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Resumo. O meio de Middlebrook 7H10 adicionado de 0,2% de glicose e Soro Fetal Bovino
(SFB) nas concentragdes 5, 10 e 15% foi comparado com o meio de Middlebrook 7H11
enriquecido com OADC comercial para avaliacdo do crescimento de Mycobacterium bovis
ANS5 nas diluigdes 102, 102, 10 e 10 realizadas a partir da escala 1 de McFarland. Os
resultados demonstraram crescimento micro e macroscopico das micobactérias em todas
as concentragcBes de SFB utilizadas, duas semanas pos-semeadura, em maior ndmero
quando comparado ao Meio 7H11 suplementado com OADC comercial. A analise
estatistica, demostrou uma reducdo significativa do grupo Middlebrook 7H11 quando
comparado com o grupo de concentracdo 15% de SFB nas diluices 102, 10 e 10*. Os
resultados apresentados permitiram concluir que o SFB pode ser utilizado como fonte de
enriquecimento do Meio de Middlebrook 7H10 em camada delgada, para isolamento de
Mycobacterium bovis, com a vantagem de ser mais acessivel e barato que o meio comercial.
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Evaluation of fetal bovine serum as a source of enrichment In
synthetic culture medium for the isolation of Mycobacterium bovis

Abstract. A Middlebrook 7H10 medium added with 0.2% glucose and Fetal Bovine Serum
(FBS) at concentrations of 5, 10, and 15% was compared with a Middlebrook 7H11
medium enriched with commercial OADC to evaluate the growth of Mycobacterium bovis,
strain AN5, in the dilutions 10, 102, 10 and 10** performed from the McFarland scale 1.
The results demonstrated micro and macroscopic growth of mycobacteria in all
concentrations of SFB two weeks after inoculation, and in greater numbers when compared
to Middlebrook 7H11 supplemented with commercial OADC. Statistical analysis found a
significant reduction in the Middlebrook 7H11 group when compared to the 15% SFB
concentration group in dilutions 102, 10 and 10*. The results presented allowed us to
conclude that FBS can be used as a source of enrichment for a Middlebrook 7H10 Medium
in a thin layer, for isolation of Mycobacterium bovis, with the advantage of being more
accessible and cheaper than the commercial medium.
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Introducéo

A tuberculose bovina é uma doenca economicamente importante e amplamente disseminada em
bovinos, causada principalmente pelo Mycobacterium bovis (Arnot & Michel, 2020; Grange & Yates,
1994; Pérez-Lago et al., 2014; Zimpel et al., 2020), que acomete uma ampla gama de animais domésticos
e selvagens (Borham et al., 2022; OMSA, 2022; Poester et al., 2009; Valente et al., 2011). Também
chamada de tuberculose dos mamiferos, é uma enfermidade granulomatosa crénica dos animais e do
homem, que resulta da infec¢cdo com os membros patogénicos do complexo Mycobacterium tuberculosis
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(MTBC), principalmente, o M. bovis (OIE, 2022). Possui marcada importancia econdbmica decorrente
das perdas na produtividade, morbidade, mortalidade, condenacdo de carcacas em abatedouros,
embargos ao comércio de produtos no mercado internacional, custos com programa de controle e
erradicacdo, ameaca a salde publica e de espécies protegidas em risco de extin¢do (Borham et al., 2022;
Carneiro et al., 2019; Dib, 2023; Hoffmann et al., 2022; Krajewska-Wedzina et al., 2018). E uma doenca
infecciosa cronica caracterizada pela formacéo de granulomas nodulares conhecidos como tubérculos,
que podem afetar qualquer 6rgdo ou tecido, embora acometam com mais frequéncia linfonodos
(principalmente de cabeca e térax), pulmdes, intestinos, figado, bago, pleura e periténio (Admassu et
al., 2015; Nascimento & Nardi Junior, 2022; Neves et al., 2017; OIE, 2018;Teppawar et al., 2018).

