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Resumo

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a eficiéncia da técnica de
cultivo em camada delgada de agar Middlebrook 7H11 (TLL7H11) no
isolamento de Mycobacterium bovis de lesbes sugestivas de tuberculose
em bovinos, comparando seus resultados com os métodos
tradicionais de cultivo. Numa primeira fase foram utilizadas estirpes
padrao de M. bovis AN5 e M. tuberculosis H37Rv mantidas em
laboratério, para comparacido de desempenho entre o cultivo em
TL7H11 e nos meios de Stonebrik e Petragnani. Ambas estirpes
apresentaram crescimento visfvel em TL7H11 no terceiro dia de cultivo
enquanto que nos meios de Stonebrink e Petragnani s6 houve
crescimento a partir do 14° dia. Aos 13 dias de cultivo em TL.7H11 foi
possivel diferenciar as duas estirpes pelas caracteristicas morfolégicas
das colonias. Numa segunda fase, 62 amostras de campo foram
cultivadas em TL7H11 e Stonebrink para isolamento de M. bovis. As
amostras isoladas foram detectadas pelo TL7H11 até os 21 dias de
cultivo contra nenhum crescimento dos tubos de Stonebrink. O tempo
médio de crescimento no TL7H11 foi de 19,0 dias contra 49,0 dias do
meio de Stonebrink (p = 0,014).
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Introducao

A tuberculose ¢é a principal causa de
morte provocada por um unico agente em
todo o mundo'. O Mywbacterium tuberculosis é a
causa mais comum de tuberculose humana, mas
h4 uma proporcao desconhecida de casos
provocados pelo M. .bovis, principal responsavel
pela doenca em bovinos. Nos paises
industrializados os programas de controle e
erradicacao da tuberculose animal, juntamente
com a pasteurizaciao do leite, diminufram
drasticamente a incidéncia da doenca causada
pelo M .bovis em humanos e bovinos”. Mesmo
assim, em alguns paises o bacilo bovino tem
sido diagnosticado como agente causador da
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tuberculose em 1 a 6% dos casos totais em
humanos tanto na forma pulmonar como
nas extrapulmonares, assumindo carater de
doenga profissional em 64% dos casos’. Na
tuberculose bovina estima-se que a perda do
potencial produtivo dos animais infectados
seja de 10 a 25%, além da condenacio das
carcacas nos abatedouros e da perda de
mercados para exportacdo por razdes
sanitarias. A implementacio de planos de
combate e erradicacio da tuberculose
(principalmente nos paises em desenvol-
vimento) passa por estratégias de diagnostico
dos animais infectados e abate dos mesmos,
com o isolamento e identificacdo do agente
envolvido™**.



O isolamento das microbactérias
pode ser rotineiramente realizado pela sua
inocula¢do em meios de cultura sélidos. Os
mais recomendaveis sio os meios de
Lowenstein Jensen, Petragnani e
Middlebrook 7H10 e 7H11 para M.
tuberculosis, enquanto que Stonebrink é o
unico meio utilizado para isolamento de M.
bovis’. O M. bovis tem dificuldade em se
desenvolver em meios glicerinados, e por
este motivo se desenvolve melhor no meio
de Stonebrink, onde o glicerol é substituido
pelo piruvato de sédio. Para o isolamento
primario do M. bovis nos meios a base de
dgar, recomenda-se uma pequena
concentragio de CO, (ndo superior a 5%),
ja que o M. bovis é microaerofilo’.

O isolamento de M. tuberculosis nos
meios de Lowenstein-Jensen e Petragnani
leva de 12 a 25 dias enquanto que o M. bovis
leva de 24 a 40 dias para se desenvolver no
meio de Stonebrink, dificultando o
diagnostico da doenca.

O uso de modernas técnicas
radiométricas e métodos envolvendo
engenharia molecular como a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) tem reduzido
substancialmente o tempo necessario para
o diagnostico de TB, mas seu alto custo torna
essas técnicas invidveis para muitos
laboratérios em paises em desenvolvimento
2. Além disso, partem do principio de que
ja se tem um isolado de Mycobacterium,
sugerindo que o fator limitante para a
agilidade destes métodos seja a rapidez no
isolamento®*1%11,

Runyon foi o primeiro a descrever o
uso de meios transparentes a base de agar
para a identificagdo precoce de amostras
clinicas de micobactérias'2 E um método
rapido e que tem sido proposto recentemente
como uma alternativa de baixo custo no
diagnéstico e cultivo de micobactérias™ > ',

Este trabalho comparou o desem-
penho do meio TL7H11 para o isolamento
de Mycobacterium bovis a partir de amostras
provenientes de lesées de animais com
suspeita de tuberculose com os métodos
tradicionais de cultivo.
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Materiais e Métodos

