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quarters and school, residents’ houses, playground, laundry shops, etc. Interns 
are lodged in the hospital, which also has housing accommodations on the top 
of the fifth floor, intended for doctors from other States who have come for special 
training and also for foreign doctors studying at the hospital. Dr. Frederico 
Gómez is the Director of the hospital and MYr. José VilIagrBn Garcia, thearchitect. 

MÉTODO DE LABORATÓRIO NA PROFILAXIA 
DA PESTE 

Pelo Dr. ATHOS HENRIQUES 

a Do Laboratótio de Peste da DelegapTío Federal de Saúde da S” Região, Fortaleza, 
Ceard, Brasil 

Todo Servico contra a peste deverá ter um Iaboratório, devidamente 
aparelhado para elucida@0 de diagnóstico, preparo de vacinas e saros, e 
servir de orientacão da segão de prohlaxia contra um possivel surto 
epidêmico. A remessa diária do boletim esclarecerá, pela elevacão do 
fndice pulicidiano, com predominância da X. cheopis ou o isolamento da 
P. pe.sk% dos ratos capturados, gua1 a zona e distrito que deverão ser 
bloqueados com intensidade. 

Ratos.-Deveráo ser trazidos mortos mergulhados em soluoão de creolina a 
5% ou outra solu@o inseticida, distribuidos em latas por zonas. Os ratos captura- 
dos vivos deverão ser mortos por afogamenteo nas latas, no próprio local, evitando- 
se desta forma que tragam para o laboratorio ou disseminem pelo percurso, pulgas 
vivas possfvelmente pestosas, mesmo quando vêm nas gaiolas dentro de sacos 
de estopa, como 6 ainda usado em alguns Servioos. Como meio de verifica@0 dos 
que foram capturados vivos, poderemos empregar fichas metilicas com côres 
diferentes, gravados nelas a zona, distrito, setor e número, e amarradas nas patas 
dos roedores capturados mortos. Depois de despulizados, sáo remetidos à sala de 
necropsia. Com material cirúrgico aséptico abre-se o ventre e caixa tomcica, 
observa-se o aspeto das vfsceras e gânglios, retira-se um fragmento de ffgado, 
baco e ganglio de 30 ratos no máximo, esmagando-os num gral estéril, emulsiona-se 
com alguns centímetros cdbicos de caldo simples ou agua fisiológica e passa-se a 
máo do gral numa escarificapao feita num rato ou cobáia. Si formos usar rato 
para inoculacão deveremos antecipadamente submet&lo por 5 minutos a uma 
atmosfera impregnada de Jlit, afim de matarmos todos os pulicfdeos. 

Gaiolas.-As gaiolas em que estgo colocados os anima& inoculados sáo constitui- 
das por um quadrado com paredes de ferro zincado de 25x25 ou mesmo urna lat,a 
de gazolina ou querozene tendo um estrado no fundo que o isola das fézes e urinal. 
Numa das paredes laterais terá urna janela de vidro, afim de observarmos com 
facilidade o animal, ajustando-se perfeitamente o vidro à parede metalka, e 
obturando-se todo o oriffcio com massa. A tampa 6 coberta com tela milimétrica 
lubrificada com parafina líquida afim de impossibilitar a passagem de pequenos 
mosquitos ou pulgas. Pela mesma razgo as paredes laterais e superiores da gaiola 
sS;o lubrificadas com vaselina sólida. Os animais permanecern na gaiola at6 sua 
morte, ou 17” dia da inoculacáo. A alimenta@0 6 devidamente calculada e as 
folhas do capim sáo enfeixadas para que não fique grande depósito. 