O isolamento do M. bovis de espécimes clinicos e post-mortem é o diagnéstico confirmatorio
definitivo da doenca e é importante para estudos epidemioldgicos e validacdo de imunoensaios (Corner
etal., 2012; Issa et al., 2017). O M. bovis é uma bactéria de crescimento lento quando comparado com
0s padrBes bacterianos gerais, requer um longo periodo de incubacgdo, principalmente no primeiro
isolamento, que pode demorar até 12 semanas (Corner et al., 2012). A maior parte dos meios de cultura
utilizados no isolamento do bacilo da tuberculose, contém ovos ou contém &gar (Fonseca et al., 1985).
O meio de Middlebrook 7H11 enriquecido com suplemento OADC (&cido oléico, albumina, dextrose e
catalase), permite o isolamento precoce reduzindo o tempo de incubacdo para trés semanas ou menos
(Issa et al., 2017). Além disso, permite a visualizagdo das microcol6nias (col6nias microscépicas) em
estagios iniciais e a identificacdo preliminar baseada nas caracteristicas morfologicas, quando utilizado
em camada delgada (Dib et al., 2006; Marcondes et al., 2006; Mejia et al., 1999; Robledo et al., 2006;
Rosério et al., 2014; Silva et al., 2007). No entanto, a baixa qualidade dos suplementos OADC
comerciais disponiveis podem inibir o crescimento ideal dos bacilos (Issa et al., 2017), além das
dificuldades inerentes a variacdo das taxas de ddlar, e longos periodos necessarios para importacéo, que
reduzem as taxas de validade para sua utilizagdo (Sabagh et al., 2012).

Recentemente, apds o surgimento das técnicas moleculares nos anos 70, como a PCR, o
sequenciamento e, mais particularmente a metagendmica, houve um favorecimento destas técnicas por
parte dos microbiologistas, em detrimento da cultura (Bonnet et al., 2020). Uma vez que as analises
gendmicas de bactérias tornaram-se disponiveis como ferramenta de rotina, houve uma percepgdo
arriscada de que o desenvolvimento da andlise genémica é superior ou pode substituir métodos de
cultivo devido a rapidez na analise e quantidade de dados produzidos (Gill, 2017). No entanto, muitas
delas também apresentam desvantagens como: a impossibilidade de diferenciar o DNA pertencente a
bactérias vivas daquelas ja mortas (Bonnet et al., 2020), baixa especificidade de primers e sondas,
levando a erros de identificag&o, altos niveis de especializagdo, altos custos de reagentes e equipamentos
e no caso especifico das micobactérias, grande dificuldade de extracdo do DNA devido as caracteristicas
da complexa parede celular micobacteriana, rica em lipideos e da prépria lesdo granulomatosa resultante
da infeccdo, que constitui mais uma espessa barreira nos processos de extracdo (Dib, 2023). A cultura
ndo apenas permite a viabilidade dos microrganismos, mas é também necessaria para estudos que
exigem enumeracgdo, muito utilizados na industria alimenticia e farmacéutica, avaliacdo de aspectos
fenotipicos e resisténcia a antimicrobianos (Gill, 2017).

O enriquecimento nos meios de cultura tem sido usado por mais de 120 anos. Ele consiste em incubar
uma amostra em um meio que estimula o crescimento do organismo de interesse (Bertollo & Montanha,
2022; Green, 2021), principalmente quando hd um nimero pequeno de bactérias, que podem ser
perdidas. O enriquecimento prové nutrientes, elementos essenciais e condi¢cBes ambientais para o
crescimento da bactéria (Bonnet et al., 2020). Desta forma, pode auxiliar no isolamento de coldnias
puras, a partir de amostras nas quais 0s microrganismos alvo representam apenas uma pequena
porcentagem da flora total, ou aumentar a chance de um primeiro isolamento, quando um ndmero
relativamente pequeno de microrganismos esté presente, o que acontece com frequéncia nas lesdes de
tuberculose bovina (OIE, 2022).