Este trabalho foi desenvolvido em
duas fases. Na primeira, 200 placas com 5
ml de TL7H11 e 200 tubos com 5 ml de
meio de Stonebrink foram semeados com
suspensao bacteriana de M. bovis estirpe AN5
e 200 placas com 5 ml de TL7H11 e 200
tubos com 5 ml de meio de Petragnani
foram semeados com suspensio bacteriana
de M. tuberculosis estirpe H37Rv. Os tubos de
Petragnani foram incubados a 37 oC em
estufa bacteriolégica comum enquanto os
tubos de Stonebrink, que foram fechados
com rolha de cortica, tiveram a rolha
queimada para gerar ambiente de
microaerofilia para entdo serem incubados
a 37 oC em estufa bacteriologica comum.
As placas foram incubadas a 37 oC em jarra
de microaerofilia (5-10 % CO,). Os tubos
de Petragnani e Stonebrink foram
observados uma vez por semana por 3
semanas enquanto as placas foram
observadas nos dias 3, 5 e 7 pés-semeadura
com auxilio de um microscopio 6ptico
comum (aumento de 40 ¢ 100 x). As
suspensoes de M. bovis ANS5 e M. tuberculosis
H37Rv foram preparadas imediatamente
antes da semeadura, com a diluicio 1:100
de uma suspensio de 0,06 gr de bacilos em
100 mL de salina estéril com 0,05% de Tween
80.

Na segunda fase, 62 amostras de
lesdes suspeitas de tuberculose provenientes
de bovinos de abatedoutros foram
descontaminadas pelo método de Petroff e
cada uma foi incubada em 2 tubos de
Stonebrink e 5 placas de TL7H11 com 0,445
g/L de piruvato de sédio. Os tubos foram
incubados a 37 oC em estufa bacteriologica
comum nas condi¢des de microacrofilia
descritas anteriomente e as placas foram
incubadas a 37 oC em jarra de microaerofilia
(5-10 % CO,). A leitura dos tubos foi feita
semanalmente por 8 semanas enquanto as
placas foram observadas duas vezes por
semana por 4 semanas com microscopio
optico comum (aumento de 40 e 100x).
Todos os procedimentos da primeira e da
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segunda fase foram feitos em cabine de fluxo
laminar. As leituras das placas de TL7H11
foram feitas em microscopio fora do fluxo
laminar, sendo que as placas foram seladas
com fita adesiva (Micropore 4) para evitar a
formacao de aerossois.

Os meios de Stonebrink e de
Petragnani foram preparados conforme as
recomendacdes do Centro Panamericano de
Zoonosis' e as placas de TL7H11 segundo
as recomendacdes da Universidad de Las
Naciones Unida'®. Para favorecer o
isolamento das cepas de campo na segunda
fase do trabalho, substituiu-se o glicerol por
0,445 g/ de piruvato de sédio.

Todas as colOnias bacterianas isoladas
foram coradas pelo método de Ziehl Nielsen
e as cepas isoladas foram identificadas pelo
método de PRA (PCR — Restricition Enzyme
Analysis). As colonias que nao apresentaram
caracteristica de BAAR, foram consideradas
contaminacoes.

Nas comparagdes entre os dias de
crescimento dos M bovis e M. tuberculosis nos
meios TL7H11 e Stonebrink e Petragnani
foram realizados com o teste Fisher . Quan-
do se comparou os dias de crescimento do
M. bovis nos meios TL7H11 e Stonebrink na
segunda fase utilizou-se o test t pareado'’.

Resultados

Os resultados da primeira fase
mostraram que 100% das placas TL7H11
semeadas com M. bovis AN5 tiveram
crescimento ja no 3° dia de cultivo enquanto
que 75,5% dos tubos de Stonebrink
apresentaram crescimento somente a partir
do 14° dia e 100% dos tubos aos 21 dias
(Tabela 1). Verificou-se que nao houve
diferenca estatistica significante (P<0,05)
quando se comparou o crescimento no 3°
dia no meio de TL7H11 com o crescimento
20 14° dia no meio de Stonebrink.

As placas de TL7H11 semeadas com
M. tuberculosis H37Rv apresentaram
crescimento de 2% no 3° dia de cultivo,
87,5% no 5° dia e 97% no 7° dia enquanto
que somente no 14° dia 78,5% dos tubos
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apresentaram crescimento, aumentando para
100% no 21° dia (Tabela 1). Verificou-se que
houve diferenca estatisticamente significante
com maior freqiéncia de isolamento
(P<0,05) entre o meio de Petragnani a partir
do 14° dia quando comparado com o
sétimo dia no meio TL7H11.

Verificou-se também que as
freqiiéncias de isolamento de cepas de M.
bovis tanto no terceiro, quanto no quinto, bem
como no sétimo dia foram maiores
estatisticamente (P<0,05) do que do M.
tuberculosis no meio TL7H11.

As figuras 1 e 2 mostram colonias de
M. bovis e M. tuberculosis com 13 dias de
cultivo onde pode-se observar a formagio
de fator corda.

Na segunda fase, 12,9 % das amostras
apresentaram crescimento positivos no meio
de TL7H11 e 14,5% apresentaram
crescimento positivo no meio de Stonebrink,
sendo que esta diferenca ndo foi
estatisticamente significante (P<<0,05). Das 12
amostras isoladas apenas seis serviram como
comparagao por terem crescidos em ambos
0s meios.

