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INTRODUCCION

El cromo es un metal pesado que se encuentra en estados de oxidacién de -2 a +6. Las
formas mas comunes en las que se encuentra son +3 y +6. El estado trivalente (CrlIll)
es el mas estable. El cromo hexavalente (CrVI) se combina facilmente con el oxigeno
formando los fuertes oxidantes cromato (CrO4.-2) y dicromato (Crz 072 ). Los
derivados del CrIll son pricticamente insolubles en agua mientras que los compuestos
hexavalentes son muy solubles (8).

En la naturaleza el cromo se encuentra en el estado trivalente en concentraciones
variables; la presencia de cromo hexavalente generalmente denota contaminacion
causada por el hombre. El cromo se ufiliza principalmente en la manufactura de
aleaciones metélicas con fines estructurales o protectores; también se emplea en
diversos procesos industriales como soldadura, pulpa y papel, curtido de pieles,
cerimica, pirotecnia y electrénica. Los compuestos del cromo también se emplean en la
fabricacion de pigmentos, fungicidas, catalizadores, cintas magnéticas, refractarios y
preservativos de madera y textiles (37).

Los efectos biolégicos del cromo dependen de su estado de oxidacion. Los cromatos
son sustancias toxicas (41, 45) y se ha demostrado que son mutigenos (32, 40) y
cancerigenos (14, 15). EICrVI penetra ficilmente las membranas de las células
eucarionticas; una vez en el citoplasma, es reducido a Crlll, el cual interacciona con el
DNA en el nicleo (22) (Fig. 1) En contraste, el Crlll no solo es relativamente
inocuo,sino que es considerado como un micronutriente esencial (29, 34).

Las membranas biologicas son impermeables al CrlIIl (22) (Fig. 1). El cromo es el iinico
metal esencial que es, ademas, un cancerigeno. El 16n cromato puede funcionar como un
analogo de sulfato debido a su similitud quimica y, de hecho, se ha demostrado que el
cromato es un inhibidor competitivo del transporte de sulfato en Pseudomonas (30) y
Alcaligenes (27). La captacién del cromato se efectia por la via de transporte de sulfato
(Fig. 1) y es también inhibida competitivamente por sulfato (30). La presencia de altas

concentraciones de cromato en el ambiente inhibe a los microorganismos sensibles (1,



2, 46) pero, por otra parte, selecciona variantes resistentes al ion (23, 45). La resistencia
bacteriana a cromato puede deberse a mutaciones cromosomicas (generalmente
afectando el transporte de sulfato) o a la presencia de plasmidos (36, 45). Se conocen
varios ejemplos de bacterias resistentes a cromato (Tabla 1). Los plasmidos que
confieren resistencia a cromato se han encontrado en especies de Pseudomonas (6, 9,
12, 39), Alcaligenes (27) y Streptococcus (13). Se ha demostrado que la resistencia a
cromato se debe a la acumulacién disminuida del ién por las bacterias resistentes, en
comparacion con las sensibles (9, 17, 27, 30, 31). El transporte de sulfato no se altera
por la presencia de plasmidos que confieren resistencia a cromato (30). El mecanismo
de resistencia a cromato no se conoce con precision, pero recientemente fueron
clonados y  secuenciados dos determinantes de resistencia de plasmidos de
Pseudomonas (10) vy Alcaligenes (25, 26). El analisis de la secuencia de nucleodtidos
mostré la presencia de un polipéptido hidrofébico, denominado ChrA, en ambos
determinantes. La secuencia de aminoacidos de las proteinas ChrA presenta homologia
(29 % de amino4cidos idénticos) (10, 26). La expresion de los genes de resistencia en
E. coli permitié identificar a ChrA como una proteina membranal que se postula como
responsable de la translocacién de los iones cromato, probablemente por un mecanismo
de expulsién (10, 11). El cromo hexavalente presente en el ambiente es reducido a la
forma trivalente por la materia organica (35), sin embargo, la presencia de altas
concentraciones sobrepasa dicha capacidad reductora causando que el CrVI persista en
niveles potencialmente toxicos. El limite permisible de cromo para el suelo en general es
de 200 ppm y para el agua potable de 0.05 ppm (39a).

La reduccion biolégica del cromo hexavalente a la forma trivalente representa
un proceso de destoxificacion potencialmente util para la descontaminacién de aguas
residuales y otros desechos contaminados con cromatos. Algunas bacterias resistentes a
cromato son capaces de reducirlo ala forma trivalente, menos téxica que la forma
hexavalente, precipitando el metal en forma de hidréxido de cromo menos soluble ( 21 ).
El empleo de bacterias para reducir CrVI con fines de descontaminacion se ha

descrito (7, 19, 20, 24, 33, 44) pero no se ha llevado a la practica ain.