Bacteriologia.-Após a morte do animal inoculado flita-se o interior da gaiola 
através da tampa telada transferindo-o para a bandeja onde ser4 autopsiado. 
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A gaiola sera lavada ou imersa em anosol a 10% ou outro qualquer bactericida. 
Com material cirúrgico aséptico abre-se o ventre e a caixa tor&cica observando-se 
o aspeto das vfsceras e ganglios. Fazem-se esfregaGos em Iâmina de ganglio, 
ffgado, bapo e exsudatos para colora&0 deGram. Após queimar-se urna superficie 
do corac;ão com um tubo de ensaio ou urna lâmina aquecida, retira-se um pouco do 
sangue das cavidades cardfacas, com pipeta Pasteur previamente flambada e 
sem&a-se em caldo simples e agar plasma ou simples. Nesses mesmos meios sáo 
semeados material de ffgado e baqo retirados com alca do interior desses 6rgãos 
após corte com tesoura. Depois de 24 horas, a 30’ C preferlvehnente, havendo 
crescimento doutros germens, isola-se, semeando em agar plasma, colhendo-se as 
col8nias suspeitas após 24 horas em estufa, repicando-se para caldo simples, 
agar plasma, caldo de ffgado, Agua peptonada dextrosada, manitada, lactosada, 
ramnosada e sucrosada com tubos para evidencia@0 de gas e indicador de Andrade. 
Nos casos humanos com todo cuidado de asepsia, deixando-se a tintura de iodo 
agir por 2 minutos, punciona-se o bubao, diluindo-se a serosidade purulenta dentro 
da seringa, com caldo simples ou agua fisiológica, semeando-se em caldo simples 
inoculando-se em cobaia peritonealmente, e por fim faz-se esfregaco em lkaina 
para colorapáo de Gram. Com o mesmo cuidado de asepsia usado na pum.$o do 
bubão procede-se a retirada de 10 a 20 CC de sangue da veia basílica, semeando-se 
em 150 CC de caldo simples. Após 24 horas de estufa a 30” C, si estiver em cultura 
pura, repica-se para os mesmos meios usados no caso dos ratos, relatados acima. 
A verificagão de bastonetes Gram-negativos, vacuolados, imóveis, sem produzir 
indol, dando a rea@0 nitrosa pelo ácido sulfanílico e alfanaftilamina em caldo 
de ffgado ou caldo simples, fermentando glicose e manita sem producão de g8s e 
So fermentando lactose ramnose e sucrose em 24 a 48 horas a 30” C, evidencia a 
presenpa de P. pealis. 

Diferenciacão.-A reagão nitrosa citada por G. Petragnani, não 6 exclusiva da 
P. pest2s e V. colerico como diz &sse autor. Apesar de todas as fontes de P. pestis 
experimentadas darem a reacáo nitrosa, não se verificando, entretanto com 
diversas fontes citadas por G. Girard, no laboratório do Instituto Pasteur de 
Tananarivo, outras bactdrias positivam também a reacáo nitrosa em caldo simples, 
caldo de ffgado e agua peptonada. Entre as bactérias que dáo a reagáo nitrosa 
nos 3 meios estáo 4 fontes de S. sonne2’, 1 de S. jlexneri-hiss e 1 de Alcaligenes 
feculis. Positivando a rea@0 nitrosa sòmente em agua peptonada ap6s 24 a 48 
horas em estufa a 37” C encontram-se tres fontes de X. shigue. A fermenta@0 da 
lactose pela P. pestis tem sido citada por alguns autores, podendo verificar-se 
apba 30 dias em estufa a 37” C, isso mesmo, sòmente com fontes repicadas durante 
muito tempo no referido meio. As P. pestis recentemente ieoladas dos roedores 
ou homens durante um surto epidkico, não fermentam a lactose. A P. pseudo- 
tuberculosis fermenta a ramnose e a P. avicida a sucrose em 48 horas de estufa a 
37” C, emquanto que, algumas amostras de P. pestis, embora raras, tio fermentam 
a ramnose e sucrose nesse mesmo tempo, podento-se verificar, entretanto, entre 
15 a 30 dias. As P. pseudotubercuZosQ e avieida até o presente experimentadas, 
não dáo a reapáo nitrosa. 

