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por

Octavio de Magalhaes e Adyr Rocha

Entre os modernos métodos de diagnéstico das doencas désse
grupo, estao a reacdo que poderiamos chamar de fixacido do com-
plemento, s0 modernamente mais divulgada e a ja antiga e classica
reacao de Weil-Felix que, durante tantos anos, resolveu o problema
no mundo.

Na Monografia que um de nés estd imprimindo para o Instituto
Oswaldo Cruz, tratamos largamente do assunto e vimos agora trazer
O que a nossa mais extensa experiéncia pessoal conseguiu sobre o
problema. A Monografia termina com os trabalhos de 1944 e, de
entao para ca, muita coisa interessante e nova conseguimos, que
convéem desde ja assinalar.

Na sessao de outubro de 1948, da Sociedade de Biologia de Minas
Gerals, fizemos uma comunica¢ao, sob o titulo “As reacoes humorais
para o diagnostico do tifo exantematico neotrépico no Brasil”, onde
estudamos comparativamente a reacdo de Weil-Felix, realisada em
171 (setecentos e setenta e uma) provas, em homens e animais,
com os Proteus 0.X.19, H.X.19, 0.X.2, H.X.2, O.X.L.., H.X.L..
O.X.K., HX.K. e o Proteus vulgaris e a reacdo de fixacdo de
complemento, que comecaramos a aplicar desde 1942.

A teécnica para preparo do antigenos de Weil-Felix é bastante
conhecida, assinalando nods apenas hoje que as emulsbes eram re-
centes, vivas, obtidas em Agar-agar imido ou séco, de 24 a 48 horas
na estufa, a 37 graus.

As reacoes de Weil-Felix eram lidas 2 horas provisoriamente e
18 horas definitivamente, depois de uma estadia a 37 ou 55 graus
de temperatura, em “banho-Maria”.

* Comunicac¢ao a Sociedade de Biologia de Minas Gerais, em 11 de Ou-
tubro de 1948.

Trabalho do Instituto Oswaldo Cruz, Divisio do Estudo de Endemias., La-
boratorio de Fisiologia da Faculdade de Medicina da UMG.
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Fizemos propositadamente, intencionalmente, a reagao de Weil-
Felix com as nove racas de Proteus, para demonstrar justamente o
que hoje é nossa convic¢cdo: a doenca exantematica no Brasil € uma
forma mista do grupo tifo exantematico e as racas V.B., V.A.1l e
V.A.2 do virus tém, pois, resposta imunologica, como se fossem cons-
tituidas por um poliedro molecular, produzindo anticorpos, nao raro
em alta escala, como se pertencessem ao mesmo tempo a febre exan-
tematica das Montanhas Rochosas, ao Tifo histérico e murino ou ao
grupo do Tsutsugamushi.

No tifo exantemaéatico neotrépico em Minas Gerais, encontramos
aglutininas para os Proteus X.19, X.2 e XK.. As vezes SO com
éstes tiltimos, obtivemos reacoes positivas em animais inoculados, ate,
nio raro, a diluicao de 1/640. De outra feita, em homens com a
doenca tipica, conseguimos 1/1280 e titulo idéntico para X.K. e X.2
e mais baixo para X.19 ou nulo neste ultimo e positivo em X.K.
A regra, mesmo nos animais inoculados com a raca V.B. do virus
brasileiro, é dar acentuadamente ou s6 reac¢Oes positivas com o anti-
geno X.K. ou entdo negativas para todos. Com a experiéncia de 771
reacoes, podemos falar hoje com alguma seguranca: casos houve de
doenca classica, grave, mortal, onde s6 houve aglutinagcao em titulo
alto com um antigeno H.

Tivemos para o O.X.19 e O.X.L., reacoes positivas até 1/20.480
(raro) e 1/5.120 e 1/1.280 com registros comuns. Para o O.X.2, obti-
vemos reacdes positivas até 1/10.320 (raro) e 1/5.120 e 1/1.280,
relativamente comuns. |

Apuramos para o O0.X.K., reacoes positivas até 1/1280, (raro)
e 1/640 e 1/320, relativamente comuns. Isso demonstra claramente que
os soros humanos, na doenca brasileira, pertencem a um grupo misto,
na familia do tifo exantematico. Se tivéssemos experimentado apenas
uma. ou 2 racas de Proteus, ndo teriamos chegado a essa conclusao,
que julgamos diferencial e definitiva. O virus do tifo exantematico
neotrépico no Brasil tem propriedades antigénicas mistas. E’ Inte-
ressante assinalar que, ndo raro, as aglutininas existem exclusivamente
em titulo alto, para um sé e unico tipo de antigeno: X.19, X.2 ou
X.K., com exclusio completa dos demais.

O que interessa, porém, firmar e que, na nossa opiniao tem
muito mais valor, é aquilo que chamariamos ‘“aglutinacao de grupo”,
onde todas as 8 ou 9 racas de antigenos tém resposta em anticorpos
aglutinantes, com o mesmo titulo ou em titulos desiguais, predomi-
nando um ou outro tipo antigénico, na altura das diluigoes.

Haviamos assinalado que, nem mesmo a essas reacoes de co-
aglutinacbes, o Proteus vulgaris escapa. Cuidamos, a principio, ter
havido engano na separacdo da amostra empregada, mas apuramos,
com o tempo, que ndo havia sido érro, o que mais tarde verificamos,
confirmado por experiéncias fora do Brasil. |

Fm um dos nossos ultimos trabalhos nas Memodrias do Instituto
Oswaldo Cruz, publicAmos graficos, onde facil € perceber, no con-
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junto, alguns dos fenémenos que aqui assinalamos, principalmente
estas reacoes de grupo, que consideramos as mais seguramente indi-
cativas da presenca do virus num organismo qualquer. A prova de
Weil-Felix é, ao nosso ver, uma reacao que expressa acao presente ao
ataque subitdneo de virus. No fundo, ela nio € uma reacao de imu-
nidade, no sentido exato desta palavra. O individuo pode estar imune
e ter uma reacao baixa, principalmente se houver decorrido algum
tempo do ataque infetuoso primitivo. Pode estar, por outro lado,
fortemente infectado e ter um Weil-Felix baixo ou inexpressivo. De
regra, nos focos da doenca, quando encontramos individuos com
Weil-Felix em diluicao mais alta, sao de pessoas imunizadas por ata-
ques anteriores, ligeiros, formas benignas ou inaparentes, mas sujel-
tas as inoculacoes constantes e repetidas do virus, pelos hematofagos
transmissores locais. Estas inoculacoes alteiam os titulos da reacao
e os mantém assim, enquanto vivem as pessoas nos focos da doenca.
A saida dos pacientes para fora das areas infestadas faz, dentro de
pouco tempo, cair os titulos das diluicoes do Weil-Felix, podendo
mesmo chegar a zero, para todas as nove racas de Proteus.

