173 184 238 240
Silvestre Ala Ala Val Ag Thr Arg ke Ala Gly Glu
GCA GCG GTA AGA ACT CGT ATA GCA GGT GAG
Parental Gin Ser
CAA AGC
4 Gin Gly Ser Lys
CAA GGG AGC AAG
14 Gln His Val
CAA CAC GTA
24 Gin Glu Val Ser Lys
CAA GAG GTA AGC AAG
26 Gln Asn
CAA AAC
36 Gln Ser Ser Lys
CAA TCG AGC AAG
41 Gin Ser Lys
CAA AGC AAG
49 Gin Glu ‘Gly Ser Lys
CAA GAG GGA AGC AAG
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6.3. Concentracion minima inhibitoria.

Después de hacer la secuencia de la régién que contiene al residuo R184, de
todas las mutantes mencionadas anteriormente, se escogieron aquellas que
presentaban mutaciones en esa posicion, encontrando Ser, His, Lys, Asn y Glu,
entre {as que se selecionaron en ceftazidima. De las que se obtuvieron en la
seleccion con cefotaxima se escogieron dos que tenian Arg164, una sensible a
ceftazidima y la otra resistente. Se probaron varios antibiéticos beta lactamicos

incluyendo el inhibidor clavulanico, los datos se presentan en la Tabla VI.
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Tabla VI. Susceptibilidad a antibioticos beta lactamicos de E. coli JM101, con las
variantes de beta lactamasa obtenidas.

| RESIDUO DE CMI (ug/mi)”
CEPA/ AMINCACIDO
CLONA Ab" 164 238 240 pl AMP CAZ CAZ CFX CFX/ CEF AZT
CLA CLA
IM101 NP NP NP NP <60 0125 006 006 <0.03 <0.03 0.06
TEM-1 Arg Gly Glu 54 7810 025 012 006 <003 0.06 0.6
Parental’ Arg Ser Glu 54 7810 025 012 012 006 0.12 006
4° Caz Gly Ser Lys 586 1950 4 012 0.12 0068 006 025

012 012 0.08 05 0.25
012 012 006 025 05
012 0.2 006 05 05
012 012 006 025 05
012 025 0.06 006 1

25 012 0.2 006 025 025

14"  Ceaz His Gy Gu 54 7810
24" Caz Gli Ser Lys 56 3900
26 Caz Asn Gly Glu 54 7810
38° Caz Ser Ser Lys 56 7810
41° Cfx Arg Ser Lys 56 3900

49" Cfix Arg Ser Lys 59 3900

o A ® ® ® @

aAI\JFIF’, ampicilina; CAZ, ceftazidima; CFX, cefotaxima; CEF, cefpirome; AZT, aztreonam, CLA,
acido clavuianico.

"Mutacién adicional A15Q.

¢ Mutacion adicional A15Q.

 Mutaciones aclicionales A15Q, H73V.

® Mutaciones adicionales A15Q, A184V.
 Mutacion adicionat A15Q.

® Mutaciones adicionales A15Q, V119E, R120G.

haAntibictico de seleccion.
NP No presenta.
p! punto isoeléctrico.

NOTA: Los intervalos de concentracién para obtener el CMI para CAZ, CFX, AZT y CEF fueron de
0.0312 a 128pg/mi. Para AMP fue de 60 a 31,250ug/ml. Acido clavulanico se usé consistentemente a

2pgiml.

6.4. Isoelectroenfoque.
En base a la diferencia en los niveles de resistencia de las mutantes
seleccionadas (Tabla V), se determiné el punto isoeléctrico de los extractos

crudos de algunas mutantes (Tabla V1), ya que ta variacion en el punto
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isoeléctrico nos dice que hay un cambio de cargas en la proteina por cambios
en aminoacidos, nosotros desconociamos Si existian mutaciones adicionales.
Las mutaciones pueden originar cambios en el punto isoleléctrico de una
proteina, se determiné que la mutante con el pl mas alto fue la 41, las mutantes
4, 24 y 36 tuvieron valores muy cercanos a la silvestre, mientras que las demas

mantuvieron el mismo punto isoeléctrico que la parental y la TEM-1.
7. DISCUSION

Cuando una enzima sigue hidrolizando al sustrato original y ademas otros
nuevos, se dice que amplia su espectro de hidrolisis. El objetivo principal de este
trabajo fue generar mutantes de la enzima beta lactamasa TEM-1 resistentes a
cefalosporinas de amplio espectro, como ceftazidima y cefotaxima, para conocer
los posibles aminoacidos que participan €n la ampliacion del espectro de
hidrolisis. Para lograr esto se realizé una mutagénesis sitio dirigida a saturacion
para reemplazar el residuo R164 y poder obtener un banco de mutantes con
todas las posibles sustituciones de aminoacidos en la posicién 164, en
combinacion con una mutacién previa G238S.

