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Resumen

El gen chrA se identifico originalmente en el pldsmido pUM505 de aislados de Pseu-
domonas aeruginosa obtenidos de pacientes hospitalizados en Morelia, Mich. Este
gen codifica la proteina ChrA, que confiere resistencia a cromato por un mecanismo
de expulsiony pertenece a la superfamilia CHR de transportadores de cromato. El ob-
jetivo del presente estudio fue determinar la distribucién del gen chrA en bacterias de
origen hospitalario. Se empledé una coleccién de 133 aislados de bacterias
Gram-negativas (enterobacterias y Pseudomonas) provenientes de hospitales de
distintas regiones del pais. La susceptibilidad a cromato se determiné por dilucién en
placa y los genes chrA se detectaron por hibridacion de DNA. Dieciocho aislados
(nueve de P. aeruginosa y nueve correspondientes a enterobacterias) que presenta-
ron resistencia a cromato fueron positivos a hibridacion con una sonda chrA de
pUMS505. De éstos, cuatro aislados de P. aeruginosa y seis de enterobacterias pre-
sentaron plasmidos, los cuales hibridaron con la sonda chrA. Cuatro de estos plasmi-
dos, contenidos en aislados de Klebsiella pneumoniae y Enterobacter cloacae, se
transfirieron por conjugacion a Escherichia coli y confirieron resistencia a cromato.
Los resultados obtenidos, sugieren que genes homadlogos al gen chrA del plasmido
pUMS505 se encuentran distribuidos en plasmidos residentes en bacterias de origen
hospitalario.

*Parte de este trabajo fue publicado en la revista FEMS Microbiology Letters (2012) 327:148-154.
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Abstract

The chrA gene was originally identified in the pUM505 plasmid of isolates of Pseudo-
monas aeruginosa from hospitalized patients from Morelia, Mich. This gene encodes
the ChrA protein, which confers resistance to chromate by an efflux mechanism and
belongs to the CHR superfamily of chromate transporters. The objective of this study
was to determine the distribution of the chrA gene in bacteria of nosocomial origin. A
collection of 133 bacterial Gram-negative isolates (enterobacteria and Pseudomo-
nas) from hospitals of different regions of Mexico was analyzed. Chromate susceptibi-
lity was determined by an agar dilution assay and chrA genes were detected by DNA
hybridization. Eighteen isolates (nine P. aeruginosa and nine corresponding to entero-
bacteria) that showed chromate resistance were also positive to hybridization with a
chrA probe from pUM505. From these, four P. aeruginosa isolates and six enterobac-
terial isolates displayed plasmids that hybridized with the chrA probe. Four plasmids,
contained in isolates of Klebsiella pneumoniae and Enterobacter cloacae were trans-
ferred by conjugation to Escherichia coli strains where they conferred chromate resis-
tance. The results obtained in this work demonstrates that genes similar to the chrA
gene from plasmid pUMS505 are distributed in plasmids from nosocomial bacteria.