FIGURA 1. Interacciones de los derivados del cromo con las células bacterianas. El
cromato penetra al citoplasma mediante el sistema de transporte del sulfato, codificado
por genes cromosomicos. La reduccion del cromo hexavalente puede ocurrir en el
exterior, causando su destoxificacion a cromo trivalente, o en el interior de la célula,
donde el Crlll resulta téxico debido a sus interacciones con el DNA. Una vez captado el
cromato, se postula que el i6n es expulsado mediante productos génicos codificados por
plasmidos. Datos de las referencias 10, 22 y 30.
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TABLA 1. RESISTENCIA A CROMATO EN BACTERIAS

ESPECIE PLASMIDO REF. No.
Alcaligenes eutrophus pMOL28 27
Enterobacter cloacae ? 31
Pseudomonas aeruginosa pMG6 39
Pseudomonas aeruginosa pUMS505 9
Pseudomonas ambigua ? 17
Pseudomonas fluorescens pLHB1 6
Streptococcus lactis varios 13




La reduccion del CrVI por las bacterias puede considerarse como un mecanismo
cromosomico de resistencia a cromato. La capacidad de reducir CrVIa Crlll se ha
localizado en varias especies bacterianas (Tabla 2) incluyendo cepas de Pseudomonas
(7, 16, 18, 21, 33), Aeromonas (20) y Enterobacter (42). La reduccion de cromato
se lleva a cabo en condiciones tanto anaerobias (donde el cromato puede actuar como
aceptor final de electrones; 7, 33, 42) como aerébicas (7, 18). Las enzimas
involucradas en la reduccién bacteriana de cromato no han sido caracterizadas aun,
pero se ha informado de actividades reductoras de cromato asociadas ya sea con la
membrana celular (7, 43) o con el citosol (18). Ishibashi y col. (18) purificaron
parcialmente una reductasa de cromato, soluble y dependiente de NAD(P)H, de una cepa
de Pseudomonas putida. Se postula que la reductasa posee un sustrato "natural” que no
ha sido identificado (18).

El amplio uso industrial del cromo y la incorrecta eliminacién de los
desechos han creado serios problemas de contaminacién ambiental en areas urbanas y
en otros ecosistemas asociados con descargas industriales (3, 41). En México existe:n
varios ejemplos de contaminacion ambiental con cromo. En el area de Lecheria (Estado
de México) una empresa procesadora de cromo provocéd una grave contaminacion que
se reflejé en niveles elevados de cromo en la poblacion (4). El amplio uso del
cromo (principalmente trivalente) en Leon (Guanajuato) por la industria del curtido de
pieles, ha causado contaminacion de mantos acuiferos destinados al consumo humano.
Recientemente, el rio Salinas en Nuevo Ledn fue seriamente contaminado con
aguas residuales que contenian cromo y fueron derramadas por una empresa curtidora,
causando dafios a la fauna acudtica (periddico Excélsior, 8 de Abril de 1990,
México, D.F.).

Uno de los requerimientos para el uso de bacterias reductoras en la destoxificacién
de cromato es la disponibilidad de bacterias resistentes al ion. Bopp y Ehrlich (7) han
informado de un procedimiento para la destoxificacion de cromato mediante el uso de
una cepa de Pseudomonas fluorescens que posee la capacidad tanto de tolerar como de

reducir al cromato. Un proceso similar ha sido desarrollado por Komori y col. (19)



TABLA 2. REDUCCION DE CROMATOS POR BACTERIAS

ESPECIE PROPIEDADES REF. No.
Aeromonas dechromatica | Reduccién anaerobia 20

Enterobacter cloacae Reduccién anaerobia
por actividad asociada
a la membrana 42

Pseudomonas ambigua | Reduccién por
extracto

libre de células,
dependiente de 16
NADP(H)

P. chromatophila Reduccién anaerobia 21

P. dechromaticans Reduccién anaerobia 33

P. fluorescens Reduccion en
condiciones aerdbicas
y anaerdbicas 7

P. putida Reduccion aerobia
por actividad soluble,
dependiente de
NADP(H) 18




con una cepa de Enterobacter cloacae. Cervantes y col. aislaron, de un drea
contaminada con cromo en Le6n, Guanajuato, varias cepas bacterianas resistentes
y reductoras de cromato (7a.), que se hallan en proceso de caracterizacion para su uso
eventual en la descontaminacién de aguas residuales contaminadas con cromato. Los
resultados de las pruebas de destoxificacion con bacterias han sido demorados, en
parte, debido a que los desechos industriales contaminados con cromo frecuentemente
contienen compuestos toxicos adicionales que inhiben a los microorganismos empleados.

El entendimiento mas profundo de los mecanismos bioquimicos y fisiologicos de Ia
resistencia y la reduccion bacterianas del cromo hexavalente redundara en un
disefio mas adecuado  de estrategias para resolver los problemas de la
contaminacion ambiental por cromatos.

El proposito de este trabajo es aislar = identificar bacterias resistentes a
cromato a partir de muestras de suelo de zonas circundantes a la exfabrica de Cromatos,
S.A. en Lecheria, Edo. de México (Fig. 2), asi como del canal de aguas negras

localizado a una cuadra de la exfibrica mencionada.



DE MUESTREO

ZOMA

E ——

TLALPAN

upmw’n‘ N 2

¢n..t»z_",.lnri @
) \

N

fig 2

ZONA DE ESTUDIO




OBJETIVOS

1) Aislar bacterias resistentes a cromato a partir de muestras colectadas de zonas

circundantes a la exfabrica Cromatos S.A. ubicada en Lecheria Edo. de Mexico.,

2) Identificar las bacterias obtenidas mediante morfologia colonial, microscopia optica

y pruebas bioquimicas.,

3) Seleccionar las cepas altamente resistentes y determinar si reducen el Cromo VI a

Cromo I1I .,

4) Determinar la presencia de plasmidos en las cepas resistentes mediante electroforesis

en geles de agarosa.