O soro fetal bovino (SFB) ¢ a fracdo liquida do sangue coagulado de fetos bovinos, desprovido de
células, fibrinas e fatores de coagulacdo, mas contendo um grande ndmero de nutrientes e
macromoléculas essenciais para o crescimento e manutencao celular (Fonseca et al., 1985; Jochems et
al., 2002; Lee et al., 2022; Pilgrim et al., 2022). Além disso, contém uma variedade de pequenas
moléculas como aminodcidos, agucares, lipideos e hormonios. Estes aspectos fazem com que ele seja
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utilizado em uma ampla gama de aplicacBes, com destaque para o cultivo de células eucaridticas, onde
atua facilitando a sobrevivéncia e proliferacdo das células (Jochems et al., 2002; Lee et al., 2022; Pilgrim
et al., 2022; Rauch et al., 2011).

Fonseca et al. (1985) demonstraram o potencial do soro fetal bovino acrescido de glicose, como
enriquecimento para 0 Meio de Middlebrook 7H10, no crescimento de micobactérias do complexo
Mycobacterium tuberculosis (CMTB), apresentando resultados comparaveis ao OADC. O soro fetal
bovino (SFB) é um produto muito utilizado em laboratdrio para o cultivo de células e tecidos. Além
disso, a aquisigdo é mais econdmica e acessivel, tornando-se uma alternativa ao suplemento comercial
(Ahuja et al., 1967; Marcondes et al., 2006). Desta forma, este trabalho teve por objetivo, avaliar o Meio
de Middlebrook 7H10 acrescido de 0,2% de glicose e enriquecido com soro fetal bovino nas
concentracdes 5, 10 e 15%, frente ao meio tradicional de Middlebrook 7H11 modificado enriquecido
com OADC comercial, para o isolamento de M. bovis estirpe AN5 em dilui¢des seriadas 10 a 10™.

Material e métodos

O meio de Middlebrook 7H10 acrescido de soro fetal bovino (SFB) (Fonseca et al., 1985) nas
concentragdes 5; 10 e 15% e glicose 0,2%, foi comparado ao Meio de Middlebrook 7H11 modificado
enriquecido com 10% de OADC (Universidad de Las Naciones Unidas, 1998), para avaliacdo de
crescimento de Mycobacterium bovis estirpe AN5. Foram realizadas diluicGes seriadas na base 10 em
agua destilada estéril, a partir da escala 1 de McFarland. As diluicdes 10, 102, 103 e 10* foram
inoculadas num volume de 100 microlitros por placa, em trés placas de 7H10 para cada concentragdo
de soro fetal bovino e trés placas de Middlebrook 7H11 modificado, para cada diluicdo, como
exemplificado na tabela 1

Tabela 1. Nimero de placas semeadas contendo meio Middlebrook 7H10 acrescidas de soro fetal bovino e meio de
Middlebrook 7H11 modificado para diluicdo de Mycobacterium bovis ANS5.

Diluicéo de M. bovis . N° de placas . N° de placas _ Ne° de placas _ Ne° de placas

AN5 Middlebrook 7H10 Middlebrook 7H10 Middlebrook 7H10 Mlddlebrqok TH11
5%SFB 10%SFB 15%SFB Modificado

101 3 3 3 3

1072 3 3 3 3

103 3 3 3 3

104 3 3 3 3

Os meios de Middlebrook 7H10 e 7H11 foram dispostos em camada delgada, em um volume de
aproximadamente 10 ml, em placas de Petri descartaveis, de 60 x 15 mm. Ap6s a semeadura, as placas
foram vedadas individualmente com parafilm e acondicionadas em caixas plasticas contendo uma
pastilha do tipo Alka Seltzer em uma placa de Petri aberta, em um dos cantos da caixa. No outro canto,
uma placa contendo um chumago de palha de ago, molhada com cinco ml de uma solucéo de sulfato de
cobre, para gerar um ambiente de microaerofilia necessario ao crescimento das micobactérias.

