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Estudios sobre difteria
2da. COMUNICACION

ESTUDIO DE DOS CEPAS DE C. DIPHTHERIAFE VAR
MITiS DE GRAN VIRULENCIA

{Contribucion al conocimiento de los antigenos de agresién de la bacteria
de Loeffler) (1)

Por los Dres. A. SORDELLI, A, MANZULLO y F. PENNIMPEDE

La especie C. diphtheriae estd constituida, como muchas otras es-
pecies de bacterias, por un ntumero crecido de « variantes»; esta
designacién solo significa gue cepas de distinto origem pueden pre-
sentar diferencias que por ser estables implican la existencia de un
cardcter gue debe ser tenido en cuenta. A su presencia puede
atribuirsele importancia causal en la enfermedad humana y de ahi
el interés en reconocer tales variantes. Muchas veces se ha inves-
tigado este asunto sin resultados aparentes, hasta que ANDERSON,
Happorp, McLrop y THOMSON encuentran las variantes conocidas
como Mitis y Gravis, agentes de difterias benignas y graves res-
pectivamente. A estas dos se agrega la forma designada Intermedia
¥ con las tres se hace mas claro el vinculo de la forma clinica y de
la patologia de la difteria con ciertas propiedades del cultivo de
la bacteria de LOEFFLER. A pesar de que 1o existe unénime acuer-
do respecto de este asunto, es evidente que en muchas partes del
mundo se aislan C. diphtherice que corresponden a las descripeicnes
de McLEop y colaboradores aunque no tienen siempre las diferen-
cias de calidad patégena descubierta por los investigadores de Leeds.

La diferencia de constitucién antigénica fué establecida por el
fenémeno de la aglutinacién ya en el afio 1896 por NICHOLAS y més
tarde confirmadas por otros autores. DURAND y GUERIN en 1918-
1921 clasificaron en cineco grupos (mejor dicho en seis grupos) las
cepas que estudiaron, estableeiendo el hecho interesante gue de cada
uno de los pequefios brotes diftéricos se aislaban bacterias del mis-

(1) Los autores agradecen a los doctores H. RUGIERO e I. PIROSKY el con-
curso prestado em este trabajo, y quedan igualmente reconocidos al Dr. J. M.
MIrAVENT por haber facilitado parte del material estudiado.



180 EsTUDIOS SOBRE DIFTERIA Vol. X N°

mo grupo antigénico. EaseLEToN y BaAXTER (1923) dividieron sus
cepas en diez grupos, siempre por aglutinacién, confirmando el ha-
Nazgo de DURAND y GUERIN acerca de la homogeneidad del tipo de
cada pequefla epidemia. Ademés se establecié que no existia vin-
culacién entre los aglutindgenos y la virulencia. Estos resultados
fueron confirmados por ScoTT.

Orr EwiNg (1933) estudia los fermentadores del almidén (Gra-
vig) y los divide en cuatro grupos; RoBiNsoN y PEENEY los dividen
en cineco grupos. cuatro de los cuales son idénticos a los de Orr
Ewing. Para estos autores los diez tipos de EAGLETON y BAXTER
no contienen sino pocos fermentadores del almidén, de modo que
los resultados no son comparables.

Roemvson y PEENEY encuentran que la mayor parte de las cepas
de Gravis pertenecen a dos tipos (I y II) y ambos son de igual
forma de colonia (daisy head) con la sola excepecién de dos cepas
entre 678. Los tipos III, IV y V son de cepas cuyas colonias son
de tipo « S » y semejantes a Mitis (61 cepas sobre el total de 749).
RoBmvson ha demostrado en 1934 que la variacién wn vitro del tipo
de colonia no estd acompaiiada del cambio de la estructura anti-
génica.

La asociacién entre la propiedad fermentativa del almidén y el
tipo antigénico no es tampoco absoluta, es deeir, que algunas cepas,
poeas bien entendido, del tipo I no fermentan almidén. Menos
absoluta todavia parece ser la asociacién entre el tipo antigénico
IT y el poder fermentativo del almidén.

La distribucién geogréfica de los tipos tiene rasgos interesantes
tales como la del tipo I que fué encontrada 390 veces en 392 en In-
glaterra, mientras el tipo II sélo 25 veces sobre 286. ORELL en-
cuentra que las cepas no toxigénicas pertenecen a un nitumero grande
de tipo antigénico.

Es aventurado todavia, afirmar nada, acerca de este grupo, cons-
tituido en algunas partes del mundo por un gran namero de repre-
sentantes desprovistos de poder patégeno, pues en tales casos la falta
de poder patdgeno impide tener certidumbre respecto de la verda-
dera naturaleza diftérica del microbio, cosa que existe cuando las
bacterias producen toxina diftérica.

El tipo antigénico de las bacterias aisladas de un mismo pa-
clente es para RoBINSON y PEENEY constante, mientras EacLeToN
y BAXTER, y SCOTT encuentran una variacién.