5) Analizar, en las mismas cepas, resistencia a otros metales pesados reportados como

contaminantes ambientales, asi como tambien su resistencia a algunos antibidticos.,
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MATERIAL Y METODOS

1. MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES
Se utilizaron los soguientes medios de cultivo, que fueron preparados de acuerdo a
las instrucciones del fabricante (Bioxon):
BASE DE AGAR SANGRE (GS)
AGAR DE EOSINA Y AZUL DE METILENO (EMB)
AGAR NUTRITIVO (AN)
CALDO NUTRITIVO (CN)
AGAR DE MUELLER-HINTON (MH)
AGAR PARA SALMONELLA Y SHIGELLA (SS)
AGAR VERDE BRILLANTE (VB)
AGAR DE DEXTROSA SABOURAUD (SAB)
AGAR PARA ESTAFILOCOCOS No. 110 (S110)
PRUEBAS BIOQUIMICAS
AGAR DE HIERRO DE KLIGLER
Diferenciacion de bacilos entéricos Gram negativos basado en la propiedad de
fermentar la glucosa y lactosa junto con la formacion de sulfuros.
AGAR CITRATO DE SIMMONS
Se usa para diferenciar las bacterias entéricas Gram negativas, basandose en
la utilizacion del citrato.
SIM
Con su respuesta al reactivo de Kovac se evaltia la capacidad del organismo para
desdoblar el indol de la molécula de Triptofano.
SACAROSA
Utilizacioén del carbohidrato y su consecuente cambio de color.

MANITOL
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CALDO UREA

Determinar la capacidad de un organismo para desdoblar la urea formando dos

moléculas de amoniaco por accion de la enzima ureasa.

SOLUCIONES

BUFFER TB (5X)
Trizma base (0.089M)
Acido borico (0.089 M)
EDTA (0.5 M) pH 8.0
Agua destilada estéril

SOLUCION LITICA
Tris 1M, pH 8.0
EDTA 0.5 M

SDS 20%

NaOH 2N

Agua destilada estéril

BUFFER P0O42-
K2HPO4 (0.05 M)
MgSO4 7H20 (0.81 mM)
Glucosa

Peptona al 15%

Agua destilada estéril
pHde 7.0

535g
306g
20.0 ml
980.0 ml

2.5 ml
2.0 ml
2.5 ml
2.75 ml
40.25ml

435g
0.09g
250g
10.0 ml
500 mi

12



REACTIVO DE DIFENIL CARBAZIDA ( DFC)

DFC 200.0 mg
Etanol al 90% 100.0 ml
HyS04 40.0 ml
Agua desionizada 360.0 ml
Preparacion:

Disolver la DFC en el etanol y mezclar con una solucién previamente preparada
con el 4cido sulfiirico y el agua desionizada.
FENOL-CLOROFORMO (BAKER) 1:1
GEL DE AGAROSA AL 0.7% EN BUFFER TB
COLORANTE PARA ELECTROFORESIS

Sacarosa 07g

Azul de bromofenol al 0.5% 0.5 ml

Buffer TB Aforar a 10 ml
BROMURO DE ETIDIO

De una solucién de 5 mg/ml tomar 50 pl y aforar a S00 ml con agua destilada.

13



2. TOMA DE MUESTRAS.

a) Muestras de agua.

Se recogieron aproximadamente 50 ml de agua en frascos Gerber estériles
previamente etiquetados. Las muestras se tomaron de cuatro lugares: 1) De la boca de
un tubo de desagiie, ii) De la zona del canal anterior a este tubo de desagte, iii) De la
zona posterior a todos los tubos de desagte cercanos al puente que se localiza frente a la
puerta de la escuela primaria de la colonia, y iv) De un charco de una calle adyacente a la

exfibrica.

b) Muestras de suelo.

Se marc6 un drea de aproximadamente 50 cm por lado y se escarbd hasta unos
5 cm de profundidad con un pico limpio. Se juntt la tierra removida en un montén en
el centro y se mezclé completamente. Se tomaron aproximadamente 100 g de tierra y

se colocaron en una bolsa de plastico previamente etiquetada.

Se tomaron 3 muestras de suelo, a intervalos regulares, de las dos calles que
encuadran a la exfabrica (por dos costados) de la zona que se encuentra inmediatamente
afuera de la barda de dicho predio. Se tomd una muestra adicional de un campo de
cultivo de maiz localizado enfrente de la exfibrica y otra de la propia pared de tabique
de la multicitada exfabrica

3. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS.
Las muestras de agua y suelo se trasladaron inmediatamente al laboratorio y se
refrigeraron, Se procesaron el mismo dia.

Se espatularon 0.1 ml, por duplicado, de cada una de las muestras de agua en

cajas de agar nutritivo, para calcular el niimero de bacterias por ml. Se sembro el agua

14



sin diluir y una dilucién 1:10, hecha con solucion salina estéril. Las cajas se

incubaron de 24-48 h a 300C.

Se pesaron 0.5 g de cada una de las muestras de suelo y se suspendieron en 50 ml
de solucién salina estéril; se agitaron por 20 min a temperatura ambiente; se permitié que
sedimentaran las particulas gruesas y se espatulé 0.1 ml, por duplicado, (sin diluiry
diluyendo 1:10 en solucién salina estéril) en cajas de agar nutritivo para calcular el

mimero de bacterias por ml.

