TENEER L Ay -

.rfl?f s

Mycobacterias aisladas de fuentes hidricas en la Cuenca Lechera

de Uruguay

Castro Ramos, M.'; Errico, F*; Trelles, A?;: Curbelo, R."; Laborde, M.}

RESUMEN

En el periodo 1990-92 se recolectan muestras de fuentes
hidricas de veinte establecimientos en la Cuenca Lechera de
Uruguay. De 31 muestras de distinto origen: vertedero, bebe-
deros, tajamares, canadas y desagiies de salas de ordene, se
aislan 7 cepas de mycobacterias: 2 de Mycobacterium bovis ,

3 de M. _vaccae, | de M._gastri v 1 de Complejo rerrae-

SUMMARY

Samples of water was coleted from 31 dairy farms to know
mycobacterias contamination. The samples were from drains,
drinkables.cutwaters, dells, outlet of milk-pails. 7 strain of
mycobacterias were isolated, two were Mycobacterium bovis,
three were M. vaccae and two more not cromogenics (M.
gastriand (rerrae-triviale complex). These isolations show

triviale . Estos wislamientos demuestran la presencia de M.
baovis en el aguade un establecimiento lechero. Cabe realizar
un muestreo mayor para verificar la dispersidon de la contami-
nacion hidrica por M._bovis_en predios lecheros,
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the presence of M. bovis in the water of one dairy farm. A
bigger sample must be taken to know the dispersion of the
water contamination by M. bovis in dairy farms.
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INTRODUCCION

En estudios anteriores a 1970 y las
investigaciones realizadas en los afios
posteriores, se confirma el aislamien-
to, identificacién y patogenicidad de
mycobacterias que sobreviven en el
agua. Esta puede ser estancada, de
fuentes o cursos regulares(caso de ca-
nadas, arroyos, o rios). En estos estu-
dios se identifican especies de
mycobacterias de crecimiento réapido,
intermedio y lento (7). En varios estu-
dios en  América  Latina,
(Remon)(11),(Vera)(14), se constata la
presencia de mycobacterias en agua.
Aseverando aun mds estos hallazgos
se investiga la sobrevivencia de M.
bovis_en agua en un estudio del ano
1984(13).En el laboratorio de Tuber-
culosis de la DLLA.VE. «M. C.
Rubino», en 1986, de un foco de tu-
berculosis bovina, aislamos, vy
tpificamos, entre otras mycobaclerias
«atipicas», el M_bovis de muestras de
agua de un arroyo y tajamar ubicados

en la zona del brote(6).

El objetivo de este trabajo es aislar e
identificar mycobacterias que viven en
el medio acudtico de establecimientos
lecheros.

MATERIALES
Y METODOS

Las muestras de agua fueron recogi-
das de establecimientos lecheros en los
departamentos de Colonia (10 en la
zona de Tarariras, | en San Pedro y 1
en Artilleros), Flonda (5 en la zona
de Chamizo) y San José( 14 en las
zonas de Raigén y Carreta Quemada).
El muestreo se cumpli al azar, en fras-
cos esténles de 250 ml. Sélo en tres
establecimientos (| de Coloniay 2 de
San José)fueron senadas. Las tomas
fueron realizadas en fondos de bebe-
deros. tajamares, un vertedero, des-
agiies de salas de ordefie y canadas.
Estas fueron remitidas al Laboratorio
de Tuberculosis de la Division de La-
boratorios Veterinarios (DLLA.VE.)
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»Miguel C. Rubino», para iniciar ¢s-
tudios de aislamiento y tipificacion de
mycobacterias.

La decontaminacién se efectud con
cloruro de benzalconio, cloruro de
cetyl piridonio y cloruro de hexadecyl
piridonio, segin los métodos
descriptos por el Centro Panamericano
de Zoonosis, Nota Técnica N” 6(1),
(du Moulin & Stottmeier)(9),
(Whipple & Merkal)(15).

Los estudios de baciloscopfa, aisla-
micnto ¢ identificacion se desarrolla-
ron segun los métodos descriptos por
el Centro Panamericano de Zoonosis,
Nota Técnica N* 11(2), Centro
Panamericano de Zoonosis, Nota Téc-
nica N” 28(3),( Nel)(10),( Meyer &
David)(8), (Runyon)(12),

Las muestras luego de
decontaminadas fueron inoculadas
con 0.2 ml. por tubo en los medios de
Stonebrink(2 tubos) y Lowenstein-
Jensen (2 tubos) por triplicado y acon-
dicionadas en estufa a 37°C y 42°C
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respectivamente. La tincién se reali-
26 por el método de Ziehl-Neelsen.
Los indeulos se leyeron periGdicamen-
te hasta completar ocho semanas de
incubacion.

Se estudio las caracteristicas cultura-
les, morfolGgicas., y cromogénicas de
las cepas aisladas. La identificacion se
complementé con las pruebas
bioquimicas de: niacina, nitrato reduc-
ci16n, catalasa a 22°C y 68°C, hidrdlisis

de tween a los 5y 10 dias, ureasa, y
telurito de potasio.

RESULTADOS

En el grafico 1. se puede observar el
Nde muestras y su origen: 11 prove-
nian de bebederos de tambos, 13 de
desagiies de salas de ordene, 2 de
tajamares, 4 de canadas y 1 de verte-
dero. En el cuadro 1, se exponen los

Grafico 1: Relacion Aislamientos / Fuente
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resultados, de acuerdo a la
decontaminacion, baciloscopia, me-
dios de cultivos utilizados, pruebas de
cromogenicidad, y  pruebas
bioquimicas.