As placas foram incubadas em estufa a 37 °C e observadas duas vezes por semana,
microscopicamente durante duas semanas, e macroscopicamente durante aproximadamente seis
semanas. Para avaliacdo das médias de contagem, foram considerados apenas os valores aos 14 dias
poés-semeadura, uma vez que apos este periodo o aumento de tamanho das coldnias faz com que elas
possam convergir umas sobre as outras dificultando sua individualiza¢do para contagem.

Para andlise estatistica foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis para comparagdo de trés grupos ou
mais. Quando os testes de Kruskal-Wallis produziram valores de p estatisticamente significativos, foi
aplicado o teste post hoc de comparacdes mdaltiplas de Duun (Dinno, 2015). Os valores de P
correspondentes foram ajustados usando a corre¢do de Benjamini-Hochberg (False Discovery Rate —
FDR) para os varios testes. Todas as analises estatisticas foram realizadas no pacote estatistico GraphPad
Prism 5.1. As diferencas foram consideradas significativas quando o valor de P < 0,05.

Resultados e discussado
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O M. bovis AN5 cresceu tanto no meio de Middlebrook 7H11 modificado, quanto no meio de
Middlebrook 7H10, acrescido de soro fetal bovino e glicose. Na analise microscépica, realizada durante
as primeiras duas semanas pds-semeadura, as microcol6nias (col6nias microscopicas) foram observadas
em todas as dilui¢Ges e placas contendo Middlebrook 7H10 e Midllebrook 7H11 em camada delgada,
sendo mais frequentes nas menores diluicdes, 10 e 102 e mais raras nas maiores diluicdes, 10 e 10,
onde foi necessario a observagdo de varios campos microscopicos para visualizagao de coldnias.

A utilizacdo do Middlebrook 7H11 modificado em camada delgada para visualizacdo precoce de
micobactérias ja foi realizada em outros estudos (Dib et al., 2006; Marcondes et al., 2006; Mejia et al.,
1999; Robledo et al., 2006; Rosario et al., 2014; Silva et al., 2007). O tempo médio para detec¢do
macroscépica das micobactérias em camada delgada, variou entre 12 e 25 dias pds-semeadura, resultado
inferior ao normalmente obtido nos meios tradicionais a base de ovos, que podem demorar entre dez a
doze semanas (OIE, 2022). Rosario et al. (2014) utilizaram a avaliacdo microscépica associada a PCR
(Polimerase Chain Reaction) para diagnostico de M. bovis, em amostras positivas de tuberculose bovina.
Os autores detectaram microcoldnias com apenas oito dias po6s-semeadura. No entanto, este é o primeiro
estudo, de acordo com a literatura cientifica consultada, que demonstra a associagao do soro fetal bovino
e glicose como enriquecimento do meio de Middlebrook 7H10 para a deteccdo de M. bovis. Os
resultados das contagens de coldnias macroscépicas em UFC/mL para os dois meios de cultura
utilizados, aos catorze dias pds-semeadura, estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Contagem de UFC/mL de col6nias macroscopicas de M. bovis estirpe AN5 em dilui¢cGes seriadas de 10 a 104 em
Meio de Middlebrook 7H10, acrescido de Soro Fetal Bovino nas concentragdes de 5%, 10% e 15% e Meio de
Middlebrook 7H11 modificado apds duas semanas pés-semeadura

Diluicdo de | 71110 5045FB, UFC/mML | 7H10 10%SFB, UFC/mL  7H10 15%SFB, UFC/mL | Viddlebrook 7H11
M. bovis modificado, UFC/mL
ANS P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3| PL P2 P3
101 S400  >400  >400 | >400  >400  >400 | >400  >400  >400 162 148 158
102 112 98 102 = 185 190 205 & 350 334 342 39 47 49
103 38 42 43 40 47 41 110 100 102 3 6 1
104 11 20 23 18 27 33 38 40 39 3 1 5