Al inicio del presente estudio no se contaba conla estructura cristalografica de la
enzima TEM-1 de Escherichia coli, asi es que el residuo 164 se escogio para la
mutagénesis en base a que cambios en esta posicion que se encuentran en la
naturaleza dan resistencia a ceftazidima. También a su posicion en el asa
omega en la estructura cristalografica de Staphylococcus aureus que se
encontraba disponible en ese momento. El residuo 238 también se encuentra
sustituido en algunas enzimas tipo TEM y SHV resistentes a cefalosporinas de
amplio espectro. Ambos residuos se encuentran en la vecindad del sitio activo,

lo que se confirma con la estructura tridimensional de TEM-1, donde Arg164 se
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encuentra en el asa omega y Gly238 se encuentra en la hebra beta. La
diferencia entre S. aureus con E. coli es que en la primera existe una insercion
(11e239). Por Ultimo estos residuos se encuentran muy conservados en las beta
lactarnasas de la clase A.’

€l método de seleccién empleado permite excluir a la enzima silvestre, que no
hidroliza cefalosporinas de tercera generacion. Cuando se uso cefotaxima como
medio de seleccién sélo se escogieron aquellas mutantes que crecieron en
0.125pg/ml, pensando que no tendrian la mutacion del residuo R164, y que
serian iguales a la enzima parental (G238S). Al usar ceftazidima se
seleccionaron aquellas que crecieron arriba de 1ug/ml, asumiendo que tendrian
la mutacion en el residuo R164.

Huang y colaboradores [1996], mutagenizaron los residuos contiguos 161-164 y
no obtuvieron mutantes con- sustituciones en la posicién 164, aunque en las
demas si, utilizando solamente ampicilina a 1mg/ml como antibidtico de
seleccién en lugar de ceftazidima o cefotaxima. Esto podria deberse a que
cualquier sustitucién en el residuo 164 conduciria a una enzima inactiva o
tambien por la forma de seteccion. En un reporte anterior a éste, Paizkill y
colaboradores [1994] realizaron una mutagénesis de cuatro residuos contiguos
161-164, al seleccionar en ampicilina a 1 mg/ml no obtuvieron reemplazos en la
posicion 164, pero cuando la seleccion la realizaron en 0.5 pg/mi de ceftazidima
encontraron sustituciones de Arg164 por Ser, Gly, Asn, Cys y una delecion, los
valores del CMI para ceftazidima fueron de 0.5 a 4 pg/imt (este Gltimo valor lo
presenté una sola mutante) y para ampicilina de 2-64 upg/ml. No fueron
detectadas las mutaciones no disefiadas en esa regién, pero cuando
mutagenizaron los residuos 165-167 y 168-170 y seleccionaron en ceftazidima,

encontraron las defeciones. Ellos atribuyen que estas deleciones fueron artificio
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del procedimiento de mutagénesis [Palzkill y cols. 1994]. Con estos resuitados
esperariamos tener poca variacién en el residuo 164.

Sin embargo, nosotros encontramos que de los 19 posibles reemplazos, se
obtuvieron Gly, His, Glu, Asn, Ser, en sustitucion de Arg164, en las mutantes
seleccionadas en ceftazidima. Existe la posibilidad de que el tamario de la
muestra, 43 clonas, no haya sido suficientemente representativo o tal vez un
puen porcentaje de reemplazos no permiten una beta lactamasa funcional,
resistente a los beta lactamicos utilizados. La diferencia en los valores de los
CMis entre sus mutantes y las nuestras puede deberse a que existen otros
residuos ademas del 164 mutados, tanto en nuestras mutantes como en las de
ellos (no mencionan si secuenciaron todo el gen), a la cepa utilzada, al plasmido
o a los antibioticos utilizados, ya que en nuestras mutantes los valores de
resistencia a ceftazidima con las sustituciones en la posicion 164 son de 4-
gpg/mi a ceftazidima, pero a ampicilina son mayores que 08 de ellos.