Nas formas graves, comuns, da doenca, os titulos das reacoes
se tornam dignos de apréco, do 5.° dia em diante, sendo que do 11.°
ao 40.° dia de evolucao morbida, os exames oscilam entre 95,23 a
100% de resultados positivos. Do 65.° dia em diante, os resultados
negativos podem chegar a 51% dos casos.

Nao é a reacdo, como vemos, um elemento de diagnoéstico pre-
coce, pois nos 5 primeiros dias da doenca, a percentagem de resul-
tados negativos pode atingir a 65,61% . Durante a doencaj porém,
é prova valiosa para firmar um diagnoéstico, mesmo quando a cli-
nica, decorridos os 5 primeiros dias, ainda hesita, mormente nas for-
mas frustas, benignas ou de sintomatologia confusa e discreta.
Tivemos casos graves, classicos, em os quais o Weil-Felix fol negativo.
Devemos assinalar, todavia, quase sempre era de sangue colhido nos
primeiros dias da doenca. E’ bem de ver que sO nos referimos, nessas
consideracoes, aos doentes dos quais, além da sintomatologia clinica,
nos foi possivel insular as racas V.B., V.A.1 ou V.A.2 do virus bra-
sileiro. Casos, portanto, de indiscutivel positividade. E’ claro que nao
ha, em biologia, reacoes 100% boas, salvo quando estao erradas.

A reacdo de Weil-Felix, portanto, nao serve no homem para o
diagnostico precoce da doenca, nem para verificacao da doencga pas-
sada em época remota, nos individuos afastados das possibilidades
de reinoculacoes constantes do virus.

No estudo dos focos que parecem extintos, a reacao .6 utilissima,
porque mostra os que tiveram, pouco tempo antes, formas benignas
ou inaparentes e que, uma vez curados, continuam a receber o virus
dos hematdfagos locais infestados.

Foi pela reacdo de Weil-Felix e também mais tarde pela Inocula-
cdo em animais sensiveis, que mostramos, nos focos da doenga em
Minas Gerais, j4 ha bastante tempo, a presen¢a de formas benignas,
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formas inaparentes, ao lado das formas graves e fulminantes. E’
sabido que antes de nods, s6 havia referéncia, em pesquisa dessa na-
tureza, as formas graves da doenca, as unicas que chegavam em
condicoes normais, as maos dos pesquisadores. As demais formas pas-
savam a estatistica, com outra designacao e o tifo exantematico neo-
tréopico no Brasil, tinha, como a Febre das Montanhas Rochosas, o
aspecto de uma doenca de terrivel percentagem global de mortes.
Esta nocao ep1dem1olog1ca esta hoje inteiramente reformada. Casos
ha, em os qualis comparatlvamente com a Reagao de fixacao do com-
plemento o Weil-Felix é muito mais expressivo e alto nas d11u190es

positivas (casos 7 e 9).

Nos cobaios, ele € muito pouco expressivo ou pode mesmo nao
ter expressao alguma Em outros animais sensiveis, ele pode apre-
sentar-se como reaciao de grupo, de elevacio regular no titulo da
diluicdo, durante a fase presente da evolucao morbida, nao chegando
nunca, porém, aos titulos apurados no homem.

Em agosto de 1942, iniciamos a pesquisa do diagnostico, com
reacdo de fixacdo do complemento. O preparo do antigeno, pela técnica
de Casals e Palacius, nio nos forneceu, na pratica, resultados apre-
ciaveis e foi por isso que abandonamos o preparo désse antigeno,
reiniciando em 1944 as pesquisas com tantigenos preparados de outra
maneira. Para evitar duvidas, naquela época enviamos 5 sOros de
casos positivos pelo Weil-Felix e pela inoculacdo em cobalos, da doen-
ca em Minas Gerais, para a Sra. IpA BENGSTON, do Laboratério de
Saude Publica dos EE UU. Désses 5 sOros, um perdeu-se no correio,
2 foram negativos para os antigenos do tifo murino, historico ou do
erupo das Montanhas Rochosas e 2 foram positivos exclusivamente
para ésse ultimo grupo de doenca.

Em 1948 e 1949, retomamos os trabalhos da reacao de fixacao
de complemento, de acérdo com a técnica padrao, aconselhada por
Ina BENGTSON que, a nosso pedido, mandou publicar na Revista da
Oficina Sanitaria Panamericana, afim de uniformizar, nesta ques-
tdo o trabalho dos pesquisadores, na Ameérica.



