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Os diversos meios de cultura usados no diagnostico presuntivo de
colonias isoladas de placas de meios seletivos para enterobactérias, nem
sempre orientam corretamente o diagnostico désses germes. A necessi-
dade de se obter um meio que forneca o maximo de indicacoes certas
se impoe, uma vez que muito se economizara em tempo e gasto de
material.

Isto € especialmente importante em servicos onde o trabalho de
rotina em enterobactérias requer um diagnodstico presuntivo de grupo
0 mais certo e o mais rapido possivel, com evidente diminuicao do nu-
mero de colonias suspeitas a serem identificadas.

Varios meios tém sido propostos com esta finalidade (1-9) basea-
dos na fermentacao da lactose, sacarose e glicose, bem como producio
de hidrogénio sulfurado, associados ou nao a prova de hidrolise da uréia,
para separacao dos Proteus.

)

Em comunicacao feita a “Society of American Bacteriologists”, Sec-
cao do Rio de Janeiro, em dezembro de 1952, mostramos que ésses meios
nao dao grande seguranca nos resultados obtidos e apresentamos, para
contornar ésse inconveniente, u’a modificacao do meio de Monteverde.
No presente trabalho sera dada a técnica de sua preparacao e de inter-
pretacao dos resultados. Também apresentaremos os primeiros dados
obtidos com a aplicacao do meio na rotina diagnostica de enterobac-
térias.

METODOS

Numa tentativa de obter indicagoes mais precisas na separacido de
enterobactérias, experimentamos varios dos meios acima citados, resul-
tando que, em uma apreciacao comparativa da eficiéncia dos mesmos o
proposto por MONTEVERDE mostrou-se superior aos demais.

Como um diagnoéstico mais acertado em enterobactérias requer
maior numero de provas, procuramos melhorar o meio de MONTEVERDE

de modo a obter outras indicacoes bioquimicas e, também, massa de
germes para o estudo sorologico imediato.

O melo de Monteverde fornece as seguintes indicagoes: a) ataque
ou nao a lactose; b) ataque ou nao a uréia; ¢) mobilidade.



106 __Jll_emdrias_ do I_?E.stz'tuto Os_waldo Cruz 253 (1), 1955

Tentamos obter mais informacodes usando o artificio de Zia (8)
colocando camadas superpostas: uma de meio semi-solido, permitindo
as verificacoes de MONTEVERDE, e outra solida fornecendo-nos massa de
germes e outras indicacoes bioquimicas. Além disto, outras modifica-
coes na composicao do meio foram tentadas.

De inicio pensamos no uso da glicose, que se presta, no triplice acu-
car, para a separacao da Salmonella typhi das outras salmonelas, pela
producao ou nao de gas. No entanto, em nada melhorou o meio pois,
ao contrario, impossibilita as leituras da mobilidade, carater importante
para o diagnostico.

Com a juncao de uma camada de meio sdlido sdbre 0 meio semi-so-
lido verificamos, com a incubacao a 379, o aparecimento freqiente de
bolhas de gas na massa do meio semi-sélido, dificultando as leituras.

Este fato ja havia sido assinalado por ARCHAMBAULT & Mc CRADY
(10) trabalhando com meios liquidos de fermentacao. Encontraram és-
tes pesquisadores de 4 a 1009 de tubos com gas formado espontanea-
mente quando os conservava na geladeira e incubava-os depois a 37°C.
Como solucgao a éste problema ARCHAMBAULT & Mc Crapy adotam a con-
servacao do meio na temperatura ambiente.

Em nossas verifica¢cdes podemos confirmar o trabalho citado. Nio
aconselhamos, contudo, a conservacao na temperatura ambiente pois
também houve producdo espontinea de gis. Adotamos como norma

conservar os tubos na estufa a 37°C logo apés a saida do autoclave, e ai
manteé-los até semeadura.

