LAS REACCIONES SEROLOGICAS EN LA LEPRA.
SU ESTADO ACTUAL (*)

Publicado en la Revista Arycntina de Dermatosifilologia, Tomo XVIII, 2a. Parte, Afio 1934.

Después que Wassermann, Neisser y Bruck, comunicaron la
aplicacién de la reaccién de Bordet y Gengou para el diagnéstico de
la sifilis, diversos investigadores trataron de aplicar los mismos prin-
cipios al diagnostico de las distintas enfermedades infecciosas.

Eitner, parece fué el primero en aplicar la técnica de fijacién
del complemento al diagnéstico de la lepra. En 1906 publicé su pri-
mera observacion sobre un sujeto leproso de origen brasilefio; utili-
zando como antigeno, un extracto acuoso de leproma. Posteriormente,
el mismo Eitner, volvié a aplicar la reaccién a otro sujeto, emplean-
do como antigeno un extracto acuoso de corazén de cobayo.

En 1915, Jeanselme y Vernes, publicaron un trabajo, en que
estudian el valor de las reacciones de Wassermann y de Eitner, lle-
gando a la conclusién, que tanto una como otra daban resultados
positivos en la sifilis y en la lepra, negandole a la reaccion de Eitner
valor especifico.

Seria muy largo enumerar el sinnamero de trabajos publicados
sobre la aplicacion de las diversas técnicas de la reaccion de Wasser-
mann al diagnéstico de la lepra. Casi todos los métodos o técnicas
que fueron apareciendo para el diagnéstico de la sifilis, fueron ensa-
yadas con los sueros de leprosos; dividiéndose en varias tendencias
las opiniones sobre el valor de las reacciones positivas encontradas
en esa enfermedad.

Unos investigadores atribuian valor diagnéstico a sus reaccio-
nes, otros atribuian las reacciones positivas a la coexistencia de la
sifilis.

Lo mismo podemos decir de las reacciones de floculacion.

Entre las reacciones que gozaron de mayor prestigio en cuanto a
especificidad en el sentido de denunciar la coexistencia de sifilis en
la lepra, fué la de Kolmer, entre las de fijacion del complemento,
y la de Kahn, entre las de floculacién. '

Pero creo que ultimamente, el problema tiende a aclararse
y por mi parte tengo la conviccidén, que esas reacciones, en la lepra,
aunque pueden coincidir con la coexistencia de sifilis, no tienen nin-

(*) Trabajo presentado en la Sociedad Argentina de Dermatologia y Sifilologia. Sesién del
8 de agosto de 1034.
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gin valor especifico; y son debidas al poder polifijador o poliener-
gético de los sueros leprosos.

La aplicacién de la reaccién de los globulos formolados des-
cripta por nosotros, especifica para la lepra, ha ofrecido un punto de
apoyo para controlar el significado de las reacciones positivas de
Wassermann y de floculacién en la lepra.

Durante el curso de nuestras investigaciones pudimos compro-
bar que los sueros leprosos a reacciéon de Wassermann positiva, daban
también una reaccion positiva a los glébulos formolados; aunque el
porcentaje de positivas, de esta tltima, era superior al de la primera.

En los trabajos realizados altimamente en el Instituto Bacte-
riolégico, pudimos comprobar con el Dr. Miravent, una coincidencia
casi perfecta entre las reacciones positivas al Bordet Wassermann y
a los glébulos formolados; dependiendo el namero de reacciones
positivas de la técnica empleada.

Segun mis observaciones, pienso como muy probable que en un
suero leproso, una reaccién de Wassermann positiva con reaccién de
los glébulos formolados negativa, debe hacer pensar en la coexis-
tencia de la sifilis.

Otra etapa en la serologia de la lepra se inicia con la aplica-
cién de las técnicas de fijacién del complemento para el diagnostico
de la tuberculosis. E]l antigeno mas utilizado, fué el preparado por
el profesor Besredka. Todos los investigadores que aplicaron esta
técnica pudieron comprobar, que con ese antigeno, los sueros de le-
prosos dan un alto porcentaje de reacciones positivas; y lo que es
mas interesante, ese porcentaje es mayor que con los sueros de su-
jetos solamente tuberculosos.

Uniendo al antigeno de Besredka, una técnica sensible, se llega
a obtener en la lepra un nimero de reacciones positivas muy pro-
ximo al 100 % . Analogos resultados hemos obtenido con el antigeno
de Klopstock, que es un extracto alcohdlico de bacilos tuberculosos
previamente tratados por epiclorhidrina para privarlos de las ceras
y otras substancias grasas. Estd demas decir que ninguna de las
reacciones que tienen como fundamento el uso de antigenos a base
del bacilo de Koch o sus extractos tienen valor especifico; a parte que
se dan en la tuberculosis, se observan reacciones positivas también
con los sueros sifiliticos.

Siguiendo la misma orientacién, se han creado técnicas utili-
zando como antigenos bacilos acidorresistentes aislados de sujetos
leprosos.

J. M. Gémez, en el Brasil, utiliza cultivos del estreptotrix de
Deycke en caldo glicerinado y luego los desengrasa por la accién
de la acetona y del aceite de oliva.