En el total de 31 muestras, en doce
(12) se observaban B.ALAR (Baci-
los-dcido-alcohol-resistentes), en die-
cinueve (19) baciloscopia negativa. La
distribucidn por especie fue la siguien-
te: 2 cepas M. bovis ,| cepa del C.
terrae-triviale , 1 cepa M._gastri y 3
cepas M. vaccae . Los aislamientos
se obtuvieron de las muestras tratadas
con cloruro de hexadecyl piridonio al
0.75%; con los otros dos
decontaminantes no hubo crecimien-
to de colomas.

DISCUSION

La bibliograffa sobre aislamientos de
mycobacterias en agua se remonta a
varias décadas, (Gosslee &
Wolinsky)(7) aislaban de 321 mues-
tras hidricas: 80 cepas M. gordonae ,
47 cepas del Complejo M. aviun-
intracellulare-scrofulacewm (MAIS).
Enese estudio la mayoria de las espe-
cies aisladas eran de crecimiento len-
0. M. fortiwtum_fue la cepa principal
de las de crecimiento rapido. En
1978, (du Moulin & Stottmeir)(7), ais-
laban 25 cepas M. chelonet, vy 9 M.
intracellulare, comprobando la efi-

ciencia como decontaminante del clo-

Fuenie ruro de cetyl piridonio para el aisla-

miento de mycobacterias en agua.

Cuadro N* 1: EXPOSICION DE RESULTADOS

FRUEBAS BIOQUIMICAS
- . - IDENTIFICACION
| Referencia | H | C | Z |ZN| L) |Stb|Pig| N | NR|[C22|Ce8| HT | U | TK
: 10411 | & - + + = |Ese| = | % + + | * + | M. vaccae
| 10472 I & - - + ¥ | = |ese]| = | + + # | = + | M. vaccae
0520 | * - ¥ + | e | % " ™y Y + | M.vaccae |

05031 + - B + i z ] . - - + + - | M. vaccae

15161 + - - + + l N - + + + * - - | C.terrae- tivisle

1178an e =] == N]-]«]-]-=] = Lo Mbovs

17932 e | - =[+[-]F ] -]-]-]-]-1]¢<]-=|mbons
Referencias:
H: Cl da iridonlo ol 0,75%  C22: Catnlasa 22° C
C: Cloruro da cetylpiridonio al 0,04% C68: Catalasa 69¢ C
Z: Zaphiran al 0,1% HT: Hidrolisis de tweon

ZN: Zhial Nealsan

U; Ureasa
L.k Lowenstein-Jensen TK: Telurilo de patasio
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(Remon)(11) de 209 muestras de agua
aislaban 21 cepas: 3_M. aquae, 7 no
clasificadas, 3 M. terrae, 1 M.
scrofulaceum. 2 M. triviale, 3 M.
fortuitium, 2 M. vaccae; algunas de
eslas especies(M. vaccae y M. triviale
ise aislaban en nuestro trabajo con un
solo muestreo. Para el diagnostico de
tuberculosis bovina,(Corner &
Trajstman)(4), utilizaron cloruro de
hexadecyl pindonio con buenos resul-
tados. En los primeros aislamientos de
M. paratuberculosis en Uruguay,
(Errico & Bermudez)(5) utilizaron el
dcido oxalico al 5% con excelente re-
sultado. Nosotros no lo utilizdbamos.
Optdbamos por el que

aplicdbamos en nuestro diagndstico de
rutina para el aislamiento de M.
paratuberculosis, de materias fecales,
cloruro de hexadecyl piridonio al
0).75%, por considerarlo de mayor efi-
ciencia como decontaminanie para ais-
lar mycobacterias de agua(7). Con este
decontaminante obtuvimos los resul-
tados que presentamos en este estu-
dio,

El hallazgo de 2 cepas de M. bovis de
un muestreo seriado de un mismo es-
tablecimiento, comcidia con los estu-
dios de (Vera) (13)(14) quien
demuestraba que en agua corriente
limpia, a la sombra. M. bovis sobrevi-
vig 203-237 dias en verano y en in-
vierno de 245-295 dias en las condi-
ciones ambientales del Caribe. De las
primeras cepas de M. bovis aisladas
en el laboratorio de Tuberculosis(6),
pasaron algunos anos. Hoy, volvimos
aconfirmar su presenciaen el aguaen
convivencia con rodeos lecheros don-
de es posible que existan animales
climinadores de bacilos tuberculosos
hovinos.

(Vera)(13) en su tesis doctoral, estu-
di el M. bovis, pudiendo alcanzar una
sobrevivencia de 43 dias con sol y de
86 dias en el interior de un galpén.
La contaminacién de las aguas de es-
tablecimientos de lecheria nos indica-

ba que en esos rodeos de ganado le-
chero habria animales excretores del
Mycobacterium bovis . La metodolo-
giaempleada por nuestro Laboratorio
se podria aplicar para un muestreo
mayor, y

de acuerdo a los resultados obtenidos,
contribuir con evidencias
epidemioldgicas para la Campana de
Erradicacion de la Tuberculosis bovi-
na que se implanté recientemente en
Uruguay.
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