4, SELECCION DE BACTERIAS RESISTENTES A CROMATO.

Una vez conocidos los nimeros de bacterias por ml en cada muestra, se diluyd
en solucion salina estéril para tener de 300 a 1000 colonias en 0.1 ml y se espatul6 en
cajas de agar nutritivojadicionadas de Ky CrO4 a las siguientes concentraciones: 0, 93,
187, 375, 750, 1500 y 3000, ug/ml; Se incubaron las cajas a 309C por 24-48 h. Las

colonias resistentes se purificaron por estria en agar nutritivo conteniendo cromato de

potasio a la misma concentracion a la que fueron aisladas.
5. IDENTIFICACION DE LAS BACTERIAS,,

Las bacterias resistentes se caracterizaron tomando en cuenta la naturaleza
del medio en el cual se desarrollé el microorganismo, se hizo una identificacion
preliminar mediante morfologia colonial, creciendo las colonias aisladas en medios

solidos selectivos y diferenciales.

La identificacion confirmativa fue por pruebas bioquimicas, basadas en la
capacidad del organismo para producir una enzima determinada o de acuerdo al
sustrato utilizado en su metabolismo. Generalmente en estos caminos metabolicos

seguidos por los microorganismos se obtienen subproductos acidos o alcalinos y son
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evaluados por indicadores de pH (estas pruebas se realizaron en el laboratorio de Analisis
Clinicos de la CUSI-lztacala, bajo la direccion de la QFB Gloria Luz Paniagua

Contreras).

6. AISLAMIENTO DE PLASMIDOS.

Se usd el método de Kado (modificado para Pseudomonas), para lo cual se
crecieron los cultivos a fase exponencial tardia ( 1.2 de absorbancia a 590 nm ) en caldo
nutritivo.

Se centrifugaron 1.5 ml de cutivo en tubos eppendorf a 10 000 rpm durante 5
minutos, desechando el sobrenadante y repitiendo el paso las veces que fué necesario
para obtener una pastilla de buen tamafio. .

Se resuspendi6 el paquete celular en 100 pl de Buffer TB con ayuda del vortex, se
agregaron 600 pl de solucion litica se incubaron a 609C durante 60 minutos e
inmediatamente despues a 00 C durante 15 minutos.

Posteriormente se agregaron 700 pl de fenolcloroformo, mezclando
suavemente durante 2 minutos. La mezcla se centrifugé a 12000 rpm durante 20 minutos
y se obtuvé el sobrenadante, el cual contenia el DNA plasmidico.

Se preparar6 un gel de agarosa en wuna  camara electroforética
cubriéndolo con Buffer TB. Se depositaron 50 pl de  muestra plasmidica
previamente mezclada con 20 pl de colorante (azul de bromotimol) en cada pozo del
gel y se aplicaron 75 volts a voltaje constante hasta que la huella del colorante llegé al
extremo contrario del gel.

Enseguida se tifi6 el gel con Bromuro de Etidio durante 30 minutos y
posteriormente se llevdo a un cuarto obscuro para observarlo con un transiluminador

de luz UV y fotografiarlo con una camara Polaroid DS34,

7. DETERMINACION DE CROMATO.
- El cromato se determiné espectrofotométricamente usando

DifenilCarbazida (DFC) como indicador. El cromo hexavalente reacciona con
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dicho reactivo produciendo un compuesto pirpura rojizo, en soluciones ligeramente
acidas, cuya absorbancia a 540 nm es proporcional ala concentracién de Crp0 4 ...

Para estandarizar el método de cuantificacién de cromato se montd una curva de
calibracién que se utiliz6 para determinar una concentracion desconocida del ion (Fig. 3).

Se prepar6 un juego de cinco tubos con 5 ml de agua dem_omzada y se
llevaron a concentraciones conocidas de cromato comprendldas en un mterv;l; de2a8
pg/ml, para posteriormente adicionar 1:10 en volumen de la solucién de DFC. La
curva  se  elabor6  praficando  las  concentraciones  conocidas  de
Cry04 contra la absorbancia, cuantificindose en un espectrofotémetro a 540 nm de

cinco a quince minutos después de adicionar la DFC.

8 .REDUCCION DE CROMATO.

Se crecieron las cepas resistentes a CrpO4 en 5 ml de caldo
nutritivo por 6 horas con agitaciény a 300 C.

Se inocularon 500 ml de caldo nutritivo con los 5 ml del cultivo anterior y se
incubaron en las mismas condiciones por toda la noche para tener una concentracién
aproximada de bacterias de 5X108 células por mililitro.

Las bacterias se cosecharon centrifugando a 10,000 rpm por 10 minutos,
desechando el sobrenadante y resuspendiendo en 30 ml - de Buffer P042‘ , para ahora
obtener una concentracién aproximada de bacterias de 5X10% células por mililitro.

El cultivo resultante se llevé a una concentracion aproximada de 40
ug/ml de CrpO4 1y se incubd a 30°C con agitacion.