Procuramos verificar se as modificacdées na concentracdo do agar
semi-solido trariam melhoria na fermentacido, utilisando varias con-
centracoes, de 0,3 a 0,75% sendo a de 0,5% a melhor.

O meio de Monteverde é esterilizado em autoclave, juntamente com
a ureéia e a lactose. Esta pratica nos mostrou uma acentuada decompo-
sicao da uréia e hidrolise da lactose e sacarose usadas. O meio, depois
de pronto, apresentava-se com tonalidade azulada e, quando semeado
com germes que seguramente nao o alterariam apresentava ligeira aci-
dificacao mostrando existir fermentacdo. Esta dificuldade foi resolvida
fazendo-se a esterilizacao dos agucares e da uréia por filtracdo, com
juncao posterior ao meio esterilizado.

A modificagao da superposicdo de uma camada sélida ao meio de
Monteverde traria como vantagens a possibilidade de obtermos massa
de germes para sorologia, verificacdo da producdo de hidrogénio sul-
furado e do indol.

Para a verificagao da producao do hidrogénio sulfurado usamos
como fonte de enxofre o tiosulfato e como indicador o ferro, & semelhan-
¢a do meio de triplice acucar. Tentamos outros indicadores, como os
sais soluveis de bismuto, mas os resultados nao foram de molde a serem
usados. Alem do mais, PACHECO & PERES haviam demonstrado a inferio-
ridade dos sais soluveis como indicadores de hidrogénio sulfurado em
comparacao com os insoluveis de bismuto (12).

Para a verificagao do indol usamos peptona seguramente rica em
triptofano; colocadvamos papel de filtro embebido em reativo de Ehrlich,
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para testar a producdo do gas. Procuramos verificar, também, se have-
ria alguma alteracao na estrutura antigénica das bactérias semeadas
neste meio, de modo a impossibilitar a identificagao sorologica. Testa-
mos as amostras de Shigella e Salmonella néle semeadas, sendo periei-
tamente possivel sua classificacdo sorolégica com sOros polivalentes e
monovalentes de grupo e flagelares.

MONTEVERDE utiliza no seu meio apenas a lactose como agucar se-
parador. Na modificacdo proposta introduzimos a sacarose, pois, em
nosso meio, freqiientemente encontramos germes que fermentam a sa-
carose mais rapidamente do que a lactose.

Quanto ao indicador de reacao usado foi o mesmo estabelecido por
MONTEVERDE. Experimentamos varios outros, como o vermelho de cresol,
as misturas propostas por SINGER (4) e o vermelho de fenol. O melhor
foi sem duvida, quanto a sensibilidade, o de MONTEVERDE.

Tomando por base tédas as verifica¢coes acima descritas preparamos
0 meio da seguinte forma.

A — Azul de timol ............ 16 g
NaOH 0,1/N .............. 34,4 ml
AGUa ... 65,6 ml

B — Indicador de Andrade

C — Solucao de uréia e agucares:

Uréia ... ..., 20,0 g
Lactose . .. ... ... ... ..... 30,0 g
SacarosSe . ... ... 30,0 g
Agua ... ... 100,0 ml

Aquecer a mistura para dissolver. Esterilizar por filtracao em Seitz.
Guardar na geladeira.

1) Agar semi-solido — Peptona Diico .......... 2,0 g
NaCl... ................ 0,9 g
Agar . .. ... .. ... 0, g
Agua ... ... 100,0 ml

Ferver para dissolver. Ajustar o pH com NaOH N/10 a 7,3-7,4. Fer-
ver para precipitar. Filtrar em algodao. Juntar os indicadores: azul
de timol 0,3 ml e Andrade 1,0 ml. Distribuir em baloes em volumes de
100 ml a 200 ml. Esterilizar em autoclave a 1159C. No momento de
preparar o meio, fundir o contetudo dos baloes, esfriar a 48-50°C e juntar
asséticamente a solucao “C” de agucares com uréia na preparacao de¢
10 ml para cada 100 ml de meio.