En cuanto a la importancia del tipo antigénico vinculado a la
agresién, DUDLEY menciona el hecho de la aparicién de una pequefia
epidemia de difteria muy benigna en nifios vacunados correcta-
mente y con un ndice de portadores relativamente elevado, después
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de la invasién por wn tipo Gravis del mismo grupo suerolégico del
predominante en Leeds. Iste hecho apoya la idea de que este tipo
suerolégico del €. diphtheriae Gravis es mas infeccioso e invasor
que el tipo corriente aislado de los portadores.

Para Scorr (citado de RoBiNsoN y PEENEY, 1936) los anticuerpos
(no antitoxina) de un sujeto tienen importancia en la invasién por
la baeteria de LOErrLER y su presencia puede impedir la agresién
de una bacteria toxigénica. Se entfende que los anticuerpos deben
ser los especificos del mierobio particular de cada caso. Por inte-
resantes que sean ésta y otras suposiciones por el estilo, no tienen
por ahora sino el valor de tales.

Debemos considerar ademas en esta breve introdueceién la diso-
clacién de dos caracteristicas importantes: la propiedad toxigénica
m wiiro y la virulencia o poder de invasién experimental del C.
diphtheriae.

Es conocido desde hace mucho tiempo que hay bacterias muy
virulentas (para el cobayo) y poco toxigénicas im vitro y bacterias
poco virulentas (para el cobayo) muy toxigénicas. ILas diferenciag
observadas por CARY son del siguiente orden: la cepa PArRx WI-
LpiaMS 8 tiene para un poder téxico de 120 dosis letales minimas
por em?® una virulencia tan baja que sélo mata al cobayo con 2.000
millones de bacterias, mientras que la cepa 2059 tieme una viru-
lencia 300 veces mayor y una capacidad toxigénica 60 veces mas
pequena.

Por altimo afladiremos que a pesar de todas las diferencias de
estruetura antigénica, de morfologia, de propiedades bioguimicas y
de virulencia, hay una propiedad que es comin a toda bacteria de
LosrrLER patégena; la toxina, que es neutralizada por una sola anti-
toxina. Puede decirge también que experimentalmente la neutrali-
zacién de la toxina por la antitoxing es suficiente para bloquear la
accion patégena del O. diphtheriae cuando se utiliza el ecobayo como
animal de experiencia.

I

En la presente comunicacién nos ocuparemos de un hecho que
estd vineulado al problema de la existencia de antigenos de agresién
de la bacteria de LOErFrLER distintos de la toxina, y aunque lo dicho
en la introduccién no se aplica especificamente a la cuestién que
se expone, ésta, por formar parte de la doctrina que se apoya en
los hechos citados, debe ser juzgada teniendo en cuenta esos y otros
analogos antecedentes de la copiosa literatura del tema.

En los estudios sistematicos sobre la difteria llevados a cabo en el
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Ingtituto Bacteriolgico desde el afio 1936, e intensificados desde
la creacién del Centro de Diagnéstico Bacteriolégico de la Difteria
en 1939, se ha podido comprobar: 19 la existencia de tipos que co-
rresponden perfectamente a la descripcién de McLEop et al., 2° que
la frecuencia de esos tipos en 1.390 cepas aisladas es de 63,82 %
Mitis, 15,46 % Gravis y 20,72 9% Intermedio, 3° que sélo una de
esas cepas proveniente de un esputo de un paciente sin afeccién
diftérica, carece de poder patdégeno para el cobayo, 4° que con la
sola exeepeién de las dos cepas que se estudian en esta memoria to-
das han sido mneutralizadas facilmente por el suero antidiftérico
antitéxico.

Con el material de estudio acumulado se abordarian a su debido
tiempo los asuntos que plantea la existencia de las tres variantes,
Gravis, Mitis e Intermedio, y los tipos suerolégicos tratando en esta
ocasién solamente de un hecho que juzgamos interesante y digno
de comunicar en seguida.

Kl dia 16 de setiembre de 1939 se recibe enviado por el Dr. Mi-
RAVENT un hisopo eon el material de un exudado de un caso de dif-
teria comun benigna ocurrido en una nifia vacunada. Se aisla una
cepa de C. diphtheriae Mitis (F.). Hsta nifia continfia siendo por-
tadora en los meses de enero, marzo y abril de 1940.

Dias antes habia sido enviado del Hospital Mufiz por el Dr. Ru-
GIERO un material (emtre los que corrientemente se examinan, de
acuerdo a un plan de investigacién en curso de ejecucién) prove-
niente de un enfermo de difteria. Se aisla una cepa de C. diphthe-
rie cuyas caracteristicas la colocan entre las del tipo Mitis.

El primer caso no presentdé cuadro clinico de particular interés,
en cambio el segundo tuvo una forma clinica de tipo maligno que
termind con el fallecimiento del enfermo a los cinco dias. La des-
eripeién resumida que sigue da una idea de la evolucién del caso.