. Segun el autor, su técnica daria un porcentaje elevado de reac-
ciones positivas en la lepra y seria especifica.
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En cambio, el Dr. G. Fleury da Silveira, en un trabajo presen-
tado en la Asociacion Paulista de Medicina (27 de febrero de 1933);
en que hace un estudio comparado de la reaccién de Gémez y la de
los glébulos formolados, llega a la conclusién que la primera es mas
sensible, pero no especifica, y la segunda menos sensible, pero ab-
solutamente especifica.

G. Blanc, director del Instituto Pasteur de Atenas, en colabo-
raciéon con Joannidés y Pangalos, utilizan como antigeno un ex-
tracto al alcohol metilico del bacilo de Kredrowsky, preparado segin
la técnica de Boquet y Négre.

Los autores refieren un porcentaje elevado de reacciones posi-
tivas en la lepra, pero aportan muy pocas observaciones, sobre todo
de sueros controles que en total suman sélo 17.

No hay duda que la utilizacién de los antigenos a base de los
bacilos acidorresistentes, por su similitud con el bacilo de Hansen,
pueden ofrecer un interés considerable para los estudios del suero-
diagnéstico de la lepra; ajustando los antigenos y la técnica para
aprovechar el margen apreciable, que ofrecen los sueros leprosos
por su mayor riqueza en anticuerpos, para esos antigenos; tanto
comparados con los sueros tuberculosos como con los sifiliticos.

Pero, es necesario tener en cuenta, que un ajuste de los anti-
genos y de la técnica, en el sentido de obtener reacciones absoluta-
mente especificas, hard perder marcadamente la sensibilidad de la
reaccién y por lo tanto su alcance practico.

Nosotros pensamos que las reacciones de fijacién con antigenos
tuberculosos y de bacilos acidorresistentes, pueden prestar servicios
mas importantes de otro punto de vista, utilizando técnicas sensi-
bilizadas, de manera que den con los sueros de sujetos clinicamente
leprosos, en todas sus formas, resultados positivos aproximados al
100 % de los casos. En esta forma, frente a un caso dudoso, una
reaccién negativa tiende a afirmar la nocién de la no existencia de
lepra.

Por nuestra parte, con todos los sueros que nos son enviados
para la reacciéon de los glébulos formolados, investigamos también
la fijacién del complemento con antigeno tuberculoso e informamos
el resultado.

Debemos agregar, por creerlo de interés, que Salminen, en
un interesante trabajo sobre la reaccién de Wassermann en el suero
y en el liquido cefalorraquldeo de los leprosas, llega a la conclusién
que esa reacciéon es siempre negativa en el ultimo; hecho que
también han confirmado otros investigadores y nosotros mismo en
algunos casos examinados.

En resumen, los sueros leprosos dan reacciones de fijaciéon y
de floculacion con los mas variados antigenos, entrando en las zonas
seroldgicas de la sifilis y de la tuberculosis; lo que probaria, po-
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driamos decir, el caracter polivalente o polienergético del suero
leproso, en el sentido de mostrar propiedades atribuidas a los mas
variados anticuerpos, ya fijadores, ya floculantes de lipoides o
aglutinantes de bacterias y células animales.

REACCION DE LOS GLOBULOS FORMOLADOS DE OVINOS. (Rubino)

La reaccién descripta por nosotros tiene como base un anti-
geno completamente distinto, que se aparta de todos los utilizados
en las otras reacciones serolégicas.

Como ya lo he manifestado en publicaciones anteriores, tuvo
origen en los trabajos que realizaba para despojar a los sueros hu-
manos de su sistema hemolitico natural, a fin de practicar la
reaccién de Bordet Wassermann, con un sistema hemolitico bien
medido y sin necesidad de recurrir a la inactivacién por el calor
para privarlos también del complemento. La idea tiene como fun-
damento, que los glébulos de oveja en presencia de los sueros hu-
manos fijarian las hemolisinas naturales y asi sensibilizados por
ese amboceptor, fijarian también el complemento del propio suero;
dejando en éste solamente el amboceptor que se deseaba inves-
tigar; en este caso era la “reagine” sifilitica. Pero era necesario
evitar la hemdlisis de los glébulos de oveja dentro del suero y
para esto se hacia imprescindible fijar antes los glébulos por una
substancia, que a la vez que fuera buen fijador de los tejidos, res-
petara en éstos sus cualidades antigenas.

Fué asi que elegi el formol como fijador, porque gozaba en bac-
teriologia del crédito de un buen conservador de las suspensiones
microbianas destinadas a las reacciones de aglutinacién.

Realizando estas investigaciones, observé cierta vez, que, con-
trariamente a lo habitual, en un suero, los glébulos no se mantenian
en suspensién, sino que al cabo de pocos minutos, iban al fondo del
tubo quedando el suero casi clarificado. Esta observacién, hechas
las averiguaciones clinicas, coincidié con un caso de lepra y pu-
dimos comprobar luego, que se presentaba con mucha frecuencia
en los sueros de esa enfermedad.

Nuestra primera comunicaciéon a la Sociedad de Dermatologia
y Sifilografia de Montevideo, hecha en junio de 1926, tuvo por ob-
jeto sblo poner de relieve el hecho, de la frecuencia del fenémeno
con los sueros de leprosos, sin asignarle ningin valor especifico o
diagndstico.

