INVESTIGACION DE LA INMUNIDAD NATURAL
ANTIDIFTERICA

. Por Oscar Ronpdn S,

Departamento de Inmunolagia def Institulo Nacional de
Higiene i Salud Pablica,

La “inmunidad colectiva™ a la infeccion diftérica, estd dada, en gran
parie, por el predominie dentro de la colectividad, de sujetos susceptibles
o resistentes a la infeccién, y por el reconocimiento y estudio de esta for-
ma de inmunidad del individuo, es como nos vamos a dar cuenta del es-
tado inmunitario de la poblacion, o en términos epidemiclegicos, de la “in-
munidad colectiva”. '

Después de los trabajos de ABEL (1894) y de WasSERMANN (1895),
quedé probado, que en la sangre de sujetos normales puede haber anti-
toxina diftérica, demostrable por inoculacién subcutanea al cay de mez- -
clas de toxina diftérica y suero de sujetos inmunes.

ROMER (1909) facilité grandemente ¢l conocimiento de la distribucian
de esta antitoxina en grandes masas de poblacién, gracias al descubrimien-
to de su preciosa y delicada técnica intradérmica, para medir pequefias
cantidades de antitoxina (o toxina): sin embargo, su método no se ge-
neralizé grandemente debido a que su manipulacién requiere conocimien-
tos especiales de laboratorio, : :

Fué Schicx (1908, 1911, 1913} el que valiéndose de esta técnica,
ncs proporciond un amétodo mas sencillo y mucho mas practice, para ha-
cer la distincién entre individuos susceptibles v resistentes en comunida-
des humanas.

- Valiéndose de esta “Reaccion de Schick”, como comunmente se la
llama, es que nosotros hemos llevado a cabo el estudio de la “inmunidad
colectiva” para la Difteria, en: ndestra poblacién,
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DIAGNOSTICO DE SUSCEPTIBILIDAD A LA DIFTERIA
MATERIALES Y METODOS
Prueba de Schick. A pesar de ser comunmente conocidas las téc-
nicas a seguir para realizar esta reaccién, creo, sin embargo, indispensa-
ble expcner a grandes rasgos, los métodos y materiales usados por noso-
tros, tanto porque el reactivo de ScHicK ha side preparado por nosotros
mismos, como también porque asi lo exige el estudio comparativo.

Toxina Standard para la Prueba de Schick. La Toxina diftérica
usada en la preparacién de este reactivo, ha sido el lote XXX F, 2, resul-
tante del desarrollo de la cepa NY PARK W-8, en caldo preparado con

“infusién de carne y el producto de la auto-digéstion péptica de estéma-
gos de cerdo, de acuerdo a la técnica sefialada por G. RamMon (1933).

Este lote de toxina fué escogido entre otros, porque llenaba los re-
guisitcs indispensables, y que estudiaremos a_continuacién; fué preserva-
do con toluol y guardado en frio durante todo el périodo de investigacion,
y tituld como M. L. D, (1) (Minima dosis mortal} en 0.002 cc. a fines
de 1939, valor que fu? probade varias veces durante este mismo perio-
do, dando algunos cambios despreciables, que anctaremos oportuna-
mente.

La reaccién de ScHiCK al hacer la distincién entre sujetos inmunes y
1o inmunes, nos da también un valor cuantitativo de inmunidad, dentro de -
ciertos limites, ya que Scmick (1913), y Micmiers y Scuick (1913),
ajustarpn empiricamente la dosis de 1/50 de M.L.D. en ¢l cobayoc, como
la cantidad suficiente para producir reaccién en la piel de los sujetos que
no alcanzaran a tener 1/30 de unidad antitéxica por centimetro ciibico de
sangre, cantidad de antitoxina que consideraron suficiente para dar inmu-
nidad. Por este hecho, la “dosis de prueba” debe ser definida y la toxi-
‘na que se escoja, para este uso, ha de llenar ciertos requisitos standard.

Ademas la “dosis de prueba”, tal como fué.definida originalmente
por ScHick (1913), esta valorada por la accién mortal de la toxina (M.
L. D.), pero en la prueba de SCHICK no entra en funcion directa este va-
lor; sino la accién téxica sobre la piel (M.R.D.) (2}, y sobre todo, el
“poder de combinacién”, entendiéndcse por este. la mayor o mienor afi-
nidad de una toxina para ser neutralizada por la antitoxina contenida

(1) Se entiende por M. L. D. la mas pequefia cantidad de toxina que inoc.u]ada
subcutdnear.ente a un cuy de 250 grs. de peso lo mate en 4 6 5 dias, )

(2) 5e entiende por M, R. D. la menor cantidad de toxina que inoculada intra-
dérmicament: en la piel de un cuy produce en este una reaccién definida.
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en los liquidos tisulares del individuo. La minima dosis mortal (M.L.
D.), como ha sido indicado por GLENNY {1925), no mide este '‘poder’.
ni estad directamente en relacion con el valor téxice por lesién cutinea o
M.R.D. (RoémEr. 1909).

Por estas consideraciones se hizo la revision de la dosis de pruecba
de Schick, y la Comision de Higiene de la.Sociedad de las Naciones, de
acuerdo con la propuesta de los serdlogos designados para el estudio de
este punto, e] afioc 1930, ha recomendado el afio 1931 (REeporT, 1931
- Tavrow, 1937; TopLEY, 1942; PHar, 1942), en un folleto del Comité de
Higiene, las siguientes reglas y condiciones para escoger una toxina dif-
térica destinada a la prueba de ScHick:

1 La toxina debe estar standardizada o “madura”, segun el térmi-
nc del cemité; ya que los filtrados toxicos, recientementé preparados: tie-
nen una pérdida rapida en su peder téxico, en los 3 6 4 primercs meses;
después de los cuales se estabiliza durante un tiempo mas o menos pro-
longado, en. el cual, solamente tiene insignificantes pérdidas en su toxici-
dad (MuriLLo, 1920; GLENNY, 1928; PHAIR, 1942).

