LA REACCION DE RUBINO EN LA LEPRA *

Por M. F. PIMENTEL IMBERT
Del Departamento de Bacteriologia de la Escuela de Medicina Tropical de la
Universidad de Puerto Rico.

KEn 1926, M. C. Rubino, de Montevideo, Uruguay, propuso
un método para el serodiagnéstico de la lepra. Iste con-
sistia en poner suero de leproso en presencia de una suspen-
sion de glébulos rojos formolados de carnero en solucién
fisiolégica. Dentro de un lapso de tiempo limitado se observa
una sedimento-aglutinacién, cuyo fenémeno solamente se pro-
duce cuando se utilizan sueros de individuos leprosos, perma-
neciendo los glébulos formolados en suspensién en cualquier
otro suero que no proceda de un enfermo de lepra. Esta es,
esquemAaticamente expuesta, la ‘‘reaccion de Rubino’’.

Pero resultados poco concluyentes encontrados por di-
versos investigadores, y el hecho de darse algunas veces
reacciones séricas positivas en sujetos no leprosos, hicieron
que Rubino, segin ulteriores publicaciones, perfeccionara su.
técnica.

Hemos querido comprobar la sedimento-aglutinacién de los
glébulos rojos formolados del carnero (reaccion Rubino) en la
lepra y, para tal fin, nos propusimos ensayarla en un grupo
de leprosos confirmados, controlando dicha reaceién en un
nimero de individuos sanos y en sujetos que padecian otras
enfermedades.

HisToria

En 1925 estudiaba Rubino la serologia de la sifilis y ob-
servé que el suero de cierto sujeto precipitaba la caida de
los glébulos rojos formolados de oveja. Dicho suero resulté
ser de un sujeto afecto de lepra.

Dice Rubino en su dltimo trabajo publicado!: ‘“Como ya
lo he manifestado en publicaciones anteriores, [la reaccion]
tuvo origen en los trabajos que realizaba para despojar a los
sueros humanos de su sistema hemolitico natural, a fin de
practicar la reaccién de Bordet-Wassermann con un sistema

* Recibido en Redaccién el 1ro. de junio de 1936.
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hemolitico hien medido y sin necesidad de recurrir a la inacti-
vacion por el calor para privarlos también del complemento.
La idea-tiene como fundamento que los glébulos de oveja en
presencia de los sueros humanos fijarian las hemolisinas na-
turales y asi sensibilizados por ese amboceptor fijarian tam-
bién el complemento del propio suero; dejando en éste sola-
mente el amboceptor que se deseaba investigar: en este caso
era la ‘‘reagine’’ sifilitica.

Pero era necesario evitar la hemolisis de los glébulos de
oveja dentro del suero y para esto se hacia imprescindible
fijar antes los gloébulos por una sustancia, que a la vez que
fuera buen fijador de los tejidos, respetara en éstos sus cuali-
dades antigénicas. Fué asi que elegi el formol como fijador,
porque gozaba en bhacteriologia del crédito de un buen con-
servador de las suspensiones microbianas destinadas a las
reacciones de aglutinacion.”’

Como hemos indicado antes, en el curso de sus investiga-
ciones observé Rubino que, en un suero, los glébulos no per-
manecian en suspensién como era lo frecuente, sino que caian
al fondo del tubo al cabo de cierto tiempo, quedando el suero
un poco clarificado. Llaméle la atenciéon el fendémeno obser-
vado, averigud el estado clinico del sujeto, y resulté ser un
caso de lepra. Continuando sus ohservaciones noté que el
mismo fenémeno se repetia a menudo en los sueros de indivi-
duos afectos de tan terrible enfermedad.

La primera comunicacién ante la Sociedad de Dermato-
logia v Sifiliografia de Montevideo fué hecha por Rubino en
junio de 1926, v expone entonces solamente la frecuencia
del hecho observado.

La primera téenica utilizada por el autor era la siguiente:

Tomaba una determinada cantidad de sangre desfibrinada
de carnero. Reemplazaba el suero por una cantidad igual de
solucién fisiolégica normal, mareandose el volumen resultante.
Lavaba los gléhulos tres o cuatro veces con la misma solu-
cién.  Se le adicionaba formalina (a razon del 10 por ciento)
del volumen resultante y e dejaba a la temperatura del laho-
ratorio por 24 horas. Se lavaban luego los glébulos asi for-
molados con solucién fisioldgica, por tres o cuatro veces, y se
reconstituia el volumen primitivo con solucién fisiolégica. A
1 ce. de esta mezela se adicionaba 1 ce. de suero y se le dejaba
en la estufa a 37°C. durante una hora.
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En los sueros de enfermos leprosos la precipitacién de los
glébulos era répida, verificindose antes de la hora. FEn los
sueros de individuos sanos o afectos de otras enfermedades
la precipitaciéon era lenta, comenzando después de la hora.