Pudimos comprobar igualmente, que ese fenémeno era debido
a la aglutinacién globular, y que la sedimentacién rapida era una
consecuencia de ese hecho, que al igual de las floculaciones y aglu-
tinaciones microbianas, son seguidas de una fase de clarificacién
del medio. Siendo regido el fenémeno de la sedimentacién de los
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glébulos formolados por las mismas leyes de la aglutinacién: ago-
tamiento de los sueros por absorcion; proporciones optimas de an-
tigeno y anticuerpos; fenémeno de zonas, influencia de los electro-
litos y eluccién de los anticuerpos por el calor.

Nuestros trabajos posteriores, pusieron de relieve que la aglu-
tinosedimentaciéon de los glébulos formolados podia ser observada
también en otros sueros fuera de la lepra; perdiendo asi, aparente-
mente, su valor especifico. Pero pudimos demostrar, que cuando eso
ocurre fuera de la lepra, también son aglutinados los glébulos de
oveja al estado natural, con igual o mayor intensidad que los glé-
bulos formolados; haciéndose asi muy facil la diferenciacién de los
dos casos.

Fué después de estos trabajos realizados en el Instituto Bacte-
riolégico del Departamento Nacional de Higiene de Buenos Aires, y
comunicados a la Sociedad Argentina de Biologia, que nosotros des-
cribimos nuestra técnica especifica para el diagnéstico de la lepra.

En comunicaciones posteriores demostramos, ademas, que las
aglutinaciones de los globulos formolados, fuera de la lepra, eran
debidas a la existencia de una heteroaglutinina especial, completa-
mente distinta de la aglutinina responsable de la reaccidon especi-
fica de los sueros de' leprosos.

Esa heteroaglutinina puede presentarse en algunos sueros sola,
pero puede también coexistir con la aglutinina especifica en los
sueros leprosos.

La heteroaglutinina no especifica se caracteriza, por una parte,
porque tiene una accién electiva sobre los glébulos al estado na-
tural y cuando alcanza a los glébulos formolados, lo hace por ex-
tensidn; contrariamente a las aglutininas de los sueros de leprosos,
que tienen accidén absolutamente electiva sobre los glébulos for-
molados.

Por otra parte, es posible privar totalmente a los sueros de esas
heteroaglutininas, tratandolos por los glébulos de oveja al estado
natural, siendo la temperatura mas favorable para esta absorcién
entre 0° y 9° En tales condiciones los sueros leprosos conservan
Gnicamente sus aglutininas especificas, con accién exclusiva sobre
los glébulos formolados.

De manera, pues, que la reaccién descripta por nosotros exige
el uso simultaneo de dos sistemas de diluciones drecientes del suero
en examen; uno con glébulos formolados y otro con glébulos al
estado natural; caracterizandose las reacciones positivas por una
aglutinacién exclusiva de los glébulos formolados, o manifestan-
dose mas intensa con éstos que con los glébulos al estado natural.

Cuando en el examen de un suero se presenta en la serie de
glébulos al estado natural, una aglutinosedimentacién de la misma
intensidad que en la serie de los glébulos formolados, antes de pro-
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nunciarse por una reaccién negativa, debera pensarse en la posi-
bilidad, que se presenta con cierta frecuencia aun en casos de lepra,
de la coexistencia de heteroaglutininas no especificas, en cantidad
elevada y debera repetirse la reaccién con el suero previamente
tratado por globulos al estado natural, los que absorberan esas he-
teroaglutininas, ‘permitiendo en muchos casos la lectura de una
reacciéon especifica que permanecia oculta.

En nuestro ultimo trabajo, publicado en los “Anales del
“Instituto Pasteur”, tomo XLVII, de agosto de 1931, al referir
nuevas investigaciones, puntualizamos bien las condiciones pre-
cisas de nuestra técnica, a fin de evitar los equivocos derivados del
uso de técnicas defectuosas propaladas por algunas publicaciones.

TECNICA DE LA REACCION

Extractada de los “Annales de I'Institut Pasteur”, (agosto, 1931, tomo XLVII,
pag. 147)

El material destinado a la reaccién se compone del suero a examinar,
de una suspensién de glébulos rojos de oveja formolados y de otra de glébulos
rojos también de oveja, pero sin formolar.

a) SUERO. — 10 a 15 c.c. de sangre son suficientes para obtener el
suero necesario para una reaccién. El suero debe ser limpido, sin glébulos en
suspensién y lo més frescamente extraido posible. Mientras no se utilice
debera ser conservado en la heladera; pero pierde su actividad en algunos
dias.

La reaccién tiene lugar igualmente con suero fresco, sin inactivar; pero
como la reaccién completa comprende ademis una serie de tres tubos con
glébulos naturales (no fijados), serd necesario inactivar el suero a 52°—53°,
treinta minutos, para evitar la hemolisis.

b) SUSPENSIONES GLOBULARES. — La sangre de oveja para obtener los
globulos puede proceder de matadero o de sangria de oveja mantenida en el
laboratorio; la primera siempre es mas rica en glébulos, pues las sangrias su-
cesivas a que son sometidos los animales, empobrecen marcadamente la sangre
en glébulos rojos; a esto y no a otra cosa deben atribuirse que algunos expe-
rimentadores hayan obtenido resultados mas sensibles, utilizando sangre de
animales frecuentemente sangrados.