Key words: Chromate, enterobacteria, Pseudomonas, plasmid

Introduccion

El uso generalizado del cromo (Cr) en diversos procesos industriales lo ha convertido
en un serio contaminante del agua, suelo y aire en areas cercanas a las industrias (Khashim
etal., 1989). El Cr(VI) esta comunmente presente en solucidon como los oxianiones cromato
(CrO4?) o dicromato (Cr,07?) y es considerada la forma mas téxica del cromo ya que es hi-
drosoluble a pH fisiolégico (McGrath y Smith, 1990). En bacterias, a nivel extracelular, el
Cr(VI) es altamente toxico debido a que ingresa rapidamente al citoplasma por la via de cap-
tacion del ion esencial sulfato, donde puede ejercer sus efectos toxicos (Katz y Salem,
1993). La toxicidad del cromo en el citoplasma esta relacionada con el proceso de reduccion
del Cr(VI) al estado de oxidacion Cr(lll), lo cual genera radicales libres (Shi y Dalal, 1990);
ademas, el Cr(lll) produce efectos tdxicos adicionales debido a su capacidad de unirse al
DNAYy proteinas (Bridgewater et al., 1994, Plaper et al., 2002). Los mecanismos de resisten-
cia a cromato pueden ser codificados por genes localizados tanto en cromosomas como en
plasmidos (Nies et al., 1990, Cervantes y Campos-Garcia, 2007). Uno de los mecanismos
de resistencia a cromato mejor caracterizados es la expulsién de cromato por la proteina
ChrA de P. aeruginosa, la cual pertenece a la superfamilia de transportadores de cromato
CHR (Diaz-Pérez et al., 2007).
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Figura 1. Contexto genémico del gen c/rA en el plasmido pUMS05. A. Mapa genético del plasmido pUMS505. Las fle-
chas o puntas de flecha representan las regiones codificantes y su direccion de la transcripcion. La barra roja, representa la
isla de patogenicidad; la barra negra, representa la isla genomica de resistencia a metales. B. Problable transposon de resis-
tencia a cromato. Las flechas representan regiones codificantes y su direccion de la transcripcion. Cr¥, posible operon
chrBAC de resistencia a cromato; TnpA y TnpR, transposasa y resolvasa, respectivamente (modificada de Ramirez-Diaz et
al.,2011).
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El gen chrA, que codifica la proteina ChrA, se identificé originalmente en el plasmido
conjugativo pUM505 en cepas clinicas de P. aeruginosa de Morelia, México (Cervan-
tes-Vega et al., 1986). Diversas proteinas ChrA bacterianas que confieren resistencia a cro-
mato estan codificadas en plasmidos (Vasconcelos-Morais et al., 2011), lo que sugiere que
los genes chrA podrian transferirse de forma horizontal por conjugacion. El plasmido
pUMS505, de 123 kilobases (kb), presenta dos regiones bien definidas: unaisla de patogeni-
cidad que contiene genes probablemente involucrados en virulencia, en el mantenimiento y
transferencia del plasmido, y otra isla gendmica de ~31 kb que contiene genes de resisten-
cia a cromato y mercurio (Figura 1A). El gen chrA de pUM505 se encuentra delimitado por
los genes chrBy chrC probablemente asociados con la resistencia a cromato, formando par-
te del posible operon chrBAC; este operdn a su vez esta flanqueado por los genes tnpA'y
tnpR, que codifican una transposasa y una resolvasa, respectivamente, los cuales son ele-
mentos moviles similares a los presentes en el transposén Tn172. Ademas, se encuentra
una secuencia de insercion 1IS2_Tn3, similar a la presente en el transposén Tn3, sugiriendo
que se trata de un potencial transposén (Figura 1B). Se ha reportado una gran variedad de
especies bacterianas resistentes a cromato, incluyendo cepas de origen ambiental y clinico
(Ramirez-Diaz et al., 2008). Por lo tanto, el gen chrA podria haberse distribuido en el am-
biente hospitalario mediante transferencia horizontal entre especies bacterianas, sobre todo
considerando que pUM505, ademas de ser un plasmido conjugativo, posee caracteres
adaptativos como virulencia y resistencia a metales pesados. Estas caracteristicas podrian
funcionar como factores selectivos para la prevalencia y distribucién de este plasmido en di-
versos ambientes, incluyendo hospitales y sitios contaminados con metales (Ramirez-Diaz
et al., 2011).

La resistencia a metales es una caracteristica comunmente observada en bacterias
de diversos ambientes, incluyendo agua y suelos contaminados (Silver y Phung, 2005). Di-
versos estudios de distribucion de genes de resistencia a metales como cobre (Trajanovska
etal., 1997), arsénico (Cai et al., 2009) y cadmio, zinc o cobalto (Diels y Mergeay, 1990), se
han realizado con bacterias aisladas de sitios contaminados con metales. El Gnico reporte
encontrado sobre la distribucion de genes chrA es el realizado por Trajanovska et al. (1997).
En este trabajo se utilizo el gen chrA del plasmido pMOL28 de Cupriavidus metallidurans
para detectar determinantes de resistencia a cromato en una coleccién de aislados bacteria-
nos obtenidos de suelos contaminados por plomo; sin embargo, no se logré detectar la pre-
sencia de genes chrA en las bacterias de estudio. Por otro lado, en bacterias provenientes
de hospitales, ademas de genes de resistencia a antibidticos, pueden estar presentes genes
de resistencia a metales pesados; tal es el caso de la presencia de determinantes de resis-
tencia a plata y mercurio en bacterias de origen clinico resistentes a antibiéticos (Gupta et
al., 2001, Tato et al., 2010). En estos trabajos se ha propuesto que la resistencia a estos me-
tales se debe al empleo de compuestos derivados de plata y mercurio en la practica médica
y odontoldgica. A excepcion del gen chrA del plasmido pUM505, el cual fue aislado de una
cepa clinica, no existen otros reportes a la fecha de la presencia de este determinante en
bacterias de origen clinico; el resto de los genes chrA caracterizados a nivel experimental se
han aislado de ambientes contaminados (revisado en Vasconcelos- Morais et al., 2011). No
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se conocen posibles fuentes de contaminacion por cromo en el hospital, debido a que este
metal o sus derivados no son empleados en la practica médica por su potencial como cance-
rigenos (Mertz, 1993). Sin embargo, existen algunos compuestos que contienen derivados
de cromo que eran empleados en los hospitales hasta finales de los 90’s, como las solucio-
nes de lavado del equipo radioldgico o para el lavado de material de vidrio. Ademas, algunos
reactivos con cromo siguen siendo empleados en patologia para la fijacién de muestras
(U.S. Environmental Protection Agency).