2° La toxina debe tener un poder téxico sefialado y ademss, la fa-
cultad de unirse con la antitoxina en grado y condicicnes determinadas,
que la Liga de las Naciones define asi: "La dosis de toxina para la prue-
ba de ScHICK, a ser inyectada en un volumen de 0.2 cc. deberd ser
aquella cantidad de toxina, la cual. cuando se mezcla con 1/750 parte de
una unidad internacional de antitoxina y es inyectada intradérmicamente
en un cobayo normal, no causa reaccién local; pero, cuando es mezclada
con 1/1250 parte o menos de una unidad internacional y es similarmente
inyectada, causa una reaccién marcada del tipo de la Reaccién de Schick
“positiva’’; estipulando que la toxina sea tal que 1/25 de la dosis de
prueba Schick determinada anteriormente, sin mezcla con antitoxina, cuan-
do es inyectada intracutaneamente en un cuy normal, causa una reaccion
lecal definida del tipo de la reaccion de Schick “positiva”; pero que 1/50
de la dosis de prueba Schick, simultaneamente inyectada, sin mezcla, no
cause reaccion local de este tipo (Puair, 1942)".

En estas dos definicicnes, la clausula principal define la dcsis Scrick
en términos de poder téxico para la piel del cuy, v par otro lado, alter-
ra con la clausula que trata con el poder de combinacién, o mejor dicho,
valora la dosis en términos de “poder téxico para la piel” y “poder de
combinacién”.
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De acuerdo con estas consideraciones standard nosotros hemos es-
cogido una toxina tal que 1/50 de dosis minima mortal (M.L.D.), de
acuerdo con SCHICK, reuna también las ccndiciones sefialadas por la Li-
ga de las Naciones. Esta toxina ha sido probada varias veces en todos
sus requisitos, durante su uso y es digno de anotarse gue solamente se
encontré una insignificante disminucién en su poder minimo mortal (M,
L..D.}; pero conservando las ctras condiciones. Esta pequeiia baja en
su poder mortal fué despreciada por nosotros, porque afiadimos un 20%
mas de toxina a cada lote de reactivo de SCHICK, con miras de ponernos -
a salvo, justamente, de alguna pérdida en el poder téxico per cualquier
circunstancia y de acuerdo con W. BunNNEY (1931} y lo sefialado por M.
TarLor y P. |. MaLoNEy (1937) v otros investigadores como C. JENSEN
(1931 a), todos los cuales han constatado que un valor més alto que el
sefialado por la Liga de las Naciones, no solo no altera los resultados; si-
no que hace mas distintas y mas facilmente interpretables las reacciones
piel.  Adn mas, para ponernos en 6ptimas condiciones de trabajo v para
control, hemos comparado los resultados de la “prueba de ScHick” en
varios nifios con el dcsaje de antitoxina en la sangre de los mismos, dosa-~
je hecho por una modificacion del método de RGMER, resultados que ana-
lizaremos posteriormente.

Diluyente de la toxina para la Reaccion de Schick. s un hecho re-
conocido que la estabilidad de la toxina diftérica se pierde y su titulo ba~
ja rapidamente en pocos dias si se la diluye en un liquido no apropiado
(GLENNY y col 1925 a; GLENNY y col. 1928; BuxxEy, 1931) tal como,
suero fisiclégico y mas aiin si se le agrega un preservativo como el fe-
nol u ctro desinfectante. Ecto nos indujo a la biisqueda vy eleccion de un
diluyente en el cual nuestra toxina conservara su estabilidad y ademas,
de acuerdo con B. WaITE y W. Bunney y Marcoim (1932), llenara
otros requisitos tales como: que sea de poco costo, que permita la dilu-
¢i6n de la toxina a la concentracién del reactivo de SCHICK, sin deterioro
de su toxicidad durante, pcr lIo menos, dos meses a la temperatura am-
biente, y que no se altere por la filtracién a través de una bujia Berkefeld;
ademas, que proteja a la toxina contra la accién de un preservativo, y
que, desde luego, sea satisfactorio para el uso intradérmico en el hombre.

Nosotros hemos probado algunos diluyentes ccmo: e} suero fisiolo~ -
gico; el diluyente Buffer Borax-Bérico de GLENNY, PopE vy W ADDINGTON
(1928): el peptonado de Buwney (1931) y el de F. Mopern (1932).
"Habiendo encontrado muy satisfactoria para nuestra toxina, la solucién
de W. Bunney (1931), formada por 2% de peptcna “Difco” en aguwa
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destilada, conteniendo 0.85% de cloruro de sodio y 0.57; de fencl y con
un pi. 7.8 a 8.0; esterilizada por auteclave a 120°C. por treinta minutos.

La dilucién de fa toxina ha sido hecha en la forma siguiente:

En un balén volumétrico de capacidad suficiente calculacio para el
uso de un mes, se mezcla la cantidad necesaria de toxina diFtérica {para
que dé una solucion tal que 1 cc. de la dilucién contenga 1/5 de M.L.D.,
méas un 209 de exceso requerido), agregando al balén la solucién de pep-
tena previamente fenicada en cantidad suficiente para completar el volu-
men del balon aforado. La dilucion es después filtrada por bujia Ber-
kefeld y probada en su toxicidad y esterilidad acostumbiada, quedando
asi lista para su envase y usc durante un mes; tiempo que debera perma-~
necer a 4°C. y al abrigo de la luz, después del cual se eliminard y se
harad una nueva preparacion, con la misma texina y el mismo diluyente, en
iguales condiciones.

Reactive "Conirol de Schick”. La inoculacién intradérmica al hom-
bre de un “filirado toxico” de gérmenes diftéricos puede ocasiomar una
reaccién proteinica, anafilactica. debida al toxoide o a las proteinas. pro-
tensas y peptcnas, contenidas en el caldo en el cual desarrolls el bacilo
diftérico para la produccién de la toxina. Esto obliga a probar a los su-
jetos en los cuales se hace una reaccidn de ScHICK frente a una solucién
determinada de “toxoide” (Reaccién de Moloney o R. de Zoellerj, o
mas simplemente, frente al mismo reactivo de Scuick preparado en la for-
tra indicada! pero, que haya perdido todo rastro de toxicidad por calen-
tamiento a 80°C. durante 5 a 10 minutos (PHAR, 1942; DubLEY, 1923).
Fste altimo métoda fué el sequide por nosotros para preparar el control
de SCHICK, porque permite buenas reacciones anafilacticas ea los sujetos
sensibles; y sobre todo, porque coléca en idénticas condiciones los dog
inyectables, toxina y control de SCHICK. que es el principal requisita que
debe tener todo control

-Meétodo de Ingeccion y Lectura de la Reacisn de Schick. En prin-
cipio esta técnica es simple v Facil de realizar; pero para peder obtener
resultados correctos, debe ser hecha por médicos que tengan alguna prac-
tica previa y sobre todo, con la mayor exactitud posible.