Enfermedad actual: Se inicia el 9 de setiembre con decaimiento
general y vbémitos; guarda cama. El dia 10 en iguales condiciones,
por la noche tiene alta temperatura que no es registrada con ter-
mémetro. "

El dia 11 tiene aliento fétido e hinchazbén de ambas regiones sub-
adngulo maxilares. A las 9 fué examinada por un médico, quien le
inyeeté 50.000 unidades de suero antidiftérico y a las 21 horas fué
enviada por el mismo médico a este servicio.

Estado actual: facies palidas, motilidad 6culo-palpebral conser-
vada. Pupilas regulares de igual tamafio, reacciona a la luz y dis-
tancia. Boca entreabierta, aliento fétido, lengna mévil saburral,
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seea. Paladar blando y pilares anteriores edematosos, proyeectados
hacia adelante y la linea media donde se ponen en contacto. Exu-
dado pseudo-membranoso en todo el paladar, blando y pilares ante-
riores, de color blanco grisidceo, espeso, de superficie irregular, ad-
herente y coherente que al desprenderse hace sangrar la mucosa;
llega el exudado hacia adelante, hacia el paladar duro y hacia
afuera hasta la rama ascendente del maxilar inferior. Deglucién
normal, voz gangosa. Vomita todo lo que ingiere y a veces hay
vémito biliar. Cuello de tipo proconsular por edema elastico que
ocupa las regiones laterales e interior del cuello descendiendo hasta
la mitad del esternén. En ambas regiones sub-angulo maxilares se
palpan tumoraciones del tamafio de un huevo de gallina, inméviles.
Tonos cardiacos normales, pulso 148, regular, igual, pequefio, hipo-
tenso. Limite superior del higado en el cuarte espacio intercostal;
limite inferior a nivel del reborde costal; liso, indoloro. Fuerza
muscular y tonismo disminuido, temblor generalizado.

Setiembre 14. Facies palidas. Intensa epistaxis derecha y he-
morragia laringea; hemorragias conjuntivales del dngulo interno del
ojo derecho y una sufusién sanguinea en el parpado inferior iz-
quierdo. Vomita después de la ingestién de alimentos y agua. Fu-
liginosidades sanguinolentas en los labios y en la lengua. Abun-
dantes codgulos que tapizan las amigdalas y pilares. Tonos cardia-
cos apagados, 140 pulsaciones por minuto, pulso igual, regular, pe-
quefio, hipotenso. El borde inferior del higado se palpa a dos tra-
veses de dedo por debajo del reborde costal, liso, indoloro, de con-
sistencia conservada. Intranquilidad, temblor generalizado. A ve-
ces delirio de accién y de palabra. Obnubilacién. Deceso.

Un hecho interesante que conviene tener presente es la vincula-
cibn de vecindad de la primera enferma (¥) y la segunda (V),
pues ambas concurrian a la misma escuela y mismo grado y estaban
sentadas en dos astentos contiguos.

Los caracteres bacteriolégicos de las dos cepas (F') y (V) son
los siguientes:

Morfologia: bastones cortos. Presenta 3 a 5 corphsculos meta-
cromaticos coloreados por el método de PonpEr modificado por Kin-
youM. Las colonias son esféricas, muy negras, brillantes (agar
sangre telurito). En agar sangre desfibrinada de conejo son esfé-
ricas de superficie y bordes lisos, blanco mate.

Fermentaciones: Siembra en medios de Hiss y THIEL.
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Cuapro N© 1

Vol. X N° 2

Azficares Medio de Hiss Medio de Thiel
Glucosa ... . e + +
Maltosa ... ... i -+ +
Sacarosa ... ... —_ —
Destrina .........coveiieiannanann - +
Lactosa ......ccoiiiiinieinana —_ —_
Almidén ... — —

Estos caracteres permiten clasificar las cepas (¥) y (V) como
del tipo Mitis.

VIRULENCIA DE LAS CEPAS

Con todas las cepas que se aislan de los materiales enviados se
realiza en forma sistematica la investigacion de la virulencia utili-
zando el método de EagLETon y BAXTER que consiste en inyectar
por via intradérmica 10.000.000 de bacterias en 0,1 em?® a un cobayo
de 300 gramos, al que se le inyecta cinco horas después 125 U. A.
por via peritoneal y tomando como testigo de la inoculacién a otro
cobayo inyectado 24 horas antes con 500 U.A. por via peritoneal.
Los resultados obtenidos hasta el momento de estudiar estas dos
cepas fueron invariablemente los siguientes: todas las cepas, presu-
miblemente pertenecientes a la especie C. diphtheriae, aisladas por
el método deseripto por A. ManNzurro, dieron en el primer cobayo
una lesién local constituida por una necrosis de 1,0 em de didmetro
sin que llegara nunca a morir un solo animal. Demas estd decir
que el animal testigo no presentaba lesion aparente local y tampoco
ninguno murié. Cada cobayo sirvié para practicar doce pruebas.
Cuando se inocularon entre otras diez, las emulsiones de las dos
cepas (F) y (V), los cobayos del experimento y los testigos murie-
ron en 24 horas con lesiones locales de difteria y con los signos del
derrame pleural y la hemorragia de la cApsula suprarrenal que ca-
racteriza la difteria experimental del cobayo.

