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Estudios sobre difteria X
Bcerca del fendmene de Behring

Por A. SORDELLI, A. MANZULLO, J. P. FERRARI vy R. NAVARRO ViCOLA

Prosiguiendo los estudios de la patogenia de la difteria y con el
objeto de encontrar una interpretacion plausible de las diferentes
formas clinicas de esa enfermedad, sobre todo las malignas e hi-
pertéxicas, se realizaron experiencias para reproducir el fendémeno
de Behring con la finalidad principal de obtener cobayos hiper-
sensibles a la toxina para hacer con ellos experimentos vinculados
a la naturaleza del problema en estudio.

Una variante de ese fendmeno podria servir ademés para explicar
la sensibilidad a la difteria de ciertos sujetos cuya sangre conticne
una cantidad de antitoxina superior a la del umbral de recepti-
vidad. 7

Lios pocos individuos de ese grupo daban una reaceién cuténea
positiva a la toxina diftérica y padecian de un proceso que elini-
ca y bacterioldgicamente era difteria. Hsto que a primera vista pa-
rece 1ldgico, es comiparable al fendmeno paradojal que Behring ob-
servg en los animales. Si se pudiera demostrar que esa disociacién
entre inmunidad antitéxica vy sensibilidad a la toxina es constante
en los enfermog de difteria eon antitoxina circulante, se deberd
modificar parcialmente la doectrina de la inmunidad diftériea, in-
troduciendo como correccidn el de la hipersensibilidad individual.

Los hechos experimentales que se exponen en este trabajo con-
tradicen de una manera muy evidente los expuestos por Behring y
como se trata de una cuestién, a nuestro entender, de la mayor im-
portancia, no queremos dar a este relato por el momento, otro ca-
racter que el de una simple exposicién de resultados experimentales.
Hay que hacer notar que en los trabajos de Behring los fenémenos
observados por ese investigador fueron muy claros, mientras los des-
eritog por otros que le siguieron lo son menos, y por tltimo los nues-
tros niegan su existencia.

Entregado para publicarse en abril de 1943.
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Por tanto no se trata ya de conocer la existencia del fendmeno
sino de saber por qué razén no se le puede reproducir con log re-
cursos que actualmente disponemos, lo que equivale a decir que ¢l
método para producir el fenémeno descrito por Behring no estd
suficientemente definido por los datos publicados

Entre las hipotesis posibles, para explicar la falta de realidad de
ese fenémeno podemos suponer:

1 — Que los resultados obtenidos por Behring sean debidos a
un error, cosa poco verosimil.

2° — Que las toxinag obtenidas en aquel tiempo, por la natu-
raleza de la bacteria o del medio de cultivo o del método de prepa-
rarlas, fueran esencialmente distintas de las que se obtlene actual-
mente.

3°— Que los animales usados, (raza, peso, edad) o las condi-
ciones de temperatura ambiente, alimentaciéon, ete., son importantes
en la determinacién del fendémeno.

En los experimentog de Behring se puede ver de manera clara
gue por la repeticién de lag inyececiones, log animales ge hacen cada
vez mas sensibles al téxico; en un caso, el del caballo Fritz, los fe-
némenos de hipersensibilidad se wmanifiestan por intoxicacién y
muerte con dosis muy pequeilas de toxina, y algo semejante ocurre
con los dos cobayos cuyos protocolos muestran que hasta 1/400 de
la . L.M. es capaz de produciy muerte con intoxicaci '

En cuanto a la hipersensibilidad observada en ofros casos, mejor
dicho a la permanencia de la sensibilidad celular, los Gnicos signos
que la demuestran son la elevacién grande de temperatura por in-
veceién de pequeias cantidades de toxina. Menciona también Beh-
ring, sin exponer protocolos, que ciertos animales que contienen
una cantidad muy grande de antitoxina, moririan eon una cantidad
infima de toxina y mucho menor que la que puede ser neutralizada
por la antitoxina circulante. Eg natural que la mezcla de esa toxina
con la antitoxina circulante de aquel animal hipersensible, si fuera
inyectada a un animal normal, no produciria ningtn efecto téxico.