A taxa de contaminacio total nesta
fase para o TL7H11 foi de 21,0% enquanto
que para os tubos foi de 4,8%, resultado este
que demonstra que a frequéncia de
contamina¢ao no meio TL7H11 foi maior
estatisticamente (P<0,05) do que a freqiiéncia
de contaminaciao no meio de Stonebrink.

Mais de 75% das amostras positivas
foram detectadas pelo TL7H11 até os 21 dias
de cultivo contra 0% dos tubos (Figura 3). O
tempo médio para deteccio das primeiras
UFCO foi de 19,0 dias (DP£2,2) para o
TL7H11 contra 49,0 dias (DP%5,7) dos tubos
com Stonebrink, sendo esta diferenca
confirmada pelo teste estatistico do teste t
pareado (»=0,0001). Em algumas amostras
as UFCO de M. bovis ja eram visiveis aos 20
dias de cultivo no meio TL7H11 (Figura 4).

Todas as micobactérias isoladas nesta
fase foram identificadas pelo método de PRA
(PCR — Restriction Enzyme Analysis) como
sendo pertencentes ao complexo M.
tuberculosis.
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Tabela 1 — Numero de amostras positivas e porcentagens das placas e dos tubos para as estirpes de laboratério M. bovis AN5 e M. tuberculosis
H37Rv obtidas na primeira fase do trabalho. Sao Paulo, 2004

Placas positivas / total Tubos positivos / total

Suspensao ; . - .
pen Total dias pés-semeadura Total dias pés-semeadura
bacteriana
3 5 7 7 14 21
n % n % n % n % n % n %
M. bovis 200 2007 100 200° 100 200° 100 200 O 0 151 755 200 100

M. tuberculosis 200  4° 2 175% 87,5° 194 97" 200 0 0 157 78,5 200° 100

a = nao houve diferenca estatistica significante (P < 0,05) quando se comparou o crescimento no 3° diano meio de TL7H11 com o crescimento
ao 14° dia no meio de Stonebrink.

b = diferenca estatistica significante (P < 0.05) da freqiiéncia de isolamento de M. tuberculosis no meio TL7H11 no quinto e sétimo dias de cultivo
quando comparado com cultivo em tubos apds 7 e 14 dias de cultivo.

¢ = diferenca estatistica significante (P < 0.05) da freqiiéncia de isolamento de M. tuberculosis ap6s 21 dias de cultivo em tubos quando comparado
com o sétimo dias de cultivo no meio TL7H11.

d = diferenca estatisticamente significante (P < 0.05) de freqiiénciade isolamento de M. bovis no 3°, 5° e 7° dia maior que M. tuberculosis em

TL7H11.

Figura 1 — Microcol6nias de M. bovis estirpe AN5 com 13 dias de
cultivo com formagdo caracteristica de fator corda. Aumento
de 100x

Discussao

As estirpes de M. bovis AN5 e M.
tuberculosis H3TRv revelaram crescimento
significativamente mais rapido nas placas
com meio TL7H11 do que nos tubos com
meios tradicionais e ambos mais rapidos do
que colbnias provenientes de primo-
isolamento. Este fato pode ser explicado pela
adaptacio dessas estirpes aos meios de
cultura em virtude dos sucessivos repiques
para sua manutencio no laboratério. De fato,
estirpes mantidas por longos periodos em
meios de cultura podem apresentar
comportamento diverso do existente em
condigdes naturais quando provenientes de
animais doentes '> !> 2, Neste trabalho, a
identificacdo presuntiva de M. bovis AN5 e
M. tuberculosis H3TRv foi possivel pela a

Figura 2 — Microcol6nias de M. tuberculosis estirpe H37Rv com 13
dias de cultivo com formagao caracteristica de fator corda.
Aumento de 100x

observagido de fator corda logo no inicio
do crescimento, enquanto que diferencas
morfolégicas entre as duas estirpes foi
possivel aos 13 dias de cultivo.

Embora o M. bovis AN5 tenha se
desenvolvido muito bem no meio de
Middlebrook 7H11 tendo glicerol como
fonte de carbono, testes preliminares
mostraram que as micobactérias isoladas a
partir de amostras de campo (bovinos com
suspeita de tuberculose) nio se desenvolviam
nesse meio. Este fato pode ser explicado pela
tolerancia do M. bovis AN5 ao glicerol
enquanto que a maioria das amostras isoladas
de bovinos sio inibidas na presenca deste
ingrediente *'*2, sendo necessédria a sua
substituicdo pelo piruvato de sédio como
fonte de carbono para a segunda fase.