N.o Doente Localidade Forma clinica Data Weil-Felix R. F. Complemento Widal |[Hemoc| Cobaias | Rhasus Observacgao
1 | M.T. Machado Comum do tifo ex. | 2- 6-48 OX1Y | V. murino— 1/80 Th — Nio for | Nao fo —
(Minas Gerals) neo. 19.0dia de con- 1/2560 OXL V. histor. — 1/80 Te feito feito
valencéncia. 5 casos HX19 | F.eeM.R. — 1/50.000 A 30
na mesma Ccasa. B
1/1280 — HXL C
2 | J.N.M. Machado Comum do tifo ex. | 2- 6-48 | 1/2560 — OX19 | V. murino \1 1160 Th | — | Naio foi | Nio foi —
(Minas Gerats) neo. 10.° dia de con- V. histor, f To feito feito
valescéncia. 1/1280 {HXIQ A 50
OXL F.e. M.R. — 1/50.000 g
3 | F.C. Santa Barbara Forma grave comum. | 4- 6-48 | O (zero) para todos | V. murino 11 1335 Th — + 4 | Niofoi| Morte
(Minas Gerais) 6.0 dia. os Proteus. V. histor. f To feito
A 30
F.e.M.R.—1/5120 B
B
4 | J.E.S. Belo Horizonte Forma grave comum. | 12- 8-48 0X19 | V. murino ll 120 (4+=+) Th Ester | + 4+ | 4+ + | Morte
(Minas Gerais) 6.2 para o 7.° dia. 1/160 HX19 | V. histér. f To\O
OXL A
F.e. M.R.—1 — 640 (+) C
1/80 OXK
HXL B 1/20
5| R.L.P. Belo Horizonte Lidou com J.E.S. 14- 8-48 | 1/80 { HX19 | T. murino Th Nio | Nio + <4 | Comunicante
(Minas Gerais) OXL V. histor. }0 To reagiu
- F.e. M.R. A ;0
19 B
6 { M.B. Santa Barbara Forma grave encefa- | 16— 8-48 0X19 | V. murino— 0 Th — | Nio Nio Alta curado
(Minas Gerais) lica? 1/80 HX19 | V. histor. To
0X2 F.eeM.R.—1/40 (4) A 20
OXK B
OXL ©
1/160 { OXE
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No | Doente Localidade Forma clinica Data Weil-Felix R. F. Complemento Widal |Hemoc| Cobaias | Rhesus Observagao
7| D.W. Rio Grande do Sul | Tifo murino. 3- 9-48 | ;39 600’ 0X19 | V. murino f1/1180 — — — —
*) (19-7-48) (Pesquisa | '°° - \ HX19 | V. histér. \ (4+++)
: em Belo-
Horizon- | 1/79.200 —OXL | F.e. M.R.— 1/80 (+4)
1/ 7.200— HXL
§ | L.C. Rio Grande do Sul | Tifo murino. Em | 3- 9-48 0X19 | V. murino {1 11780 — — Niao —
(*) Fev. 1947. (Pesquisa | 1/640 HX19 | V. bhistér.
\ em Belo- OXL
Hor1zon- HXL FeM.R.— 1/160 (4+++)
te).
1/160 — HXL
1/ 80 — OXK
9 | O.C. Rio Grande do Sul | Tifo murino. Abril — 1/39 600‘ OXL V. murino {1;'1560 1/80 0 Nao —
(*) de 19486. OO OX19 | V. histor. | (+++) E. tiph.
HX19 | F.e.M.R.— 1/3560 (4)
(+-+)
1/7.200 0X?2
HXL
10 | B.M. Monlevade T.e.neotr. 10— 9-48 | 1/40 —OXK V. murino f 1/640 (+) Th — + 4+ - Morte
(Minas Gerais) Forma grave comum. 1/80 — HXK | V. histor. " To
(somente) A >0
F.e. M.R.— 1/1780 (4) B
C
11 | M. B. Belo Horizonte Meningite cérebro- | 14— 9-48 | 1/80 — HXK | V. murno {1 1640 — — — Alta
(Minas Gerais) espinhal epidémica (+) V. histor.
FeM.R.—1/7120
12 | AAM.B. Betim. Febre tiforde 15— 9-48 0 V. murino f 1/640 1/160 — — Alta
(Minas Gerais) V. histor. \ E. tiphi.
F.e. M.R.— 1/1780
13 | JC.F. Santa Quitéria Forma grave comum. | 26— 9-48 | 1/80 — HX19 | V. murino f 1/640 Th — + + — Morte
(Minas Gerais) T.e.Neotr. V. histor. \ To
0X19 A >0
1/20 0X2 F.e M.R.— 1/1780 B
HX2/ C
HXL

N4 OPIPMSO OINJIISU] OD SDILOWD 9CT

0G6T ‘S¥



(Minas Gerais)

vacing de Butanta.

OXL
1/40 0X19

1/80

V. murino
V. histor. } 1/40 (+)

F.e.M'R.— 1/3560 (+)

N.o Doente Localidade Forma clinica Data Woeil-Felix R.F. Complemento Widal |Hemoc| Cobaias | Rhesus Observagao
14 | M.J.F. Congonhas Forma grave comum. | 29— 9-48 0X19 | V. murino 1/640 - Morte
Minas Gerais T.e.neotr. 1/180 0X2 V. histor. §
! HXK
P.V. F.e M.R.—1/7140
HX19
v { ki
15 | Macaco Laboratério Fisiolo- | Forma experimental | 29- 9-48 . 0X19 | V. murino 1/640 — Alta
rhesus gico, Faculdade de | grave comum. 1/80 HX19 | V. histor. { ™
(n.o 1) Medicina de Belo OXL
Horizonte. OXK | F.eeM.R.—1/710
(HA muito tempo).
1/160 { 0XK
16 | Macaca Laboratorio Fisiolo- | Forma clinica comum | 15- 5-49 | 190 j OX19 | V. murino} , — Continua bem.
rhesus gico Faculdade de | exp. no Rhesus. \ HX2 V. histor.
(n.e 1) Medicina de Belo | Grave.
(repeticao) Horizonte. 1/40 — HXK F.e.M.R.— 1/56969 (4+++)
17 | Cobalo Nio reagiu térmica- | Experimental inapa- | 29— 9-48 1/80 f OX19 | V. murino 1/640 — —
n.e 33. mente. Inoculado ¢/ | rente. \ 0X2 V. histor.
sangue do doente
de Monlevade. 0)}((L F.e.M.R.— 1/7140
HXL
HXK
18 | O.F. Santa Barbara Vacinado c¢/vacina | 23-10-48 1/40 OXK | V. murino 1/80 — Mora no local
(Minas Gerais) do Inst. Butanta. P.V. V. histor. infestado.
F.e. M.R.— 1/3560
19 | O.A. Santy Barbara Vacinado c¢/vacina | 23-10-48 "0X19 | V. murino 1/320 (+) — Mora no local
(Minas Gerats) do Inst. Butanta. 1/80 {HXK V. histor. “ infestado.
OXK
F.e M.R.— 1/3560 (+)
20 | R.R. Santa Barbara Vacinado no 1.2 ano | 23-10-48 —— Mora no local