Estos hechos, pueden fundamentar la hipdtesis del aumento de la
gensibilidad celular (¥) independientemente de la produccidn de
antitoxina, es decir de la inmunidad. Parece innecesario complicar
el asunto introduciendo la hipdtesis de la insensibilidad celular co-

(*) Behring admite que durante la inmunizacién se puede producir un triple
fenémeno: 1° aumento de la sensibilidad celular; 2° reduccién de la sensibilidad
celular (insensibilidad); 3¢ aparicién de anticuerpos capaces de neutralizar el t6xico.
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mo un resultado de la inmunidad para el caso presente, por lo
LENOS.

Por otra parte, los experimentos comunicados por Behring y
Kitashima, con la excepcién de 2 cobayos y de un caballo (Fri
son poco probatorios de la existencia de una hipersensibilidad. Ade-
més el niimero de animales usados es eseaso, y las conclusiones, tan
interesantes, que fluyen de los resultados, pueden provenir de wn
factor accidental importante pero no determinado.

En cuanto a los experimentos de Nicolle, que utiliza eobayos, no
se pueden considerar como demostrativos de los fenémenos de hi-
persensibilidad, pues si bien es clerto que a la 40° inyeccién 2 co-
bayos sobre 4 mueren, la cantidad total de toxina inoculada es més
de %% D.L.M. y debemos considerar que la D.L.M. gue usa es la
cantidad de toxina que mata a un cobayo en 2 dias y medio y por
tanto no es de asombrarse que con la mitad de esta dosis los anima-
les mueran en 4 ¢ 6 dias después de la ditima inyeccién; por otra
parte s6lo 2 de los cobayos mueren y los otros 2 se inmunizan.

Zironi repite las mismas experiencias y establece que la hipersen-
sibilidad se produce més rapidamente si se usan dosis mayores que
las empleadas por Behring y Nicolle. La suma de esas cantidades
estd muy cerca de la D.L.M. y no es de extrafiarse que los cobayos
mueran con lesiones diftéricas. Kretz cita la experiencia hecha en
un caballo, llamado Irene, que después de recibir durante 2 meses
700 cc de toxina diftérica, con sblo 50 ec de toxina, reacciona
fuertemente con gran infiltracién, fiebre y mal pulso.

Viadimiroff, trata de repetir la experiencia de Behring con to-
xina teténica en cabras y provoea una enfermedad que no es pre-
cisamente el tétano y por lo tanto resultaria dificil juzgar este
fenémeno como de hipersensibilidad en el sentido de Behring; no
asi en las lanchas que parecen presentar tal fendmeno por la inyee-
cién de toxina teténica.

A continuacién se exponen los resultados experimentales logra-
dos en ¢l estudio del fenémeno de Behring.

) La experiencia que relatamos a continuacién ha sido reali-
zada en forma tal que practicamente es la repeticién de las ecommu-
nicadas por Behring y Kitashima de mode que su resultado debiera
haber sido el mismo que el observado por aguellos autores.

Se usa una toxina diftérica N° 1002 cuyo L, es 0,08 y cuya
D.L.M. es 0,002 para cobayos de 300 gr (cepa Park W 8) (Ver
determinaciéon de dosis letal minima).
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DETERMINACION DE DOSIS LETAL MINIMA DE TOXINA DIFTERICA 1002 EN COBAYOS
pE 300 GrAMOS

2 cc. de 1/1.000 se consideran D. L. M. para Behring

Toxina 1/1.000 26-X11-41
Dias
Cantidad co;iy"
27 28 29 30 31 1 2
1 ce. 801 0 g.ed ed N esc g N
1 ce. 836 0 z.ed ed ed ed ed
1,20 cc. 877 p.ed g.ed ed -+
1,20 cc. 870 p.ed g ed ed +
1,40 cc. | 833 p.ed g.ed ed ed +
1,40 cc. 859 p. ed g.ed ed ed ed +
1,60 ce.| 891 p.ed g. ed ed +
1,60 cc.| 894 p. ed g ed ed ed ed ed N
Toxina 1/500 29-X11-41
Dias
Cantidad Cobayo
No
30 31 1 2 3 4
0,80 cc 380 p-ed ed ed N +
0,80 cc 854 p. ed ed +
0,90 ce. 874 p.ed ed -+
0,80 cc. 835 p.ed ed -+
1,05 cc. 842 ed ed +
1,05 ce. 849 ed ed +
1,15 cc. 826 ed ed +
1,15 ce. 812 ed +

1¢* EXPERIMENTO

El 30 de Diciembre se inyecta 8 cobayos de 300 gramos con
1/400.000 de D.L.M. de toxina en 1 cc y se vuelve a inyectar 18
veces duplicando en general la dosis cada vez, en un tiempo total
de 30 dias. Al mismo tiempo gque se inyectaban los animales del
experimento se hacia lo propio con dos testigos con la misma dosis.