Por lo que el objetivo del presente estudio fue evaluar la distribucién del gen chrA en
bacterias de origen hospitalario, con el fin de identificar plasmidos que pudieran participar en
la transferencia horizontal de este gen en el ambiente del hospital.

Materiales y métodos

Cepas bacterianas

Los 133 aislados analizados se obtuvieron de la coleccion bacteriana del Instituto Na-
cional de Salud Publica (Cuernavaca, Mor.). El grupo de estudio consta de las siguientes es-
pecies (no. de aislados): Escherichia coli (56), Klebsiella pneumoniae (31), P. aeruginosa
(21), Enterobacter cloacae (18) y Salmonella sp. (7), las cuales se aislaron de pacientes en
diferentes hospitales del pais en el periodo de junio del 2002 a noviembre del 2009. La cepa
P. aeruginosa PU21 con el plasmido pUM505 (Cervantes-Vega et al., 1986) se utiliz6 como
control resistente a cromato y como control positivo en hibridaciones. Las cepas de E. coli
W3110y DH5a se utilizaron como controles sensibles a cromato y como controles negativos
en hibridacién. E. coli J53-2 (F-, met, pro, Rif%, Cr®) fue empleada como receptora en las
pruebas de conjugacion.

Medios de cultivo

Las cepas se crecieron a 37°C en caldo nutritivo (CN) o caldo Luria-Bertani (LB), adi-
cionados con 1.5% de agar para medio sélido (Sambrook et al., 1989).

Plasmidos

El plasmido pEPL1, que contiene el gen chrA de pUM505 en el vector pUCP20, se uso
como control positivo en las hibridaciones y el plasmido pUCShe, que contiene el gen chrA
de Shewanella sp. ANA-3 (Aguilar-Barajas et al., 2008), se usé como control negativo debi-
do a que es un homologo que soélo presenta 28% de identidad con la proteina ChrA codifica-
da por pUM505. Los plasmidos 2F10 (45 kb) y R1 (93 kb) se usaron como marcadores de
tamario molecular. El DNA se aislé por el método descrito por Kieser (1984).
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Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (MIC)

Los cultivos crecidos durante la noche en caldo LB se diluyeron 1:100 en medio fresco
y se inocularon en placas de agar LB con concentraciones crecientes de K,CrO, (Baker).
Las cajas se incubaron 24 h a 37°C. El valor de MIC se definié como la concentracion mas
baja de cromato que inhibié completamente el crecimiento bacteriano.

Marcaje de la sonda e hibridacion

Como sonda en las hibridaciones se utilizé la region codificante del gen chrA (~1.25
kb), la cual se amplificé por PCR a partir del DNA del plasmido pUM505 empleando los oligo-
nucledtidos especificos directo (1D; 5-GAGCGTTGCGAATGAAGAGTCG-3’) y reverso
(1R; 9-GGAAGCATGAAACCGAGTCCC-3’). Los productos de PCR se purificaron median-
te el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-up System (Promega) y se marcaron con fosfatasa
alcalina utilizando el kit Gene Images AlkPhos Direct Labelling (Amersham), siguiendo las
indicaciones de los proveedores. Las hibridaciones en colonia y los ensayos de hibridacion
tipo Southern se llevaron a cabo por técnicas estandar (Sambrook et al., 1989).