Pulicídeos.-Gs ratos chegados ao laboratório sáo despulizados por jato de 
&gua, colhendo-se com aloa as pulgas presas na gaze apbs filtragáo do liquido 
da lata e tanque. Como meio de clarifica@o poderemos usar o adotado na India 
Brit%nica que consiste em desidratar as pulgas em alcool aquecido levemente 
durante 5 minutos; deixa-se esfriar e substitue-se o alcool pelo 61eo de anilina 
aquecendo também levemente durante 5 minutos. Incluem-se em bálsamo. 
Póde-se também usar o fenol ou &cido Iactico com a técnica de m6todo da India 
Brit&nica. Desidrata-se por 5 minutos em alcool absoluto ao calor brando, 
depois deixa-se esfriar e substitue-se o alcool pelo fenol ouacido I&ctico aquecendo- 
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se tamb6m por 5 minutos. Inclue-se em balsamo do Canadá; e classifica-se. 
Estes métodos são indicados para classificacão imediata. 

Ratoeiras.-Procurando saber qual o melhor tipo de ratoeiras para captura de 
ratos vivos, verifiquei ser as que continham urna entrada em forma de funil, 
colocada na parte superior da gaiola em direcáo ao interior, ou numa das suas 
extremidades. As gaiolas com alcapáo, têm a desvantagem de tornar necessário o 
abaixamento duma portinhola sob o pêso do animal. Sendo o rato um animal 
muito astuto e desconfiado recuara ante o abaixamento da tampa, e sòmente a 
fome ou a tentapáo da isca o decidir& a entrar. As gaiolas com tampa armada, 
têm a desvantagem de s6 capturar 1 a 2 ratos e afugentar outros roedores com o 
barulho produzido pelo disparo da tampa. 

Meios de cultura.-Agua peptonada simples: Dissolve-se à quente 1% de 
peptona seca em agua de bita filtrada, junta-se 0.5% de cloreto de sódio. Ajustase 
o pH a 7.8 com hidróxido de sódio, precipita-se os fosfatos, autoclavando-se a 
118” C durante 10 minutos, filtra-se em papel, distribue-se 10 CC em cada tubo de 
ensãio e esteriliza-se a 112” C durante 15 minutos. 

Agua peptonada acucarada.-Adiciona-se à agua peptonada simples 1 a 0.5% de 
dextrose, manita lactose etc., e junta-se o indicador de Andrade na proporgáo 
de 2 a 3yo. Os tubinhos para coleta do gas produzido pelas bact6rias serh embor- 
cado dentro do tubo de ensaio que se encherá sob a pressáo de 112” C utilizada na 
esteriBza&o. 

Caldo simples: Adiciona-se à agua peptonada simples 1.5yo de extracto de 
carne ou prepara-se a infusáo fazendo-se ferver 500 gm de carne mofda em 1000 CC 
de agua de bita durante 2 horas. Filtra-se, eleva-se o volume a o pH a 7.8, pre- 
cipitam-se os fosfatos, filtra-se em papel, distribue-se e esteriliza-se como no caso 
da agua peptonada simples. 

CaEdo de figado.-Procede-se como no caldo simples substituindo-se a carne de 
vaca por fígado. 

Agar simples.-Adiciona-se ao caldo simples 2% de agar-agar. Distribue-se 
em tubos e placas. 

Agar plasma.-Adiciona-se plasma na proporcáo de 1.3 ao agar simples fundido 
a 56” C. 0 agar-agar empregado deve entrar na propor@o de 4 a 5ojo. 