Tias primeras 13 inyecciones fueron practicadas diariamente,
llegando a 1/78 de la D.L.M.; en ese momento sobre 8 animales,
5 presentan pequefio edema y los testigos también. Desde la apari-
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[ENTO
1/78 1/78 | 1/39 1/20 1/20

12.1 1 13T | 147 | 151 | 16-L | 17-1 | 18-T | 19-T | 20-T 1 2i-I | 22-T | 23-T | 24.T | 25-1

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 2
g.ed | p.ed| ed |p.ed|p.ed]p ed N 0 0 0 0 0 0 0 0
voed | p.oed] ed |ped| ed |p.oedp ed 0 p-ed [m.ed{m.ed|ed N| p.ed|p. ed N

n g.ed | ed ed ed | p.ed|p.ed 0 p.ed| ed [ed N| N |ped| N N

n g.ed | ed ed ed |p.ed|ped]p.ed|p.ed 0 p.ed 0 p.ed N N

N |g.ed| ed ed ed | p.ed|ped| 0O [|fwdl — - — — — —
oed | ed ed ad ed | p.ed|ped 0 p.ed | p.ed p.oed|pediped| ed N
oed | ed ed ed ed ed |p.ed|p-ed|p.ed]|ped|ped]|ped 0 N N
o.ed | ed ed ed ed |[p-ed|p.ed 0 0 p-ed | ed. N| ed ed ed N

0 0 0

yoed | poed | p.ed

vedip.oed| ed

y.ed | p-ed [p.ed N

— — 578 | vojo | p.ed | p.ed ¢

— — 530 | p.ed | p.ed 0 0

0jo 565 | 0 0

'0jO 571 0 0

751 0 ed | p.-ed 0
538 0 p.ed | p.ed 0
512 | p.ed| ed N N
527 0 p-ed| N N
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cién del primer edema las inyecciones se hacen cada tres dias re-
pitiéndose 3 veces la dosis de 1/78 D.L.M. Al llegar a la dosis de
1/20 D.L. M. muere un cobayo sin lesiones diftéricas, es decir des-
pués de 17 inyecciones. A la 18* inyeccién todos los cobayos pre-
sentan necrosis, inclusive los testigos (1/20 D.L.M.) y muere un
cobayo con lesiones diftéricas. A los 25 dias de la primera inyec-
cién, se sangran los animales para dosar antitoxina circulante, te-
niendo todos ellos menos de 1/300 de unidad.

En ningtin momento se notd diferencia importante entre las reac-
ciones de los testigos y la de los animales del experimento.

Z¢ HXPERIMENTO

b) 19 de Enero: Se hace 3 grupos de dos cobayos cada uno
a los que se myecta con 1/5, 1/10 y 1/20 de la D.L. M. de la misma
toxina anterior.

Lios dos cobayos inyectados con 1/5 de D.T.. M. ¥ que reacciona-
ron con gran edema, son reinyectados al tercer dia uno con 1/10 y
otro con 1/20 de D.L.M. Uno de ellos, el que habia recibido 1/5
y 1710 de D.L.M. murié al octavo dia sin lesiones diftéricas.

El segundo grupo inyectado con 1/10 se vuelve a inyectar al
tercer dia con 1/10 y 1/20 respectivamente; el primero tiene ne-
crosis mientras el segundo no tiene reaceidn,

La serie de log que habian recibido 1/20 D.L.M. tiene pequefio
edema al primero y segundo dia. Al tercer dia se inyecta a uno 1/5
y al otro 1/10 y aparece un edema que dura pocos dias. Liog testi-
gos con 1/5 1/10 v 1/20 de la D.L.M. presentan las mismas alte-
raciones que los animales de la experiencia.

[Las reacciones producidas por una misma dosis de toxina son
iguales tanto en la primera como en la segunda inyeceidn,

3¢ BXPERIMENTO

¢) Esta experiencia se hace inyectando en vez de toxina ex-
tracto de gérmenes preparados siguiendo la téenica de O’Meara.
Se usan dos extractos (1 v 2) cuya D.L.M. es para el numero
1 de 1 ce y para el ntimero 2 de 2 ce. Se hace dos experiencias
una con el extracto niimero 1 y otra con el ntmero 2, inyectando
en total media D.L.M.
Con el extracto nimero 1 se usa 3 series de cobayos: la primera
serie se inyecta todos los dfas durante cineo dias con 1/10 D.L.M.
cada vez; la segunda serie se inyecta dia por medio, y la tercera

cada dos dias.