Excluidos los casos de error y halladas las cepas que producian la
muerte de los cobayos se llegé a conocer que éstos eran los de las
enfermas (F') y (V) mencionadas a las que ligaba el vinculo del
posible contagio entre ellas. La investigacion del hecho sorpren-
dente que mencionamos nos permitié recoger los siguientes datos:

El poder patbégeno de las cepas (*) fué determinado por inyec-
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¢ién a eobayos, por las vias subcuténea, intracutdnea y peritoneal,
v los resultados que estin expuestos a continuacién revelan: 19 un
gran poder patégeno de la cepa, 2° ausencia de poder patégeno con
1.000 D.L.M. en la inyeeeién peritoneal, 3°2 maximo del poder paté-
geno por via subcutinea, 4° ausencia de poder patbégeno por insti-
lacién ocular y vaginal.

o

Cultivo de 24 horas en agar suspendido en caldo.

Cuabpro N 2

Ntmero de bacterias Cu(_auta_ de bac- Via de inoculacion
. terias inyecta-
presumiblemente d 1t
inyectadas (*) as por cutivo Peritoneal Subecuténea Intracuténea
en placas
100.000 160.000 vive + en 1 dia 4+ en 1 dia
. B vive
10.000 12.300 vive + en 3 dias reac. 4+
1.006G 1.100 vive
. . vive en 4 dias
LT reac. -+
100 150 i 6 d vive
vive + en ias
o reac. J-+4
. . vive
10 8 vive vive
reac. =

NEUTRALIZACION DEL PODER PATOGENO POR EL SUERO
ANTIDIMTERICO ANTITOXICO

Las experiencias se hicieron variando la cantidad de suero y la

cantidad de bacterias.
19 10.000.000 de bacterias, cantidad usada en el método de

EacLETON ¥ BAXTER, son inoculadas por via subcutinea o intracu-
tanea a cobayos que han recibido 24 horas antes 500, 2.500 ¥
5.000 U. A. de suero antidiftérico.

Cuapro N? 3

. R Cobayo inoculado por via Cobayo inyectado por via
Antitoxina inyectada . .
intradérmica subcutinea
500 muere en 2 dias muere en 5 dias
2.500 muere en 5 dias muere en 5 dias
5.000 muere en 5 dias no muere en 5 dias

(*) Como se han revelado ambas cepas idénticas, referimos sélo los datos
de una de ellas, la cepa « F'».
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29 500 U. A., cantidad de suero usado en el método de Eacre-
TON y BAXTER, para el animal testigo, son inyectados 24 horas antes
de la emulsién de 10.000, 100.000 y 1.000.000 de gérmenes, es decir
aproximadamente 100, 1.000 y 10.000 D.L.M. por via subeutanea,
que equivalen a 1/1.000, 1/100 y 1/10 de la cantidad de bacterias
usadas en la prueba de EAGLETON y BAXTER.

CuabrO N©° 4

Namero de bacterias Cobayo inyectado por via Cobayo inyectado por via
inyectadas intradérmica subcutdnea
10.000 sobrevive sobrevive
100.000 sobrevive muere en 3 d&ias
1.000.000 muere en 2 dias muere en 2 dias

Estas dos series de experimentos revelan: 19 que el suero es
capaz de neutralizar el poder patégeno de la bacteria estudiada, 2°
que con el aumento de la dosis inoculada la accién del suere no se
pone de manifiesto, como se observa en general.

BEsta falta de actividad del suero puede ser atribuida:

a) A la produccién de una sustancia téxica no neutralizabhle
por el suero y capaz de dar lesiones macroseépicas de difteria.

b) A una propiedad de la bacteria de LOEFFLER, de no ser pa-
ralizada por el suero antitéxico cuando la aectividad patégena es
extraordinariamente elevada, por ser muy grande el namero de dosis
mortales inoculadas, de modo que la agresién es tan masiva que el
suero no resulta activo.

¢) A una propiedad de la bacteria de LOEFFLER de disponer
de un antigeno de agresién capaz de permitir la multiplicacién de
la bacteria a pesar del suero antitéxico y como a medida que se
multiplica la bacteria se produce toxina, ésta alcanza a neutralizar
la antitoxina e intoxica al animal.