Las mutantes 4, 23, 36, presentaron una mutacién adicional no disefiada E240K
y la mutante 24 ademas de esta sustitucion gand el cambio de A184V..Algunas
mutantes como la 14 y 26 perdieron el cambio G238S, la 14 gand ademas la
' sustitucion 1173V.

Las mutantes 41 y 49 no presentaron la mutacion en el codén 164, pero si
tienen los reemplazos G238S:E240K, ademas la mutante A9 gand los
reemplazos V119E y R120G.

El hecho de que varias mutantes en la posicion 164 también mutaron en otros
sitios, pudiera sugerir que se requieren mutaciones compensatorias, por ejemplo
E240K, o la reversion S$238G, para obtener enzimas funcionales capaces de
hidrolizar ceftazidima y compuestos relacionados.

La mutante 36 que presenta la mutacion en el residuo 164 por Ser, tiene niveles

de resistencia a ampicilina y cefotaxima iguales a la parental, e CMI para
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ceftazidima es 32 veces mayor que la parental, el valor para cefpirome es dos
veces mayor, y los valores para aztreonam son elevados (8 veces mas que la
parental) lo cual es consistente con el hecho de que este antibidtico presenta
una mayor afinidad por aquellas enzimas que tienen las sustituciones de
R164S:E240K [Sowek y cots. 1991].

La mutante 4 que presenta la mutacion R164G es la que tiene los valores mas
bajos para ampicilina 1,950ug/ml y de 4ug/ml para ceftazidima, comparando con
las mutantes de Palzkill y colaboradores {1994] R164G los valores para
ampicilina van de 2 a 32ug/ml y ceftazidima de 0.5 a 4pg/ml lo cual puede estar
dado por la presencia de un residuo tan pequefio como la Gly.

La mutante 41 es resistente a aztreonam y ceftazidima por la doble mutacion
G238S:E240K, ya que no presenta sustitucion en Arg164, y puede ser originada
por la forma de seleccidn ya que esta mutante fué seleccionada en cefotaxima.
La diferencia encontrada en los valores entre las mutantes 41 y 49 puede
deberse a las mutaciones adicionales V119E :R120G presentes en esta Uitima.
Al secuenciar todo el gen se detecté la presencia de una mutaci6n adicional a la
sustitucion G238S en el gen de la cepa parental, un reemplazo en la region del
péptido lider en la posicion A15Q. Todas las mutantes que fueron secuenciadas
en su totalidad presentaron esta mutacion, debido a que se encuentra en el
péptido lider que es algo que se procesa, seguramente.no afecta el patron de
hidrolisis.

Los valores de punto isoeléctrico que presentan variacion con respecto a TEM-1,
corresponden a aquellas mutantes que presentan la doble mutacién
G238S:E240K, mientras que aquellas que no muestran esta doble mutacion
presentan los mismos valores que la beta lactamasa silvestre y 1a parental.

Los reemplazos de R164 pueden alterar a conformacion o la orientacion del asa

omega, por la ruptura de los puentes salinos que forma con el E171 y D179,
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afectando de alguna manera el perfil de substratos hidrolizables por la enzima.
Existe una preferencia por el cambio de R164S en el banco estudiado (39%),
esto puede correlacionar con el analisis conformacional que realizaron Raquet y
colaboradores [1994], de las cadenas laterales modificadas, en donde
encontraron que es posible que se establezcan nuevos enlaces de hidrégeno
entre el Asp179 y el O de la Ser164.

Se ha propuesto que el reemplazo de Lys por Glu en la posicién 240 interactua
con el grupo carboxilo de la cadena lateral de ceftazidima [Huletsky y cols.
1993]. En la mutante 49, no hay hidrélisis de ceftazidima, posiblemente debido a
la presencia de la doble mutacién adicional V119E :R120G.

Las mutantes 4 y 41 que presentan la doble mutacion G238S:E240K tienen
valores de resistencia a ceftazidima 16 veces mas que la parental. Consistente
con lo propuesto por Huletsky y colaboradores [1993] para la mutacién E240K
en SHV. Las demas mutantes (Tabla Iil) presentaron valores a ceftazidima de
32 veces mas que la parental y en este caso si puede deberse al reemplazo de
R164 ya que en éstas encontramos mutantes que tienen y algunas que no
tienen la doble mutacion G238S:E240K.