Reagentes.-Para a pesquisa do indo1 usaremos o reagente de Bohme. Adi- 
ciona-se ao caldo simples após 24 ou 28 horas de estufa a 37” C, 1 CC de éter e agita- 
se vigorosamente, rolando o tubo entre as máos. Adiciona-se ao tubo de cultura 
1 CC do reagente de Bohme, fazendo-o escorrer pelas paredes. Si após um minuto 
uma côr rósea ou violacea não aparecer junta-se 1 CC duma solur$o aquosa saturada 
de persulfato de potassio. Conforme Happold e Hoyle (1934) pode-se substituir o 
éter pelo xi101 na extra@0 do indol. Para a reacáo nitrosa usamos o reagente de 
Griess Ilosva ou o mesmo preparado pela tecnica empregada no laboratório do 
p8rto de Napoles que 6 a seguinte: Solu&o A: Ácido sulfanflico numa solucáo a 
4yo de acido acético; Solucáo B: alfanaftilamina, 0.20 gm, levando-se à ebuli@o 
com 40 CC de agua distilada, que se eleva para 300 CC com uma solucáo de 4yo de 
acido acético. A reacáo sera positiva pelo aparecimento dentro de poucos minutos 
duma coloracáo rósea ou purpúrea. 

Transporte de material suspeito.-Para transporte de material suspeito de 
peste, poderemos usar a parafina sólida com ponto de fusáo de 42 a 44” C. Lique- 
faz-se a parafina e logo que comega a se solidificar na superficie da lata imerge-se o 
fragmento de material suspeito. Outro método de grande eficiência 6 o de trans- 
portar material suspeito dentro dum tubo de ensaio arrolhado e parafinado, 
colocado no interior duma garrafa térmica cheia de gelo quebrado em pequenos 
pedacos. Al8m de conservar o material por varios dias numa temperatura de 
0” C, impede a prolifera@0 de outros germens, continuando, entretanto, o cresci- 
mento da P. pestis, embora lentamente, conforme Tumansky (1935). Para 
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conservagáo de pulgas usaremo so meio de Broquet (carbonato de calcio 2 gm; 
glicerina 20 CC, e agua distilada 80 CC) das quais poderemos ainda isolar a P. pestis 
após 6 dias (Devignat, 1938). 

Sumário.-Relata o autor métodos para despulizaqão, autopsia e ino- 
culaqão de animais suspeitos de peste e o transporte à grande distância 
de fragmentos de órgãos para isolamento da P. pestis. Descreve um 
tipo de gaiola para animais inoculados; ratoeiras para capturas de 
roedores vivos; reagentes e meios de cultura empregados para diagnós- 
tico e métodos para clarificaqão de sifonápteros. Faz o A. a diferen- 
cia@o das P. pestis, pseudotuberculosis e avicida do seguinte modo; 
A P. pseudotuberculosis é móvel, fermenta a ramnose em 48 horas a 
37” C e não é patogênica para ratos brancos; a P. uvicida fermenta a 
sucrose em 48 horas a 37” C e produz indol; a P. pestis nao fermenta a 
ramnose e sucrose em 48 horas, nao 6 móvel, é patogênica para ratos 
brancos, nao produz indo1 e dá a rea@0 nitrosa. Até o presente, 
todas as fontes de P. pseudotuberculosis e avicida, nao deram a reaqão 
nitrosa em caldo de fígado ou caldo simples, pelo &cido sulfanflico e 
alfanaftilamina. 
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PLAGUE LABORATORY PROCEDURE 

Summary.-The author describes the work of a plague laboratory, which 
should be equipped for diagnosis, preparation of vaccincs and sera, and to serve 
as the orientation center for prevention of a possible outbreak. Points discussed 
include precautions against release or transport of live infected fleas when send- 
ing in rats for examination (use of insecticides and metal shipping cana) ; identifi- 
cation of place where rata were found (different colored metal tags are suggested) ; 
autopsy and inoculation procedures; bacteriological examination including 
differentiation (P. pseudotuberculosis is motile, ferments rhamnose in 48 hours at 
37” C and is not pathogenic for white rats; P. avicida ferments sucrose in 48 hours 
at 37” C and produces indole; P. pestis does not ferment rhamnose and sucrose 
in 48 hours, is not motile, is pathogenic for white rats, does not produce indole, 
and gives a nitrose reaction) ; examination and classification of fleas ; best type of 
traps (those with funnel type of entrance on top of cage) ; culture media; reagents; 
and transportation of suspected material (paraffin). 