Es menester también tener en cuenta las posibles diferencias individuales,
tanto del punto de vista de la riqueza globular como de factores constitucio-
nales, que pueden obrar sobre la sensibilidad de la reaccién. Es conveniente,
por lo tanto, que la sangre de matadero sea una mezcla de dos o maéas ani-
males. Para que los factores constitucionales no influyan sobre la especifi-
cidad de la reaccién, deberd utilizarse cada vez la misma sangre, o sangre
del mismo animal, para preparar las dos suspensiones globulares necesarias
para montar la reaccién. Para preparar los glébulos formolados, se coloca
sangre desfibrinada en los tubos de centrifugacién y se marca exactamente
el volumen y se les lava cuatro veces con solucién fisiolégica al 8,5 %o. Después
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del ditimo lavado, igualados los volumenes con solucién fisiolégica, se lleva
al doble volumen con la misma solucién y se le agrega formalina (formol
40 %) a razbén del 10 9% del volumen resultante, agitando la suspensién a
medida que se agrega la formalina. Una parte de sangre desfibrinada sera
conservada como tal en la heladera para preparar la suspensién de glébulos
naturales. Los glébulos formolados se conservaran a la temperatura de labo-
ratorio, siendo utilizables por lo menos 10 dias. En cambio, la sangre desfi-
brinada no se conserva, aun en la heladera, por mis de tres dias.

Para los esquemas que expondremos, las suspensiones deberan tener una
concentracién globular de 3.500.000 a 4.000.000 por milimetro cibico.

En la practica se puede prescindir del contaje globular, llevando el vo-
lumen de las suspensiones, con suero fisiolégico, a tres veces el volumen ori-
ginal de sangre, si la sangre procede de animales de matadero o de animales
poco sangrados, y a dos veces, si los animales son sangrados frecuentemente.

Montaje de la reaccion. — Tanto los glébulos formolados como la sangre
desfibrinada para preparar la suspensién de glébulos naturales, seran lavados
cuatro veces sucesivas con suero fisiolégico, separando a éste por centrifu-
gacién.

En los glébulos formolados, serd necesario remover con una varilla de
vidrio el “culot” pastoso que se forma después de cada centrifugacién, a fin
de incorporar los glébulos al nuevo suero fisiolégico, agitando bien el tubo
hasta que formen una suspensién homogénea. Una vez lavados, se ajustan
los volimenes, teniendo en cuenta las indicaciones arriba formuladas, de ma-
nera que las suspensiones globulares tengan una concentracién globular ade-
cuada.

La reaccién se hara en seis tubos de hemolisis, de un didmetro interior
de 9 a 10 mm,, tres tubos para glébulos formolados y tres controles con glé-
bulos naturales. Se distribuirA primero el suero en examen, luego el suero
fisiol6gico; se agitan los tubos para mezclar bien esos elementos y luego se
agregan las suspensiones globulares segin el siguiente esquema:

Tubos ‘1'2'3

Suero en examen ........... 0 5,0 250 1 ! 0
Solucién fisiolégica ......... 0 3|/055 070
Suspensién de gléb. formolados | 0 2 | 0 2 | 0 2 |—

” » ” naturales . |— —|— —|— —| O

Se agitan bien los tubos y se ponen en la es_tufa a 37°

A este esquema se puede agregar en cada una de las dos series de gio-
bulos, un tubo mas con 0.7 de suero; se podra asi tener algunos resultados pv-
sitivos més y sobre todo reacciones mas acentuadas para los sueros débilmente
positivos. Pero esto no sera posible para todos los sueros, porque a esa con-
centracién es frecuente la observacién de fenémenos de heteroaglutinacién
que dificultan la lectura de los resultados, siendo necesario recurrir entonces
a la absorcién previa de las heteroaglutininas, segin la técnica que mencio-
naremos.
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El esquema de reacciéon que dejamos mencionado es el que hemos uti-
lizado desde varios afios hasta la fecha, pero actualmente utilizamos otro
Gue se presenta algo mas sensible:

Tubos 1 2 3 4 5 I 6
|
Suero en examen . .. ... .....|05]l025/01]05|0 25 01
Solucién fisiolégica . . ... ... .102|045 06|0 2|0 45/ 0 6
Suspensién de gléb. formolados | 0 1 | 0 1 | 0 1 — — — —/— —
” ” ” naturales . | — — — — — —| 0 1 I 0 1 0 1

En este esquema la cantidad de glébulos, para las mismas cantidades de
sueros, es dos veces menor, y el volumen de reaccién es también menor: 0.8
en lugar de 1 c.c.

Manifestamos aca, como lo hemos hecho otras veces, que las proporciones
de suero, suspensiones globulares y volumen de reaccién pueden ser modifi-
cados; obteniéndose reacciones més o menos sensibles; siendo sélo fundamental,
para que los resultados sean especificos, utilizar dos series de dosis decrecientes
de sueros, una con suspensién de glébulos formolados y otra de glébulos na-
turales debidamente preparados y procedentes ambos, para cada reaccién, del
mismo o de los mismos animales.