Quando se trabalhou com amostras
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Figura 3 — Porcentagens acumuladas de resultados positivos de M. bovis de acordo com o tempo de crescimento em meio de Stonebrink e TL7H11

Figura 4 — Microcoldnia de M. bovis com 20 dias de cultivo proveniente
de material de campo. Observar a formagao caracteristica de
fator corda. Aumento de 100x

de campo (segunda fase), 83,3% das
amostras positivas foram detectadas pelo
TL7H11 até os 21 dias de cultivo contra 0%
dos tubos, sendo o tempo médio de
deteccdo de 19,0 dias (DP *+ 2.2) para o
TL7H11 contra 49,0 dias (DP £ 5,7) dos
tubos (figura 3). Apesar do periodo de
tempo de isolamento na segunda fase ter sido
maior do que na primeira fase no meio
TL7H11, o periodo verificado na segunda
fase ainda é muito inferior ao observado pela
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técnica tradicional o que representa uma
nitida vantagem da técnica estudada, sendo
que este perfodo € o principal fator limitante
para o diagnoéstico da tuberculose bovina
pelo cultivo microbiano.

As colonias isoladas a partir de
material de campo demonstraram a presenca
do fator corda (figura 4), se assemelhando
mais as colonias de M. bovis estirpe AN5 do
que as M. tuberculosis H37Rv, sugerindo a
possibilidade de identificacio precoce das
micobactérias com base em suas
caracteristicas morfolégicas. Runyon 18 e
outros autores *'*#2*j3 haviam desctito essa
possibilidade como uma vantagem do
cultivo em TL7H11 na identificacio e
classificacao precoce de micobactérias.
Metchock e Diem® ainda sugerem que as
observacoes de microcolonias em TL7H11
podem servir como guia para a escolha da
sonda genética a ser utilizada. Todas as
micobactérias isoladas neste experimento foram
identificadas pelo método de PRA (PCR —
Restricition Enzyme Analysis) como sendo



pertencentes ao complexo M. zuberculosis.

A taxa de contaminagio observada em
TL7H11 quando comparada com o
Stonebrink no presente trabalho (21,0% e 4,8%
dos tubos) reflete a principal limitacao desta
técnica, ja que o meio de Middlebrook 7H11
¢ bastante rico e possui dez vezes menos verde
de malaquita que os meios tradicionais. Assim,
a escolha do método de descontaminacio da
amostra ¢ muito importante, pois métodos
muito agressivos podem danificar as
micobactérias tornando seu crescimento muito
lento e dificil. Entretanto, métodos cuja poténcia
da solugdao descontaminante seja reduzida
favorecem o isolamento de micobactérias, mas
podem permitir o crescimento de
contaminantes, indicando o uso de antibiéticos
e antimicoticos "'*1%. Mejia etal."” ao trabalhar
com diferentes tipos de amostras provenientes
de pacientes humanos, obtiveram 16,5% de
contaminacio mesmo utilizando os
antibiéticos piperacilina, anfotericina B e
trimetropin para inibir as contaminacoes. A
impossibilidade de se estabelecer um protocolo
ou treinamento adequado para a colheita,
acondicionamento e transporte do material
recebido para a segunda fase propiciou grande
variagdo na qualidade das amostras, indicando
a escolha de um método agressivo para
descontaminagiao (Petroff), o que poderia
explicar o baixo indice de isolamentos (19,4%0).
Assim, das 12 amostras isoladas apenas seis
serviram como compara¢io por terem
crescidos em ambos os meios.

O isolamento de micobactérias em
geral parece ser favorecido por atmosfera com
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32 11% de CO, durante os primeiros 7 a 10
dias quando entdo entram em fase logaritmica
de crescimento, diminuindo a sua dependéncia
de CO,. Entretanto, a microaerofilia é
obrigatoria por todo o periodo de incubagio
em TL7HI11, qualquer que seja a espécie
envolvida’. Assim, optou-se por manter as
placas de TL7H11 em ambas as fases do
trabalho sob incubacio em microaerofilia
enquanto que os tubos com Stonebrink tiveram
a rolha de cortica queimada para gerar uma
tensio de CO, no interior do tubo.

Além da precocidade do cultivo de M.
bovis em TL7H11 verifica-se também a
simplicidade requerida para o trabalho
dispensando microscopios especiais ou
qualquer outro aparato técnico sofisticado
podendo ser usada em qualquer laboratorio.
Idigoras et al.** observaram que o aptendizado
dos técnicos para a leitura nas placas costuma
ser rapido e passa a ter boa confiabilidade
quando eles aprendem a distinguir os diferentes
tipos de colonias de artefatos que podem
aparecer nas placas (debris celulares,
contaminagdes), tornando a leitura um
processo rapido e seguro.

A freqiiéncia de isolamento de M. bovis
no meio de TL7H11 bem como a velocidade
de crescimento bacteriano neste meio quando
comparado com a técnica tradicional, demonstra
uma grande vantagem da utilizagao do meio de
TL7H11 no isolamento do M. bovis. Entretanto,
novos estudos devem ser feitos com a adicdo
de antibiéticos a0 meio de TL7H11 e outros
métodos de descontaminacio para as amostras
a fim de se diminuir a contaminacao das placas.