Las mutantes 14 y 26 que no portan la doble mutacion de G238S y E240K
presentaron niveles de resistencia a cefpirome 4 veces mayor que la parental, lo
cual puede deberse a los reemplazos en el residuo 164 por His y Asn
respectivamente.

No encontramos sustituciones como R164K que pudieran restablecer la
formacién de alguno de los dos puentes salinos que se pierden al cambiar el
residuc 164.

En base a la estructura ahora conocida posiblemente se hubieran podido
mutagenizar varios residuos en forma combinatoria en el asa omega, buscando

ampliar el espectro. Y en base a que sabemos que es importante la forma de
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seleccion para determinado residuo, modificar aquellos residucs que estan
reportados como no tolerantes a sustituciones y buscar en el banco haciendo ia
seleccién con diferentes sustratos.

Las sustituciones en el residuo 164 le permiten a la enzima ampliar su espectro
de hidrolisis, ya que ahora es capaz de hidrofizar céfalosporinas de ampiio
espectro como ceftazidima y ain de cuarta generacién como cefpirome, asi
como aztreonam un monobactamico. Estas propiedades no son conferidas por
la sustitucion de G238S por si sola. La mutacion adicional de E240K solo se
presenta junto con la sustitucion de (5238S, no se encuentran de manhera
independiente en este trabajo, donde las mutaciones fueron dirigidas al residuo
R164. Las dos clonas examinadas que no muestran sustitucion en la Arg164
presentaron esta doble mutacidn. Y fueron seleccionadas en cefotaxima. Sin
embargo, en un caso hay resistencia a ceftazidima (CMI= 4ug/mi) y en el otro no
(CMI=0.25pg/ml).

En la estructura del complejo de la beta lactamasa TEM-1 con ceftazidima
(Arg164, Gly238 y Glu240) no hay hidrdlisis de ceftazidima, ya que existe una
interaccién de puentes de hidrégeno muy favorable entre el grupo amida del
aminothiazol y el Glu240. Esto empuja la ceftazidima hacia la cavidad, mientras
que el oxigeno del carbonilo del beta lactamico forma un enlace de hidrégeno
con la Asn132, y el carboxitato del beta lactamico forma un puente de hidroégeno
con la Seri30 y Ala237.

En algunas mutantes (R164G, R164E, R1643) Glu240 cambia a Lys. Ahora la
Lys forma un puente salino éon el Glu171 (en la enzima silvestre lo hace con la
Arg164). Ademas la Lys240 ya no puede formar un puente de hidrégeno con el
amido det aminothiazol. En consecuencia la ceftazidima se empuja hacia arriba
en la cavidad del sitio activo, en donde puede ser hidrolizada, apoyada por €l

enlace de hidrégeno entre Ser238 y el grupo oximino. Lo cual no concuerda con
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los resultados de Huletsky y colaboradores [1993] en SHV donde la interaccion
de Lys240 es con el grupo carboxilo de ceftazidima.

Para comprender cudl es el papel de cada sustitucion en la hidrélisis de los
diferentes beta lactamicos, se deben realizar estudios sobre cinéticas midiendo
Viax Keat ¥ Km para cada una de las mutantes comparando cefotaxima y

ceftazidima con cefpirome, aztreonam y ampicilina como sustratos.

8. CONCLUSIONES

Se obtuvieron mutantes seleccionadas en ceftazidima con reemplazos en la
posicién 164 por: Ser, His, Asn, Glu y Gly que hidrolizan ceftazidima. En la
enzima silvestre TEM-1 la ceftazidima es estabilizada por puentes de hidrégeno
entre el Glu240 y el grupo amida del aminotiazol, ademas de los que se forman
entre el carboxilato y la Ser130 y Ala237 y el carbonilo del beta lactamico con
Asn132. La ceftazidima no es hidrolizada porque la Ser70 catalitica esta lejos
del carbonilo del anillo beta lactamico. En TEM-1 la Arg164 forma dos puentes
salinos con el Asp179 y el Glu171. Al cambiar la Arg164 por Ser, Glu o Gly,
estos enlaces de hidrégeno tal vez no se forman. Curiosamente en estas
mutantes el Glu240 también cambio por Lys, ahora Lys240 puede: formar un
puente salino con el Glu171 y se pierde la interaccion que se pudiera formar
entre el amido del aminotiazol y el Glu240. En consecuencia la ceftazidima
puede ser empujada hacia arriba de la cavidad del sitio activo, donde ahora

puede ser hidrolizada por la Ser70. Esta posicion es favorecida por la
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seleccién para determinado residuo, modificar aquellos residuos que estan
reportados como no tolerantes a sustituciones y buscar en el banco haciendo la
seleccién con diferentes sustratos.