Prosiguiendo sus trabajos encontré que en algunos sueros
de sujetos no leprosos, la aglutino-sedimentacion también se
producia, pudiendo comprobar que, cuando esto ocurria, tam-
bién eran aglutinados los glébulos del carnero en estado na-
tural, esto es, sin formolar, y que el fendmeno era debido a
la presencia en esos sueros de una heteroaglutinina especial,
que podia coexistir con la aglutinina especifica de los sueros
de leprosos. Basandose en este hecho perfecciond la técnica
empleada, utilizando entonces dos series de tres tubos con
diluciones progresivamente crecientes de suero y una serie
con glébulos formolados y otra sin formolar para que sir-
viesen de control.

En el 1928, el profesor E. Marchoux y J. Caro %, al estudiar
la reaccién de Rubino usando la primera técnica descrita por
el autor, obtienen resultados positivos en la mitad de los
sueros de leprosos y negativos en los diversos sueros utili-
zados como control. Ademdas de ésto, modifican la téenica
de Rubino mezclando el suero leproso y la suspension globular
en la proporcion de cinco partes de suero por una de suspen-
sién globular.

Peltier 3, siguiendo el primer método descrito por Ru-
bino, y también la modificacion introducida por el profesor
Marchoux, encuentra con el primero un porcentage positivo
de 22 por ciento en 18 sueros de leprosos, y en 75 sueros de
sujetos no leprosos la reaccién fué negativa. Con la modifi-
cacion de Marchoux obtuvo 33.3 por ciento reacciones positivas
en 18 sueros de sujetos leprosos; en cambio, encuentra 17.3
por ciento reacciones también positivas en los mismos 75
sueros utilizados como controles.

Monacelli * investiga 13 sueros leprosos y obtiene 12 reac-
ciones positivas y todos los controles negativos.

En el 1929, J. Markianos * publica el resultado de sus in-
vestigaciones, encontrando un porcentage bajo de reacciones
positivas, pero reconoce su especificidad.

A. Cerqueira Luz® obtiene en 79 sueros de leprosos un
50 por ciento de reacciones positivas en los casos de lepra

* Citado por Rubino.!
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_ cuténea, 33.3 por ciento en los de lepra nerviosa y un 50 por
ciento en la mixta. Kn un grupo de sueros controles, de sifi-
liticos y de tuberculosos no encontrd ninguna reaccién positiva.

En 1931 publica Rubino ® un interesante trabajo sobre su
reaccion, donde da a conocer amplios e interesantes detalles
de la misma, exponiendo minuciosamente ciertos detalles
préacticos necesarios para la buena marcha de la reaccién.
Hace ademéas un estudio de 36 casos de lepra en sus diversas
manifestaciones y obtiene 27 casos positivos, 7 negativos y
2 dudosos. Usando como controles 304 sueros de diferentes
enfermedades, la reaccion permanecio constantemente nega-
tiva, a excepcion de un solo caso en el que después de un
estudio clinico minucioso se descubrié que el enfermo presen-
taba ambos nervios cubitales grandemente engrosados y pro-
cedia de una colonia francesa, donde habia convivido con
leprosos.

Lepine, Markianos y Papayoannou 7, publicaron sus obser-
vaciones de 118 casos de lepra, y aseguran haber obtenido un
50 por ciento de reacciones positivas, siendo de opinion de que
la reaccidon de Rubino es absolutamente especifica.

En 1932, A. Spanedda * publica un trabajo cuyas conclu-
siones estan en completa contradicecién con todos los que hemos
mencionado a este respecto, negandole especificidad a la reac-
cibn. Spanedda encuentra solamente un solo easo positivo
en 13 sueros de leprosos y 9 casos positivos en los 76 controles
usados. La téenica seguida por Spanedda no se ajusta por
completo a la téenica original, lo que evidentemente puede
explicar sus desfavorables conclusiones.

Los 1iltimos trabajos realizados por Rubino ! en el Instituto
Bacteriologico del Departamento Nacional de Higiene en
la Argentina, en 126 sueros de pacientes leprosos, dice haber
obtenido 78 positivos a la reaccién, 47 negativos y 1 dudoso.
Los 39 sueros de diversas enfermedades fueron todos nega-
tivos.