Se tomaron muestras de 5 ml a diferentes tiempos durante 24 horas y se separé la
solucién acuosa por centrifugacién a 10 000 rpm durante 10 minutos. Se tomé 1 ml del
sobrenadante mas 4 ml de agua desionizada  (para tener una dilucién 1:5 de Crp04
la cual es detectable en el rango de 0.2-8 pg/ml,que se cubre con la curva de
calibracion) y se le agregaron 0.5 ml de reactivo de DFC. Se ley6 la absorbancia a 540

nm en un espectrofotometro de 5 a 15 minutos después de la centrifugacion.
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FIGURA 3. Curva de calibracién de cromato. Se prepararon soluciones patron de cromato
de potasio y se hicieron reaccionar alicuotas con difenilcarbazida, como se describe en
material y métodos, para posteriormente medir la absorcién de luz a 540 nm, cuya
magnitud es proporcional a la concentracién de cromato.

18



61

1.6
1.4

1| -
1 .
0.8

0.6

0.4
0.2

0

FIGURA 3
CURVA DE CALIBRACION DE CROMATO

D.0O. a 540 nm

1 l I I 1 |

1 15 2 25 3 3.5 4 45 5 55 6 65 7 7.5 8

CROMATO (ug/ml)



9.SENSIBILIDAD A Pb(NO3)y,

Se prepar6 una serie de tubos con 5 ml de caldo nutritivo llevandolos a las
siguientes concentraciones de plomo ( 0, 100, 200, 400, 800, 1 600 y 3 200 ug/ml). :‘]

A partir de un cultivo bacteriano saturado crecido toda la noche a 300C c‘on
agitacion, se hizo una diluciéon 1:50 en cada uno de los tubos anteriomente citados y
éstos se incubaron durante 24 horas a 30°C con agitacion.

Se cuantific6 la absorbancia en un espectrofotometro a una longitud de onda de
590 nm.

10. SENSIBILIDAD A HgCly
Los cultivos se prepararon de la misma manera que en el caso de plomo pero

para mercurio las concentraciones fueron ( 0, 5, 10, 15, 30 y 60 pg/ml).

11. ANTIBIOGRAMAS

Se determing la sensibilidad a algunos antibidticos, para lo cual se crecieron las
cepas resistentes a cromato en 5 ml de caldo nutritivo incubandolas a 300C hasta
que se observé turbidez en el medio.

Los cultivos resultantes se inocularon en cajas petri con agar Muller-Hinton con
un hisopo estéril, estriando el medio en tres direcciones sobre la totalidad de la
superficie del agar, para obtener un inéculo uniforme.

Inmediatamente después de que secé el indculo, en un tiempo no mayor a 15
minutos despues de haber inoculado la placa, se colocé en cada caja un
multidisco impregnado con antibi6ticos tomandolo con pinzas estériles. Los discos se
presionaron ligeramente para asegurar el  contacto con  la superficie y
posteriormente se incubaron las cajas a 350C durante 24 horas.

Se hizo un analisis cualitativo de la prueba evaluando los resultados por
observacion visual directa aceptando como bacterias resistentes a un determinado

antimicrobiano a aquellas cepas cuyo didmetro del halo de inhibicion no excede de 14



mm. Se consideraron como sensibles las cepas cuyo diametro de inhibicién fue > 15

21



RESULTADOS
1. CONCENTRACION DE CROMATO EN LAS MUESTRAS,

Por el método colorimétrico descrito en la metodologia se cuantifico la
concentracion de cromato presente en las muestras colectadas ( Tabla 3 ). Encontrando
que las muestras de agua tienen una menor concentracion de cromato que las de suelo.

Las muestras tomadas del interior del predio donde se ubicaba la exfabrica
de cromatos (4 y 5) presentaron la mayor concentracién del metal, lo cual concuerda
con el hecho de que a simple vista se apreciaba el color café amarillento

caracteristico del cromo en dicho lugar de muestreo.
2. SELECCION DE BACTERIAS RESISTENTES A CROMATO

Despues de hacer las respectivas diluciones e incubar durante 24 horas a 300 C se
observd crecimiento en los cultivos que contenian hasta 750 pg/ml del ién. Y a las 48
horas se presentaron algunas colonias bacterianas en las concentraciones de 1500 y 3000
ug/ml (Tabla 4 ). Pero todas crecieron a la maxima concentracion al resembrarlas.

La frecuencia de cepas resistentes a cromato en todas las muestras tiene como
tendencia general a disminuir a medida que aumenta la concentracién de cromato
en el medio de cultivo. Las muestras 4 y 5 mostraron el menor nimero de
unidades formadoras de colonia (Tabla 4) y la menor frecuencia de cepas resistentes a

cromato (Fig. 4).
3. IDENTIFICACION DE LAS BACTERIAS

Por morfologia colonial, observacion microscopica y tincion de Gram se hizo una
clasificacién preliminar distinguiendo grupos de bacilos Gram (-), bacilos Gram (+) y un

grupo de cocos Gram (+) que se desarrollaron de diferente forma en los medios selectivos.
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TABLA 3. CONCENTRACION DE CrVI EN LAS MUESTRAS

MUESTRA ppm
288
118
176

4000
600
138
138

33
2.9
3.5

=elce(Qlen|nn|a|wir -

Se cuantifico la concentracion de CrVI en las muestras
colorimétricamente, utilizando difenilcarbazida, como se
describe en material y métodos.
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TABLA 4. NUMERO DE UFC EN LAS MUESTRAS