ACLARACION DEL MECANISMO DE LA ACCION PATOGENA DEL GERMEN « F'»
EN PRESENCIA DE ANTITOXINA DIFTERICA

@) Produccion de toxina diftérica en caldo. — Se cultiva el mi-
crobio en caldo peptonado especialmente preparado para la pro-
duceién de una buena toxina diftérica, y al cabo de una incubacién
de seis a ocho dias se prueba la toxicidad filtrando por bujia o ma-
tando por acido fénico en la proporcién de 5 °/q. Las caracte-
risticas de las toxinas obtenidas corresponden a las que en general
se obtienen de los microbios malos productores de toxina, econ la
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sola particularidad de que la toxicidad es menor que la que corres-
ponde a la capacidad de neutralizacion de la antitoxina por toxinas
frescas. En efecto la dosis mortal minima para el cobayo estid pro-
xima a 1/10 de ec.c. siendo siempre mayor de 5/100 y menor a
las 2/10 de c.c. mientras que la dosis I, es de 1 e.c. De esto se
deduce gue el nimero de D.L.M. que constituyen un L. estd com-
prendido entre 10 y 20, cifra que es extraordinariamente baja. Este
hecho se confirma por el método de la saturacién parcial de la anti-
toxina por adicién sucesiva de la toxina del germen « F» y de 15 L,
de una toxina patrén.

Cultivo en ecaldo con peptona PArRKE DAvis de cinco dias de an-
tigiiedad. Se mata los gérmenes con fenol al 5%/ durante 24 ho-
ras. Se centrifuga durante 30" y del liguido sobrenadante se in-
yecta por via subcutinea :

Cuapro N? 5

Toxina « F » Cobayo Ne Resultado

0,5 c.ec. 417 muere a log 3 dias

0,1 e.c. 496 muere a los 4 dias

0,05 c. c. 434 vive

0,01ec.ec. 433 vive

Cuapro N? 6
Toxzina «<F > 1/ Suero Cobayo Ne Resultado

1 ec.ec. 1U.A. 354 muere en 3 dias
0,5 c.c. 1 U.A. 349 vive
0,3 c. c. 1U.A. 334 vive
0,1e.ec. 1T.A. 375 vive

Media hora de contacto

Cuabpro N° 7

Toxina <« F» Sol. Fistol. Suero antidif. Toxma_ diftérica Resultado
6 dias < 556 >
0,5 c. c. 0,5c.c. — — muere en 2 dias
0,5¢.c. — 10 U. A. — vive
0,5 ¢. c. — 10 U. A. % L, muere en 1 dia
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Cuabpro N° 8

Toxina,‘ <F Sol. Fisiol. Suero antidif. Toxina diftérica Resultado
8 dias « 556 »
0,1 ec.c. 0,9 e.ec. — -— muere en 3 dias
0,25 c. c. 0,75 c. c. — -_— muere en 2 dias
0,5 c.ec. 0,5 e.c. — — muere en 1 dia
0,5 c.ec. — 10 U. A. — vive
0,5 c.ec. — 10 U. A. Yo L muere en 2 dias

Estas experiencias que no fueron continuadas, permiten deecir:
19 que el germen en cuestién produce toxina diftérica, 2° que ésta
es neutralizada por el suero antidiftérico, y 3° que la capacidad de
saturacién de la toxina es mayor que la deducida de su propiedad
toxica, cuando se tiene como cifras de comparacion las de las toxinas
producidas por microbios muy toxigénicos.

Un gran namero de experimentos realizados con el objeto de
exaltar la produccién de la toxina en medios de cultivo diferentes,
no condujo a ninghn resultado interesante.

b) Accion de la bacteria « F » sobre la antttoxing (in vitro). —
Con el objeto de averiguar si el germen « F'» tenia la propiedad
de destruir la antitoxina por algln mecanismo distinto de la satu-
racién de la antitoxina por la toxina producida, se hizo una expe-
riencia tn vitro, que consistié en cultivar durante varios dias en un
caldo de difteria con una cantidad conocida de antitoxina diftérica
v donde después de diferentes tiempos de incubacién se determiné
la antitoxina remanente por el método de la floculacién. THn este
experimento se hizo comparativamente el estudio de la reduccién de
ia antitoxina en el mismo medio con la misma cantidad de antito-
xina utilizando cepas de bacilos toxigenos corrientes. Los resulta-
dos son homogéneos y en todos ellos se reduce de manera muy pa-
recida el econtenido de antitoxina siendo el méximo de reduceidn, de
60 Lf por c.c. para la cepa « F' ».

En caldo que contiene 100 U. A. de suero antidiftérico por e.c.
se siembran las cepas « F'», Gravis, Mitis e Intermedio. A los
cuatro y a los ocho dias se hace medicién por floculacién del filtrado
de los cultivos.

Vol.

X N-

I3
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Cuapro N? 9

Contenido de antitoxina por cc.
Cepa
a los cuatro dias a los ocho dias
Iy e 40 40
Gravis ... v e e 60 60
Mitls ... 60 60
Intermedio ........................ 60 60

Hstos experimentos prueban que la bacteria « I » y las tres cepas
utilizadas tienen practicamente igual capacidad de saturar, o des-
truir, la antitoxina in vefro, a pesar de que su capacidad toxigénica
en caldo es extraordinariamente diferente. Kste hecho no puede
ser utilizado como argumento esencial en la interprefacién de las
propiedades de la cepa « F'», aunque es muy interesante y digno
de ser estudiado con mayor ntmero de cepas, y ademéas sustenta la
idea de que la cepa « F'» a pesar de producir muy poca toxina es
por lo menos tan capaz como una eepa toxigénica de neutralizar la
antitoxina.