Las sustituciones en el residuo 164 le permiten a la enzima ampliar su espectro
de hidrélisis, ya que ahora es capaz de hidrolizar cefalosporinas de amplio
espectro como ceftazidima y aun de cuarta generacion como cefpirome, asi
como aztreonam un monobactamico. Estas propiedades no son conferidas por
la sustitucion de G238S por si sola. La mutacion adicional de E240K solo se
presenta junto con la sustitucion de G238S, no se encuentran de manera
independiente en este trabajo, donde las mutaciones fueron dirigidas al residuo
R164. Las dos clonas examinadas que no muestran sustitucion en la Arg164
presentaron esta doble mutacion. Y fueron seleccionadas en cefotaxima. Sin
embargo, en un caso hay resistencia a ceftazidima (CMI= 4pg/ml) y en el otro no
(CMI=0.25nug/ml).

En la estructura del complejo de la beta lactamasa TEM-1 con ceftazidima
(Arg164, Gly238 y Glu240) no hay hidrélisis de ceftazidima, ya que existe una
interaccién de puentes de hidrégenoc muy favorable entre el grupo amida del
aminothiazol y el Glu240. Esto empuja la ceftazidima hacia la cavidad, mientras
que el oxigeno del carbonilo del beta lactamico forma un enlace de hidrégeno
con la Asn132, y el carboxilato del beta lactamico forma un puente de hidrégeno
con la Ser130 y Ala237.

En algunas mutantes (R164G, R164E, R1648) Glu240 cambia a Lys. Ahora la
Lys forma un puente salino con el Glu171 (en la enzima silvestre lo hace con la
Arg164). Ademas la Lys240 ya no puede formar un puente de hidrégeno con el
amido del aminothiazol. En consecuencia la ceftazidima se empuja hacia arriba
en la cavidad del sitio activo, en donde puede ser hidrolizada, apoyada por el

enlace de hidrégeno entre Ser238 y el grupo oximino. Lo cual no concuerda con
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interaccion de puente de hidrogeno que se establece enire la Ser238 y el grupo
oximino de! antibibtico.

Todas las mutaciones encontradas en el residuo 164 permiten la hidrolisis de
ceftazidima. Mutaciones adicionales como G238S y E240K, tienen un efecto
aditivo en ia resistencia a beta lactamicos con sustituyentes oximino como la
ceftazidima. Cefotaxima es hidrolizada pobremente ya que el grupo R2 puede
ser estabilizado por puentes de hidrégeno con otros residuos como Arg244.

En las mutantes que revierten la mutacién original (templado parental)
Ser238Gly, no parece ser producto de la amplificacion con PCR, ya que se
presenta repetidamente en diferentes mutantes; se pierde la sustitucion parental
o se adquiere E240K. No se encontraron mutantes sencillas paa los residuos
G238 o E240, o se tienen las dos sustituciones (G2388S, E240K) o no se tiene
ninguna. Esto puede deberse a la presion de seleccion.

El hecho de que no se encontraran otros residuos de aminodcidos para la
posicién 164 puede deberse a que estas sustituciones no fueron funcionales y
no se pudieron recuperar en el banco obtenido al hacer la seleccion.
Posiblemente si se hubiera hecho la seleccidn solo en kanamicina, se podrian
haber recuperado aquéllas variantes que aun cuando fueran mutantes en la
posicibn 164, no presentaran resistencia al antibiético beta lactamico usado
como seleccién. Es importante ta forma de seleccion por el tipo (estructura
quimica) y concentracion del ar;tibiético, para la obtencién de las mutantes, ya
que al seleccionar en ceftazidima se obtuvieron mutaciones en R164, mientras

que en cefotaxima no se obtuvieron mutaciones, en esa posicion. Todas las
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mutantes obtenidas son sensibles a las combinaciones de los antibitticos con
clavulanico, por lo tanto los efectos observados son debidos a las mutaciones en

la beta lactamasa y no a otros mecanismos de resistencia.
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