Conjugacion

Los cultivos de los aislados (cepas donadoras) crecidos a fase logaritmica y de la
cepa receptora E. coli J53-2 se mezclaron en proporcion 5:1 en caldo LB y se incubaron 24 h
a 37°C sin agitacion. Las transconjugantes se seleccionaron en cajas de agar LB con 350
ug/ml de rifampicina y 2 mM de K,CrOy las cuales se incubaron por 24 h a 37°C. La transfe-
rencia de los plasmidos se confirmo por extraccion y electroforesis del DNA.

Pruebas de susceptibilidad a cromato

Cultivos bacterianos crecidos durante la noche a 37°C en CN fueron diluidos 1:100 en
tubos con 4 ml de medio fresco con concentraciones crecientes de K,CrO,4 e incubados por
18 a 20 h a 37°C con agitacion. El crecimiento fue monitoreado por la densidad optica a 590
nm usando un espectrofotémetro.

Resultados

Para determinar la presencia de genes de resistencia a cromato (CrR) en bacterias
clinicas se empled una coleccion de 133 aislados clinicos Gram—negativos, previamente ca-
racterizados por la resistencia a multiples antibiéticos incluyendo beta-lactamicos, cefalos-
porinas de tercera generacion y carbapenémicos (Miranda et al., 2004). La presencia de un
fenotipo de CrR en los aislados de estudio se evalu6 por la determinacién de la concentra-
cion minima inhibitoria (MIC) de cromato. Las bacterias se clasificaron como sensibles, in-
termedias o resistentes con base en la distribucion de los valores de MIC obtenidos. En la
Tabla 1 se muestrala susceptibilidad a cromato encontrada paralos 133 aislados. Se encon-
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tr6 que 64 de los 112 aislados de enterobacterias tuvieron valores de MIC entre 0.2y 0.4 mM
de cromato y se consideraron sensibles, al igual que el control E. coli W3110; 15 aislados
presentaron valores de inhibicion claramente superiores al resto (= 1 mM) y se consideraron
resistentes, mientras que 33 aislados, con valores de 0.8 mM, se consideraron intermedios
(Tabla 1).

TABLA 1
Susceptibilidad a cromato en cepas nosocomiales.
Fenotipo de susceptibilidad a cromato*
Especie Total
cr® cr cr?

Escherichia coli 37 17 2 56
Klebsiella pneumoniae 12 7 12 31
Enterobacter cloacae 8 9 1 18
Salmonella sp. 7 0 0 7
TOTAL (%) 64 (57) 33 (29) 15 (14) 112
Pseudomonas aeruginosa (%) 8 (38) 3(14) (48) 21
*Cr°= Sensibles, Cr'= Intermedias, Cr'= Resistentes.

Por otro lado, los aislados de P. aeruginosa presentaron valores mas altos de MIC,
conrespecto al resto de las cepas. De los 21 aislados de esta especie, ocho presentaron va-
lores de MIC de 0.5 a 1 mM de cromato y se consideraron sensibles, al igual que el control
PU21; 10 aislados se inhibieron a concentraciones de entre 2 y 3 mM, al igual que el control
positivo PU21 (pUM505), considerandose como resistentes; finalmente, tres aislados con
valores de 1.5 mM fueron considerados intermedios (Tabla 1).

Con el fin de evaluar la distribucion del gen chrA en los aislados, inicialmente se llevo
a cabo la deteccién de este gen por hibridacion en colonia utilizando la sonda chrA. Se en-
contro que 21 de los 133 aislados de la coleccién presentaron sefales de hibridacion positi-
va, similares al control PU21 (pUM505). La Figura 2 muestra de forma resumida los
resultados de hibridacion de esos 21 aislados; los controles negativos no mostraron sefial
en las hibridaciones. Estos resultados indican la presencia en estos aislados de secuencias
de DNA con alta identidad con el gen chrA del plasmido pUM505, los cuales fueron denomi-
nados como aislados chrA*. De los 21 aislados positivos a hibridacién, 12 pertenecen a P,
aeruginosa y nueve son enterobacterias [K. pneumoniae (6), E. cloacae (2) y E. coli (1)].
Respecto a la susceptibilidad, 18 de estos aislados (86%) presentaron fenotipos interme-
dios o resistentes a cromato y s6lo tres se consideraron sensibles.