infestado.
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N.o Doente Localidade Forma clinica Data Woeil-Felix R. F. Complemento Widal |Hemoc| Cobaias | Rhesus Observagao
21 | Cio Santa Barbara Sadio 23-10-48 | 1/80 — HXI19 V. murino} 1320 (+) — — 0 — Com carrapato no local
(Minas Gerais) - 1/20 — OXL V. histoér. dos demais
1/160 — HXK F.e.M.R— 1/3560 (4+)
22 | A.8.N. Santa Barbara Sadio. 23-10-48 | 1/160 — HXK | F.e.M.R.—1/3560 (4) — — — — Mora no local infes-
(Minas Gerals) Mesma casa onde co- 1/80 OXK tado
mecou o 1.0 caso ‘ P.V
fatal.
23 | M.J.R. Santa Barbara Sadio 23-10-48 | 180 OXK | V. murino] , 1640 — — — — Mora no local infes-
| (Minas Gerais) HXK | V. histor. § tado
F.e M.R.—1/3560 (4+4)
24 | Cao Santa Barbara Sadio 23-10-48 0 V. murino 1/640 (+) -— —_— — — —
Sultdo (Minas Gerais) V. histor.
F.e M.R.— 1/7000 (4++4)
25 | AA. Santa Barbara Sadia. 23-1048 0X19 | V. murino) 11390 — — — — Mora no local infes-
(Minas Gerais) Mie da doente M.R. Jg)l((ig V. histér. f tado
1/80 HXL FeM.R. — 1/3560
OXK
HXXK
P.V.
26 | M.B. Santa Barbara Forma meningo-en- | 26-10—48 0X19 | V. murino) 1/640 Th — — — Alta. Ficha de A. A.
(Minas Gerais) cefalica. Doente ha 1/80 HX19 | V. histor. § ~ To
mais ou menos 2 HXK A 10
meses. OXL F.e M.R.— 1/512.000 B
- C
27 | J.A.B.F. Belo Horizonte 17.0 dia da doen¢ca | 27-10-48 HXL | V. murino 1/400 o — | — 0 Morte
comum 1/80 0X19 | V. histor.
HX19
F.e M.R.— 1/3560 (+)
OXL
1/160 HXL
OXK
HXK
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N.o Doente Localidade Forma clinica Data Weil-Felix R.F. Complemento Widal |[Hemoc| Cobaias | Rhesus Observagao
28 | A'T.A. Conselheiro Lafalete | Forma grave comurn | 15-10-48 OX19 | V. murino 0 — + + — Morte
HX19 | V. histor. § /100
HXL
HXK | F.e M.R.—1/3560
(reacdio duvidosa)
29 | G.F. Engenho Nogueira | Meningite pneumo- | 2-11-48 0 V. n?urino} 0 0 — Alta
(Belo Horizonte) COCCICa. V. histor.
F.e.M.R.—0
30 | W.C.A. Ouro Preto Forma benigna. Raca | 6- 5-49 OX19 | V. rqurino} 1/28 480 0 0 — Alta
(Minas Gerais) de virus VAL, T. 1/320 HX19 | V. histor. '
ex. neo. OXL
15.c dia da doenca. HXL F.e. M.R.— 1/56.960
31 | A.L.C. Ouro Preto Forma henigna. Raga | 9- 5-49 | 1/320 — HX19 | V. murin} 117370 0 0 —_ Alta
(Minas Gerais) de wvirus VAL. T. V. histor. J
ex. neo. 0X19
7.0/8.0dia da doenca. 1/160 OXL F.e M.R.— 1/56.960 (4++)
HXL
32 | S.V.J. Horto Florestal Forma grave comum | 9-8 -44 1/80 f HX19 | V. murino Th 0 o4 — Morte . -
(++) (Belo Horzonte) clissica. \ OXL V. histor. 20 To Lesdes tipicas
8.0 dia da doenca. F.e. M.R. A 20
0X2 B
OXK C
1/40 HXK
0X19
33 | M.D. Floresta Forma grave comum | 19- 9-44 1/%0 § 0X19 | V. murino Th 0 4+ + | — Morte. o
(++) (Belo Horizonte) classica. ! \ HX19 | V. histor. (0 To Lesdes tipicas.
9.0 dia. F.e. M.R. A 30
1/40 j HXL B
\ HXK C
34 | EM.C. Acabamundo Forma eclassica co- | 7- 5-43 0X19 | V. murino \0 Th | + + — Morte. o
(++) (Belo Hornzonte) murm. 1/160 OXK V. histor. f To Les@as tipicas.
10.° dia. HXL A 50
F.e M.R.—1/512 B
HX19 C
1/80 OXL
‘HXK
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No | Doente | Localidade Forma clinica Data Waeil-Felix R. F. Complemento Widal |Hemoc| Cobaias | Rhesus Observagao
35 | M.B.B. Venda Nova Forma grave classica | 20- 6-43 | 1/1280 — OX19 | V. murino Th Morte. Lesdes tipicas.
(+-+) (Belo Horizonte) comum 1/5120 — HX2 V. histor. To
11.0 dia. 1/80 —0X2 A 0
F.e.M.R.— 1/4096 B I
1/640 { D C
{9
1/320 — HXK
36 | Cobaio n.c | Belo Horizonte. Doene¢a experimental. 8-48 V. murino 0 - — Virus insulado do rato
12 Av. Af. Pena V. B. de passagem. V. histor. (Mus ratus)
FeMR. —1/3760
37 | P.E.M, Ouro Preto Sadio 18- 7-49 0 0 ~ EI:iI;uda.nte farmacia. ;
ora na casa onde
adoeceram W. Queiroz
e Senhora Reacdes 30
e 31. Ia todos os dias
4 pensioe }a havia re-
sidido la.
328 | V.L. Ouro Preto Sadia 18- 7-49 0X19 0 —
1/40 l g%((IIJQ
30 | W.Q. I Ouro Preto Doente ha 2 meses | 18- 7-49 * 1/160 — HX19 0 — Vide exame 30.
Imals ou Ienos.
Convalescente T. e. 0X19
neotr. 1/80 g;%ﬁ
OXK
[ HXL
1/40 1*IXK
P. V.
40 | M.S.F. Belo Horizonte Sadio 18- 7-49 | 1/40 —OXL % histar. ] — Egn 1941 portat(ior virug,
. murino ; 1/20 r. no sangue (ex. 532
1/80 f HXK | F.e. M.R. J com W. F. 1/160 —
\ OXK OX19 e 1/80 em grupo.
Mora hoje em zona
HX19 diferente da cilade.
1/160 P. V. Era irméa de M. Fontes
HX2 que morreu da doenca.
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N.c Doente Localidade Forma clinica Data Weil-Felix R. F. Complemento Widal |Hemoc| Cobaias | Rhesus Observagao
41 | M.C.F. Belo Horizonte Sadia 18- 7-49 | 1/80 — HX19 | T. histor. — ~— — v Em 1941 portadorvirus
T. murino 0 br. no sangue(ex. 532)
0X19 | F.e.M.R. com W. F. /160 —
1/40 OXL OX19e 1’80 em grupo.
HXK Mora hoje em zona
diferente da cidade.
Era irmi de M. Fontes
que morreu da doenca
. : T. murino\ 0 — — - — Irmio de J. Camilo”
42 JC Santa. Barbara Sa.dlo 18- 7-49 0 T hiSt()l".} Este perdeu 9 fln'iOS
com T. e. neot.
F.e. M.R.— 1/80
43 | E.S.J. Santa Barbara Sadia 18- 7-49 0 T. histor. \ 0 — o o o Mﬁ’;}éer df)i: 2J ‘ g:rx;lzlg.
T. murinof pazes
mortos com a doenca.
L Lidou sempre com os
F.e. M.R.— 1/2560 doentes.
4 | NL Ouro Pret Sadi 18- 7-49 0 0 . . . — Moradora na pensio
it élmt reto adlo onde adoeceu W. Quei-
(Centro) roz e Senhora Dom3as
tica.
45 | Z.L. Belo Horizonte. Sadio 18- 7-49 | 1/40 OXK 0 — — — —
(Santa Casa) HXK
46 |J.A.B. Santa Barbara Convalescenca 18 -7-49 | 1/80 0X19 0 — — — —
(16) OXL
1/40 — HXL
47 | A.S. Ouro Preto Sadio 18- 7-49 | 1/640 — OX19 | T. histor. \ 1/640 — — — — Dono pensio em Ouro
(Centro) T. murino Preto onde apareceram