Resultado de la 1a. inoculacién
Dlgill_ﬁ Cobayo No
20-1-42 21-1-42
405 g.ed g.ed N
1/5
495 p.ed ed
429 p. ed ed
1/10
433 0 m, p. ed
447 p-ed p.ed
1/20
486 p. ed p.ed
Ne 600
Cobayos testigos.................... Ne 534
Ne 523

1/5 D. L. M. =1/2.500

1/10 D. L. M. = 1/5.000

1/20 D. L. M. = 1/16.000

N = Necrosis.

* I =Reaccién de la la. inyecci6n.
wt [T =Reaccién de la 2a. inyeccién.



2¢ EXPERIMENTO

Resultado de la 2a. inoculacidon

22-1-42
b L M 23-T-42 24-T-42 26-1-42 27-1-42
*I.g.ed N ed N ed N ed N
1/10 w I1, ed ed p.ed p.ed N
Ied ed N ed N ed N
1/20 Il p.ed ed p.ed? p.ed
1/10 T.ed ed ed N ed N
I p.ed p-ed p. ed p. ed
1/20 I.p.ed ed p.ed N p.ed N
11. 0 0 0 0
1/5 I p.ed p.ed 0 0
I ed ed ed N ed N
1/10 I.ed ed p.ed N p. ed
Ii.p.ed p.ed 0 p. ed
1/20 m. p. ed p.ed p.ed N
1/10 ed g. ed g.ed ed
/b6 ed g.ed g.ed ed
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3er. E
Cobayos inyectados t
Fecha 29 30 31 1 2 3 4
b4 X X X b4
Hatracto 1
346 — ed ed ed ed p.ed p.ed
370 — p.ed ed ed ed p.ed p.cd
Haxtracto 2
394 — p.ed p.ed p. ed p. ed p.ed p.ed
377 — ed ed p.ed p.ed p.ed . ed

Cobayos inyectados dia

Fecha 28 30 31 1 2 3 4
x X X X

Eatracto 1

375 — p. ed p. ed ed p- ed ed p. ed

266 — ed ed p.ed p.ed ed ed
Bairacto 2 _

305 — p.ed p.ed p.ed p.ed p. ed p.ed

391 — 0 0 p. ed p.ed p.ad p.ed

Cobayos inyectados con dos dic

Fecha 29 30 31 1 2 3 4
Hzxtracto 1

362 — p.ed p.ed p. ed p. ed p. ed p. ed

392 — p. ed p. ed p.ed p.ed p. ed p.ed
Exiracto 2

348 — 0 0 0 p.ed p.ed p.ed

338 — ed ed p. ed ed ed p.ed

x = dias en que se practica la inoculacién.
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s dias con 1/10 de D.L .M.

wouA 129

5 6 7 8 9 10 11 12 13
p.ed p. ed p.ed 0 0 0 0
p.ed p.ed +
p.ed p. ed 0 0 0
n.ed m. p.ed 0 0 0
dio con 1110 de D.L.M.
5 6 7 8 g 10 11 12 13
x
ed p.ed ed p. ed p.ed p.ed p. ed 0 0
ed p. ed p. ed p. ed p. ed p-ed 0 0
I T I B B
aed p. ed p. ed p. ed 0 0 0
ed p. ed p. ed p.ed 0 0 0
mtervalo con 1110 de D.L.M.
5 6 7 & 9 10 11 12 13
X
ed p. ed p. ed p.ed p.ed p. ed p. ed ed p.ed
ed p.ed p. ed p. ed p.ed p.ed p.ed ed p.ed
ed 0 p. ed p.ed 0 0 ped. 0 0
d 0 p. ed p.ed p.ed 0 p ed. ped. p. ed
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En todos los animales desde la primera inyeceién aparece un edema
que luego va desapareciendo paulatinaments. Uno de log ecobayos
que recibié todos los dias la inyececién muere al 4° dia de la tltima,
pero se aisla un germen de sangre del corazén y las lesiones no son
de difteria