As anélises estatisticas foram baseadas na contagem relativa aos catorze dias pos-semeadura, ja que
apos este periodo, o crescimento das col6nias impossibilita a individualizagdo das mesmas (Dib et al.
2006). Na diluicdo 107, a partir de duas semanas pés-semeadura, todas as placas contendo 7H10 e soro
fetal bovino, em todas as concentragdes, apresentaram extensivo crescimento, com coldnias
macroscépicas em toda a superficie do meio e sem possibilitar a contagem. Nas placas contendo 7H11
suplementadas com OADC, foram observadas macrocol6nias (colénias macroscdpicas) em quantidades
menores que nas placas de SFB, que ocupavam toda a superficie do meio (Figura 1). Ainda na diluicdo
102, nas placas contendo 10 e 15% de SFB, algumas col6nias macroscopicas puderam ser observadas
precocemente na primeira semana pds-semeadura. Este resultado pode estar relacionado a adaptacao da
estirpe ANS5 as condigdes de laboratorio, nas quais foi submetida a repiques periédicos para garantir sua
manutencgdo, a baixa diluicdo da estirpe e, principalmente a alta concentracdo de soro fetal bovino,
garantindo grande aporte de nutrientes ao meio. Apesar do crescimento precoce no meio de Middlebrook
7H11 modificado em camada delgada também ja ter sido relatado por Rosario et al. (2014), em amostras
de lesBes suspeitas de tuberculose, em até oito dias pos-semeadura, os valores em UFC/mL obtidos neste
estudo, se mostraram mais altos nas placas de SFB, quando comparadas as suplementadas com OADC,
de mesma diluicdo, demonstrando vantagem na recuperacdo de micobactérias em relacdo ao
enriguecimento comercial.

Apbs as duas primeiras semanas todas as placas contendo soro fetal bovino em todas as
concentracdes e diluicbes de M. bovis AN5 utilizadas, apresentaram crescimento de coldnias micro e
macroscopicas. As placas com maiores concentracdes de SFB apresentaram maior nimero de colénias
macroscopicas e maior didmetro aparente em relacéo as placas com menor concentragdo de SFB, quando
semeadas com a mesma diluicdo de M. bovis AN5 (Tabela 2, Figura 2).

A diluicdo 10 apresentou as maiores contagens de UFC/mL em todas as concentragdes de SFB
utilizadas e no meio de Middlebrook 7H11 enriquecido com OADC comercial. O expansivo crescimento
de micobactérias nesta contagem tornou impossivel a contagem, mesmo na menor concentragdo de soro
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fetal bovino (5%), superando a contagem do enriquecimento comercial. A dilui¢do 1072, apresentou a
segunda maior média de contagem para as placas enriquecidas com SFB ou OADC (Tabela 2). Neste
caso, assim como na dilui¢do 1073, foi possivel observar que o nimero de UFC/mL foi maior nas placas
de maior concentracdo de SFB e menor nas placas de 7H11 enriquecidas com OADC, mesmo na menor
concentragdo de SFB (5%). A diluicdo 10 apresentou as menores contagens, em todas as concentracdes,
e meios utilizados. Assim, de acordo com a tabela 2, é possivel observar que os valores de contagens
aumentaram com o0 aumento da concentragdao do SFB, chegando ao valor méximo nas concentracGes de
SFB 15% e menores no meio comercial. Na analise estatistica, foi encontrada uma reducéo significativa
do grupo Middlebrook 7H11 Modificado, quando comparado com o grupo de concentracdo 15% de SFB
nas dilui¢des 102, 10 e 10*. Por outro lado, néo foi encontrado diferencgas significativas entre o grupo
Middlebrook 7H11 modificado e os grupos enriquecidos com 5% e 10% de SFB. Este fato pode ser
explicado devido ao pequeno numero de placas utilizadas para cada meio/concentracao, que pode ter
interferido com a sensibilidade do teste estatistico realizado.