Bier y Arnold® en un trabajo sobre la serologia de la
lepra, estudian la reaccién de Rubino en 327 casos de lepra
y encuentran en la forma nerviosa 29.3 por ciento positivos;
41.7 por ciento en el tipo maculo-anestésico; 56.6 por ciento
en los casos mixtos; 66.6 por ciento en los nodulares y 13.8
por ciento en los casos incipientes. KEn 945 controles sola-
mente encuentran 0.1 por ciento de reacciones positivas.
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Tfconica FmMpPLEADA POR NOSOTROS

Hemos seguido estrictamente la técnica de Rubino, con su
dltima modificacién, en lo que se refiere a las diluciones del
suero y la cantidad de suspensiones globulares para cada
serie de tubos.

Para la preparaciéon de las suspensiones globulares utili-
zamos sangre de oveja mantenida en el laboratorio. Kn cada
sangria obteniamos de 30 a 35 centimetros ctbicos, sangrando
al animal una o dos veces por semana. En todo momento la
féormula heméatica del animal permanecié normal.

Para preparar los glébulos formolados poniamos sangre
desfibrinada en tubos estériles de centrifugacién, de fondo
redondo, de 50 mililitros de capacidad, marcando exactamente
el volumen. Lavéabanse los glébulos cuatro veces con solu-
cion fisiolégica al 0.85 por ciento. Después del tltimo lavado
se igualaba el volumen con solucién fisiolégica y se comple-
taba con la misma solucién hasta doblar el volumen original
de sangre. Luego agregdbamos lentamente, y siempre agitan-
do la suspensién, formalina (formol al 40 por ciento) a razén
de 10 por ciento del volumen resultante. Asi preparados los
glébulos, se dejaban a la temperatura ambiente por 24 horas.
Al cabo de ese tiempo, ya impregnados de formalina, eran
lavados nuevamente cuatro veces. Para eliminar el sedi-
mento pastoso formado por los glébulos después de cada cen-
trifugacion, los sometiamos a una rotacién prolongada hasta
obtener una suspensién hemogénea. Después del dltimo la-
vado llevdbamos esta suspension con solucién fisiologica, hasta
obtener una concentracion globular alrededor de 4,000,000 por
milimetro ctbico.

Para la preparacién de los globulos naturales procediamos
lavando por cuatro veces con solucién fisiolégica y elevando
el volumen de la suspension hasta obtener la concentracion
globular arriba mencionada.

Para la obtencién de los sueros extraiamos de 5 a 8 cc. de
sangre, que depositibamos en tubos estériles en la refrigera-
dora hasta el momento de proceder a la extraccion del suero.
Nunca los tubos con sangre permanecieron en la refrigeradora
mas de 24 horas. El suero se separaba lo méas asépticamente
posible, envasiandolo en tubos estériles e inactivindolo por
calentamiento a 52-53°C durante media hora. '




Reaceién fuertemente positiva al cabo de una hora.

Tubos A, B, C, cuyos glébulos en estado natural per-
manecen en suspension.

Tubos D, E, F, en que glébulos formolados aparecen
aglutino-sedimentados,

AL TR

Reaccién Negativa,
Tubos A, B, C, con glébulos en estado natural, y
D, E, F, con glébulos formolados en suspensién.
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Los tubos y pipetas utilizados en las reacciones eran
cuidadosamente esterilizados. Para cada reaccién emplea-
bamos 6 tubos de hemolisis; tres para los glébulos formo-
lados y tres con glébulos naturales como testigos. Primera-
mente distribuiamos el suero, después la solucién fisiolégica,
agitibanse bien los tubos y agregiabamos luego las suspen-
siones globulares, siguiendo el esquema que damos a conti-
nuacion :

Suero para examen
Solucion fisiolégica......................
Suspension de globulos formolados. . .
Suspension de globulos naturales.................

Se agitaban de nuevo los tubos y se ponian a la estufa a
37°C. La primera observacién de los resultados se hacia a
los 15 minutos, la segunda a los 30 y la Gltima al cabo de
una hora.

Clasificabamos como reacciones positivas las que sola-
mente producian aglutino-sedimentacion en la serie de los
globulos formolados, o cuando era claramente més pronun-
ciada en esta serie que en la de los globulos naturales. Nega-
tivas aquellas en que la aglutino-sedimentacién no se produ-
cia. (El Grabado No. 1 muestra una reaccion positiva; el
No. 2 una negativa.)