No es nuestra intencion afiadir nada a las miitiples y excelentes des-
cripcicnes dadas por los que han trabajado en este punto (PArk, 1914;
ANDREWES y col. 1923). Simplemente describiremos las circunstancias
v métodes con los que hemos llevado a efecto nuestro trabajo.
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La Toxine y el Control de Scrick fueron inyectados usando dos je-
ringas del tipo “tuberculina”, de una capacidad de 1 cc. y cuyos émbolos
ttabajaban perfectamente bien. Cada jeringa fué armada con una aguja
bien adaptable, de clibre 26 y de 1.25 cms. de largo, cuidando de que la
punta estuviese bien afilada. La jeringa usada para la inyeccién del
control fué manejada por un ayudante experimentado y marcada con una
banda roja para evitar cualquier confusién posible.

Las inyecciones de “Toxina" y “Control” fueron hechas culdadosaa
mente intradérmicas, en el area de piel mas despigmentada del antebra-
zo; usando permanentemente el brazo derecho para el control y el iz--.
quierdo para la tpxina. . Después de ia desinfeccién de la piel, la aguja

- fué introdukida procusando que el bisel quedara hacia arriba en el mo-
mento de la inyeccién lenta de la cantidad estrictamente requerida (0.1
£¢. ), y que se formara una flictena blanca, flictena que sélo se pierde des-
pués de algunos minutos. Esto nos indicaba que la inyeccién habia si-
do hecha estrictamente intradérmica. No hemos encontrado necesario
cubriz el punto de inoculacion.

"Lectura de los Resultados. Los tipos de reaccién que siguen a la
inveccion de “'toxina' y “'control” sen variables en cada sujeto, varia-
cion que esta de acuerdo con los distintos grados de inmunidad para la
“Toxina” y susceptibilidad anafilactica para el "Control”. Asi como
también, en el mismo sujeto, en relacién con el tiempo transcurrido des-
de el momento de la inyeccion.

Sin embargo, los investigadores estan de acuerdo en sefialar un jimi-
te minimo de reaccion que dé valor a la prueba {ANDREWES vy col. 1923)
v poder encuadrar a los sujetos probados en cuatro grupos importantes,
teniendo en cuenta el grado y calidad de la reaccidn y a la vez su inter-
pretaciéon inmunolégica (COFEMAN y col. 1922).

Asi tenemos:

12 Positivos. Se reconoce a los sujetos Schick positivos cuando 24
& 48 horas después de inyectada la Toxina de Schick, se manifiesta una
area circular roja ligeramente edematasa y bien delimitada, de 1 a 2 6
mas ¢ms. de didmetro, y que llega al maximo de evolucién al 4* dia. De
este maximun decrece en los 7 6 14 dias siguientes, con descamacioén de
la epidermis y dejando por espacio de 4 a 6 semanas, una pigmentacién
morena. La zona correspondiente al punto donde se inyecta el “con-
trol” no debe mostrar nmgun signo de reaccién, deepues de las primeras
24 6 mas horas.
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2¢ Negativos. Se reconoce a los sujetos Schick negativos, perque
cuandc pasadas las 24 primeras horas de la inoculacién no muestran nin-
guna reaccién en ambcs antebrazos o puntos de inoculacién; o por lo me-

nos, es menor a 1 cm. de didmetrc, y se pierde rapidamente en los siguien-
tes dias.

3* Psendo-negativos. Se reconoce a los sujetos Schick pseudo-ne-
gativos, cuando dan en ambos puntos de inoculacién (toxina y control)
una reaccién de tipo urticariante, reccnocible por ser menos circunscrita
y mas infiltrada que la reaccién propiamente de Schick; que desarrolla
rapidamente, en las primeras 24 horas y disminuye dentro de los prime-
ros cuatro dias; dejando una ligera pigmentacion parduzca y muy pe-
quefia descamacion epitelial,

4*  Psendo-positivos. Se reconoce a los sujetos Schick Pseudo-po-
sitivos, cuando la inccvlacién de la “toxina” de Schick da en ellos uvna
reaccion del tipo “positive”, bien manifiesta al cuarto dia; y en el punto
de inoculacion del “control” dan una reaccién del tipo “pseudo-neguti-
vo”, que palidece al cuatto dia o algunas veces un poco mas tarde. Es-
te tipo de reaccién requieer mayor cuidado en su lectura para su correcta
interpretacion.

La interpretacion inmunoclégica de estos resultados son los siguien-
tes:

Las reacciones Negativa y Pseudo-Negativa, corresponden a sujetos
inmunes para la difteria.

Las reacciones Positiva y Pseudo-Positiva, corresponden a sujetos no
inmunes.

Las reacciones Pseudo en Postiivos o Negativos a la toxina. indican
“una susceptibilidad anafilactica del tipo de la reaccién a la tuberculina.

En la rutina de nuestro trabajo nosotros hemcs hecha dos lecturas
permanentemente; una, al sequndo dia, y la otra al cuarto dia de reali-
zada la inyeccién; midiendo en miilimetros los diametros vertical y hori-
zental. Lecturas excepcionales, mas tardias, han sidoe hechas solamente

para despistar los casos dudoscs y en especial, para las reacciones de ti-
7¢ Pseudo-Positivas.

VALOR DIAGNOSTICO Y SIGNIFICADO EPIDEMIOLOGICO
DE LA PRUEBA DE SCHICK

El valor diagnéstico de la Prueba de Schick, como método a distin-
guir los sujetos inmunes de los receptibles, es aceptado por casi todos los
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investigadores. Sin embargo, en Ia literatura sobre este punto se en-
cuentran informes, aunque escasos, referente a nifios Schick-negativos
(inmunes naturales o vacunados) que posteriormente han sufrido de dif-
teria clinica y que, serian una fuerte objecién a lo aceptado generalmen-
te, si la mayoria de estos mismos investigadores tales como B. A. PErERs
{1923), R. A. O'Brien (1925), OkeLL y Parisa (1926), N. H. R. Ha-
RRIES (1924), Dawvies, etc., no hubieran rectificado su criterio sobre la
base de una observacién mas cuidadosa de las técnicas en la reaccién de
Schick y en el diagnéstico de los casos clinicos.