2) Agar solido — Peptona ..................... 156 g
Tripticase ou outra peptona com
triptofano .................. 0,0 8
Agar ... e 2,0 g
ABUa ... .. 100,0 ml

M I.O.C. —8
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Ferver em fogo brando para dissolver. Ajustar o pH a 7,3-7,4 com
NaOH N/10. Ferver novamente para precipitar. Filtrar em algodao.
Juntar o sulfato ferroso amoniacal: 0,02 g e tiosulfato de sédio: 0,02 g.
Adicionar os indicadores: azul de timol 0,3 ml e Andrade 1,0 ml. Dis-
tribuir em baloes com volumes de 100 a 200 ml e esterilizar em auto-
clave a 115°C por 15 minutos. No momento de usar fundir o meio, res-
friar a 48-50°C e juntar asséticamente 10 ml das solucdes de uréia e
acucares para cada 100 ml do meio.

3) Preparo final do meio — Distribuir primeiro o agar semi-solido em
tubos de 12 x 120 mm colocando-se 2,5 ml em cada tubo. Deixa-se solidifi-
car na temperatura ambiente em posicao vertical. Distribuir o meio
solido sObre esta parte semi-sélida, também em volumes de 2,0 a 2,5 ml
e Inclinar para solidificar. Déste modo, tem-se uma camada inferior
de meio semi-solido com uma altura de 12 a 15 mm. Incubam-se 0S
tubos na estufa a 37°C durante 24 horas. Examinam-se todos os tubos
para desprezar os que tiverem bolhas de ar. Conservar o meio na estufa
até o momento de usar. Nao se deve guardar o meio na geladeira.

4) Semeadura — Deve ser feita inoculando-se o meio com uma agulha,
a semelhanca do que se faz com o meio de triplice acucar. A picada
deve ser feita até a metade da parte semi-sélida, fazendo-se depois a
estria na superficie da parte sdlida.

Apos a semeadura coloca-se uma tira de papel de filtro presa &
rolha dos tubos e embebida em reativo de Ehrlich. Incuba-se durante
24 a 48 horas a 37°C.

INDICACOES FORNECIDAS

Além da massa de germes que obtemos para as provas sorologicas,
O melo permite as seguintes leituras:

1) Ataque a lactose ou sacarose, com producido de Aacido, virando
a cor do meio para vermelho.

2) Producao de gas pelo ataque a lactose ou sacarose, com acidez
do meio.

3) Producao de hidrogénio sulfurado visivel, pelo escurecimento
da parte solida do meio.

4) Mobilidade, pela turvagao difusa do meio na parte semi-sélida..
Quando imovel o germe, éste s6 cresce na picada.

5) Hidrolise da uréia, visivel em todo o meio, com mudanca da
cOr para azul.

6) Producao de indol, evidenciada pela reacido do papel embebido
no reativo de Ehrlich. A producéo do indol nio pode ser obser-

vada nas amostras indol positivas que acidificam a superficie
do meio (11).
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LEITURA DOS RESULTADOS

A leitura é feita com 24 horas de incubacao a 37°C mas em certos
casos, como nos para-coli e certas amostras do grupo coli, uma obser-
vacao prolongada até 48 horas fornece-nos melhores resultados. Os di-
ferentes géneros de bactérias intestinais se comportam neste meio do

seguinte modo.

Salmonella — A co6r do meio permanece inalterada, com escureci-
mento na parte sélida quando houver producao de hidrogénio sulfu-
rado. A superficie tende para a alcalinidade (cOr esverdeada ou azula-
da) . Nao ha producao de gas. Indol negativo. Movel ou imovel.

Shigella — A cOr do meio permanece inalterada no inicio do perio-
do de incubacao mudando para vermelho quando a amostra e fermenta-
dora tardia da lactose ou sacarose. A superficie tende para a alcalinida-
de (esverdeada ou azulada). Indol positivo ou negativo. Imovel e au-
séncia de gas e hidrogénio sulfurado.