MUESTRA ufc/g o ml (x 10-5)
1.88
1.68
1.37
0.15
0.10
1.22
1.30

152

65

276

C-B0- AR RE-NE7 RE LR

-
—}

Las muestras de suelo se suspendieron en solucion salina estéril y se
espatularon alicuotas en AN. Se conto el nimero de ufc/g después de

incubar 48 h a 30°C . Alicuotas de las muestras de agua se sembraron
en AN, se incubd 48 h a 30°C y se calculé el nimero de ufc/ml.
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FIGURA 4. Frecuencia de cepas resistentes a cromato. Las muestras de suelo se
suspendieron en solucion salina estéril y se espatularon alicuotas enm agar nutritivo
adicionado de cromato de potasio a las concentraciones indicadas. Se cont6 el namero de
UFC/g después de incubar 48 h a 30°C. Alicuotas de las muestras de agua se sembraron
en agar nutritivo mas cromato de potasio. Se incubé 48 h a 300C y se calculd el nimero
de UFC/ml.
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De acuerdo a lo anterior y a las reacciones obtenidas de las pruebas bioquimicas,
se caracterizaron seis cepas: Aerobacter cloacae, Alcaligenes faecalis, Escherichia
coli,  Bacillus subtilis, Bacillus sp., 'y Staphylococcus  aureus cuyas

caracteristicas se presentan en la Tabla 5.

4. REDUCCION DE CROMATO.

El siguiente paso despues de obtener e identificar a las bacterias altamente
resistentes a cromato fue evaluar su capacidad para reducir el cromo hexavalente (CrVI) a
su estado trivalente (Cr II).

Las cuatro cepas probadas fueron reductoras, pero Alcaligenes faecalis
present6 un mayor poder reductivo, casi a la par de la cepa control positivo QC12
reportada como reductora rdpida (7a). En tres horas estas dos cepas redujeron la
concentraciéon de cromato en un 60 %, a las cinco horas el 78.8 %del cromato estaba
reducido a (CrlIl) y pasadas veinticuatro horas no se detecté (CrVI) (Fig. 5).

Aerobacter cloacae, Bacillus subtillis y Staphilococcus aureus tuvieron un
comportamiento similar entre si. Después de tres horas redujeron el cromato en un 30%, a
las cinco horas se redujo el 38 %, en siete horas el 48 % , y finalmente a las veinticuatro
horas sélo Aerobacter cloacae logré reducir completamente el cromato, mientras que

Bacillus subtilis y Staphilococcus aureus presentaron trazas de cromato (Fig. 5).

5. AISLAMIENTO DE PLASMIDOS.

Por el método de Kado (modificado para Pseudomonas) se aislo el DNA
plasmidico de las bacterias Gram (-) (Escherichia coli, Alcaligenes faecalis y
Aerobacter cloacae) y se les hizo un analisis electroforético en gel de agarosa. Las
tres cepas presentaron plasmidos, lo cual sugiere la posibilidad de que la resistencia a
cromato esté conferida por estos elementos extracromosomicos.

En Escherichia coli se observouna banda que tiene un corrimiento en el gel
de agarosa similar al del DNA del cromosoma bacteriano. En Alcaligenes faecalis el

DNA plasmidico presenté un mayor desplazamiento en el .gel que el anterior. Y en el
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carril de Aerobacter cloacae se pueden distinguir cuatro bandas con diferentes
movilidades electroforéticas (Fig. 6).

6. SENSIBILIDAD A PLOMO

Se determiné la concentracién de plomo en la que se presenta el 50% de
sobrevivencia de las cepas. Para Bacillus sp. fue a 300 pg/ml, lo que la hace la mas
sensible; para Escherichia coli a 400 pg/ml.  Staphylococcus aureus, Aerobacter
cloacae 'y Alcaligenes faecalis, resultaron ser las mas resistentes del grupo,
presentando un comportamiento similar entre si, a la concentracion de 900 pg/ml del
metal, a la que se redujo la absorbancia hasta el 50% (Fig. 7).

Kondo et al. (19a), usando una técnica diferente (determinacion de la
concentracion minima inhibitoria, CMI, por dilucién en placa, utilizando el replicador
de Steers) y con una poblacién de 415 cepas, reportan como resistentes a plomo,
aquellas cuya CMI es > 800 pg/ml. Miranda et al. (24a) determinaron una CMI de
800-1600 jig/ml para una poblacion de 45 cepas, en su mayoria Gram positivas, aisladas
de muestras de suelo obtenidas de sitios localizados a 10-20 m del periférico norte.

7. SENSIBILIDAD A MERCURIO

La cepa que tiene mayor resistencia a mercurio es Aerobacter cloacae, ya que la
absorbancia del cultivo disminuye al 50% a una concentracién de 30 pg/ml, mientras que
para Staphyloccocus aureus y Bacillus sp. la concentracion es de 22 pg/ml y finalmente
las més sensibles fueron Escherichia coli y Alcaligenes faecalis con una concentracion
de 19 y 20 pg/ml respectivamente, para disminuir a la mitad la absorbancia de los cultivos
(Fig. 8 ). Kondo et al.(19a) determinaron la susceptibilidad de 415 cepas de S.aureus y
designaron como resistentes a aquellas cuyo MIC fue de 12.5 pg/ml de mercurio,
mientras que Miranda et al., trabajaron con 45 cepas diferentes y registraron como

resistentes a las que mostraron un MIC > 54 pg/ml (25a).