¢y Accién de la bacteria « F» sobre la antitoxing (in viwo). —
Si el microbio estudiado produce toxina diftérica neutralizable por
el suero y si los animales inoeulados con el germen y con suero
mueren con lesiones de difteria, es verosimil que antes de producir-
se los fenémenos téxicos y la muerte, deba desaparecer la antito-
xina diftérica circulante en los animales inoculados. Esto fué ob-
servado en varios experimentos con cobayos inyectados previamente
con suero; asi por ejemplo un cobayo inyectado con 500 U.A. y
10.000.000 de bacterias, no eontiene antitoxina circulante en el mo-
mento de la muerte ocurrida 24 horas después (menos de 1/100
de U. A. por ¢.c.); lo mismo sucede con otro cobayo inyectado con
2.500 unidades.

Con el objeto de hacer mas severa la prueba se utilizan cobayos
vacunados con 5 Lf de un toxoide activado que son reinyeetados con
5 Lf de un toxoide simple al cabo de wn mes. A la semana de esta
inyeccidén los cobayos tienen mdas de 10 U.A. por c.c.; inyectados
con 1.000.000 de bacterias de la cepa « F' » por via subcutinea mue-
ren de 1 a los 3 dias de la inyececion.
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Cuapro N? 10
Cobayos inyecta- Dosaje de antitoxina circulante
dos con 1.000.000
de bacterias «F>
el dfa 21-XIX Resultado Suero del dia 21-XT Suero del dia 22-XI

282 muere en 1 dia mas de 10 U. A. 1 U.A.
244 muere en 2 dias 10 U. A 1 U.A.
235 muere en 2 dias mas de 10 U. A, i/3 U.A.
214 muere en 3 dias méas de 10 U. A. 3 U.A.

Bs interesante ver el comportamiento de la antitoxina que se ha
redueido a menos de la 1/10 parte o a menos de la 1/30 parte en
los cobayos 282, 244 y 235. El dltimo de los cobayos del experi-
mento, el 214, que muere un dia mas tarde tiene el dia 22, 3 U. A.
por c.e. mientras los que sucumbieron uno o dos dias antes tienen
16 1/3 de unidad, como ya dijimos.

Este experimento prueba que por accién de la infeccidn en el
tejido celular subcuténeo tiene lugar una reduceién extraordinaria
de la antitoxina circulante, de modo que después de un tiempo no
existe ya la proteccion de las células sensibles por la antitoxina lo
que hace posible la agresién de ellas por la toxina.

Un experimento semejante fué realizado utilizando conejos en
lugar de cobayos. Se inyeecta por via subcutanea 1.000.000 de bac-
terias de la eepa « F'» a un conejo de un kilo y medio, y dos horas
después por via venosa se inyecta 1.000 U. A. de suero. A otro
conejo se le inyecta solamente 1.000 U. A. de suero por via venosa
(el peso de este conejo es también de un kilo y medio).

Cuapro N¢ 11

Valor antitoxico del suero a distintos tiempos de la inyeccion de las bacterias

12h. | 20h. | 28h. | 86 h. | 44 h. | 56 h. 72 h.
Conejo N° 560
1.000 U. A. por via ve- muere con
nosa y 1.000.000 de |pagde lesiones
bacteria cepa «E» . 5 5 3 1/10 | 1/10 | 1/30 | diftéricas

Conejo N° 514
1.000 U. A, por via ve-

TOSA vvvvvvnennnns, 5 3 3 3 3 1 —

Vol. X X+
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Esta experiencia tiene igual significado que las realizadas con
cobayos y demuestra que la cepa «F » se multiplica en el tejido
celular de los conejos neutralizando la antitoxina hasta producir
la intoxicacién mortal.

II

De los experimentos relatados, resulta evidente que la cepa «F »
tiene la propiedad de producir toxina diftérica de manera muy
mediocre, tal como sucede con casi todas las bacterias del tipo Mitis,
que tiene en cambio una actividad veductora de la antitoxina én
vitro bastante marcada y no inferior a la de los microbios llamados
toxigénicos y por fltimo que im viwo reduce de manera sorpren-
dente la antitoxina inyectada a los cobayos y a los conejos y tam-
bién la producida por inmunizacién activa en los cobayos. Es decir
que existe una actividad disociada 4n vitro e i vivo muy caracteris-
tica, que permite dar una explicacién bastante simple del compor-
tamiento particular del germen.