Proteus — A cb6r do meio geralmente muda para azul e algumas
vézes para verde (amostras urease positivas tardias) com escurecimen-
to da parte sélida pela producao de hidrogeénio sulfurado. Mobilidade
positiva ou negativa. Indol positivo. Gas presente ou ausente. As
amostras que atacam rapidamente a sacarose podem dar uma cor
amarelo-esverdeada ao meio, algumas vézes a intensa coOr azul do meio
dificulta a leitura da producao de hidrogénio sulfurado.

Escherichia e Klebsiella — Devido a fermentacao dos acucares a
cor do meio € vermelha ou amarelada (quando ha redu¢ao) com grande
producao de gas. Mobilidade positiva ou negativa. Geralmente nao se
pode observar a producao do indol.

Paracoli — As amostras fermentadoras da lactose ou sacarose dac
as reacoes de Escherichia. As amostras fermentadoras tardias ou nao
fermentadoras da lactose dao as reacoes de Salmonella. Algumas vézes
o indol é positivo e ha producao do hidrogénio sulfurado.

Pseudomonas — A cOr do meio fica inalterada. A superficie tende
para alcalinidade. Nao se pode observar a mobilidade, pois nao ha cres-
cimento no meio semi-solido.

Alkaligenes — A cOr do meio nao se altera. A superficie tende para
alcalinidade.

RESULTADOS OBTIDOS

Inicialmente o meio fol experimentado usando-se algumas amos-
tras de colecao e outras recentemente isoladas: Salmonella 100; Shigella
40: Proteus 60; Coli 30; Pseudomonas 5; Klebsiella 3; Paracoli 80.

Além da semeadura no meio proposto fizemos, no inicio do traba-
lho, um estudo comparativo da sua eficiéncia no acerto diagnostico com
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outros meios de triagem usando 71 amostras do grupo coli e paracoli
fermentadores lentos ou rapidos da lactose. Resultou desta comparacao
baixo rendimento do meio que Rucal propuzera, com apenas 33,8% de
resultados corretos; o de SINGErR com somente 40,87%.; ambos ficaram
bem abaixo dos dados numéricos fornecidos pelo triplice acucar com
07,8% de acérto diagnostico.

E preciso frisar que o triplice acucar tao largamente usado nos
Estados Unidos fornece resultados mediocres em comparacao com o0s
meios de SURRACO-PEREIRA com 699 e MONTEVERDE com 83,17 . Conse-
guimos, com a modificacao proposta, obter um rendimento de cérca de
8% a mais de acérto (91,5%) do aue o meio de Monteverde, natural-
mente pelo maior numero de provas fornecidas pelo meio proposto.

Recentemente Suassuma (13) fornece-nos os resultados da utili-
zacao da modificacao proposta, no estudo de 2 399 coldnias isoladas de
87 coproculturas para o diagndstico de Salmonella e Shigella sendo 1 892
ou sejam 78,8% sumariamente afastadas pela rapida aciao sObre a lac-
tose, sacarose, ou uréia. Examinando as 507 coldnias consideradas co-
mo suspeitas de Salmonella e Shigella, SuassuMA poOde fazer provas
bioquimicas de modo a ter posteriormente confirmacao ou nao das
indicacoes fornecidas pelo meio.

Déste modo foi possivel, com o meio proposto, uma separacao de
30% de amostras fermentadoras tardias nao pertencentes aos géneros
Salmonella e Shigella as quais passariam despercebidas com o uso dos
meios correntes. A nossa experiéncia permite-nos dizer que o meio é de
grande utilidade nos laboratorios de rotina diagndstica de enterobacté-
rias. Se bem que a sua execucao seja um pouco trabalhosa, nao ha,
praticamente, contaminacao nas varias manipulacoes do seu preparo.
e os resultados obtidos sao de tal ordem que compensam grandemente o
esfor¢o dispendido na confeccao.