TABLA 5. IDENTIFICACION DE LAS BACTERIAS

g

BACTERIA MOVILIDAD | GLUCOSA MANITOL, INDOL UREA CITRATO | GRAM
E. coli + + + + = . N
A. eloacae + + + A4 + + N
A. fascalis + - - - - + N

Las bacterias fueron identificadas mediante pruebas bioquimicas estindar y por morfologia colenial y microscopica.

S, aureus forma colonias doradas en S110, es manitol positivo, coagulasa positivo y Gram positivo.
B. subtilis forma colonlas redondas, lisas, blancas y cremosas en GS. Es Gram negativo.
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FIGURA 5. Reduccién de cromato. Se crecieron las cepas en caldo nutritivo a 300C
hasta la fase estacionaria. Las bacterias se resuspendieron en Buffer de fosfatos (aprox.
5x109/ml) mas 40 pg/ml de cromato de potasio. Se incubé a 30°C con agitacion y se
cuantificd la concentracion de CrVI con difenilcarbazida a los tiempos indicados.
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Fig. 6. Electroforesis en gel de agarosa. Se us6 el método de Kado (modificado
para Pseudomonas). A) Control QC-19-2, B), E), y F) Aerobacter cloacae, C)
Escherichia coli, y D) Alcaligenes faecalis.
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FIGURA 7. Se preparé una serie de tubos con caldo nutritivo mas nitrato de plomo a las
concentraciones indicadas; éstos se inocularon con las cepas bacterianas, diluyendo 1:50
un cultivo saturado. Se incubd a 30°C con agitacion y se midio la absorbancia a 590 nm.
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FIGURA 8. Sensibilidad a mercurio. Las condiones experimentales fueron idénticas a las
descritas en la leyenda de la figura 7, escepto porque se usé cloruro mercurico.
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8. MULTIRRESISTENCIA A ANTIBIOTICOS.
Todas las cepas estudiada resultaron resistentes a por lo menos dos antibidticos,

como es el caso de E.coli, a tres, Saureus, A. cloacae y B. subtillis; a cinco

Bacillus sp.y aseis A. faecalis.( Tabla 6 ).
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TABLA 6. PATRONES DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

BACTERIA ANTIBIOTICOS
Escherichia coli Ampicilina, cloranfenicol
Staphylococcus aureus Tetraciclina, cloxacilina, lincomicina
Bacillus subtilis Carbenicilina, nitrofurantoina,
gentamicina
Aerobacter cloacae Ampicilina, cefalotina, cloranfenicol
Bacillus sp. Ampicilina, cefalotina, Ac. nalidixico,
nitrofurantoina, carbenicilina
Alcaligenes faecalis Ampicilina, cloranfenicol, Ac.
nalidixico, estreptomicina,
trimetoprim-sulfametoxasol,
amikacina

Las cepas se sembraron en agar de Muller-Hinton y se determiné su resistencia a
antibiéticos por el método de Kirby-Bauer.



DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los efectos biolégicos del cromo dependen de su estado de oxidacion, la forma
hexavalente es sumamente toxica para los organismos vivos, presenta efectos
mutagénicos y es considerada carcinogénica en humanos (40). El cromo trivalente es
mas estable y mucho .menos téxico ademas de que se considera como un
micronutriente esencial (29).

Con el fin de obtener bacterias resistentes a cromato se acudid a una zona
contaminada con el ién y se evalio la concentracién de cromato en diferentes puntos
de muestreo por los alrededores e interior del predio que anteriormente fue la fabrica de
Cromatos S.A.

Los indices de cromato obtenidos resultaron por arriba de los niveles permisibles
en agua (0.05 ppm) y suelo (200 ppm) ya que en la mayoria de las muestras la
concentracion fue superior (Tabla 3 y Ref. 37a).

La presencia de cromato en el ambiente produce un efecto inhibitorio en los
microorganismos, pero al mismo tiempo selecciona variantes resistentes.

La frecuencia de cepas resistentes disminuye a medida que aumenta la
concentracion de cromato y se consideran como resistentes las colonias que crecen
por lo menos a 750 pg/ml del ién que es la concentracién en donde se inhibe el
control sensible y también es limite poblacional entre sensibles y resistentes
encontrado por otros autores (7a).

No hay diferencia significativa entre las muestras de agua y suelo ya que no se
observa una tendencia definida en el namero de unidades formadoras de colonia ( UFC )
y en la frecuencia de cepas resistentes a cromato entre los diferentes puntos de
muestreo. En las muestras de agua se obtuvo un mayor nimerode UFC pero una menor
frecuencia de cepas resistentes a cromato, lo cual es aceptable debido a que las muestras
presentan menor concentracion del metal y esto impide que se provoque una

presion de seleccion.
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Se aislaron seis cepas que crecieron a por lo menos 750 pg/ml de cromato en las
muestras originales, pero todas ellas fueron capaces de crecer incluso a 3000 pg/ml,
cuando fueron resembradas.

La identificacién por microscopia ¢ptica y pruebas bioquimicas  dio
como resultado tres cepas Gram negativas: Aerobacter cloacae, Escherichia coli
y Alcaligenes faecalis; y tres Gram positivas: Bacillus subtilis, Staphylococus aureus y
Bacillus sp.

Algunas bacterias resistentes a cromato son capaces de reducirlo a la forma
trivalente menos téxica que la forma hexavalente (21). En este caso, todas las
cepas aisladas resistentes a cromato tambien fueron reductoras. Alcaligenes faecalis
reduce al cromo dos veces mas rapido que las otras cepas y casi igual que la cepa testigo
QC19-2 considerada como una reductora rapida (7a).