En cambio, por otio lado, pesan a favor del valor de la reaccion de
Schick, las miltiples observaciones en el comportamiento de lcs reacto-
res negativos o positivos en la poblacién en general o en médicos, enfer-
meras, etc., las que se exponen a un alto riesgo de infeccién diftérica.
Un hecho singular y remarcado por OKELL y PARISH (1926) es textual-
mente que: "'Los investigaderes no se han dado todavia zabal cuenta de
que los “Portadores” propiamente asi llamados, con bacilo virulento en
sus gargantas, son siempre Schick negativos, y son inmunes a la enfer-
medad’'.

Hay hechos, aunque pequefios, mas concluyentes sobre este punto,
como la experiencia directa llevada a cabo por G. C. Gurure, B. C.
MarsuarL y W. L. Moss (1921), en la que cuatro sujetos Schick-nega-
tivos o pseudo-negativos y cuatro Schick-positivos, fueron inoculados en
la garganta con un germen diftérico virulento; con los siguientes resul-
tados: Tres de lcs reactores negativos se transformaron en portadores
v el otro no sufrié ningin cambio; mientras que los cuatro reactores po-
sitivos desarrollaron una difteria clinica,

En fin, sin negar le posibilidad de existir casos de difteria clinica en
sujetos Schick-negativos, perfectamznte comprobadoes, el nimero de ca-
sos de ellos y en éstos, su evolucién benigna, no quitan valor al diagnés-
tico de la prueba de Schick, probado por un sinnimero de observaciones
concluyentes, que seria ocioso enumerar aqui.

Otro hecho que requiere nuestra atencion es que la dosis de prueba
Schick reclama, para ser negativa, la existencia de 1/30 de unidad anti-
toxica por cc. de sangre en los sujaetos probados, de acuerdo al ajuste de
la dosis de prueba hecho por MicHIELS y ScHick (1913), y segin BEn-
RING (1914) se considera mas o menos esta cantidad de antitoxina en la
sangre, como suficiente para colocar al individuo al abrigo de la infec-
cién diftérica.

De esto se comprende, que el resultado de la prueba de Schick sig-
nifica o dice, de la existencia de un "nivel” de antitoxina en la sangre
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de los sufetos probados v que este “nivel” es el que determina la inmu-
nidad para la difteria, concepte que hoy es unanimemente aceptadao.

Queda si un hecho por aclarar y es el grado o punto que debe al-
canzar este ‘nivel”, &l cual ha fluctuado de acverdo a las distintas inves-
tigaciones, entre 1/20 a 1/200 de unidad antitoxica, como lo hace notar
Crau JenseN en sus publicaciores {1931, a, b, ¢, d, ). Hoy en dis,
e: comunmente aceptado un “nivel” Schick de 0.01 de unidad antitéxica
por cc. de suers, como la cantidad suficiente para hacer una reaccion de
Schick negativa {ANDREWES v col. 1923; DupLev y col. 1934; Puam
1942), con algunas excepciones. Asi, s¢ ha encontrado que alguncs ni-
fics recién nacidos dan reacciones de Schick negativas {WEavER y Ma-~
¥ER 1913), sin poderse demostrar antitoxina en su sangre. Esto pare-
ce ser debido. come o afirman Frigpaeas v HEw {1929}, a una propie-
dad general de la piel de estos nifios, a toda clase de irritantes. También
es posible encontrar algunas excepciones en nifios de mayor edad. tales
como las sefaladas por nosotros al hacer el control de nuestro reactive
de Schick con el dosaje de antitoxina, excepciones que estan de acuerdo
con lo conmunmente encontrado por otros investigadores.

En ¢} Cuadro I v en la Figura I nosotros damos los resultados obte-
nidos por la titulacidn de aniitoxina en la sangre de 44 nifios, previamen-
te probados con el reactivo de Schick. FEstos nifios fuercn tomados al
azar, pero cuidande de hacer la sangria cuando mas 4 dias despuéds de
hecha la inyeccién de toxina de Schick. Esta piecaucién es indispensa-
ble, ya que Grenwy (1922) v C. Jensen (1931 a) han demostrade que
pequefias cantidades de toxina o toxoide, pueden actuar como “estimulan~
tes secundarios” cuando el sujeto tiene experiencia previa con la toxina
del bacilo diftérico o sus derivados; v por lo tanto, causar un aumento
grande v rapido de Ja antitexina en la sangre; pero que ésta no se esta-
blece hasta pasados mas de cuatro dias de recibido el estimulante secun-~
dario”, en este caso, la toxina de Schick {Jensen 1931 £},

Como hacemos notar en el Cuadro v Figura citados, los resultados
de lag titulaciones han sido los siguientes: Del total de nifics Schick-ne-
gativos, solamente 92.4% mostraron un nivel de antitoxina igual o ma~
vor a 0.0! unidad de antitcxina por cc; y 7.6% mostraron desacuerdo
entre la respuesta a la Reaccidn de Schick v la cantidad de antitoxina
demostrada; aungue ésta estuvo presente en el 1009 de tcdos los nifios
Schick-negativos probades. Por otro lade, 94.5% de los probados como
Schick positivos, no alcanzeron el “nivel” Schick y solamente un nifio
{5.5%) habia sobrepasado este “nivel”, teniendo 1 unidad de antitoxina
por cc. de sangre a pesar de haber dado una reaccion positiva; sin em-
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bargo, es necesario sefialar que ésta fué débil y tardia. Ademas, el
72.2% de estos nifios no tuvieron antitoxina demostrable y 22.2% sola-
mente alcanzaron a tener (.005 de unidad de antitoxina por cc. en su
sangre.

La técnica seguida por nosotros para el dosaje de antitoxina en la
sangre de todos estos nifios, fué una modificacién del método de ROMER,
descrita por A. ZiNnGHER (1916), y usada en el grado y limites de dosaje
que el mismo autor aconseja. Con este fin nosotrcs hemos aprovechade
de la dosis L+ de toxina (1) la cual fué titulada por medio de un suero
de unidades standard (S. P. Washington). Ademas los resultados fue-
_ron controlados haciendo, simultaneamente con las titulaciones en el sue-
1o de los nifios, pruebas con un suero de titulo previamente conocido.