FeM.R.—0

08 2 casos da doenca.
37.0 axilar. Vail ao
Campo; raras veézes
apanha carrapatos.
Na pensao, havia ratos.
Em 1943, um de nés
insulara amostra (a 1.2)
de virus murino de
ratos em Belo Hon-
zonte.
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N.o Doente Localidade Forma clinica Data Woeil-Felix R.F. Complemento Widal |Hemoe| Cobalas | Rhesus Observacgao
48 | J.E.S. Ouro Preto Sadio 18- 7-49 0 T. histor, — — — — Pequeno negociante.
(Antonio Dias) T. murino 20 Vai a0 campo atras de
F.e. M.R. animais. Temp. axi-
lar 36,5. Apanha car-
rapatos.
| .
49 | A.P.A. Ouro Preto Sadio 18- 7-49 0 T. histor. — — — — Morador nos fundos da
(Lages) T. murino }0 casa de W. Q. Comer-
FeMR. )0 ctante ambulante.
Apanha carrapatos.
50 | J.P.L. Ouro Pretoﬁ Sadio 18- 7-49 0 0 — — — — Doméstica. Apanha
(Cntro) carrapatos.
51 | L.F.8. Ouro Preto Sadio 18- 7-49 | 80 § 0X19 0 — —~ — —
(Rio das Lages) \ HX19
52 | A.S. Ouro Preto Sadio 18- 7-49 1/40 0X19 0 — — — — Morador na pensido de
HX19 W. Q.
53 | C.P. Santa Barbara Aparentemente sadio. | 18— 7-49 1/320 HX19 | T. histdr. | _— — — — Morava na casa onde
HX2 T. murinof adoeceram e morreram
| 2 paclentes.
F.e M.R.— 1/160
54 | J.C. Santa Barbara Sadio 18- 7-49 | {999 HX19 | T. histér. \ — — — — | Perdeu 2 filhos com a
' HX2 | T. murinof doenga.
1/80 —OX19 | F.e.M.R.— 1/40
55 | J. Santa Barbara Sadio 18- 7-49 OXK | T. hist(')r.} 0 — — — — Filha de J. Camilo.
1/160 OX19 | T. murino Morava na casa onde
HX19 adoeceram e morreram
HXI. F.eM.R.— 1/40 2 rapazes.
1/320 — HX2
OXL
1/40 { OxXE
56 | Céo Santa Barbara Sadio. 18- 7-49 | 1/320 — HX19 | T. histor. \ 0 _ — — — —
Perigoso. Aparentemente. T. murinof
1160 { HEL
OXK | F.e.M.R.— 1/160

41!
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N.c| Doente Localidade Forma clinica Data Weil-Felix R. F. Complemento Widal |Hemoct| Cobaias | Rhesus Observagao
57 | Cadela Santa Barbara Sadho. 18- 749 | 1/7160 — HX19 | T. histor. \ 0 — — — — —
Balisa. Aparentemente. 1/320 — HX2 T. murino f
1/80 —OXK
F.e.M.R.— 1/160
58 | Cao — Sadio. 2-8-49 | 1/80 —HXK | T. histér. \ 0 — — — — —
J. Aparentemente. 1/160 — OXK | T. murinof
F.e. M.R.— 1/160
59 | CJ.S. Santa Barbara Sadio. 2-8-49 1/320 { HX19 | T. histér. \ 0 - — — e Teve a doenca ha tem-
Aparentemente. HX2 | T. murino f POos.
F.e M.R.— 1/320 (++-+)
60 | C.B. Santa Barbara Sadio. 2-8-49 11320 HX19 | T. histor. \ 0 —_ — — —_ Teve a doen¢a ha tem-
Aparentemente. HX2 T. murino f pos.
1/80 § HXL. | F.e. M.R.— 1/320 (+++)
\ HXK
1/160 OXK
\ P. V.
61 | MJ.F. Santa Barbara Sadio. 2-849 | . 1320 f HX19 | T, histér. } 0 — — — — Mora na casa de A. Li-
Aparentemente. \ HX2 T. murino berato.
F.e.M.R.~ 1/160
62 | Céo Santa Barbara Sadio. 2-8-49 | 1/80 — HX19 | T. histor. \ 0 — — — — Vivia no local infestado.
Ledo. Aparentemente. T. murino f
160 § HXL
\ HXK | F.e.M.R.—1/160
63 | M.H. Santa Barbara Sadio. 2-8-49 | 1/320 — HX19 | T. histér. — — — — Irma& de A. Liberato.
Aparentemente. 1/160 — HX2 T. murino ; 0
F.e.M.R.
64 | J.A.B. Santa Barbara Sadio. 2-8-49 0 T. histér. \ 0 — — — ~— Convalescente da
Aparentemente. T. murino § doenca ?