Middlebrook 7 H11
OADC

Figura 1. Foto das placas de Middlebrook 7H10 suplementadas com 15% de SFB, e
Middlebrook 7H11 suplementado com OADC na diluicdo 10, 14 dias pos-
semeadura.

Middiebrank 7 10
15% Bovine fetsl

Middiebroos 7 19
10% Bavirs fetal seru

Figura 2. Imagem comparativa das placas de Middlebrook 7H10 suplementadas com 5, 10 e 15% de SFB, e Middlebrook
7H11 suplementado com OADC nas diluicdes 102 e 104, ap6s 14 dias de semeadura.

A técnica de enriquecimento em meios de cultura é usada ha mais de 120 anos. Ela consiste em
incubar a amostra em um meio que estimula o crescimento do organismo de interesse, enquanto inibe o
crescimento de outros. Desta forma, é possivel isolar colénias puras de microrganismos a partir de
amostras nos quais ele representa apenas uma pequena porcentagem da flora total. Em muitos casos, o
isolamento priméario em um meio enriquecido é o primeiro passo necessario para aumentar 0 pequeno
nimero de organismos presentes na amostra inicial (Green, 2021), como ocorre com frequéncia em
lesdes recentes e paucibacilares de tuberculose bovina, acarretando resultados falso-negativos.
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Ao longo dos anos, varios meios de cultura foram desenvolvidos para o isolamento de micobactérias
pertencentes ao complexo Mycobacterium tuberculosis (MTB) a partir de espécimes clinicos (Joloba et
al., 2014). Os primeiros meios utilizados no cultivo de micobactérias eram formulacdes a base de ovos,
como os meios de Lowenstein-jensen, Petragnani e Stonebrink (Ahuja et al., 1967; DIFCO, 2009).
Posteriormente Dubos, Midddlebrook e Cohn desenvolveram e aprimoraram novas formulag6es a base
de acido oleico e albumina, visando diminuir os agentes toxicos para 0s bacilos, e obter crescimentos
mais rapidos e com menos contaminantes daqueles entdo obtidos nos meios a base de ovos. Desta forma,
foram originados os meios de Middlebrook 7H10 e 7H11, que contém em sua formulacdo, sais
inorganicos, glicerol como fonte de carbono, acido oleico, assim como albumina, catalase e corante
verde malaquita, que funciona como inibidor de crescimentos de outros microrganismos contaminantes,
e cuja diferenca consiste na adi¢do de hidrolisado de caseina ao Middlebrook 7H11, para melhorar a
recuperacao de estipes mais fastidiosas pertencentes ao completo MTB. As vantagens do meio a base
de agar além da precocidade de deteccdo das micobactérias é evitar a necessidade de uso de ovos
organicos, maior facilidade de visualizacdo e individualizagdo das col6nias na superficie larga e
transparente do agar mesmo na presenca de contaminantes (Joloba et al., 2014).

Suplementos que promovem o crescimento sdo amplamente utilizados para melhorar o rendimento
da cultura de organismos exigentes (Brittle et al., 2009). O Middlebrookk OADC Enrichment é um
suplemento muito utilizado no enriquecimento dos meios Middlebrook 7H10 e 7H11, entre outros. Ele
consiste em uma solucdo contendo albumina sérica fragdo V em maior concentragéo (protege o bacilo
contra agentes toxicos); acido oléico (requerido no metabolismo da micobactéria); catalase (destroi
peréxidos toxicos do meio), cloreto de sodio (mantém o equilibrio osmatico) e dextrose (fonte de
energia) (DIFCO, 2009). O sangue é um produto gerado durante o abate animal, e a maior
representatividade ocorre na producdo de bovinos, suinos, e aves (Lee et al., 2022). O soro fetal bovino
é a fracdo liquida do coadgulo obtido de fetos bovinos, livre de células, fibrinas e fatores de coagulacéo,
porém com grande nimero de fatores nutricionais e macromoléculas essenciais para o crescimento da
célula. Assim como ocorre com 0 OADC, a albumina sérica bovina é o maior componente do SFB. Os
fatores de crescimento presentes no SFB, s@o essencias para a manutencao e crescimento das culturas
de células e outras analises experimentais (Jochems et al., 2002; Lee et al., 2022; Pilgrim et al., 2022;
Rauch et al., 2011).