CUADRO |

Titulacion de Antitoxina en la sangre de 44 nifios, obtenida 4 dias después
de la prueba de Schick correlacionados con su lectura

Unidades de Antitoxina por Centimetro Cublco de Suero
Reaccion
de Menos Mas de
Schick de
005 |.005]] 0t .02 050 .1 2i 51 I 2 5110
Negativos 2||2|UZ[3'|5|3|5\1 | 1
o Ps-Neg. 0 ' I O B .
B e | E
% 0 )
Positives | 13
o Ps-Pos.
Totales | iy
...... B e T

{1) Se entiende por L+ la cantided menor de toxina gue mezdada con una uni-
dad internacional de suero, mate a un cuy de 250 grs. de peso ¢n 4 6 5 dias.
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Figura 1. Titulaciones de Anfitoxina en la sangre de 44 nifios previamente probados
con la reaccion de Schick,

Todo lo anteriormente mencionado nos lleva a afirmar, que no es po-
sible sefialar con exactitud matematica un punto limite, sobre el cual todo
nifio debe dar una reaccién negativa, ¥y que a la vez, marque el limite
maximo, bajo el cual, siempre deba encontrarse reacciones Schick po-
sitivas,

Esto parece ser debido, como ya ha sido sefialado por muchos in-
vestigadores y recientemente probado por Joun J. Puawr (1942), a que
ne es posible comparar el valor de una sola observacién en una muestra
de sangre, la que mide un titulo antitéxico en condicion estatica, a la
reaccién de la piel por estimulo a la dosis Schick, que refleja una situa-
¢ién dinamica; o sea: que la reaccién de Schick no solamente mide el
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grado de inmunidad a que puede haber llegado un individuo, sinc tam-
bién su capacidad actual o potencial para producir antitoxina.

Asi, por ejemplo, un nifio que ha recibido una dosis de vacuna-dif-
térica, al poco tiempo (7 dias) puede dar una reaccién Schick negativa,
sin que alcance a tener el “nivel” de 0.01 unidades de antitoxina por cc.
er su sangre, v sin embargo, poco tiempo después (30 dias) scbrepasa
este “nivel”,

Debemos recordar, a este respecto, que ya GLENNY, en 1925, no
creia completo el cuadro de dos categorias ~~inmunes y receptibles— en
que estaban divididos los sujetos por una simple reaccidon de Schick o
dosaje de antitoxina, v admitia la existencia de cinco categorias en con-
diciones distintas unas de otras, de acuerdo al mimero de estimulcs an-
tigénicos naturales que podian haber recibido y en consecuencia estar en
condiciones de responder méas rapidamente a un nuevo estimulo antigé-
nico, aunque no fueran Schick-negativos.

Hoy pues, podemos decir con J. |. PHAIR, que el valor de la reaccion
de Schick como medio de ensayar el estado de inmunidad a la difteria,
estd ampliamente confirmado, y que el significado de una reaccién de
Schick negativa esta en 1elacidn con la antitoxina demostrable en el mo-~
mento de la prueba o con la rapida habilidad para movilizar su antitoxi-
na. Ademas, una reaccion de Schick positiva, significa que el individuo
" bajo prueba no tiene antitoxina o es incapaz de producirla si se le expo-
ne a un estimulo minimo. Este es un hecho importante para el estudio
epidemiolégico de la Difteria, asi como también; para planear medidas
profilacticas.

POBLACION INEANTIL EXAMINADA

La reaccién de Schick fué aplicada a nifios de la poblacién en gene‘r—
ral, asistentes a los distintos servicios del Instituto del Nifio de Lima y
Callao; tales como: Cunas Maternales, Dispensarios Infantiles, Clinicas
de Nutricién, Colonias, etc.; asi como, a algunas dependencias escclares
de Lima, como: Escuelas Climaticas, Colegios y Centros Escolares. Com-
prendiendo en la capital, a Miraflores, Barranco; Pueble Libre (Magda-
lena Vieja}, Magdalena del Mar, San Miguel y Chosica.

El total de nifios sometidos a la inyeccién de toxina y ccntrol de
Schick, llegs a mas de 4.000; pero por ausencia de muchos de ellos, no
fué posible completar la lectura de todas las reacciones, quedando redu~
cido el nimero, por esta razén, a 3.562.
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Los nifios fueron registrados de acuerdo a su sexo, edad y raza; vy
¢n el momento de la prueba, todos se mostraron aparentemente sanos; sin
antecedentes de vacunacién, ni aplicacién de suero antidiftérico, y en con-
secuencia, la inmunidad que mostraron correspondia a una adquisicién
natural,

RESULTADOS OBTENIDOS

Revisadas las técnicas vy materiales que hemos usado para el estu-
dio de la inmunidad diftérica en nuestra colectividad, vames a expoener,
lo mas resumidamente posible, los resultados alcanzados con sus aplica-
ciones en relacion con la edad, el sexo, ¢l lugar y la raza.

CUADRO II

Porcentaje de nifios Schick-negatives (inmunes) encontrados por n’sotros
en ambos sexos y en diferentes edades

Edad | Namerode | Porcentaje | Namero 2e | Porcentaje | Niimero de | Porcentaje
en Probados | de Inmunes | Hombres | de Inmunes | Mujeres de Inmunes
anos Probados Hombres Probadas Mujeres

1 343 75.2 152 79.0 151 70.2
2 198 46.9 89 52.8 109 422
3 125 53.6 70 64.2 55 100
4 129 56.6 72 527 57 61.4
5 127 To614 60 70,0 67 537
6 122 58.2 66 56.0 56 60.7
7 225 57.3 131 58.8 o4 353
8 300 60.3 168 59.5 132 62.1
9 33 68.9 172 75.0 159 62.2
10 383 72.6 211 77.5 172 66.2
11 296 730 151 76.1 145 69.6
12 362 76.0 ' 185 77.3 177 74.5
13 234 80.7 106 85.8 128 76.5
14 151 77.5 69 79.7 82 75.6
15 BR 727 27 70.3 61 73.7
16 | 36 69.4 14 786 22 63.6
17 : 19 68.4 5 80.0 14 64.3
Otras 93 709 i5 80.0 78 69.2
Totales 3562 68.0 1803 71.0 1759 64.9
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Figura 2. Curva de Inmunidad Schick por afios.