Microcolony detection of Mycobacterium Bovis in Middlebrook 7H11 thin

layer culture

Abstract

The aim of this article is to evaluate the efficiency of the cultivation
technique in thin layer of Middlebrook 7H11 (TL7H11) for isolating

Key-words:
Mycobacterium bovis.
Cultivation media.
Veterinary bacteriology.
Middlebrook 7H11.

Mycobactererinm bovis from suggestive lesions of tuberculosis in cattle
and to compare the results with traditional methods of cultivation.
At the first step it was used M. bovis AN5 and M. tubercuolosis H37TRv
standard strain. The both performance were compared between the
cultivation in TL7H11 and in the Stonebrink and Petragnani media.
The strains presented visible growing in TL.7H11 at the third day of
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cultivation, while the Stonebrink and Petragnani there were growing
just at the 14 day. At the 13 day of cultivation it was possible to
differentiate both strains by their colony morphological characteristics.
The second step was to cultivate 62 clinicals samples in TL.7H11 and
Stonebrink for tentative isolation of M. bovis. The isolated samples
were detected in TL.7H11 until 21 days of cultivation whereas none
samples weregrown in Stonebrink tubes. The median time of growing
in TL7H11 was 19,0 days against 49,0 days of Stonebrink (p=0,014).

Referéncias

1T WHO - WORLD HEALTH ORGANIZATION.
Zoonotic tuberculosis (Mycobacterium bovis):
memorandum from a WHO meeting with the
participation of FAO. Bull. World Health Organ., v.
72, p. 851-857, 1994.

2 COSIVI O.; et al. Zoonotic tuberculosis due to
Mycobacterium bovis in developing countries. Emerging
Infectious Diseases, v. 4, n. 1,1998.

3 LATINI, M. S.; LATINI, et al. Bovine Tuberculosis in
Latin América and Caribbean: current status, control
and erradication programs.Vet. Microbiology, v. 40,
n. 1-2 ,p. 5-14, 1994.

4 NADER, A.; HUSBERG, H. Estimacion de perdidas
de produccién por tuberculosis bovina en un rodeo
lechero. Rev. Med. Vet., v. 68, n. 36-39, 1988.

5 OFFICE ITERNATIONAL DES EPIZOOTIES. Manual
of Standards for diagnostic tests and vaccines. Paris:
OIE, 1992.

6 BAWINEK F.; TAYLOR N. M. Assesment of the socio-
economic importance of Bovine Tuberculosis in Turkey
and possible strategies for control or eradication.
Turkish-German Animal Health Information Project.
General Directore of Protection and Control, Ankara:
ahip, 1996.

7 KONEMAN, E. W. Micobactérias. In: KONEMAN,
E. W.; ALLEN, S. D.; JONDA, W. M.
SCHRECKENBERGER, P. C. Diagnostico
microbioldgico - texto e atlas colorido. Washington:
C. Winn Jr., 2001, p.903-954.

8 NORDEN, M. A_; et al. Rapid susceptibility testing of
Mycobacterium tuberculosis (H37Rv) by flow
cytometry. J. Clin. Microbiol. v. 33, p. 1231~
1237, 1995.

9 YAJKO, D. M.; WAGNER, C.; TEVERE, V. J.;
KOCAGOZ, T.; HADLEY, W. K.; CHAMBERS, H. F.
Quantitative culture of Mycobacterium tuberculosis
from clinical sputum specimens and dilution endpoint
of its detection by the Amplicor PCR assay. J. Clin.
Microbiol., v. 33, p. 1944-1947, 1995.

10 WALTERS, S. B.; HANNA, B. A. Testing of
susceptibility of Mycobacterium tuberculosis to
isoniazid and rifampin by mycobacterium growth
indicator tube method. J. Clin. Microbiol, v. 34, p.

Braz. J. vet. Res. anim. Sci., Sao Paulo, v. 43, n. 3, p. 362-369, 2006

1565-1567, 1996.

11 PALOMINO, J. C.; PORTAELS, F. Effects of
Decontamination Methods and Culture Conditions on
Viability of Mycobacterium ulcerans in the BACTEC
System. J. Clin. Microbiol. v. 36, p. 402-408, 1999.

12 RUNYON, E. H. Identification of mycobacterial
pathogens utilizing colony characteristics. American
Journal of Clinical Pathology, v. 54, p. 578-586, 1970.

14 SMITH, W. L.; MCGARVEY, K. L; CULLOR, J. S.
The use of spiral plating and microscopic colony
counting for the rapid quantitation of Mycobacterium
paratuberculosis.The Society for Applied Microbiology,
Letters in Applied Microbiology, v.36, p. 293-296,
2003.

15 CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSIS.
Bacteriologia de la tuberculosis humana y animal.
Buenos Aires: Organizacion Panamericana de la Salud,
1988, 63 p. (Serie de Monografias Cientificas y Técnicas;
11 rev. 1).