Dado que diversos genes chrA estan codificados en replicones conjugativos, se deci-
di6 evaluar el contenido de plasmidos de las cepas chrA*. Se determind que cinco de las 12
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cepas de P. aeruginosa chrA* presentaron plasmidos de un tamafio de entre 30 y 45 kb, dos
cepas mostraron bandas de tamario superior a 100 kb y cinco no presentaron pladsmidos con
el método de extraccion empleado (datos no mostrados). Por otro lado, ocho de las nueve
cepas de enterobacterias chrA* presentaron un contenido variado de bandas de plasmidos,
de tamanos desde ~7 hasta 100 kb.

Figura 3. Hibridacion Southern de
los plasmidos de aislados de ente-

robacterias chrA". A, Separacion A B
electroforética en gel de agarosa al
0.7% de los productos de extraccion K™ K% En¥ K% K'20 * K’ K% Ep¥K® K2 - +

de DNA. Numeros en los carriles,

DNA extraido de cepas de enterobac-

terias como se indica en métodos. (-), gZm
E. coli DH5aq,; (+), plasmido pEPL1; 45—
en el resto de los carriles se muestra

la especie (Abreviaturas: K, K. pneu- CF =
moniae, E, E. cloacae) y numero de

aislado (78, 86, 94, 99 y 120). Se in-

dican a la izquierda las posiciones de

los marcadores R1 (93 kb) y 2F10

(45 kb) y de pEPL1 (7 kb); CF, re-

gion de los fragmentos del cromoso-

ma. B, Autorradiografia de la 7—
hibridacién a 60°C del gen en (A)

con la sonda chrd de P. aeruginosa
pUMS505 marcada.
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Con el objetivo de identificar si los genes chrA estaban contenidos en plasmidos impli-
cados en la distribucion de la resistencia en ambientes clinicos, se llevaron a cabo ensayos
de hibridacion tipo Southern sélo con el grupo de las enterobacterias positivas a hibridacién
(Figura 3A); esto debido a que se sabe que el gen chrA esta codificado en plasmidos de
Pseudomonasy hasta donde sabemos no existen reportes de plasmidos de enterobacterias
con genes chrA que confieran resistencia a cromato. Se encontré que cinco de las nueve en-
terobacterias chrA” presentaron sefiales de hibridacion tanto en la region del cromosoma
como en bandas de posibles plasmidos (Figura 3B). El control positivo arrojé una serie de
sefales, correspondientes a las diferentes isoformas del plasmido pEPL1, mientras que el
control negativo no mostré sefial (Figura 3B). Esto indica la presencia de secuencias de
DNA con alta identidad con el gen chrA en el cromosoma y en los plasmidos presentes en es-
tas bacterias. Con respecto a las sefiales obtenidas en las bandas de plasmidos, las cepas
de K. pneumoniae 78, 86 y E. cloacae 94, mostraron sefales de hibridacion en bandas uni-
cas, de tamafos aproximados de 80, 95y 100 kb, respectivamente. El aislado de K. pneu-
moniae 99 arrojé una intensa sefal en la region correspondiente a las bandas de 65 y 85 kb,
mientras que el aislado de K. pneumoniae 120 presento senales en bandas de 40 y 95 kb,
respectivamente (Figura 3B).

Para determinar si los plasmidos que hibridaron con el gen chrA identificados en las
cinco enterobacterias estan relacionados con la distribucién de dichos genes en ambientes
hospitalarios, se realizaron ensayos de conjugacion empleando como receptora la cepa de
E. coli J53-2. Cuatro plasmidos de cinco cepas distintas se transfirieron por conjugacion a E.
coli. La extraccion del DNA de las transconjugantes mostré que los aislados de K. pneumo-
niae 78, 86 y 99 transfirieron plasmidos de 80, 95, y 85 kb, respectivamente (Figura 4A),
mientras que E. cloacae 94 transfirié el plasmido de 100 kb (Figura 4B). Ademas, se encon-
tré que todos los plasmidos transferidos coincidieron en tamafio con bandas que arrojaron
sefal de hibridacion con el gen chrA en las cepas donadoras (Figura 3B).