Lectura de los resultados. — Las reacciones positivas se caracterizan por
un aclaramiento progresivo y mas o menos rapido, segin la intensidad de la
reaccién, al mismo tiempo que se constituye en el fondo del tubo un depéd-
sito o casquete globular que contrasta con el resto del medio mis o menos
aclarado. Se harid una primera lectura al cabo de 15 minutos, una segunda
a los 30 minutos y la Gltima al cabo de una hora. La reaccién es positiva
cuando la aglutinosedimentacién se produce solamente en la serie de glé-
bulos formolados, o cuando ella es netamente mas pronunciada en esta serie
que en la de los glébulos naturales. La reaccién es negativa cuando no apa-
rece aglutinosedimentacién, o cuando ella se produce en las dos series glo-
bulares con intensidades sensiblemente iguales.

Como la aglutinosedimentacién con igual intensidad en ambas suspen-
siones globulares indica la presencia de heteroaglutininas, las que pueden
ocultar una reaccién positiva, antes de pronunciarse en tal caso por una
reacciéon negativa, serd necesario repetir la reaccién con el suero privado
de sus heteroaglutininas por absorcién de las mismas mediante una sus-
pensién de glébulos naturales.

Absorcién de las heteroaglutininas no especificas

La absorcién de las heteroaglutininas no especificas se funda en que
ellas son absorbidas por los glébulos de oveja al estado natural, contraria-
mente a las aglutininas especificas de la lepra, que sélo son absorbidas por
los glébulos formolados. Frente al calor tienen también un comportamiento
desigual; las primeras son absorbidas méis intensamente a baja temperatura;
entre 0° y 9°; en cambio, las aglutininas leprosas son absorbidas mejor a 37°.

Técnica: Por cada c.c. de suero se agrega 0.5 c.c. de una suspensién
de glébulos de oveja lavados cuatro veces (como para la reaccién) y lle-
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vados con solucién fisiolégica al volumen original de sangre. Se mezcla bien
agitando el tubo y se coloca en la heladera (tratindose de una heladera
comun, se coloca el tubo sobre el hielo) durante una hora, agitando la mezcla
por lo menos tres veces, a fin de incorporar los glébulos rojos que se de-
positan aglutinados en virtud de la aglutinina que han absorbido; se cen-
trifugard inmediatamente de sacados de la heladera y se harid la reaccién
con el liquido decantado.

Como el suerc quedarid privado de sus heteroaglutininas, la reaccién se
podra hacer con sélo dos tubos:

Tubos 1 ’ 2
SUETO . .ttt i e

Suspensién de glébulos formolados ’
? ” ” naturales I - — |

o O
— 00
r—lm

ol o

Las suspensiones globulares indicadas en este esquema se prepararan
exactamente como lo hemos indicado en la técnica de la reaccién. El tubo
2 sirve de control para comprobar que las heteroaglutininas han sido absor-
bidas. Un suero demasiado rico en heteroaglutininas podri exigir para la ab-
sorcién total una mayor proporcién de glébulos rojos de oveja. En este caso
serd siempre mas conveniente, para no diluir demasiado el suero, utilizar una
suspensién globular méas concentrada.

Para mayores detalles de técnica y estudio de la reaccién recomendamos
nuestro trabajo en los “Annales de [I'Institut Pasteur”, tomo XLVII, agosto
de 1931.

TRABAJOS Y OPINIONES PUBLICADAS EN EL EXTRANJERO

Referiremos en forma sintética los principales trabajos sobre-
nuestra reaccion, publicados en el extranjero y que han llegado a
nuestro conocimiento.

El primer trabajo importante fué el de Marchoux y Caro, del
Instituto Pasteur de Paris (“Annales de I'Institut Pasteur”, mayo
de 1928, tomo XLII). Tomaron como base nuestra primera publi-
cacién, con una técnica aun insegura en cuanto a especificidad de
la reaccién, difundida por una revista italiana. Dado el justificado
prestigio del Prof. Marchoux y la difusién de la revista en que pu-
blic6 su trabajo, hizo que algunos investigadores utilizaran la misma
técnica y obtuvieran resultados contradictorios.

Marchoux y Caro hacen un estudio minucioso de la reacciéon y
llegan a las siguientes conclusiones: 1.° La reaccién de sedimentacion
de los glébulos rojos de oveja formolados, aplicada segiin la técnica
descripta por Rubino, es decir, mezclando partes iguales de suero le-
proso y suspension globular formolada, nos ha dado resultados posi-
tivos en la mitad de los casos de lepra que hemos estudiado. 2.°© Esta
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reaccién ha permanecido constantemente negativa para todos los
sueros fuera de la lepra. 3.° Mezclando el suero leproso y la sus-
pensiéon formolada en las proporciones de cinco partes de suero
para una de suspensién globular, hemos obtenido la sedimentacion
en la totalidad de los casos de lepra que hemos estudiado. 4.° Esta
reaccion es negativa para todo otro suero que el suero leproso, salvo
para el suero de un enfermo atacado de filariosis, y que no esta po-
siblemente indemne de contaminacién leprosa. 5.° la reaccién es
funcién de dos substancias, de las cuales una, especifica, se fija so-
lidamente sobre los glébulos de oveja formolados y la otra es
comin a todos los sueros. 6.° Por calentamiento del suero durante
una hora a 569, el fijador resiste parcialmente, el complemento es
destruido. 7.2 la temperatura de 60° mantenida durante 30 mi-
nutos destruye las dos substancias a la vez.