16 UNIVERSIDADE DE LAS NACIONES UNIDAS.
Nuevas tecnologias para el diagnéstico y pruebas de
susceptibilidad a drogas de M. Tuberculosis para paises
en vias de desarollo. In: PROGRAMA DE
BIOTECNOLOGIA PARA LATINOAMERICA Y EL
CARIBE - BIOLAC; Red Latinoamericana y del Caribe
de tuberculosis — RELACTB, 1998, La Paz, Bolivia. Curso

17 GRAPHPAD INSTAT SOFTWARE. Statistical
analysis systems for personal computers. 1990-1993.

18 WHITMORE, E. J.; MINER, N. A. Analysis and
optimization of a quantitative organic soil neutralization
test for desinfectants. Journal of the AOAC., v. 59, n. 6,
p. 1344-1351, 1976.

19 ALLEN, B. W. Storage of mycobacteria at -20°C.
Med. Lab. Sci., n. 43, p. 390-392, 1986.

20 LIND, A.; et al. A carrier method for the assessment
of the effectiveness of disinfectants against
Mycobacterium tuberculosis. J. Hosp. Infec., n. 7, p.
60-67, 1986.

13 MEJIA, G. I.; et al. Microcolony detection in 7H11
thin layer culture is na alternative for rapid diagnosis of
Mycobacterium tuberculosis infection. Int. Tuberc. Lung
Disease, Colombia, v. 3, n. 2, p. 138-142, 1999.

21 ANERIK A. I. Estudio experimental sobre el



diagnostico de la tuberculosis bovina mediante pruebas
de cultivo e inoculacion animal. Cienc. Vet., Maracaibo,
v. 4, p. 137-200, 1974.

22 CORNER, L. A; NICOLACOPOULOS, C.
Comparison of media used for the primary isolation of
Mycobacterium bovis by veterinary and medical
diagnostic laboratories. Australian Veterinary Journal,
v. 65, n. 7, p. 202-204, July, 1988.

23 WELCH, D. F.; GURUSWAMY, A. P.; SIDES, S. J.;
SHAW, C. H.; GILCHRIST, M. J. Timely culture for
mycobacteria which utilizes a microcolony method.
Journal Clin. Microbiology, v. 31, n. 8, p. 2178-2184,
1993.

24 IDIGORAS. P.; et al. Rapid Detection of Tuberculous
and Non-Tuberculous Mycobacteria by Microscopic
Observation of Growth on Middlebrook 7H11 Agar.
Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis. Spain, v. 14, n. 1,
p. 6-10, 1995.

25 METCHOCK, B.; DIEM, L. Algorithm for use of
nucleic acid probes for identifying Mycobacterium
tuberculosis from BACTEC 12B bottles. J. Clin.
Microbiol. , v. 33, p. 1934-1937, 1995.