Segin la Edad. Del total de 3.562 sujetos, de todus las edades.
probados por la reaccién de Schick, 2.422 (68 9.) se muestran Schick
negativos o inmunes; si nosotros desdoblamos este total de acuerdo a ca-
da una de las edades probadas, como lo hacemos en el Cuadro 11 y Fi-
gura 2, encontramos que a la edad de 1 afio, el porcentaje de inmunes
es relativamente alto (75.3 %), para inmediatamente después bajar a un
minimun de 46.9 9, correspondiente a la edad de 2 aflos. Desde este
punto, la curva de inmunizacién asciende afio tras afio, hasta alcanzar
a las edades de 13 y 14 afics un maximun de 77.5% a 80.7%; después de
lc cual la curva se mantiene més o menos estable en un porcentaje casi
igual al que habiamos encontrado a la edad de 1 afio.

En la Figura 2 hemos iniciado el tfazo de la curva inmunitaria, con
100% de inmunes, a partir de 0 afios de edad, debido a que al desarro-
llar por meses los grados de inmunidad de los 343 nifios comprendides en
el primer aiio de vida {(Cuadro ilI, Figura 3) hemos constatado que los
recién nacidos v hasta los dos primeros meses, responden con una inmu-
nidad total (100%); nivel inmunitaric que desciende escalonadamente
cen la edad, hasta un minimo de 45.6%, al completar justamente los 12
meses.
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CUADRO III

"

Porcentaje de nifios Schick-negativos (inmunes}
de 1 a 12 meses de edad

Fdad en Nimero de Némers de Porcentsje de

Mezses Probados Inmunes Inorunes
1 9 9 100, %
2 23 23 100, ..
3 28 7 964 .,
4 35 30 85.7 .
3 31 26 839 .
[ 33 28 348 .,
7 25 18 720 .
3 35 23 85.7 .,
G : 7 20 741,
10 26 16 615 .,
il 25 17 68.0 .,
iz 45 21 456 ,,

Segiin el Sexo. El estudio comparativo en relacién al sexo {cua-
dro 1) nos muestra, que de 1803 hombres probados con la reaccién de
Schick, 1281 (71%) respondieron tomo inmunes; en cambio, de un to-
tal de 1759 mujeres, solamente 1141 {64.8% ) fueron negativas. Esto

0o ‘.\q\
¢ A
‘ \k P

o
e

4
b=
o

44

F’arcerz%‘aﬂ?
2
L

Y 2 3 4+ 3 & 7 8§ ® t¢ if 12
ME‘ﬁ&’S

Figura 3. Curva de Inmunidad Schick por meses durante el primer afio.



264 REVISTA DE MEDICINA EXPERIMENTAL

parece demostrar un maycr grado de inmunidad en los Lhombres gue en
las mujeres, diferencia que se hace perceptible en casi todas las edades,
como se puede apreciar mejor en la Figura 4. Es curioso el hecho, de
que a la vez que el nivel de inmunidad es mas bajo en la mujer que en el
hombre, en ésta disminuye mas rapidamente en los primeros meses de vi-

da y tarda también mas tiempo en elevar su curva mmuniteria en relacion
con la de Ios hombres.

Segtn el Ingar. Para poder comparar lcs resultados de inmunidad
Schick entre un lugar con otro, es necesario poder contar en cada ciudad
o lugar, con nifios de edad similar; ya que, como hemos visto, este factor
influye grandemente. WNosotros no tenemos datcs que reunan estas con-
diciones, fuera de los nifios comprendidos entre 1 a 5 afios; v 36lo en cua-
iro lugares que son: Lima, Callao, Miraflores y Magdalena del Mar.

En el cuadro IV y en la Figura 5 se muestran estos resultados, gue
por lo demés, no dan mayor diferencia en el porcentaje de nifios inmu-
nes para estos lugarzs; con excepcion de Magdalena del Mar, que sdlo
alcanzé a tener un 51.4%. Resultado relativamente bajo si se le compa-
ra con el porcentaje dado para Miraflores, que es de 66.6% . o mas sirm-
plemente con la proporcién de inmunes para todos los lugares, aqui com-
parados, que alcanza a 649.

Segiin la Raza. Del tctal de 3.469 reacciones de Schick realizadas

en sujelos pertenecientes a las razas: Blanca, Negra, Mestiza e India,
un 68% se mostraron Schick-negativos o Inmunes. Este porcentaje es

CUADRO 1V

Porcentajes de nifios Schick-negativos (inmunes)
en relacidn con los lugares

Lima Callao Magdalena | Miraflores Total
Numero de
Observados 494 243 107 66 900
Porcentaje
de Inmunes 63.9 61.5 51.4 66.6 64.0
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Figura 4. Curva de Inmunidad Schick por sexo.

similar al encontrado para ¢l total de ohservaciones, sin distincién de ra-
zas ni edades, a pesar de que no son tomados en cuenta muchos nifios,
que no fueron identificados en cuanto a su raza. o que pertenccian a la
raza amarilla; en ésta dltima el nomero de sujetos probados fue insigai-
ficante y solo comprendido en una que otra edad; por lo cual fué despre-
caida en nuestio estudio comparativo,

En el Cuadro V y en la Figura 6, nosctros mostramos las variacio~
nes en funcién de la raza: las razas negra e india. se muestran mas alta~

CUADRO V

Porcentajes de nifios Schick-negativos {inmunes)
en relacion con fas razas

_T_mm i et VTN S EIITITTI I
!

Negra Rlestiza India Teotal

Nimere de

Observados ¥ 756
;
f
i

116 2310 287 3469

Porcentaje
de Inmunes

500 ; 80.2 69.4 75.9 68.0
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Figuras 5 y 6. Porcentajes de Inmunes en relacién con el lugar y con las razas.

mente inmunes {80.1 % y 76.0 ) que la blanca o mestiza {59.0 9% y
69 9 ).

Pseudo-Reacciones Reuniendo a los nifics que han dado reaccio-
nes alérgicas o pseude-reacciones, ya sean Schick-positives ¢ negativos.
eu grupos formados de cuatro en cuatro afios, hasta la edad de 16, con
¢! objeto de obtener cifras comparables, podemos indicar que —como se
rauestra en el Cuadro VI y en la Figura 7— hemos encontrado un au-
mento progresivo con la edad, del porcentaje de susceptibilidad al reac-
tivo y al control de Schick usado por nosotros. Partiendo de un mini-
mun, en los primeros cuatro afios, de 0.9 %, hasta un maximun de 4.1 .
entre los 13 a 16 afos.