Cuando observdbamos la aglutino-sedimentacién con igual
intensidad en ambas series, procediamos a la absorcién de
las heteroaglutininas siguiendo la siguiente técnica: Por
cada centimetro ctibico de suero agregdbase 0.5 de una sus-
pensiéon de globulos naturales. Después de agitarlos se
ponian en la refrigeradora durante una hora, volviendo a
agitarlos de vez en cuando, tres o cuatro veces. Al sacarlos
de la refrigeradora se centrifugaban y se hacia la reaccién
con el liquido decantado utilizando el siguiente esquema:

Suspension de globulos formolados. ... .........coitiiiiii | 3
Suspension: desglobllostnatarales.: & Heet MEESE ® L st b D TERALE . R T 0.1
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RESULTADOS OBTENIDOS

Para la preparacion de este trabajo hemos practicado la
reaccion de Rubino en un ntmero total de 278 sueros; de
éstos, 47 eran de sujetos leprosos, bacteriolégicamente confir-

mados; 214, de sujetos que padecian diversas afecciones y
17 de individuos normales.

SuEros DE KNFERMOS LEPROSOS

Las muestras de sangre de leprosos, obtenidas por nos-
otros, procedian de las siguientes sitios:
Del Leprocomio Insular de Puerto Rico__________________ 11
Del Leprocomio Nacional de la Replblica Dominicana-___ 34

De la Clinica Dermatolégica del Hospital de la Escuela de
Medicina Tropical (San Juan Puerto Rico)

Las tablas IIT y 1V ilustran los casos de lepra estudiados
por nosotros.

El nmero total de sueros de leprosos estudiados alcanzé
a 47. De éstos, 33 fueron positivos a la reaccién y 14 nega-
tivos, o sea un 70.21 por ciento de reacciones positivas.

En las distintas formas de lepra nuestros resultados
fueron los siguientes:

19 casos de lepra tuberosa_ .. ____________ 16 positivos

10 casos de lepra mixta - ______________ 7 positivos

16 casos de lepra nerviosa.____________________ 10 positivos

2 casos de lepra mAculo-anestésica_ .. _______ 0 positivos
TABLA I

PORCENTAGE OBTENIDO EN LAS DISTINTAS FORMAS DE LEPRA

Total Positivos ‘ Negativos |
Leprantuberosa. si:4 ... i FiA ke Ll b oo S eiEs 19 16 3 84.21
Lepraimixtais o S o L g 10 7 3 70.
Lepra nerviosa......................... 16 10 6 62.5
Lepra maculosa 2 0 2 0.
(Motaltn: oo et otat B itk o N 47 33 | 14 70.21

Como se ve en el cuadro anterior, la primera forma, la
tuberosa, da un porcentage de reacciones positivas de 84.21;
la mixta, un 70 por ciento; y la nerviosa, un 62.5 por ciento.
En la forma méculo-anestésica solamente tenemos dos casos,
ambos negativos, uno de ellos casi curado y sin bacilos de
Hansen en el moco nasal.
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De los casos procedentes del Leprocomio de la Reptblica
Dominicana, 2 estdn casi curados, persistiendo en uno de
ellos la reaccidn.

En la Tabla II se exponen los resultados obtenidos con la
reaccion de Rubino por algunos investigadores en las dis-
tintas formas clinicas de lepra.

TABLA II

PORCENTAGE EN LOS DIFERENTES TIPOS DE LEPRA ENCONTRADOS POR
ALGUNOS INVESTIGADORES

i NtGmero
Nombres Tipo de lepra de casos | Positivos [ 4
L Gl R S S Tuberosa. . ... 18 16 88.88
NUIS. .. 10 8 80.
Nerviosa...... 8 3 37.5
Lepine, Markianos y Papayoannou (7).......... Tuberosa. . ... 70 49 05
MISEE. .. .o 17 (] 35.29
Nerviosa...... 24 3 12.5
Maculosa. . ... 1 1 14.28
R ARy AT an (10) . s e e e Tuberosa. . . .. 14 4 28 .67
: Nixtas b 20 18 €0.
Nerviosa. ... .. 12 2 16.66
BTN LR I DL e e e e e e e Tuberosa. . . .. 19 16 84.21
g Mixta.......,. 10 7 70.
Nerviosa. ..... 16 10 62.5
Maculosa. . ... 2 0

A continuacién damos una lista de diferentes investiga-
dores y el porcentage de reacciones positivas que han obte-
nido:

Porcentage de reacciones

Nombres positivas
MarchouxgyyCaro. K- AT SaLDgT FsTout ={iiniis > 50.
IMonacellisarteaat s i etatipy e R B ne o Bl e S e e 92. 3
M Peltier =SS cnsw st T ¥: o SRS v ey P T 22. 22
IRubingece el 2o Fotelas a il Ry SRSl Vs S 75.
Zevallos BRI I A R R D).
Lepine, Markianos y Papayoannou_ . ___________ 50.
Benetazzo- 2L ¥ e el §ie iy b PR T 55.
Trandeiro.. . x  mir . 8 . f S Rbo a4 ratle oo Td 98.
Rubino - S Sl B b 61.9
EBeRtay eMarianyes T ST RC AR SR ST e S AR R o 52.17
Prmentel®Tmbertt: - 1188 Akl 1 S8 st r ety A58 70. 21

Svueros UTinizapos Como CoNTROL

Hemos controlado la reaccion en un total de 231 sueros
pertenecientes a sujetos padeciendo diferentes enfermedades,
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menos 17 en aparente estado de salud. La proporcion entre
los diferentes sueros examinados es la siguiente:

Suero de sujetos que padecian de tuberculosis_ .- 55
Sifilis (Kahn + 4+ + +) sin tratamiento - 31
gifilis (Kahn + 4+ + +) bajo tratamiento - ———ceeen 57
Careinomas. oo e T IR e e e i 8
N CIDATI AN~ = raeateuts M e o= 11
Esquistosomiasis_ . _______ A S S e R e e 4
Cromoblastoniicegis St 527 = auc i S s SR REE St SO8 Seeas 2
Bezemas' o s BRIFQE LMY BT AL SIS TEe s s 6
Lupus eritematoso- - - - - 4
Dermatomicosis diversas_ e 7
TOJ<) o) ol = ey Syt =, SRS, S T 3
(e G T b R S o T s e e = o 6
ATl gt b 3 RS ey MNPPGEACETY SEt, oo ni ke e 3
eutemi sy glin:t0iacss E-Trarr Sr S SR RIW el -5 e s e 1
Ginx a8 s el B o a ] R e e e 1
Filagiamiget: - e ds  Smoigeadles & SR SRR et 1
IR ey Sl Mo s eniand W e e A0 LS el T 1
IArterioselorosis. HE RS SO R A L Sl 1
iIBmbarazotnormals. S ces SombIEMes oo L0 T s S L 3
Otvasenfermedadesta Suvamime s 50 fopeiiine i S E T a0 9
Suero de sujetos normales_________ . _____________ 17

Los casos de tuberculosis, 51 procedian del Dispensario
Antituberculoso de San Juan de Puerto Rico. Los casos de
sifilis, 84 procedian del Dispensario de Enfermedades Ve-
néreas (Puerta de Tierra, San Juan, Puerto Rico). Los tres
de embarazo normales, de la Clinica San José, Santurce,
Puerto Rico. Los demas sueros fueron obtenidos en los en-
fermos del Hospital de la FEscuela de Medicina Tropical.
Todos estos sueros fueron negativos a la reacecion.

ResuMEN v CoNCLUSIONES

Hemos ensayado la reaccion de Rubino en 278 sueros: 47
en sujetos leprosos confirmados, 214 en diversas enfermedades
v 17 en individuos aparentemente en estado normal de salud.

La aglutino-sedimentacién de los glébulos rojos de oveja
formolados, o reaccion de Rubino, con su tltima modificacién,
nos ha dado un porcentage de 70.21 por ciento en la totalidad
de los casos de lepra que hemos estudiado.

En la forma tuberosa de la enfermedad la reaccién es
positiva en un 84.21 por ciento de todos los casos.

En la forma mixta hemos encontrado un 70 por ciento
de positividad.




LA REACCION DE RUBINO EN LA LEPRA - 2bb

En la nerviosa hemos obtenido un 62.5 por ciento reac-
ciones positivas.

La reaccién fué siempre negativa en los casos que no pa-
decian de lepra.