369

Braz.). vet. Res. anim. Sci., Sdo Paulo, v. 43, n. 3, p. 361-369, 2006




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /SyntheticBoldness 1.00
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
    /AgencyFB-Bold
    /AgencyFB-Reg
    /Algerian
    /Arial-Black
    /Arial-BoldItalicMT
    /Arial-BoldMT
    /Arial-ItalicMT
    /ArialMT
    /ArialNarrow
    /ArialNarrow-Bold
    /ArialNarrow-BoldItalic
    /ArialNarrow-Italic
    /ArialRoundedMTBold
    /ArialUnicodeMS
    /BaskOldFace
    /Bauhaus93
    /BellMT
    /BellMTBold
    /BellMTItalic
    /BerlinSansFB-Bold
    /BerlinSansFBDemi-Bold
    /BerlinSansFB-Reg
    /BernardMT-Condensed
    /BlackadderITC-Regular
    /BodoniMT
    /BodoniMTBlack
    /BodoniMTBlack-Italic
    /BodoniMT-Bold
    /BodoniMT-BoldItalic
    /BodoniMTCondensed
    /BodoniMTCondensed-Bold
    /BodoniMTCondensed-BoldItalic
    /BodoniMTCondensed-Italic
    /BodoniMT-Italic
    /BodoniMTPosterCompressed
    /BookAntiqua
    /BookAntiqua-Bold
    /BookAntiqua-BoldItalic
    /BookAntiqua-Italic
    /BookmanOldStyle
    /BookmanOldStyle-Bold
    /BookmanOldStyle-BoldItalic
    /BookmanOldStyle-Italic
    /BookshelfSymbolSeven
    /BradleyHandITC
    /BritannicBold
    /Broadway
    /BrushScriptMT
    /CalifornianFB-Bold
    /CalifornianFB-Italic
    /CalifornianFB-Reg
    /CalisMTBol
    /CalistoMT
    /CalistoMT-BoldItalic
    /CalistoMT-Italic
    /Castellar
    /Centaur
    /Century
    /CenturyGothic
    /CenturyGothic-Bold
    /CenturyGothic-BoldItalic
    /CenturyGothic-Italic
    /CenturySchoolbook
    /CenturySchoolbook-Bold
    /CenturySchoolbook-BoldItalic
    /CenturySchoolbook-Italic
    /CenturySchoolbook-Regular
    /CGOmega
    /CGTimes-BoldItalic
    /Chiller-Regular
    /ColonnaMT
    /ComicSansMS
    /ComicSansMS-Bold
    /CooperBlack
    /CopperplateGothic-Bold
    /CopperplateGothic-Light
    /Courier
    /CourierNewPS-BoldItalicMT
    /CourierNewPS-BoldMT
    /CourierNewPS-ItalicMT
    /CourierNewPSMT
    /cour-Normal
    /CurlzMT
    /EdwardianScriptITC
    /Elephant-Italic
    /Elephant-Regular
    /EngraversMT
    /ErasITC-Bold
    /ErasITC-Demi
    /ErasITC-Light
    /ErasITC-Medium
    /EstrangeloEdessa
    /FDA_Esp
    /FelixTitlingMT
    /FootlightMTLight
    /ForteMT
    /FranklinGothic-Book
    /FranklinGothic-BookItalic
    /FranklinGothic-Demi
    /FranklinGothic-DemiCond
    /FranklinGothic-DemiItalic
    /FranklinGothic-Heavy
    /FranklinGothic-HeavyItalic
    /FranklinGothic-Medium
    /FranklinGothic-MediumCond
    /FranklinGothic-MediumItalic
    /FreestyleScript-Regular
    /FrenchScriptMT
    /Garamond
    /Garamond-Bold
    /Garamond-Italic
    /Gautami
    /Georgia
    /Georgia-Bold
    /Georgia-BoldItalic
    /Georgia-Italic
    /Gigi-Regular
    /GillSansMT
    /GillSansMT-Bold
    /GillSansMT-BoldItalic
    /GillSansMT-Condensed
    /GillSansMT-ExtraCondensedBold
    /GillSansMT-Italic
    /GillSans-UltraBold
    /GillSans-UltraBoldCondensed
    /GloucesterMT-ExtraCondensed
    /GoudyOldStyleT-Bold
    /GoudyOldStyleT-Italic
    /GoudyOldStyleT-Regular
    /GoudyStout
    /Haettenschweiler
    /HarlowSolid
    /Harrington
    /Helvetica-Black-SemiBold
    /Helvetica-Bold
    /HelvLight-Normal
    /HighTowerText-Italic
    /HighTowerText-Reg
    /Impact
    /ImprintMT-Shadow
    /InformalRoman-Regular
    /Jokerman-Regular
    /JuiceITC-Regular
    /Kartika
    /KristenITC-Regular
    /KunstlerScript
    /Latha
    /LatinWide
    /LtrGothic-Italic
    /LucidaBright
    /LucidaBright-Demi
    /LucidaBright-DemiItalic
    /LucidaBright-Italic
    /LucidaCalligraphy-Italic
    /LucidaConsole
    /LucidaFax
    /LucidaFax-Demi
    /LucidaFax-DemiItalic
    /LucidaFax-Italic
    /LucidaHandwriting-Italic
    /LucidaSans
    /LucidaSans-Demi
    /LucidaSans-DemiItalic
    /LucidaSans-Italic
    /LucidaSans-Typewriter
    /LucidaSans-TypewriterBold
    /LucidaSans-TypewriterBoldOblique
    /LucidaSans-TypewriterOblique
    /LucidaSansUnicode
    /Magneto-Bold
    /MaiandraGD-Regular
    /Mangal-Regular
    /MaturaMTScriptCapitals
    /MicrosoftSansSerif
    /Mistral
    /Modern-Regular
    /MonotypeCorsiva
    /MSOutlook
    /MSReferenceSansSerif
    /MSReferenceSpecialty
    /MusicalSymbolsPSMT
    /MVBoli
    /NiagaraEngraved-Reg
    /NiagaraSolid-Reg
    /OCRAbyBT-Regular
    /OCRAExtended
    /OCRB10PitchBT-Regular
    /OldEnglishTextMT
    /Onyx
    /PalaceScriptMT
    /PalatinoLinotype-Bold
    /PalatinoLinotype-BoldItalic
    /PalatinoLinotype-Italic
    /PalatinoLinotype-Roman
    /Papyrus-Regular
    /Parchment-Regular
    /Perpetua
    /Perpetua-Bold