Monacelli, en Italia, de la Clinica Dermosifilopatica de la Uni-
versidad de Roma, publica un interesante trabajo, obteniendo doce
reacciones positivas sobre trece enfermos de lepra y ninguna sobre
45 casos de otras enfermedades, declarando que la reaccién es espe-
cifica y 1til para ayudar el diagnostico de los casos dudosos.

M. Peltier publica un trabajo hecho con la primera técnica,
muy poco sensible, y obtiene un reducido niimero de reacciones po-
sitivas, pero declara que es especifica. J. Markiano, del Servicio de la
Lepra, en Grecia, utilizando la primera técnica, obtiene igualmente
un namero bajo de resultados positivos, pero afirma también que
la reaccién es especifica.

En 1930, en el Congreso Médico del Centenario, que tuvo
lugar en Montevideo, el Dr. Silva Aratjo hace mencién a la apli-
cacién de la reaccién de Rubino en el Servicio de la Lepra de Rio
de Janeiro, relatando algunos casos en que la reacciéon pudo hacer
presumir la enfermedad antes de la aparicién de los sintomas clini-
cos, y confirma su especificidad. En el mismo sentido se manifiesta el
Dr. Borzone, Jefe del Servicio de la Lepra en Rosario de Santa Fe.

El Dr. Armindo Pinto de Figueiredo, de Rio de Janeiro, dedica
su tesis de doctorado al estudio de la reaccién de Rubino. Hace un
estudio minucioso de la reaccién, ajustandose a la técnica indicada
por el autor. En tales condiciones, sobre 65 casos de lepra, obtiene
74 % de reacciones positivas en las formas tuberosa y mixta, y
26,6 % en las formas nerviosas puras, y llega a las siguientes con-
clusiones:

12  La reaccién de Rubino es especifica de la lepra.

2.2 Se presenta positiva en un 74 % de las formas tuberosa
y mixta. :

3.2 Es menos frecuente en las formas nerviosas y en las laten-
tes de lepra.

4.2 Cuando es positiva es patognomoénica de la lepra.
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5.2 La reaccion de Rubino es un valioso auxiliar para el diag-
noéstico de la lepra.

En 1931, con la asistencia del Dr. Monier, hacemos un estu-
dio de contralor en el Servicio de Patologia Exética del Instituto
Pasteur de Paris, bajo la direccién del Prof. Marchoux, y encon-
tramos sobre 36 sueros de leprosos, 27 reacciones positivas, dos du-
dosas y siete negativas, y sobre 304 sueros de control, procedentes
de las mas diversas enfermedades, s6lo encontramos una reaccién
positiva, que al examen clinico, el sujeto presenta los dos nervios
cubitales fuertemente engrosados y procede de una colonia francesa
donde ha convivido con leprosos.

El Dr. Alcivar Zevallos, del Ecuador, publica un importante
trabajo sobre la reaccién y no obstante, no ajustarse a la técnica es-
pecifica, llega a conclusiones enteramente favorables. La reaccién
es positiva en el 79 % de los casos de lepra y se mostré negativa en
numerosos casos de las mas variadas de las enfermedades, habien-
do encontrado algunas reacciones positivas fuera de la lepra en
paludismo y pénfigo. Debemos acentuar que el Dr. Alcivar Ze-
vallos no usé los tubos controles para eliminar los casos no especi-
ficos por heteroaglutininas; no obstante, sus observaciones le per-
miten llegar a las siguientes conclusiones: 1.2 La reaccién de Rubino
agregada a los signos clinicos y a las investigaciones bacteriologicas
se ha mostrado un util factor en el diagnéstico de la lepra; 2.2 La
reaccién ha sido encontrada en ciertos casos en que sélo los ante-
cedentes familiares y ligeras manchas anestésicas, pudieran afirmar
el diagnéstico de la lepra, hecho que la revelaria como un valioso
medio de diagnéstico precoz. 3.2 Su sensibilidad o exactitud, que es
de 79 % en el total de casos examinados, varia con las diversas
formas clinicas de la enfermedad, ya que es de 100 % para la
forma tuberculosa, de 96 % para la forma mixta y sélo de 53 %
para la forma nerviosa.

El Dr. Valenzuela, de Ecuador, usa la reaccién sistematica-
mente en los enfermos que ingresan en el Hospital General de Gua-
yaquil, y segiin su opinién, tiene un valor diagnéstico muy impor-
tante.

Max Adant, del Laboratorio D’Elisabeth-ville (Congo Belga),
presentd a la Sociedad Belga de Biologia dos comunicaciones muy
interesantes. En su primera comunicacién manifiesta haber encon-
trado dos reacciones positivas fuera de la lepra. Pero habiendo
llamado nosotros la atencién en una nota a la Sociedad de Patolo-
gia Exética, de que Max Adant, no habia usado la técnica completa
para eliminar las reacciones no especificas, el mismo investigador
repite las experiencias y presenta su segunda comunicacién en mayo
de 1932 a la misma Sociedad, reconociendo que usando la técnica
completa la reaccién es totalmente especifica.
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Lepine, Markiano y Papayoannou hacen una comunicacién a
la Sociedad de Patologia Exética, en junio de 1932, manifestando
que usando la técnica aconsejada por nosotros, la reaccion es ab-
solutamente especifica, aunque no encuentran porcentaje elevado
de reacciones positivas en la lepra.