Queda sin embargo por demostrar cudl es la causa que diferencia
a este microbio de los otros que son paralizados por el suere. Como
hipétesis podemos suponer que la bacteria de LOEFFLER que se aisla
corrientemente, cuando se encuentra en los tejidos del cobayo en
presencia de antitoxina no tiene sino una limitada capacidad de in-
vasién que al ser paralizada por las defensas del organismo no
produce otra cosa que una reaccién local, pues la pequeiia cantidad
de toxina diftérica que produjo es neutralizada por la antitoxina
circulante. En cambio la cepa « F'» tiene la particular propiedad
de multiplicarse en el organismo del cobayo y del conejo a pesar
de 1a antitoxina diftérica, que solo neutraliza la toxina, y multipli-
candose y produciendo toxina termina por mneutralizar o destruir
la antitoxina, después de lo cual intoxica las células sensibles. Esto
equivale también a decir que el germen tiene un antigeno de agre-
sibn que le es partieular de modo gue se podria produeir por in-
munizacién, un suero con la propiedad de neutralizar el antigeno
de agresién. Este suero impediria la pululacién del germen y por
consiguiente no tendria lugar la neutralizacién de la antitoxina y
la intoxicacién del animal.

Bl experimento fué realizado inmunizando caballos por via sub-
cutanea con microbios vivos y luego con microbios muertos por via
venosa, de acuerdo al protocolo que sigue.
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Cuapro N°¢ 12

Fechas y valores antitézicos
Equino

Ne

Antigeno y via
27-XI1| 5-1 26-1 | 27-I1 [25-111

Anatoxina por via subcutimea 200 c.c.| 6519 | 200
Anatoxina por via subeutdnea 400 c.ec.| 6746 | 100

Bacterias vivas cepa « F'» via subcuta-
nea: 8 inyecciones 106 hasta 2.1011] g519 100 50
bacterias ............. i, 6746 50 25

Bacterias muertas: por via venosa 10
inyecciones de cepa <« F>» de 6.109] 6519

hasta 1012 bacterias .............. 6746 40

COMPARACION DEL PODER PROTECTOR DE TRES SUEROS

A) Suero mezclado de los caballos 6519 v 6746 sangrados el dia
17-X11 (suero antitéxico) 150 U. A. por ec. c.

B) El suero de los mismos animales sangrados el 5-I (suero
antitéxico y antimicrobiano en el comienzo de la inmunizacién por
via subcutédnea) 75 U. A. por ec.e.

C) Suero antidiftérico concentrado (antitéxico) de 1.500 U.A.
por e. c.

Se inyectan cobayos por via subcutanea con 10.000.000 de bacte-
rias de la cepa «F' » y dos horas después el suero antidiftérico por
via peritoneal.

CuApro N9 13

Suero U. A. inyectadas Resultado
A 150 muere en 2 dias N
750 muere en 2 dias
B 75 muere en 3 dias
375 vive
C 500 muere en 2 dias
2.500 muere en 3 dias

Ya este experimento prueba la aparicién de la actividad neutra-
lizante del poder patégeno de la cepa « F'», por inmunizacién con
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bacterias vivas, pues 375 U. A. producen la neutralizacion que 1o
existe con 2.500 U. A. de un suero antitoxico.

NEUTRALIZACION COMPARADA DEL PODER PATOGENO DE DISTINTAS CEPAS
POR UN SUERO ANTITOXICO Y UN SUERO ANTITOXICO
ANTIMICROBIANO

Se emplean tres cepas de bacterias: Gravis, Intermedio y la cepa
«F» cuvo poder patégeno estid representado por las siguientes
cifras:

CuaDpro N© 14

D. L. M
Gravis A, 708 ... ... . 1 x 108
Intermedio (P. Toromto) ..................... 1 X 108
Cepa «F'D ... e I X 108

Los sueros utilizados son dos:
@) Suero antitéxico concentrado de 1.5300 U. A. por c.c.
b) Suero antitéxico antimierobiano constituido por la mezcla
de los sueros 6519 y 6746 de la sangria del 27-11 de 40 U. A por c. c.
Se inyectan cobayos con 50 D.L. M. de cada una de las tres cepas
\ y dos horas después se inyectan distintas cantidades de suero por
via peritoneal.
Cuabpro N° 15

i
! Suero U. A. inyectadas Cepa Resultados
200 Gravis vive
Suero antitéxico 200 Intermedio muere en 3 dias
200 «F» muere en 2 dias
Suero antitéxico, an- 200 Gravis vive
timicrobiano (anti 200 Intermedio muere en 3 dias
«F») 200 «EF» vive
20 Gravis vive
20 Intermedio muere en 3 dias
20 <F> vive
2 Gravis muere en 1 dia
2 Intermedio muere en 1 dia
2 «F» muere en 1 dia
‘

Este experimento prueba que la cepa « F' » puede ser neuntralizada
.por una cantidad relativamente reducida de antitoxina cuando se
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encuentra junto a ella anticuerpos antibacterianos especificos. Agre-
ga ademés otro hallazgo cual es el de la falta de neutralizacién de
la cepa Intermedia (P. Toronto) por el suero antitéxico y por el
suero mixto de la cepa «F'y. Hsto pareceria indicar que el fené-
meno observado en la cepa «F» debe ser general aunque menos
evidente que el presentado por la cepa « I ».