TABLA 1II

! | Aglutino-

No. Inicizles l Raza Formea de lepra | Sedimentacion
L. M. : \ ........ Puberosa... ~2dx ¢ +++
L. 1 EE DTl i AVIE SR 000 [T ERdealis | Tuberosa......... +++
R. | Tuberosa......... 44+
el aqors b Joulk JaIM b Jeilt Nevat) 5 | Nerviosa.......... “EEap
T e v e R0 e s eI M Vil BN A Tuberosa. . ....... TFArar
TATASH IO T s U1 U A3 U IVIE. LSS B SN s s ond Mixta ———
IO a4 A1 e B S eI S s Mixta +++
“oiat  CoERME NE S IE TR RS & o SEISSER ) % . FENELEE S Mixta +++
s ke AR T e N T, T Tuberosa +++
WP IR g 1197 1657 VMt SRS N > o Mixta +++
N St b e RV SRR VI e Mixta =
SEIACIEEE S LA EL-2lb S U MBI Ea ISR At Nerviosa SeTa
R. Mixta. ==
| M Mixta G e
] A% .| Nerviosa TR
0 .| Tuberosa AFaEE
M Tuberosa +++
o Tuberosa m——
E. Mixta +++
J. Nerviosa +++
O R T | I SR | |5 T Nerviosa Slasrats
AICESR R PO Rs SESIE REVE A5 BRIkl &b LRCACONES Tuberosa ot
T R s e Dt Y (RS E 0 ) (R TRENe Y Nerviosa S o e o
A LADE SUNGE (LR s R [ S5 B IV MG R S b T ER SRR EY. Nerviosa ++4
AR e B i il T T e B, Tuberosa. ........ SFarAr
MBS NS TS BRI 28R o 1 EMIE, SRR IOIN OGS, A Res NG et o =
e R R BEEEE - St & SRR § T VIlixtar ol o3y e o 2
Wl GG S 162 Tk | R LA NS S A5 Nerviosa. . +-=
TORSE T R T o . P SN Tuberosa. . SEEAE
R MSsitinst: & Sopae|TMeE &SRNGS S e Nerviosa. . . AFArAr
GER e o] 7 S S AV e A N Nerviosa. . o
ReGR P i1 R I7 13 NS F RNV S Nerviosa +-++
T AR e s e IV T eV Ty e Mixta. ... T et
BARChar et il R Ve | At ST AN Nerviosa.......... rat

*Caso clinicamente curado.

TABLA IV
CASOS PROCEDENTES DEL LEPROCOMIO DE PUERTO RICO
! Aglutino-
No. Iniciales Edad Sexo Raza Forma de lepra Sedimentacién
NS e et 40 N St B Tuberosa o
RSP R e 56 ikttt o Bttt Nerviosa. .. =
L TR 30 Ny B e Tuberosa. . o s
B BB s 58 ML B AT Tuberosa. . e
| R DR e 32 M Bl = Nerviosa. .. i
My RN 36 RS Bt NG Tuberosa. . o
TR O, N6 23 e ot i Bhgie e Tuberosa. . TFarae
i a8 W L 2 - SR B D0 Tekeretn . . Ao
E. R. L.... 51 (P - BT Nerviosa. .. g 2 o
o e 33 & ) JEeE Tuberosa. . e
RER S 2 e ] 24 { N B et Tuberosa +++
DE LA CLINICA DERMATOLOGICA DEL HOSPITAL DE LA ESCUELA DE MEDICINA
TROPICAL
58 ISR e o Bt Maculosa......... TS
36 Rseene N Maculosa........ —_

*Casi curada; Hansen negativo en el mucus nasal.




2566 PUERTO RICO JOURNAL OF PUBLIC HEALTH AND TROP. MEDICINE

REFERENCIAS

. RuBiNo, M. C.: Arch. Urug. de Med. Cir. y Especialid., 5: 414. 1934.

MARCHOUX, E. y CAro, J.: Ann. Inst. Pasteur, 42: 542. 1928.

PELTIER, M.: Bull. Soc. Path. Exot., 21: 836. 1928.

MarkiaNos, J.: Bull. Soc. Path. Exot., 22: 152. 1929.

CERQUEIRA Luz, A.: Brasil Med., 43:1526. 1929.

. RusiNo, M. C.: Ann. Inst. Pasteur, 47: 147. 1931.

. LEPINE, P., MARKIANOS, J. y PAPAYOANNOU, A.: Bull. Soc. Path. Exot.,
25: 543. 1932.

. SPANEDDA, A.: Rev. Sud-Americana de Endocrinol., 15: 508. 1932.

9. BIER, O. y ArRNOLD, K.: Arch. f. Schiffs-u. Trop. Hyg., 39: 231. 1935.

10. BEsTA, B. ¥y MARIANI, G.: Gior. Ital. di. Mal. Esot. e Trop., 9: 11. 1936.

[+