El porcentaje sacado del total de rifios que diercn este tipo de reac-
cisn alérgica, para todas las edades, no fué mayor de 2.6 5. De este
total, 12 proporciéon de nifios que dieron reacciones psende-positivas fué .
insigmficante y alcanzé a un 0.8 ¢;. La edad menor en la que se sor-
prendié alguna reaccion de esle tipo fué la de 6 meses, y aan con signos
0 tan caracteristices, como hemos podido observar en nifios de mayor
edad.

DISCUSION

Después de lcs primeros trabajos de R. ABerL (1894), P. H. RéMEr
(1909) y B Scuick {1908, 1911, 1913) y a continuacién muchos otros
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CUHADRO VI

Porcentaje de nifics Schick-psendos {alérgicos)
- en relacién con fa edad

Edades 1a4 528 Sal2z | 13al6 Total
Namero de ’ ‘ % ]
Observados 795 74 1372 300 3450
Porcentaje L

de Alérgicos 0.9 1.9 37 | 41 26

como los de F. Groer y K. Kassowrrz {1919} v los mas recientes de A.
ZingHER (1924) y de |. . Puamr {1942}, los conocimientos han legado
a tal punto, de poderse afirmar que en la sangre del cuerpo humaneo nor-
mal e inmune, existe antitoxina diftérica factible de ponetla en evidencia -

e 5
&,
| 1 AT
. =
D? . _ AT
o 4 8 12 16
AFos |

Frgura 7. Curva de susceptibilidad alérgica {psendo-reactores) por grupos de edades.

v de fitularla. La reaccién de Schick tambidn pone en evidencia esta
antitoxina; como lo prueba el estudio comparativo realizade por nosotres,
entre la respuesta del individuo a la inyeccibn intradérmica de una do-
sis de Schick v el dosaje de antitoxina en Ia sangre del mismo sujeto; pe~
ro el hecho de gue no pueda relacionarse estrechamente el resultado de
Ia reaccion de Schick con la cantidad exacts de antitoxina circulante en
el momento de la prueba, no resta valor a ésta, va que ella por ser una
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rcaccidén realizacda en el mismo individuo, refleja la habilidad de éste
para praducir o movilizar su antitoxina y conseguir asi el estado de in-
riunidad; en consecuencia, segin nuestro criterio, la prueba de Schick,
ademas de ser un método facil, es Gtil para reconocer a los sujetos inmu-
nes o potencialmente inmunes y por lo tante refleja mejor el estado de
inmunidad del individuo; y no debe de ser desechada al levar a cabo es-
tudios de esta indole.

Desde antiguo se han encontzado distintos grados de inmunidad, que
varian en relacion con la edad.  Asi, es comunmente aceptado que en
los primeros meses de vida, se ercuentre un aito porcentaje de nifios in-
munes, que segin la recopilacién de los informes de A“DREWES y col.
(1923), llega hasta un 78%, y segin ZiNcuer (1924) a 84 %.

El origen de esta inmunidad patece ser una adquisicién pasiva a tra-
vés de la placenta, y en parte tal vez, con el calostro de los primeros dias
de lactancia,, tal como les ha sido posible constatar a GROER y Kasso-
wiTZ {1919): que por lo dewmas, ya ha sido también sefialado, para otros
anticuerpos, por MasonN, DartLinG y Gorpon (1930). Esta inmunidad
se pierde con rapidez, quizd como resultado de ser adquirida por el nifio
en fcrma pasiva.

Nuestros resultados en las primeras edades confirman y estan de
acuerdo con estas alirmaciones; ya que, hemos encontrado una inmuni-
dad de 100 9 deniro de los dos primeros meses de vida, ia que desapa-
rece en mas del 50 %, de nifios cuando han alcanzado justamente los 12
mweses de edad (ver Figura 3). A partir de este momento; la curva del
porcentaje de inmunes se eleva en relacién con la maycr edad (Figura
2} y esto es observado tanto en los nifios estudiados por nosotros, como
también en los estudios de los investigadores mencionados antericrmente;
sin embargo, hay algunas diferencias que radican especialmente en el
porcentaje mas alto de inmunes encontrado entre nosotros a las edades
de 1 a 2 afios (75.5 9% a 46.9'% ), en comparacion con los informes de
ZINGHER {16 %) y de ANDREWES y col. (46 ¢ ) para estas mismas eda-
des, nivel que también se manifiesta mas alto, aunque en mencr grado,
para las siguientes edades Lo que significaria un grado mayor de in-
munidad para nuestra poblacién infantil, justamente mas marcada en las
edades de mayor susceptibilidad para la Difteria. Esto explicaria, qui-
zés en parte, el que esta enfermedad no sea relativamente, tan frecuente
entre nosotros. .

El hecho, ya sefialado, de que el grado de inmunidad de la poblacién
aumenta con la edad, que en nosotros llega al maximun a los 13 afios,
cen 80.7 % de inmunes, ha planteado un interrogante sobre el origen de
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esta adquisicién de inmunidad. Para la mayoria de los.autores y entre
ellcs los ya mencionados, esto seria el resultzado de estimulos especificos
precedentes del exterior traducide por infecciones inaparente o bacterio-
logicos —en oposicién a la infeccidén clinica— que sin llegar a dar sintc-
mas alarmantes, promoveria en la sangre del sujeto, la produccién de
antitoxina, dando como resultado un proceso gradual v “natural” de in-
munizacién, a partir del momento en que el nifio se pone en contacto con’
¢l medio ambiente, reemplazando en esta forma su inmunidad ‘pasiva”
transitoria, de la primera infancia, por una inmunidad “activa” alcanzada
por los nifios de mavor edad.

A favor de estos conceptos existen experiencias que demuestran ma-
vor grado de inmunidad en los nifios mas expuestos a la contaminacién,
cemo los correspondientes a las clases pcbres o media, en comparacion a
las clases acomodadas. Tal vez la conlirmacion mas clara del electo del
medio exterior v de la infeccién sobre el aumento de esta inmunidad, fué
cbtenida por los de estudios de S, DupLey (1923), quien observé una
pequefia comunidad aislada de nifios, que durante varios afics sufrié tres
invasicnes epidémicas del gérmen diftérico Aplicando DupLiy la reac-
cion de Schick, en diferentes periodos en esta comunidad, pudo observar
olas de inmunizacién antitbxica asociadas a cada epidemia de la enfer-
medad.