Agostino Ambrogio publica un trabajo, en Patolhogica (abril
de 1932), en que atribuye gran valor a la reaccién.

El Dr. Montafiez, del Instituto Nacional de Higiene de Madrid,
publicé un extenso trabajo, en la “Revista de la Sanidad e Higiene
Publica”, enero de 1932. Hace un estudio completo de la reaccion,
pero es de lamentar que haya utilizado una técnica insuficiente,
sin los tubos controles para eliminar las heteroaglutininas, lo que
puede originar la aparicién de reacciones no ®especificas. No obs-
tante, he aqui las conclusiones a que llega el Dr. Montafiez:

La reaccién de Rubino es la que nos da mas positividades en
los sueros leprosos y la que da menos en los sueros no leprosos de
cuantas reacciones serologicas diagnésticas han sido propuestas hasta
hoy para el diagnéstico de la lepra. Esta reaccion persiste en el
80 % de los casos clinica y bacteriolégicamente curados, en lo que
puede permitirse la vida social del enfermo “altas condicionales
paroled”. Todos estos resultados hablan en favor de la especificidad
de la reaccién de Rubino.

Los Dres. G. Fleury da Silveira y Mario P. Mesquita publi-
caron en la Revista de la Asociacién Paulista un importante trabajo
sobre el estudio comparado de las reacciones de Rubino y de Gé6-
mez, comprendiendo 113 casos de lepra y 38 de otras enfermedades.

Después de un examen minucioso, llegan a las siguientes con-
clusiones:

1.2 La reacciéon de Rubino es absolutamente especifica, aun-
que el porcentaje de positivos no sea muy elevado, sobre todo en
las formas nerviosas de la enfermedad.

2.2 La reaccion de Gémez, cuando se hace aisladamente, no
puede garantir un diagnéstico positivo.

3.2 Cuando la reaccién de Rubino es negativa y la de Gémez
positiva, s6lo se puede considerar como caso sospechoso.

En un resumen ultimamente aparecido sobre los progresos
en la lepra, el Dr. Clemente Simén, del Hospital de San Lazaro
ge.Paris refiere a propésito de nuestra reaccién, los siguientes tra-

ajos:

Del Dr. M. Hombria (“Actas Dermosifilograficas”, afio XXV,
N.° 3, diciembre de 1932):

La reaccién de Botelho carece de especificidad, la reaccién de
Eitner, bastante sensible, tiene el inconveniente de dar reacciones
positivas con sueros sifiliticos.

La reaccién de Rubino, menos sensible que las precedentes, es,
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no obstante, de gran utilidad, porque es constantemente negativa
en los individuos que no tienen lepra.

Del Dr. G. Benetazzo (“H. Dermosifilégrafo”, afio VII, N.° 5,
mayo de 1933). Que la reaccién de Rubino es positiva en un 55 %
de los casos, teniendo entonces un buen valor diagnéstico, pero no
lo tiene cuando es negativa.

F. Landeiro, en un trabajo del Instituto Camara Pestana, de
Lisboa, presentado a la Sociedad de Biologia de Lisboa (sesién del
27 de febrero de 1934), titulado “La reaccion de Rubino-Marchoux
en los leprosos”, estudia la reaccién en 55 casos de distintas formas
clinicas de lepra, y llega a las siguientes conclusiones: 1.° La reac-
cién de Rubino-Marchoux es positiva en un 98 % de los sueros le-
prosos, ella es al contrario negativa en los individuos sanos o que
sufren de otras enfermedades, y en los casos de lepra muy antigua.
2.2 La reaccidn es positiva solamente en presencia de glébulos rojos
tratados por el aldehido férmico segin el método de Rubino. 3.2
Para los sueros inactivados, es menester agregar una pequeia dosis
de complemento, sea de suero normal, sea de suero del mismo en-
fermo.

Ultimamente el Dr. O. Bier, del Instituto Biolégico de San
Pablo (Brasil), hizo el control de la reaccién de Rubino sobre 1.000
sueros de otras enfermedades, incluyendo 50 casos de tuberculosis,
y no pudo observar ninguna reaccién positiva, concluyendo asi en
el valor especifico de la reaccién.

Debemos mencionar el trabajo del Dr. Spaneda publicado en
la “Revista Sudamericana de Endocronologia, Inmunologia y Qui-
mioterapia”, que se aparta completamente en cuanto a sus resultados
de los ya mencionados, negandole toda especificidad a la reaccion;
pero la explicacién resulta de la lectura del propio trabajo, en el
que el autor ha empleado en la reaccién, glébulos aglutinados por
el propio formol, lo que es una contraindicacién absoluta para su
empleo; de manera que no es posible tomar en consideracién las
conclusiones de su trabajo.

VALOR ESPECIFICO. VALOR DIAGNOSTICO. SU SIGNIFICADO

Seglin nuestras investigaciones y la de los investigadores que
se han ajustado a la técnica precisa descripta por nosotros, la reac-
cién de los glébulos formolados tiene un alto valor especifico; que
va mas alla del asignado a numerosas reacciones $erolégicas que
disfrutan de un tal crédito.