Sugerimos como norma para sua utilizacao na rotina o esquema
abaixo:

Colonias suspeitas

Mero proposto

24-48 horas a 37°C
|

Acidez na superfteice Nenhuma alteracio Descoramento Alealinidade
¢ profundidade ou alcalinidade gas ou — Uréia positiva
gas + ou — | na superficie | !
! Proteus
Urdia, lactose-sacaross Sacarose
negativos positiva Coér verde Cor
tardio azul
| |
Lactose ou | | | P. morgani Outros
Sacarose -+ Mobihdade Mobilidade Proteus
_‘|_ .
Escherichia Salmonella l
Klebsiella Paracolr Shigella

Paracoli Alkaligenes Paracols
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CONCLUSOES

E proposta uma modificacao do meio de Monteverde que, apezar
de ser mais trabalhosa no preparo, fornece um grande numero de in-
formacoes. Com éste meio obtem-se uma série de indicacoes bioquimicas
e massa de gerrnes para sorologia.

E sugerido o seu emprégo na rotina diagnostica de enterobactérias
uma vez que os resultados obtidos mostram sua superioridade sébre os
demais meios experimentados nos acertos diagnosticos.

SUMMARY

It is well known that the culture media used in the presumptive
diagnosis of suspicious colonies from plates inoculated with stools for
1solation of enteric organisms do not always correctly indicate the major
groups of enterobacteria.

In an effort to obtain a medium affording more exact indications,
several media (1-9) have been tested. Modifications of some of these me-
dia have also been tested with the result that a satisfactory modification
of Monteverde’s medium was finally selected. This proved to be most
satisfactory, affording, as a result of only one inoculation, a complete
series of basic indications. The modification involves changes in the
formula, In the method of preparation and in the manner of storage.

The formulae are:

A. Thymol blue indicator: NaOH 0.1/N ............. . 34.4 ml
Thymol blue .............. 1.6 g
Water ...... ... ... ... . ... 65.6 ml
B. Andrade’s indicator
C. Urea and sugar solution: Urea ..................... 20 g
Lactose ................... 30 g
SUCIOSE . .........iuiiuunn.. 30 g
Water ........... ... ... ... 100 ml

The mixture (C.) should be warmed slightly in order to dissolve

the ingredients rapidly. Sterilise by filtration (Seitz). Keep stock in
refrigerator.

The modification of Monteverde’s medium is prepared in two parts.

Semi-solid part — Peptone (Difco) 2.0 g; NaCl 0.5 g; Agar 0.5 g;
Water 100.0 ml. Boil to dissolve the ingredients. Adjust pH with NaOH
to 7.3-7.4. Boil again for precipitation. Filter through cotton. Add
indicators “A” 0.3 ml and “B” 1.0 ml. Sterilise in autoclave 115°C, 15

minutes in amounts not higher than 200 ml. Just before using, add

solution “C” asseptically in amounts of 10 ml to 200 ml of the melted
semi-solid medium, maintained at 48-50°C .
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Solid part — Peptone (Difco) 1.5 g; Trypticase (BBL) 0.5 g. Agar
2.0 g; Water 100,0 ml. Boil to dissolve the ingredients. Adjust PH with
NaOH to 7.3-7.4. Boil again. Filter through cotton. Add indicators
“A” 0.3 ml and “B” 1.0 ml; ferrous ammonium sulfate 0.02 g, sodium
thiosulfate 0.02 g. Sterilise in autoclave 115°C, 15 minutes in amounts
not higher than 200 ml. Just before using, add solution “C” asseptically
in amounts of 10 ml to 200 ml of the melted solid medium, maintained
at 48-50°0C.