Un hecho aparentemente contradictorio con la propiedad atribui-
da a la cepa « F'» de producir mucha toxina i vivo, es el de la
disminueién del valor antitéxico observado en el curso de la inmu-
nizacién con bacterias vivas. A pesar de tener la prueba de que
el microbio estudiado produce toxina diftérica por las lesiones y
por la neutralizacién de la antitoxina, se hizo la prueba cruzada de
inmunizar un caballo con ealdo en que se cultivé la bacteria. Al
cabo de cuatro semanas en las que se inyectd pequeilas cantidades
del antigeno, el suero contenia una cantidad de antitoxina repre-
sentada por 50 unidades antitéxicas por c. e.

REsUMEN

1.— ¥l cultivo del exudado faringeo de dos casos de difteria per-
mitié aislar un microbio de caracteres de C. diphtherice de tipo Mi-
tis, ecuyo poder patégeno para el cobayo es muy elevado.

2. — Kl suero antitéxico preparado de la manera habitual con la
toxina de la cepa Parrk Wirniams N9 8, neutraliza con gran difi-
cultad la accidén patdgena del germen aislado; los animales sueum-
ben con lesiones macrosedpicas de difteria sin septicemia.

3. — La antitoxina circulante de los animales (cobayos y conejos)
inyectados preventivamente con suero antidiftérico se reduce hasta
desaparecer por accién del microbio estudiado, cuando se le inyectd
por via subcuténea; igual sucede con la antitoxina de los animales
activamente inmunizados.

4. — El microbio produce poca cantidad de toxina tal ecomo su-
cede con los gérmenes del tipo Mitis. Cultivos en ecaldo, que con-
tiene antitoxina diftérica, reduce a ésta de igual manera que la cepa
Parx WinpLiams y sin que haya apariencia de destruceién de anti-
toxina.

o.—La inyeccién de cultivos en caldo, muertos por fenol, pro-
duce en el caballo elevacién del titulo antitéxico para la toxina
diftérica de la cepa PARk WILLIAMS.

6. — Lia inmunizacién por las vias subcuténea y venosa, con gér-
menes vivos, de caballos previamente inmunizados con la toxina
cepa PARk WILLIAMS, permite obtener un suero de valor antitéxico
menor que el de los mismos animales al iniciar la inmunizacién con
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bacterias, pero ese suero adguiere la propiedad de neutralizar la
accidn patbégena del microbio estudiado con una cantidad de anti-
toxina relativamente pequefia.

El mismo suero neutraliza en manera analoga a una cepa Gravis
que es también neutralizada por el suero antitéxico de la cepa
Park WILLiAMS; en cambio una cepa Intermedia no es neutralizada
su aceién patégena ni por el suero antitéxico de la cepa PARk WI-
LLIAMS ni por el antitéxieco antimicrobiano de la cepa « F ».

CONCLUSIONES

1. — El poder patégeno experimental del C. diphiheriae (cepas
«F>»y «V>») no estd determinado exclusivamente por su capaci-
dad toxigénica. HExiste posiblemente un antigeno de agresién que
no es paralizado por la antitoxina y que permite la pululacién local
del microbio patdgeno.

2. — Hsa accibn patégena, no neutralizable practicamente por el
suero antidiftérico, estd determinada por la suma del antigeno de
agresién que permite la pululacién del germen y la génesis de toxi-
na que al neutralizar la antitoxina cireulante, puede matar a los
animales.

3.— Ks posible neutralizar el antigeno de agresién por un suero
antimicrobiano especifico preparado con lag cepas estudiadas.

4. — Tia existencia de un antigeno distinto de la toxina, mo es
exclusivo de las cepas « F'» y « V » estudiadas en este trabajo.

BIBLIOGRAFIA

J. 8. Axpzrson, F. C. Harrorp, J. W. MoLrop y J. C. THOMSON, The Journal
of Pathology and Bacteriology. Tomo 34, afio 1931, pag. 667.

J. 8. Awprrson, K. E. Coorrr, ¥, C. HappoLd y J. W. McLzop, The Journal
of Pathology and Bacteriology. Tomo 36, afio 1933, pag. 169.

J. Nicmouas, Compies Rendues de la Soc. de Biol. Tomo 48, afio 1896, pag. 817.

DUrRAND y GUERIN, Comptes Rendues de la Soc. de Biol. Tomo 84, afio 1921,
pag. 980.

EAGLETON y BAXTER, The Journal of Hygiene. Tomo 22, afio 1923-24, pag. 107,

JEAN Orr EwiNg, The Journal of Pathology and Bacteriology. Tomo 37, afio
1933, pag. 345.

D. T. RosinsoN y A. L. P. PEENEY, The Journal of Pathology and Bacterio-
logy. Tomo 43, atio 1936, pag. 403.

C. C. OxeLyL, The Jowrnal of Pathology and Bacteriology. Tomo 29, afio 1929-
30, pag. 309.

S. P. DupLeY, The Lancet. Febrero de 1934, N9 6, Vol. CCXXVI, pag. 299.