F.e. M.R.— 1/80
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N.o Doente Localidade Forma clinica Data Woeil-Felix R. F. Complemento Widal |Hemoc| Cobaias | Rhesus Observagao
65 | Cio Monlevade Sadio 2-11-48 | 1/60 — HX2 T. histor. }1 64 — — — — Da casa de C. Lemos.
1/40 — HXK | T. murino Morreu com a doenca.
F.e.M.R.— 1/128
66 | S.A.B. Monlevade Sadio 2-11-48 1120 HX2 T. histor. \1 64 — — — — Mulher de A. G. Brito.
OXK T. murino ™ Morto pela doenca no
local onde se apuraram
1/40 — HXK | FeMR.—1/64 casos da doenca. En-
viado pelo Dr. Mario
Pires. Hawvia, na casa,
muitos perceve)os
67 | J.B. Monlevade Sadio 2-11-48 1/40 HX?2 T. histor. \1 164 - — — — Mie de C. Lemos, mor-
-HXK | T. murino f to pela doenca.
F.e M.R.— 1/128
68 | J.V. Monlevade Sadio 2-11-49 | 1/20 — 0X19 | T. histor. \1 64 — — — — Avb de C. Lemos.
140 — HXX | T. murino f
FeM.R.— 1/64
69 | C.A. Monlevade Sadio 2-11-48 | 1/80 — 0OX19 | T. histor. \1 64 — — — — Local infestado.
( HX T. murino f~
HX19
120\ 0XL | FeM.R.—1/16
70 | S.S. Mnlevade Sadio 2-11-48 1/40 f 0X19 | T. histor. \1 164 — — — — Loca! infestado.
\ HX19 | T. murino f
HX2 F.eM.R.— 1/36
1/20 { OXK
HXK
71 | M.L. Acabamundo Sadio 2-1148 | 1/20 — HXK | T. histér. \1 139 — — — — Local infestado.
(Belo Horizonte) T. murino
F.eM.R.— 1/64
72 | B.S. Acabamundo Sadio 2-1148 | 1/40 —O0X19 | T. histér. \1 139 — — — — Local infestado.
(Belo Horizonte) T. murino f
HX19
1/20 { HX?2 F.eM.R.— 1/32

HXK
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N.o Doente Localidade Forma clinica Data Woail-Felix R.F. Complemento Widal |Hemoc| Cobaias | Rhesus Observacao
73 | Cao Acabamundo Sadio 2-11-48 1/90 f 0X2 T. murino \1 180 — — — — Local infestado.
(Belo Horizonte) ' \ HX19 | T. histér. f
1/40 — HX2 FeMR.—0
74 | Raposa Belo Horizonte Doenca experimental. | 22— 7-48 — T. murino \0 — — — — Doenca experimental ti-
T. histér. | pica. Plasma do
Doente Hygino.
FeM.R.— 1/712
75 | Cobalo n.c | Belo Horizonte Doenca experimental. | 22- 748 —- T. murino \0 — — — — Virus dos Cimex lectu-
1 150 T. histor. | larius. Casa de P.
Mendes.
FeM.R.—1/712
76 | Cobaio n.c | Belo Horizonte Doenga experimental, | 22— 7-48 — T. murino \0 — — — — Virus de carrapato A.
1 396 T. histor. f cajennense. Vila 8.
Francisco, Belo Ho-
F.e MR.-1/712 rizonte.
77 | Cabrita (1) | Belo Horizonte Sadia 4- 2-48 0 T. histér. \1 4 — .- — — Alta. Nascido no La-
T. murino f boratério. Mamava na
mie infestada.
F.e. M.R.— 1/16
78 | B. Jequeri | Belo Horizonte — 4— 2-48 OX19 | T. histor. }1 116 — ~ — — Servia para O preparo
0X2 T. murino do soro.
1/160 HX2
HXI, F.e.M.R.— 1/5.000
HXK
H.X19
1/20 { HXL
79 | M.C.D. Belo Horizonte Sadia 13— 7-49 0 T. histor. — — — — F6co antigo e conhecido
(Gorduras) T. murino ;0 da doenca. Apanha
F.e.M.R. carrapatos pela fun¢do
de catar lenha.
80 | D.V.R. Belo Horizonte Sadia 13- 7-49 0 — — — Morador antigo no local.

Toma conta de fa-
zenda.
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N.o Doente Localidade Forma clinica Data Woail-Felix R. F. Complemento Widal |Hemoc| Cobaias | Rhesus Observacao
81 | Paca Zona da Mata Sadia aparentemente | 28~ 8-49 HX19 | T. histér. — _— — —_ —
(C. paca) 1/160 HX?2 T. murino}O
HXK | F.e.M.R.
P.V.
1/80 — OXK
1/40 — HXL
82 | J.C. Gorduras Sadia 13- 7-49 0 T. histor. — — — — Antigo morador neste
(Belo Horizonte) T. murino}O local foco da doenca.
F.e. M.R.
83 | J.F.F. Gorduras Sadia 13- 7-49 0 T. histor. — — —- — Antigo morador neste
T. murino\ 0 local foco da doenca.
F.eM.R. |
84 | J.P.R. Gorduras Sadia 13- 749 0 T. histor. — — — — Antigo morador neste
(Belo Horizonte) T. murino}l!% local foco da doenga.
F.e.M.R.
85 ( D.A.S. (Gorduras Sadia 13- 7-49 HX19 | T. histor. \ 1/80 — — — —_ Antigo morador neste
{Belo Horizonte) HX2 | T. murinof local foco da doenga.
1320 ¢ OXK
HXK | F.e.M.R.—1/40
HXL
P.V.
1/160 — 0X2
86 | M.AS (zorduras Sadia 13— 7-49 | 1/320 — HX19 | T. histor. . — — — Antigo morador neste
TR (Belo Horizonte) T. murino}o local foco da doenca.
HX?2 F.e.M.R. |
1/80 OXL
HXIL,
87 | AM.C. Gorduras Sadia 13~ 7-49 | 1/320 — HX19 | T. hstor. \ 1/80 — — — — Antigo morador neste
(Belo Horizonte) T. murinof local foco da doenca.
j HX2 F.e.M.R.— 1/40
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N.o Doente Localidade Forma clinica Data Woil-Felix R. F. Complemento Widal |Hemoc| Cobaias | Rhesus. Observagao
88 | M.E.M. Gorduras Sadia 13- 7-49 1/390 }HX?. T. histor. \ 1/40 — — — — Antigo morador neste
(Belo Horizonte) e HXK | T. murino f local foco da doenga.
f OXK | F.ee. M.R.— 1/20
1/160 \ P.V.
f 0X19
1/80 \ HXL
89 | C.S. Gorduras Sadia 13- 7-49 | 1320 — HX2 T, histor. — — — — Antigo morador neste
da S. (Belo Horizonte) T. murino $ 0 local foco da doenga.
1/160 f HXL F.e.M.R.
' \ OXK
, 0X19
1:80 { HX19
90 | Cio 1 Pampulha Sadio 27- 949 | 1640 { HX?2 T. murino \ 1/40 — — — — Colhido na zona infec-
0X2 T. histor. f tada de onde no mo-
mento insulamos do A.
O0X19 | T.e.M.R. —1/320 cajannense a rac¢a V.B.
1/160 {HXlQ
OXL
OXL
OXK
HXK
91 | Cdo 2 Pampulha Sadio 27- 9-49 HX19 | T. murino } 1/40 — — ~— — Neste animal colhemos
: 1/40 OXK T. histor. carrapatos A. cajan-
HXL nense e que estavam
F.e. M.R. — 1/320 infectados.
HX2
1/80 0X2
HXXK
92 | Cdo 3 Pampulha Sadio 27- 949 T. murino | — — — — Dsa mesma zona que 08