Con el extracto nimero 2 se hace lo mismo, inyectando cada dia
0,2 ec. Lios cobayos que se inycetan con dos dias de intervalo pre-
sentan menos reaccién que los inyectados diariamente,

Estos resultados revelan que la sensibilidad del cobayo no crece
por la repeticién de las inyecciones de toxina hasta los 15 dias

de la primera inoculacién.
4° EXPERIMENTO

d) En esta experiencia se ha usado 7 cobayos a los que un
mes v 4 dias antes se habia inyectado 1 cc de extracto segan O’'Mea-
T2 por via subeutédnea. Lia sangre de estos animales tenia menos de
1/300 de U.A. cireulante; se les inyecta 0,001 de la toxina o sea
media D.L.M. por via subeutanea (toxina 1002), todos elios pre-
sentan mayor o menor edema, que va aumentando paulatinamente
para disminuir en unos y necrosarse en otros. Al tercer dia de la
inyeceién muere un cobago con lesiones diftéricas; al cuarto dia
inyeceién muere un cobayo con lesiones diftéricas; al 62 y 15* mue-
ren otros dos sin lesiones.

Estos resultados no difieren sensiblemente de los que se obtienen
inyvectando animales normales con la misma cantidad de toxina.

5° EXPERIMENTO

¢) En esta experiencia se trata de reproducir el fenjmeno de
Kretz, imitando la forma de su realizacién. Se preparan mezclas
nentras de toxina-antitoxina (1 U.A.+1Lf) que en la dosis de
0,1, 0,01 y 0,001 de Lf se inyecta por via intradérmica en 0,1 cm’
a cobayos sensibilizados en la experiencia primera 13 dias antes,
son 13 inyecciones de toxina; ademas se inyecté un animal sensi-
bilizado con una dosis de toxina, (testigo de la experiencia N° 1) y
un cobayo normal. Todos los cobayos presentaron como tnica reac-
cién un pequefio nédulo, no observandose diferencia entre los testi-

gos v los animales sensibilizados.



(Inyececién de 1/2 D. L. M.)

4° EXPERIMENTO

Cobayo Valor U. A. 3-11 41X 5-11 6-11 7-11 9-1 10-1T 11-1 12-I1 13-11 15-11 18-11
807 —1/3090 p. ed ed ed ed ed ed ed N ed N ed N +
382 —1/302 p. ed p. ed p. ed od od + suprarrenales &=, no hay Qtra lesién diftérica

(edema benigno)

830 —1/301 0 p.ed | p.ed ed ed ed edN |p.edN|p.edN| N N
900 —1/300 p- ed ed g. ed ed ed ed ed N ed N ed N ed N +
896 —1/310 p.ed ed g. ed ed ed ed edN | edN |p.edN N N
761 — 1/300 0 ed ed + suprarrenales ==, no hay otra lesién de difteria (edema benigno)
871 —1/300 p-ed g. ed + con lesiones diftéricas | I l ‘ l
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5° HXPERIMENTO

0,1 Lf 0,01 Lf 0,001 Lf

Cobayo N° 720

ler. dia ... L n n n

20 n n n

BET. Y n n n
Cobayo Neo 784

ler. dia ... o . i n n

20 > e n n n

SET. Y e n n n
Testigo No 775

ler. dia ... n n n

20 n n n

Ber. > e n n n
Cobayo samo N© 734

Yer. dia........ .. L. n n n

20 S n n n

BEL. n n n

n = pequeiio nodulo.

6° EXPERIMENTO

f) Se usa dos cobayos del experimento N° 1 (después de 13
dias), dos testigos del mismo experimento y 2 cobayos nuevos, inyec-
tandolos por via infradérmica con toxina. Todos log cobayos reacelo-
nan de la misma manera; dan reaccién positiva con la dosis de
1/1000 a 1/2000 de la D.L.M. y no dan reaccién con 1/4000.

6° EXPERIMENTO

Dosis letales minimas
Cobayo Ne

1/1.000 1/2.000 1/4.000
Seunlilzado 730 ++ + 4 0
Seunlilzado 780 +-+ -+ 0
Testigo 611 ++ ++ 0
Testigo 632 +4 -+ 0
Sano 764 ++ + 0
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CONCLUSIONES

e
rica a los cobayos (fendmeno de Behring)
por inyeccién de toxina diftérica en las condiciones experimentales

expuestas.
2¢— Lios cobayos inyectados varias veces con toxina no contienen

antitoxina diftérica en la sangre.
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