A
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Figura 4. Transferencia por conjugacion de
plasmidos de enterobacterias chr4”. Plasmidos

K?s T?B
transferidos a la cepa receptora E. coli J53-2 pro-

% cedentes de las cepas donadoras A) Klebsiella'y
B) Enterobacter. La conjugacion se llevo a cabo
Kb U . )
como se indica en Métodos, seleccionando en
agar LB con rifampicina y cromato. Se muestra
93 la separacion electroforética en gel de agarosa al

0.7% del DNA extraido de las cepas donadoras y
las transconjugantes. Se sefialan con flechas los
tamanos (kb) de los plasmidos transferidos y del
marcador R1 (93 kb). Abreviaturas: K, K. pneu-
moniae, E, E. cloacae, J53, E. coli 153-2; T,
transconjugantes. Nimeros 78, 86 y 99, corres-
ponden al numero de aislado bacteriano.
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Finalmente, para determinar si los genes chrA codificados en los plasmidos transferi-
dos a E. coli J53-2 son capaces de conferir resistencia a cromato, se realizaron pruebas de
susceptibilidad al i6n en las transconjugantes. Se encontré que todos los plasmidos fueron
capaces de conferir resistencia a cromato, en comparacion con la cepa receptora sin plasmi-
do. En la Figura 5 se muestra la resistencia a cromato adquirida en las transconjugantes de
E. coli J53-2 con los plasmidos de 80 y 100 kb procedentes de los aislados de K. pneumonie
78 y E. cloacae 94, respectivamente. Estos datos indican que los plasmidos conjugativos
presentes en los aislados de origen clinico confieren resistencia a cromato.
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Figura 5. Susceptibilidad a cromato de las transconjugantes de E. coli con plasmidos de aislados chrA+. Los cultivos
se crecieron en caldo nutritivo a 37°C por 18 h con agitacion con las concentraciones de cromato indicadas y se determind
el crecimiento bacteriano por densidad optica (D.O.) a 590 nm. Cepa receptora de E. coli J53-2 (®); transconjugante de
J53-2 con el plasmido de 100 kb de E. cloacae 94 (A); transconjugante de J53-2 con el plasmido de 80 kb de K. pneumo-
niae 78 (O). Cada valor representa el promedio de dos ensayos independientes por duplicado mostrando las barras de error
estandar.

Discusion

El gen chrAde pUM505, ademas de estar codificado en un replicon conjugativo forma
parte de un probable transposon localizado en una isla gendmica de resistencia a metales
(Ramirez-Diaz et al., 2011). Esto hace posible que este gen sea transferido a huéspedes
bacterianos de ambientes hospitalarios, funcionando como un factor selectivo para la preva-
lencia y distribucion de este plasmido. El posible transposoén de resistencia a cromato del
plasmido pUM505, que incluye el grupo de genes chrBAC (Figura 1B), podria representar un
mecanismo adicional de transferencia horizontal, como se ha propuesto para los transposo-
nes Tn5719 del plasmido pB4 de Pseudomonas sp. (Tauch et al., 2003) y TnOtChr del cro-
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mosoma de Ochrobactrum tritici 5bvl1 (Branco et al., 2008), los cuales poseen genes
homaologos de chrA.

Los ensayos de MIC mostraron diferentes valores de resistencia a cromato para cada
especie bacteriana (Tabla 1); esta variabilidad en la resistencia al oxianion probablemente
se debe a la diferencia entre especies de los genes implicados en la resistencia a cromato y
a la diferencia en la expresién de los mismos. Los ensayos de MIC, por otra parte, determi-
naron que en la coleccién de aislados un pequefio porcentaje de enterobacterias (14%) y
gran parte de las cepas de Pseudomonas (48%) presentaron resistencia a cromato (Tabla
1). No tenemos una explicacion para estos resultados, sin embargo, estos datos pueden su-
gerir que el ‘estilo de vida’ de las especies bacterianas podria ser un factor importante en la
resistencia al oxianion. Asi, el cromato en suelos 0 ambientes acuaticos contaminados po-
dria favorecer la seleccion de cepas de P. aeruginosa resistentes al oxianion que posterior-
mente pueden infectar humanos y llegar al hospital. La baja proporcion de aislados de
enterobacterias resistentes a cromato se puede deber a que no se conocen fuentes del oxia-
nién en los hospitales que pudieran funcionar como factores de seleccion.