Los determinantes genéticos que confieren resistencia a metales pesados
generalmente se localizan en plasmidos y no en el cromosoma bacteriano (36). Por ésta
razon se analizo el contenido de plasmidos de las cepas resistentes a cromato por
electroféresis en gel de agarosa segin el método de Kado (modificado para
Pseudomonas), encontrando que todas las cepas aisladas tienen bandas de DNA
extracromosomico que se desplazan a diferentes distancias en el gel. En base a lo
anterior se puede decir que posiblemente sea un plasmido lo que confiere la
resistencia al metal pero para confirmarlo habria que hacer otros estudios como son:
Transferir el o los plasmidos por conjugacion a una cepa sensible a cromo para
determinar si adquiere resistencia a este metal; y, curacion de las cepas resistentes
con naranja de acridina o bromuro de etidio para determinar si al perder el elemento
genético extracromosémico pierden la resistencia a cromato.

Muchos plasmidos confieren resistencia a mas de un compuesto toxico, siendo
frecuente la asociacion de marcadores de resistencia a antibidticos y metales
pesados. Por esta razon analizamos la resistencia a antibiéticos y plomo y mercurio en

las cepas que estudiamos.



En el caso del mercurio, las cepas mas resistentes fueron Aerobacter cloacae y
Staphylococcus aureus, cuya absorbancia se reduce al 50% hasta una concentracién de
30 ppg/ml del metal (Fig. 8)., por lo que podemos considerarlas como resistentes, toda
vez que Kondo et al. consideran resistentes a aquellas cepas cuya CMI es de 12.5 pg/ml;
si bien hay que hacer notar que los métodos son diferentes, ya que en la CMI se utiliza
medio sé6lido y la técnica de dilucién en placa, registrandose la concentracion minima a
la que no se observa crecimiento del indculo, mientras que nosotros empleamos cultivos
liquidos y determinamos la concentracion del metal que reduce la absorbancia a la
mitad.

Las cepas menos sensibles a plomo fueron Staphylococcus aureus, Aerobacter
cloacae y Alcaligenes faecalis, cuya absorbancia se redujo al 50% hasta 900 pg/ml
del metal (Fig. 7).

Respecto a los antibidticos, las seis cepas estudiadas mostraron
multiresistencia, a dos antibiticos (E. coli), 3 (S. aureus, A. Cloacae y B. subtilis), 5
(Bacillus sp.) y 6 (A. faecalis). Los patrones de multirresistencia se muestran en la
Tabla 6.

Los resultados anteriores sugieren fuertemente que los determinantes de
resistencia a metales y antibioticos que poseen las cepas estudiadas residen en
plasmidos, ya que es muy poco probable que posean tantas mutaciones puntuales
individuales que confieran las resistencias. Adem4s, en todas las bacterias se
observaron plasmidos cuando se realizd el analisis electroforético. ,

A pesar de que estas cepas fueron aisladas del ambiente, no sorprende que
posean resistencia a antibidticos, ya que muy probablemente la seleccion para
resistencia a uno (cromato) o mas metales (plomo, mercurio), permitid la seleccion
indirecta para resistencia a antibidticos si los genes responsables de ambas estan
ligados fisicamente en el mismo plasmido.

Se han reportado casos inversos, en donde cepas clinicas, aisladas de pacientes,
sujetas a presion selectiva para resistenciaa antibidticos son también resistentes a

metales pesados (12).
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Las bacterias resistentes a cromato y reductoras rapidas pueden, al menos
tebricamente, ser utilizadas para descontaminar cuerpos de agua que contienen este
metal. De las cepas que estudiamos, 4. faecalis seria la mas indicada para este
proposito, ya que es resistente a cromato (CMI >3000 pg/ml) y lo reduce rapidamente
(Fig. 5) mostrando también resistencia a plomo, caracteristica que posibilitaria su
uso para descontaminar el cromato de cuerpos de agua que ademas contengan plomo.

Sin embargo, la descontaminaciéon del cromato presente en cuerpos de agua
utilizando bacterias resistentes y reductoras es un problema que trasciende el campo de
la biologia, constituye mas bien un problema no sélo microbiolégico sino de ingenieria.

En el laboratorio es posible simular un cuerpo de agua contaminado con
cromato y destoxificarlo con bacterias resistentes y reductoras. Una manera consiste en
introducir el cultivo de la bacteria en una bolsa de diélisis que se coloca en el matraz,
con agitacion leve, para después determinar la desaparicién del CrVI con la subsecuente
presencia de CrlIll, menos téxico. Realizar esto en un lago o una presa es otro problema
para el que se requiere la participacién de ingenieros que disefien los dispositivos
adecuados. En este contexto hay que sefialar también que el cuerpo de agua puede
contener otros contaminantes a los que la bacteria es sensible; o bien, pueden estar
presentes otros microbios u organismos mis complejos que eliminen a la bacteria
que se introduzca.

No obstante, el desarrollo tecnoldgico empleado con fines de biorremediacion sdlo
sera posible si se aislan y caracterizan los microorganismos capaces de llevarlo a cabo,
sobre todo cuando se conoce la base genética y bioquimica de la resistencia y la

reduccion.
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