Pero aun mas, nuestras investigaciones hasta la fecha, no nos
han permitido encontrar ninguna reaccién positiva seguramente
fuera de la lepra.
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Yo debo sefialar particularmente a este respecto dos series de
hechos:

1.0 Los trabajos realizados en el Instituto Pasteur de Paris,
en el Servicio de Patologia Exética, a cargo del Prof. Marchoux, a
principios de 1931.

En este Servicio el Prof. Marchoux convino en hacer un con-
trol de la reaccidn, y designé al Dr. Monier para que siguiera mis
trabajos. Los sueros eran recibidos numerados y el diagnéstico cli-
nico era conocido sélo después de leidas las reacciones. En tales
condiciones se hizo el examen de 340 sueros, de los cuales 36 pro-
cedentes de sujetos leprosos y el resto asi distribuidos:

36 sueros de enfermedades exdticas, comprendiendo paludis-
mo, filariosis, enfermedad del sueno, coexistiendo una vez leucemia
mieloide.

45 sueros del Instituto Profilactico, que dirige el Dr. Vernes,
comprendiendo 27 sueros sifiliticos de grado fotométricos elevados
y 18 sueros de sujetos tuberculosos de indice a la resorcina elevado.

226 sueros tomados del Servicio Serolégico del Instituto Pas-
teur, que dirige el Prof. Mutermilch, comprendiendo indistintamente
sueros positivos y negativos al Bordet Wassermann.

Sobre los 36 sueros de sujetos leprosos, se encontraron 27
reacciones positivas, dos dudosas y siete negativas. Sobre los otros
304 sueros, s6lo en un caso se presentd una reaccion positiva. El
examen de ese sujeto, hecho por el Prof. Marchoux y Dr. Monier,
revel6: hipertrofia neta de los dos nervios cubitales, mas marcada
del lado derecho, y sensaciéon de hormigueo en los dos ultimos dedos
de cada mano. Ademas, el enfermo declaré que en el curso de su
permanencia en el Africa Occidental, por razones de su servicio,
habia vivido en cierta promiscuidad con los indigenas, entre los
cuales habia leprosos.

La segunda serie de hechos se refiere a nuestros altimos traba-
jos realizados en el Instituto Bacteriolégico del Departamento Na-
cional de Higiene Argentino.

Todos los sueros me fueron entregados numerados por el Ser-
vicio de Serologia, que dirige el Dr. Miravent. Sobre 169 sueros
examinados, 126 eran de lepra; de éstos, 78 dieron reacciones po-
sitivas, una dudosa y 47 negativas. De los 39 sueros restantes, de
diversas enfermedades de la piel, entre ellos la mayoria a Bordet
Wassermann positivos, todos fueron negativos.

Estos sueros procedian de los Servicios del Hospital Muiiiz,
a cargo de los Dres. J. J. Puente y Etcheverry, y de las Clinicas del
Prof. Balifia, remitidos por el Dr. G. Basombrio, a quienes agradezco
sinceramente la colaboracién prestada.

El otro punto importante a considerar es el grado de positi-
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vidad en las distintas formas de la enfermedad y en sus diversos
periodos de evolucion.

La mayoria de los trabajos coinciden en que la reaccién se
presenta mas frecuentemente positiva en la forma tuberosa, luego
en la mixta y por ultimo en la nerviosa pura. También es mas
frecuentemente positiva en las formas avanzadas que en las clini-
camente incipientes.

Sin embargo, frente a estos hechos, hay un grupo de observa-
ciones que demuestran que la reaccién suele presentarse en casos
incipientes y mismo en casos en que la enfermedad fué visible
clinicamente después de varios meses de una reaccién positiva.

El Dr. Silva Araidjo en el Congreso Médico del Centenario del
Uruguay (1930), hizo menciéon precisamente a casos de esa na-
turaleza. El Dr. Alcivar Zeballos, del Ecuador, en un documentado
trabajo, en una de sus conclusiones, que ya hemos leido, manifiesta
que ha encontrado la reaccién positiva en ciertos casos en que sélo
los antecedentes familiares y ligeras manchas anestésicas, pudieron
afirmar el diagnéstico de lepra.

Al referir nuestros trabajos realizados en el Instituto Pasteur,
hemos mencionado el caso de un sujeto que una reacciéon positiva
hizo practicar un examen minucioso y comprobar la hipertrofia de
los nervios cubitales. No es posible afirmar que este caso sea de
lepra; pero los resultados obtenidos hasta la fecha sobre la especi-
ficidad de la reaccién, unido a la circunstancia de haber vivido en
cierta promiscuidad con enfermos de lepra, hacen recaer una fuerte
sospecha.

Ultimamente investigamos serolégicamente los miembros de
una familia en que habia un caso de lepra; se obtuvo una reaccién
positiva, en otro de ellos que un examen cuidadoso sefial6é la pre-
sencia de una pequefia mancha anestésica.

Creo que por el momento es dificil sacar una conclusién abso-
luta de la correlacién entre la reaccién y el grado de evoluciéon de
la lepra; ignoramos a qué factores se debe una reaccién positiva, y
sélo una experimentacién amplia, en un medio infectado, investi-
gando serolégicamente no solamente los casos clinicamente diagnos-
ticables, sino también los convivientes aparentemente sanos, podra
informarnos sobre su alcance para despistar los casos larvados o
incipientes de esa enfermedad.
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