Los resultados de hibridacién en colonia mostraron que secuencias similares al gen
chrA se encuentran distribuidas en aislados de enterobacterias y Pseudomonas (Figura 2),
lo cual sugiere que estos genes pueden ser transferidos entre bacterias hospitalarias de di-
versas especies y que podrian servir como un factor de seleccion de plasmidos en los hospi-
tales. Se obtuvieron resultados positivos de hibridaciéon en colonia con la sonda chrA en
aislados de cuatro de las cinco especies analizadas (K. pneumoniae, E. cloacae, E. coliy P.
aeruginosa) (Figura 2), indicando que estos genes se encuentran ampliamente distribuidos
entre bacterias de origen hospitalario.

Ademas, se encontrd una clara relacion entre la presencia de secuencias similares a
chrAvy la expresion de resistencia a cromato, ya que 18 de las 21 cepas positivas a hibrida-
cion (chrA™) fueron resistentes al oxianion, lo cual sugiere que los genes chrA son los res-
ponsables de dichos fenotipos en estas bacterias. Debido a que los aislados positivos a
hibridacion provienen de diferentes sitios y fechas de aislamiento (datos no mostrados),
esto sugiere que los genes chrA pueden ser un factor de prevalencia y distribucién. Sin em-
bargo, tres aislados de P. aeruginosa que hibridaron con chrA* fueron sensibles a cromato,
lo cual probablemente se debe a que los genes chrA presentes en estos aislados no se ex-
presan en las condiciones en que se realizaron los ensayos de susceptibilidad. Lo anterior
se basa en evidencias que indican que los genes chrA de Burkholderia xenovorans LB400
se expresan de manera diferencial, segun las condiciones crecimiento (Luna-Luna, 2010).
También podria ser que los genes chrA de los aislados se encuentren incompletos o inte-
rrumpidos provocando ser no funcionales. De los aislados resistentes a cromato, 10 presen-
taron resultados negativos de hibridacion (8 K. pneumoniae, 1 de E. coliy 1 de P.
aeruginosa), lo cual sugiere la presencia de otros mecanismos de resistencia a este oxia-
nion en dichos aislados,

Los ensayos de hibridacion tipo Southern revelaron la presencia de bandas de plas-
midos con secuencias similares al gen chrA en cinco de los nueve aislados de enterobacte-
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rias chrA” (Figura 3B). Cabe resaltar que, aunque se han reportado decenas de homoélogos
de la superfamilia CHR en diversas especies bacterianas (Diaz-Pérez et. al., 2007), este es
el primer reporte de la presencia de genes chrA en plasmidos de enterobacterias. Lo anterior
podria reflejar la falta de estudios de distribucion de genes chr en bacterias de origen hospi-
talario o bien una baja abundancia de este tipo de genes en enterobacterias.

Debido a que se conoce que los genes chrA codificados en plasmidos de Pseudomo-
nas pueden ser transferidos de manera horizontal y al hallazgo en este estudio de la presen-
cia de genes chrA en replicones de enterobacterias, se analizé la transferencia de los
plasmidos sélo con el grupo de las enterobacterias. De los cinco plasmidos de enterobacte-
rias, cuatro se transfirieron a E. coli (Figura 4), lo cual indica que éstos son conjugativos y
son funcionales en un huésped heterdlogo (Figura 5). Estas caracteristicas sugieren que los
genes chrA son un factor importante en la distribucién y prevalencia de los plasmidos entre
bacterias de origen clinico.

Por otro lado, la sefial de hibridacion obtenida en los fragmentos del DNA cromosomi-
co (Figura 3B), probablemente refleja la presencia de copias adicionales de estos genes en
el cromosoma de estas bacterias. Se ha reportado la presencia de multiples copias de genes
chrA en el cromosoma y en plasmidos de bacterias como C. metallidurans CH34 y B. xeno-
vorans LB400 (Diaz-Pérez et. al., 2007). Aunque las sefiales en la region cromosomica tam-
bién pudieran ser producto de la degradacién de los plasmidos durante el proceso de
extraccion.

En conclusion, el gen chrA de resistencia a cromato se encuentra presente en plasmi-
dos de P. aeruginosa y enterobacterias de origen clinico.
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