    /Perpetua-BoldItalic
    /Perpetua-Italic
    /PerpetuaTitlingMT-Bold
    /PerpetuaTitlingMT-Light
    /Playbill
    /PoorRichard-Regular
    /Pristina-Regular
    /Raavi
    /RageItalic
    /Ravie
    /Rockwell
    /Rockwell-Bold
    /Rockwell-BoldItalic
    /Rockwell-Condensed
    /Rockwell-CondensedBold
    /Rockwell-ExtraBold
    /Rockwell-Italic
    /ScriptMTBold
    /ShowcardGothic-Reg
    /Shruti
    /SILDoulosIPA93Bold
    /SILDoulosIPA93BoldItalic
    /SILDoulosIPA93Italic
    /SILDoulosIPA93Regular
    /SILManuscriptIPA93Bold
    /SILManuscriptIPA93BoldItalic
    /SILManuscriptIPA93Italic
    /SILManuscriptIPA93Regular
    /SILSophiaIPA93Bold
    /SILSophiaIPA93BoldItalic
    /SILSophiaIPA93Italic
    /SILSophiaIPA93Regular
    /SnapITC-Regular
    /Stencil
    /Swiss721BT-Black
    /Swiss721BT-BlackCondensed
    /Swiss721BT-BlackCondensedItalic
    /Swiss721BT-BlackExtended
    /Swiss721BT-BlackItalic
    /Swiss721BT-BlackNo2
    /Swiss721BT-BlackOutline
    /Swiss721BT-BlackRounded
    /Swiss721BT-Bold
    /Swiss721BT-BoldCondensed
    /Swiss721BT-BoldCondensedItalic
    /Swiss721BT-BoldCondensedOutline
    /Swiss721BT-BoldExtended
    /Swiss721BT-BoldItalic
    /Swiss721BT-BoldOutline
    /Swiss721BT-BoldRounded
    /Swiss721BT-Heavy
    /Swiss721BT-HeavyItalic
    /Swiss721BT-Italic
    /Swiss721BT-ItalicCondensed
    /Swiss721BT-Light
    /Swiss721BT-LightCondensed
    /Swiss721BT-LightCondensedItalic
    /Swiss721BT-LightExtended
    /Swiss721BT-LightItalic
    /Swiss721BT-Medium
    /Swiss721BT-MediumItalic
    /Swiss721BT-Roman
    /Swiss721BT-RomanCondensed
    /Swiss721BT-RomanExtended
    /Swiss721BT-Thin
    /Swiss721BT-ThinItalic
    /Swiss911BT-ExtraCompressed
    /Swiss911BT-UltraCompressed
    /Swiss921BT-RegularA
    /Swiss924BT-RegularB
    /Sylfaen
    /SymbolMT
    /Tahoma
    /Tahoma-Bold
    /TempusSansITC
    /TimesNewRomanPS-BoldItalicMT
    /TimesNewRomanPS-BoldMT
    /TimesNewRomanPS-ItalicMT
    /TimesNewRomanPSMT
    /TimesNewRomanSpecialG1
    /Trebuchet-BoldItalic
    /TrebuchetMS
    /TrebuchetMS-Bold
    /TrebuchetMS-Italic
    /Tunga-Regular
    /TwCenMT-Bold
    /TwCenMT-BoldItalic
    /TwCenMT-Condensed
    /TwCenMT-CondensedBold
    /TwCenMT-CondensedExtraBold
    /TwCenMT-Italic
    /TwCenMT-Regular
    /Verdana
    /Verdana-Bold
    /Verdana-BoldItalic
    /Verdana-Italic
    /VinerHandITC
    /Vivaldii
    /VladimirScript
    /Vrinda
    /Webdings
    /Wingdings2
    /Wingdings3
    /Wingdings-Regular
    /WP-MultinationalAHelve
    /WP-MultinationalARoman
    /WP-MultinationalBCourier
    /WP-MultinationalBHelve
    /WP-MultinationalBRoman
    /WP-MultinationalCourier
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /PDFX1aCheck true
  /PDFX3Check true
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /Description <<
    /FRA <>
    /ENU (Use these settings to create PDF documents with higher image resolution for improved printing quality. The PDF documents can be opened with Acrobat and Reader 5.0 and later.)
    /JPN <FEFF3053306e8a2d5b9a306f30019ad889e350cf5ea6753b50cf3092542b308000200050004400460020658766f830924f5c62103059308b3068304d306b4f7f75283057307e30593002537052376642306e753b8cea3092670059279650306b4fdd306430533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103057305f00200050004400460020658766f8306f0020004100630072006f0062006100740020304a30883073002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d30678868793a3067304d307e30593002>
    /DEU <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
    /KOR <FEFFd5a5c0c1b41c0020c778c1c40020d488c9c8c7440020c5bbae300020c704d5740020ace0d574c0c1b3c4c7580020c774bbf8c9c0b97c0020c0acc6a9d558c5ec00200050004400460020bb38c11cb97c0020b9ccb4e4b824ba740020c7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c2edc2dcc624002e0020c7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b9ccb4e000200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe7f6e521b5efa76840020005000440046002065876863ff0c5c065305542b66f49ad8768456fe50cf52068fa87387ff0c4ee563d09ad8625353708d2891cf30028be5002000500044004600206587686353ef4ee54f7f752800200020004100630072006f00620061007400204e0e002000520065006100640065007200200035002e00300020548c66f49ad87248672c62535f003002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d5b9a5efa7acb76840020005000440046002065874ef65305542b8f039ad876845f7150cf89e367905ea6ff0c4fbf65bc63d066075217537054c18cea3002005000440046002065874ef653ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000520065006100640065007200200035002e0030002053ca66f465b07248672c4f86958b555f3002>
    /PTB <>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