Nesotros podriamos relacionar a este hecho, el que la curva de in-
munizaciéon de la mujer, en nuestra comunidad infantil, se mantenga mas
baja y aumente méas tardiamente que la curva del hcmbre (ver Figura
4), ya que éstos por indole de su sexo, se exponen mas tempranamente
v con mayor intensidad a la acciéon del medio ambiente,

Sin embargo, hay autores como L. HirzrELD (1926), que sin negar
el valor de los estimulos especificos procedentes del exterior, en el papel
de produccién de antitoxina, les conceden una impcrtancia secundaria, v
en cambio cree, que el principal mecanismo de inmunizacién radica en “ér-~
ganos bioquimicos” —como &l los llama— que jugarian el papel de ver~
daderos productores de inmunidad, independientemente de los estimulos
externos, como resultado de una funcién biologica al igual que las isc-
aglutininas, que determinan Jos grupos sanguineos en el hombre. Estos
“érganos bioquimicos” alcanzarian su pleno desenvolvimiento en diferen-
tes periodos de su desarrallo, exactamente igual como los diferentes “é6r-
ganos histolégicos” del cuerpo humano llegan a plena madurez en dife-
rentes edades. [Debemos hacer notar gque este problema no es sdlo pu-
1amente académico, sino que estd ligado intimamente a los problemas epi-
demioldgiccs y profilacticos. Hoy por hoy, nosotros debemos apoyar-
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nos ~~sin negar las concepciones de HIRSZFELD~ en los resultados cate-
_ gbricos obtenidos por trabajos como los de Duniey ¢ los numerosos re-
sultados experimentales de vacunacién {V. E. Vork v F. Bunney, 1942;
J. 1. Puae y C. M. Root 1942 a; 1. |. Puar, 1942b:; v L. H. Mason,
1942},

De acuerdo com lo dicho, nosotros podemos concluir afirmando gue
los nifios de nuestra colectividad nacen con una alta inmunidad pasiva,
que posteriormente al perderla, es reemplazada por una inmunidad acti-
va, producida o aumentada por los estimulos especificos procedentes del
exterior. .

El comportamiento de las razas en nuestra poblacién, frente a la reac-
cién de Schick, se presenta particularmente interesante. puesto gue los
nifios correspondiznies a todas ellas. han sido probados en las mismas
condiciones de técnica v bajp idénticos factores ambientales: esto los
coloca en 6ptimas condiciones de experimentacién. Por consiguiente, las
diferencias en el grado de inmunidad que hemcs encontrado, reflejan per-
fectamente la influencia de la raza en la epidemivlogia diftérica.

Por lo demas, el mayor grado de inmunidad de la raza negra (80 %)
en comparacion con la raza blanca {58% ) encontrade por nosotros, ya
ha sido sefialado por varios inmunéloges gue han trabajado en algunos
lugares del Africa. Asi, recientemente G, Ramon vy P, Nsuis {1935),
han llegado a afirmar que “los nifios negros presentan una immumidad
antitdixica cnvo grado es sensiblemente mas elevado que la de los nifios
europeos de la misma edad”. También mencionan el resuitado de aigu-
nas pruebas de Schick, practicadas por Van SLyxe en 1933, en la region
de Kasai, ¢l cual quedd asombrado del [uerte porcentaje de reacciones ne-
gativas {100 % }: porcentaie que también fué encontrade por H. Dusos
{Ramon y NELS, 1935) en el Alto-Uele.

Por otro lado, |. B. Brank en 1934, sefiala que la morbidez difté-~
ica en ciertas regiones de los Estados Unidos es generalmente mas baja
en los negros que en los blancos,

Eti estudio conjunto de los resuliados obtenidos por nosotros sobre los
grados de inmunidad de las razas: blanca {59 %}, mestiza {69.4 %4}, in-
dia {76% ) y negra {805 ), nos hace notar la mayor inmunidad para las
razas negra ¢ india que para la mestiza o blanca, y adp ésta Gltima se pre-
senta inferior a aguella v hasta al grado de inmunidad total para todas las
razas {68 9% ). Estos nos hace pensar sobre el valor del papel que jue-
ga la mezcla de las razas sobre la epidemiologia diftérica v en especial
sobre el mayor grade de inmunidad enconirade en nuesira pcblacién, sin



INMUNIDAD ANTIDIFTERICA 271.

poder llegar a mayores conclusiones hasta que no se realicen nuevos
trabajos.

Nuestras observaciones en lo referente a la reaccién tipo “alérgica”
o pseudo-reacciones, no muestran signos de descenformidad con lo co-
munmente encontrado por otras observaciones, por ejemplo la de S.
Dupiev en 1923. Quizas si dnicamente el nimero de reacciones “alér-
gicas’ encontradas por nosotros, es algo mencr que lo generalmente se-
fialado, lo que estaria en favor de una menor interferencia en la correcta
lectura de nuestras reacciones de Schick; esto no quiere decir que nues-
tra poblacién sea menos sencible a este tipo de reaccién, ya que nuestro
“control” no ha sido ajustado para probar esta circunstancia.

Por iltimo, el estudio comparativo del nivel inmunitario en algunos
de los distintos lugares comparables, en los cuales hemos 1ealizado nues-
tra investigacién, ne nos han dado mayores diferencias, con excepcion de
Magdalena del Mar, que se mcstrd en un nivel algo menor que los otros
lugares. Esta obserpacion, si bien tiene algin significado epidemiolé-
gico, para ella misma no ha sido posible relacionarla con algunos de los
otros factores estudiados agui.

CONCLUSIONES

1* La prueba de SCHICK, en nuestras manos, ha demostrado ser un
método facil y dtil para reconocer a les sujetos inmunes o potencialmen-
te inmunes. :

2° Los nifios de nuestra poblacion infantil nacen con una alta in-
munidad, seguramente “pasiva’’, que al perderla, es reemplazada por una
inmunidad “activa” producida o aumentada por los estimulos especificos
procedentes del exterior.

3> En general hemos censtatado un grado de inmunidad, para nues-
tra poblacién infantil, mayor que la sefialada para otros lugares, y ésta
es mas marcada en las edades de mayor susceptibilidad para la difteria.

4°  El estudio comparativo de la inmunidad en relacién al sexo, nos
muestra al hombre como el mas inmune.

5¢ El comportamiento de nuestras razas frente a la prueba de ScHick
seflala a la raza negra como la més inmune y la blanca como la mas sus-
ceptible, quedando la india y mestiza en un grado intermedio.
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6 No hemos encontrado gran diferencia en el grado de inmunidad

para los distintos lugares estudiados con excepcibn de Magdalena del
Mar.
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