0X19
1/320 {HXZ
0X2

T. histér, J 140

FeM.R.—0

outros caes.
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N.o Doente Localidade Forma clinica Data Woeil-Falix R. F. Complemento Widal |Hemoc| Cobaias | Rhesus Observacao
93 | P.S. Pampulha Sadio 27— 9-49 1/160 HX2 T. murino --- — — — Da mesma que 0s cdes.
Santos 0X2 T. histor. 20
F.e.M.R.
04 | J. Pereira | Pampulha Sadio 27- 9-49 0 T. murino — — — — Da mesma zona que 0S
| T. histér. $0 outros cies.
IF.e. M.R.
05 | B. Ferreira | Pampulha Sadio 27- 9-49 0 T. murino — — — — Da mesma zona que 0s
T. histor. [0 cdes.
FeMR. |
06 | J. Pereira | Pampulha Sadio 27- 9-49 0 0 — — — —— Da mesma zona que 03
caes.
97 | J.S. Betim Forma grave classica | 31- 849 0 — 0 0 + + — Morte
comum.
a8 | L.J.A. Piedade do Parao- | Forma grave classica | 2-10-49 1/320 f 0X2 T. murino \0 0 0 - — Morte
peba. comum \ HXL | T. histor. f
40 — OXK F.eM.R.— 1/320
-
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A reacao de fixacao de complemento, como vemos, pode falhar
em casos classicos da moléstia brasileira, com antigeno preparado
para o virus da febre exantematica das Montanhas Rochosas e pode
também ser positivo em outras moléstias. Ela nao € melhor do que
o Weil-Felix, para o diagnostico precoce do Tifo exantematico neo-
tropico em Minas Gerais ou no periodo de estagio da doenca, até
o 50.° dia de evolucao morbida. Ela confirma o que vimos com o
Weil-Felix. Da, nao raro, altos titulos de diluicao positiva, com os
trés antigenos, virus historico, virus murino e Febre Exantematica
das Montanhas Rochosas. Sera sempre indispensavel, para separacao
das racas, fazer as provas com todos os antigenos, principalmerite com
o0 preparado com as racas brasileiras, V.B., V.A.1 e V.A.2. Mesmo
nos focos antigos da doenca, onde os pacientes sao sujeitos a infes-
tacoes constantes e repetidas pelos hematofagos portadores de virus,
ela nao suplanta a reacao de Weil-Felix, para o diagnostico da doen-
ca passada. Torna-se, todavia, a reacao de fixacao de complemento
indispensavel, como auxiliar para descobrir focos antigos e silencia-
dos, diagnosticar a doenca passada além de 50 dias, em individuos
afastados das contaminacoes constantes e até certo ponto separar
grupo de virus.

Nossas idéias sObre a presenca de casos benignos, Inaparentes,
em focos do mal, tém sido nesta reacao, um elemento de importante
confirmacao. Ela servira ainda para que, confirmando nossas pes-
quisas, se modifiquem as nocoes epidemioldogicas da doenca exante-
matica neotropica entre nods. De tdédas as provas de laboratorio, po-
rem, para a certeza do diagnostico sobreeleva-se, como soberana, a
da inoculacao em animais sensiveis — cobaias, de preferéncia machos
e rhesus — do sangue ou triturado de visceras dos individuos doentes
ou mortos pela doenca.

Neste trabalho, queremos também trazer uma contribuicao s6-
bre o carneiro — Ovis aries — que confirma, em parte, o que afir-
mava LeEmMos MONTEIRO, quando dizia que éste animal nao era sen-
sivel ao virus V.B. brasileiro. Disse, em 1931, aquele saudoso colega,
referindo-se a inoculacao de material virulento em carneiro: “Nao
apresentou nenhuma reacao caracteristica e nao foi possivel reaver
o virus, apdés 10 dias, por inoculacao do sangue désse animal em
cobaios.”

Trabalhamos com carneira jovem, fecundada e parida no La-
boratorio. Os 3 tracados que adiante publicamos, o Weil-Felix antes
(29.4.948), 3 e 6 dias apds a inoculacao infetante, prova cabalmente
que a carneira reagiu, apesar de nao ter sido possivel, como LEMOSs
MoNTEIRO, insular do sangue e do leite a raca V.B., V.A.1 ou V.A.2,
no 3.° e 6.° dias de doenca experimental.

Os tracados térmicos nada revelaram.

Ovelha n.° 1, parida e amamentando 2 carneirinhos. Inoculada
com 4cc de sangue do cobaio n.° 39, tendo como testemunha o co-
baio n.° 13, que apresentou o seguinte grafico térmico: 38,8 — 39,0

14
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397 — 398 — 405 — 40,8 — 41,0 — 40,8. + Lesoes tipicas. A
ovelha apresentou ©395* — 39,6 — 39,8 — 40,0* — 39,9 — 39,9
—399*% — 398 — 398 — 398 — 39,7 — 39,7 — 39,7* — 39,7 —
39,0 —:39,7 — 39,5 — ete.
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Com 5cc de leite da ovelha n.° 1, colhidos no 3.° dia de inoculacao
virulenta, inoculamos os cobaios 99 (na coxa) e 50 (inter-peritoneal),
0s quais nao reagiram nem térmica nem anatomopatologicamente.