No presente experimento ndo foram constatadas perdas por contaminacao nos meios de cultura em
nenhum dos grupos estudados. Embora os dois meios de cultura estudado tenham corante de verde
malaquita como agente de prevencao de contaminacéo por outros microrganismos, é mais provavel que
a auséncia de placas contaminadas se deva a utilizacdo de uma cultura pura da estirpe M. bovis AN5
diluida em solucdo salina estéril, sem a presenca de matéria organica e debris celulares, o que ocorre
quando é feita a inoculacdo nos meios de amostras sugestivas de tuberculose bovina que sdo submetidas
amanipulacdo de processamento (corte, maceracao e descontaminacao) previamente a semeadura (OIE,
2022).

O isolamento do M. bovis ainda é considerado internacionalmente o método padrdo-ouro no
diagnostico da tuberculose bovina. O crescimento do M. bovis nos meios tradicionais a base de ovos
pode demorar até trés meses (Borham et al., 2022), o que gera um estimulo ao desenvolvimento e
aprimoramento de métodos diagnosticos que acelerem os resultados. Neste estudo, os meios de
Middlebrook 7H10 e 7H11, permitiram a visualizacdo macroscépica das micobactérias em camada
delgada com apenas duas semanas apds a semeadura, corroborando o0s resultados relatados por (Dib et
al., 2006; Marcondes et al., 2006; Mejia et al., 1999; Robledo et al., 2006; Rosério et al., 2014; Silva et
al., 2007), em relacdo ao Middlebrook 7H11 em camada delgada. Os resultados obtidos com o
Middlebrook 7H10 suplementados com SFB e glicose em camada delgada, demonstraram ainda maior
precocidade na deteccdo de colbnias, quando utilizadas maiores concentragdes de SFB, que foram
visualizadas macroscopicamente ja na primeira semana, demonstrando grande potencial para uso na
rotina diagnostica. O soro fetal bovino é utilizado em uma ampla gama de aplicagbes na pesquisa
biomédica e farmacéutica (Muniaraj et al., 2007; Pilgrim et al., 2022). A utilizacdo do SFB no
enriquecimento de meios de cultura destinados ao cultivo de micobactérias pertencentes ao Complexo
MTB ja foi descrita por Fonseca et al. (1985) para o crescimento do Mycobacterium tuberculosis. Na
concentracgdo utilizada, os resultados demonstraram equivaléncia na recuperagdo de micobactérias com
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0 meio comercial, tornando-se uma 6tima alternativa para laboratdrios de micobacteriologia. O SFB tem
como vantagens a maior disponibilidade no mercado, e menor custo de aquisicao, em relacdo ao OADC
gue é importado e portanto sujeito a disponibilidade de venda, variacdes na cotacao do ddlar e condicdes
relativas a importagdo, que podem variar em funcdo das oscilagdes do cenario econdmico mundial,
retencdo e demora de 6rgaos fiscalizadores, chegando para o consumidor final muitas vezes com a data
de validade proxima ao vencimento, fatores estes que limitam seu uso em paises em desenvolvimento
como o Brasil, que justamente tem maiores indices de prevaléncia da doenca.

Concluséo

Apesar das questdes éticas e bem-estar animal relacionadas sobre o abate de fémeas gestantes e a
colheita do sangue fetal, 0 SFB pode ser considerado como uma alternativa de suplementacéo do meio
Middlebrook 7H10, diminuindo o tempo e os custos de detecgdo de M. bovis, e sendo, portanto, indicado
para testes em pesquisas, e diagnostico de amostras sugestivas de tuberculose bovina.
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