Final medium — The semi-solid part is dispensed first (tubes about
12 x 120 mm) in 2.5 ml amounts and left to harden at room
temperature, in vertical position. The solid part is dispensed over the
hardened semi-solid one in amounts from 2.0 ml to 2.5 ml and left to
harden in slant position, affording a butt of 12 to 15 mm. The tubes of
medium should be subjected to a sterility test in the incubator.
overnight. Tubes showing spontaneous gas bubbles (air) should then
be discarded. The medium should be stored in the incubator (370C),
for not more than 2 to 4 days. Storage of the tubes in the ice-box
produces the absorption of air which is released as bubbles when the
tubes are incubated at 3709C after inoculation. This fact confirmed the
observation of ARCHAMBAULT & McCraDpY (10) who worked with liquid
media and the aplication of their observation was found to be essential
to the proper working conditions of this double-layer medium .

Inoculation — The inoculation is made by means of a long straight
needle, as is usually done on the triple sugar, but the needle should
penetrate only to about half of the height of the semi-solid column .

Indol deteclion — After inoculation, a strip of sterilized filter pa-
per previously moistened with Ehrlich’s reagent, is suspended above the
surface of the medium, being held between the cotton plug and the
tube.

Indications given — In addition to providing a mass of organisms
on the slant for serological invetigations, the medium gives the
following indications:

1. Acid from lactose and/or sucrose (red, or yellowsh with strains
which reduce the indicators).

2. Gas from lactose and/or sucrose (bubbles) .

3. H.S production, observed on the solid part (black).

4. Motility observed on the semi-solid part (turbidity) .

o. Urease production, observed on solid and semi-solid part:
(blue) .

6. Indol production, observed on the strip of filter paper (red or

purplish) . Indol production is not observed with indol positive
strains which rapidly acldify the surface of the slant, and the
use of oxalic acid has proved to give less sensitive reaction (11).



Costa & Vernin: Sobre u’a modificacdo do meio de Monteverde 113

— . — —_— —_—

Reading of results — In most cases overnight incubation is enough;
sometimes the reactions appear within only a few hours of incubation,
affording a definite orientation of the diagnosis. With some cultures it
1S necessary to observe the medium during 48 hours of incubation. A
description showing typical differential reactions follows:

Salmonella: Color of the medium unchanged, with blackening of
the solid part when H.S is positive. The slant tends to alkalinity

(greenish or bluish). Gas always absent. Indol negative. Motility
positive or negative.

Shigella: Color of the medium unchanged at the beginning of
incubation veriod, but acquiring a red color when the strain is late
lactose sucrose positive. Slant tending to alkalinity (greenish or

purplish) . Indol positive or negative. Motility, gas and H.S always
negative.

Proteus: Color of the medium generally changes entirely to blue
or sometimes to green (urease positive delayed), with blackening of
solid part when H.S is positive. Motility positive or negative. Indol
positive. Gas positive or negative. The strains which attack rapidly
sucrose may give a yellow-greenish color to the medium. Sometimes the

intense blue color of the medium renders difficult the reading of the
H.S production.

Escherichiae and Klebsiellae:  Color of the medium red or yellow

(acid) with great and rapid production of gas. Motility positive or
negative. Indol generally impossible to observe.

Paracoli: Those lactose of sucrose positive give the same reaction
as Escherichia. Those lactose or sucrose negatives give the same
reactions as Salmonellae. Sometimes indol positive and H.S negative.

Pseudomonas: Color of the medium unchanged. The slant tends

to alkalinity. It is impossible to observe motility because there is no
orowth in the bottom.

Alkaligenes: Color of the medium unchanged. The slant tends
to alkalinity.

The medium does not alter the antigenic properties of the strains
and with the mass of organisms on the slant we can make the serologic

diagnosis.

It is admitted that this medium is somewhat more laborious to
prepare than others used for similar purposes. Nevertheless it can give
informations generally obtained by two or three other media. Its use
represents much saving in time, labor and material, and we suggest it

for routine laboratory work in which a quick presumptive preliminary
grouping of enteric organisms is needed.
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