O cobaio 70, inoculado com 3 cc de sangue, via intraperitoneal,
colhido no 3.° dia apods a injeccao virulenta, nao reagiu termicamente,
nem anatomo patologicamente. O mesmo aconteceu a cobaia 1545,
inoculada com 4 cc de sangue total, colhido no 6.° dia apds a inoculacao,
via intra-peritoneal.

No 7.° dia foi a ovelha ordenhada e 5 cc do leite iInoculado nos
cobaios 64 (via intramuscular) e 7170 (via intra-peritoneal).

E nas cobaias nao reagiram nem termica nem anatomo patologi-
camente. |

§ Inoculada, apos a sangria, com material virulento.
*  Sangrada.



Magalhdes e Rocha: Tifo exantematico no Brasil 171

J— —— —_ -—— - - —— —

No 12.° dia fol sangrada e ordenhada a ovelha e, com 4cc de
sangue, inoculamos, via intra-peritonal, o cobaio 89 e com 5cc de
leite, via intra-muscular, os cobaios 52 e 58, os quais também néio
reagiram, nem clinica nem anatomo-patologicamente.

Repetimos essas provas com o carneiro recém-nascido e com os
filhotes da carneira n.° 1, apurando que o leite da ovelha nao infec-
tara os dois recém-nascidos, nem o carneiro jéovem foi mais sensivel
que a ovelha mais velha e todos tiveram o Weil-Felix ¢ a Reacao
de Fixacao negativos, nao sendo possivel insular deles o virus.

Eissas experiéncias mostram que, apesar de ser sensivel, até cer-
to ponto, a raca V.B. do virus brasileiro, o carneiro nao é um animal
que possa ter importancia, na disseminacdo do virus em nosso pais.

Desejamos assinalar que BADGER, nos EE. UU., infetou, com
relativa facilidade, carneiros novos, com o virus da Febre exantema-
tica das Montanhas Rochosas, reinsulando o mesmo, do sangue, no
4.°, 6.9 8.° e 10.° dia apos a inoculacao virulenta.

O carneiro pode ser parasitado pelo A. cajannense, mas, salvo
no sul do Brasil, nao tem papel importante nos campos. Mesmo ali,
€le nao é comensal do homem, como o cao e a cabra. Eles niao terao
papel na constituicao dos focos domiciliares macicos do tifo exante-
matico neotropico em nosso Pais. Seria apenas mais um animal,
alias, quase insensivel as amostras do virus brasileiro. Provavelmente,
deducao esta tirada da positividade do Weil-Felix, o virus existe no
sangue em um tempo muito fugaz, o que nao permite que o carneiro
sejJa um bom portador. E’ a diferenca que notamos, com o resultado
da amostra de virus da febre exantematica das Montanhas Rochosas,
com o0 qual BADGER trabalhou.

Ha uma ocutra questao que desejamos registrar: é a confirmacao
de que o virus pode atravessar a placenta e infestar os fetos, como
Ja ha muito tempo haviamos demonstrado.

EXPERIENCIA:

Macaca mulata (Rhesus) n.° 2. Prenhe. Fecundada no laboratd-
rio. Inoculada com 3cc de sangue do cobaio 165 (sangue do doente
J.C.F.) e, como testemunha, teve o cobaio 116, o qual apresentou
o seguinte grafico térmico. 38,9 — 39,0 — 39,2 — 39,2 — 391 — 394
— 40,7 — 41,0 4 Lesoes tipicas.

Rhesus n° 2 © — Peso 9.320 gramas. Outubro de 48. Inoculado
no peritoneo com 3cc do sangue do cobaio 165. Temperaturas (°) —
39,2 — 39,2 — 39,7 — 39,9 — 40,5 — 40,7 — 40,7(*) — 374 + Le-
soes tipicas. Necropsia revelou. feto a térmo, morto.

(°) — O animal foi alimentado com comida comum, de um hos-

pital proximo, e bananas. Durante a doenca, além do aspecto clinico
classico, ficou arroxeado na face, coxas, com anorexia, gemendo, dei-
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tado no fundo da gaiola, ndo reagindo a fortes solicitagées. Por fim,
estava algido.

(*) — Foi administrado “PABA” da seguinte maneira: as 11 ho-
ras, 4cc; as 2 horas, 4cc; as 5 horas, 4cc; as 20 horas, 4cc; as 23 horas,
6ce; as 2 horas, 6cc. Ao todo, 28cc de PABA em 20 horas, correspon-
dendo a 3 gramas do acido para-amino-benzoico. Morreu na madrugada
do dia 9, as 4 horas.

Cobaios 114 e 115. Inoculados com o sistema nervoso central do
feto da “Macaca” morta experimentalmente (n.° 2). Temperaturas:

114: 38,9 — 39,0 — 39,1 — 40,2. + Lesoes tipicas.

115; 388 — 392 — 394 — 40,0 — 40,0 — 40,5 — 40,0 — 38,5.
+ Lesoes tipicas.

Cobaios 112 e 113. Inoculado scom o s.n.c. da “Rhesus” n.° 2,
mae. Temperaturas:

112: 389 — 39,1 — 39,1 — 399 — 40,4 — 40,9 — 41,0 — 40,8 —
38,7 + Lesoes tipicas

113: 389 — 392 — 39,2 — 394 — 40,1 — 40,8 — 41,0 — 42,0
— 39,2 + LesoOes tipicas.

Estas experiéncias provam, ainda uma vez, que a raca V.B. bra-
sileira atravessa a placenta e, ao mesmo tempo, a a¢ao pouco eficien-
te da PABA, quando injetada no 3.°/4.° dia da doenca experimental
do Rhesus (*). Apuramos, por outro lado, confirmando nossas pes-
quisas anteriores, ja publicadas que o “Tatus novencinctus” nao ¢
sensivel 4 raca V.B. da doenca no Brasil. Nao apresenta, quando
inoculado no peritoneo com o V.B., nem reacdo térmica apreciavel,
nem outra qualquer manifestacao clinica do mal. O sangue e o- sistema
nervoso central nao contém o virus em periodos em os quais o deve-
riamos encontrar.

Outra nocdo que aqui queremos deixar registrada, € o método de
conservacao da raca V.B., com toda a viruléncia, colhendo dos ani-
mais mortos o sistema nervoso central asceticamente, colocando-o em
tubos de ensaio sécos e esterilizados, fechando-os com rolhas de al-
godao parafinados e deixando tudo na geladeira, na vizinhanca de
Zero grau. -
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