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Un estudio sobre la etiologia de la influenza
ocurrida en la Argentina durante 1241
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En una publicacién anterior se didé a conocer el resultado del
estudio realizado en el laboratoric con el material obtenido de casos
seleccionados de influenza, como asi también algunos aspectos epi-
demiolbgicos de la enfermedad ocurrida en la Argentina durante
1940 (). EIl presente trabajo representa un estudio similar para
el afio 1941.

En el primer informe se Ilegd a la conclusién de que el brote
epidémico ocurrido en el invierno de 1940, fué debido prinecipal-
mente al virus A de la influenza (), mientras que el tGnico tipo de
virus conocido hallade durante el afio 1941, fué el tipo B (5 *);
como gse dard a conocer en el presente trabajo. En consecuencia,
las investigaciones efectuadas durante los afios 1940 y 1941 dan la
oportunidad de comparar ciertos factores epidemiolégicos y clinicos
de Ia influenza por virus A y B.

PrLAN DE ESTUDIO Y MATERIAL. — Como la experiencia anterior ha-
bia demostrado las dificultades que se presentaban para obtener
material para investigaciones experimentales de la poblacién en ge-
neral, nos limitamos a estudiar casi exclusivamente las afecciones
respiratorias en las Escuelas de Mecanica del Ejéreito y de la Ar-
mada situadas en log alrededores de Buenos Aires. Las investiga-
ciones clinicas y de laboratorio efectuadas durante 1940 también
se limitaron a instituciones idénticas ¢ similares. Por lo tanto las
poblaciones estudiadas durante estos dos afios son comparables. De-
be tenerse en euenta, ademés, que en ambos afios las investigaciones
se realizaron en una poblacién de naturaleza especial y limitada
en la mayoria de los casos a hombres jévenes,
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Durante el periodo agudo de la enfermedad, es decir dos o tres
dias después de iniciarse los sintomas, se recogieron girgaras y una
muestra de sangre, y dos semanas mas tarde se obtuvo una segunda
muestra de sangre de setenta y sels personas que habian padecido
de un ataque presumible de influenza.

La sintomatologia, enrse y duracidn de la enfermedad fué regis-
trada en las historias clinicas de manera uniforme. ILa mayoria
de los casos fueron examinados y hecha su historia .clinica por uno
de los autores (Dr. Fernindez).

A fin de poder hacer comparaciones con el aflo anterior se in-
cluyen ademas de los obtenidos directamente, otros datos epide-
miolégicos.

HSTUDIOS EXPERIMENTALES

La investigacién en el laboratorio congistid en la titulacién de los
sueros para determinar si habia reaccién de inmunidad contra los
virugs A o B después de un ataque de influenza, y se hicieron en-
sayos para identificar el virus en las gargaras. Para determinar
la inmunidad, se emplearon tres procedimientos: &) el método in
vivo, o ensayo de neutralizacién en ratéom, b) fijacién del eomple-
mento y ¢) el método in vitro, recientemente hallado, de la agluti-
nacién de glébulos rojos (5). ‘

En nuestro trabajo anterior han sido deseriptos los dos primeros
métodos (*). El método in vitro estd basado en la propiedad par-
ticular del virus de la influenza de aglutinar log glébulos rojos de
polio, y el hecho de que la aglutinacién es inhibida por el suero
inmune especifico. Dado que la reaceién es de cardcter cunantita-
tivo, puede ser empleads para determinar la cantidad de anticuer-
pos neutralizantes o inhibitorios contenidos en wuna cantidad deter-
minada de suero. Se siguié en todos sus detalles la téenica reco-
mendada por el Dr. Hirst (¢).

Método in vitro; suspension de virus. — La suspension de virus consistié en
¢l liquido alantoideo de embriones de pollo infectados con dicho virus. Se ino-
cularon embriones de once dias en el saco alantoideo por medio de una aguja
N9 25 (10 X 5/10) haciendo la inoculaciéon en forma inclinada a través de una
perforacion hecha previamente en el huevo, sobre el embrién, con la piedra de
esmeril de un tormo dental. Para evitar un aumento de presién dentro del
huevo, se hizo un pequefio orificio en la cdmara de aire. Luego se inoculé 0.1
c.e. de suspensién de virus conteniendo aproximadamente 100 D. M. M. El
orificio por el eual se efectudé la inoculacién fué obturado con parafina, y los
huevos colocados en la estufa a 37°.

Después de 48 horas de incubacién se retird la cAseara por encima del saco
de aire, y con una jeringa de 10 c.e. con aguja N¢ 22 (25 X 7/10) se extrae
el liquido alantoideo. Si se imtroduce la aguja répidamente cerca del lugar
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donde la membrana sc¢ une con la ciscara, puede oblenerse un promedio de
6 c.c. de liquido alantoideo perfectamente limpido. Si el liquido contenia san-
gre se colocaba en un tubo aparte, debido a que los glébulos, si no se separan
rapidamente, adsorben el virus.

En el liquido asi obtenido fué titulada su propiedad aglutinante y conservado
en tubos a una temperatura de —15°C.

Como virus de influenza tipo A se utilizé la cepa N¢ 7 aislada en la Argen-
tina, y para el tipo B se empledé una cepa local N¢ 25, o la cepa Lee.

Preparacion de los glébulos rojos de pollos. — Se obtuvo sangre de pollo de
un mercado de la vecindad, recogiendo la misma en un frasco com citrato de
sodio al 10 % en solucién fisiolégica. La sangre fué mezclada en la propor-
cién de 10 a 1 a la solucién de citrato. Al llegar al laboratorio se pasé por
un filtro de gasa para separar los codgulos y se lavé por repetida centrifugacion
con solucién fisiolégica. Después del tercer lavado se colocé en un tubo cé-
nico de centrifuga, igual cantidad de glébulos rojos y solueién fisiolégica, el
cual se cenlrifugd diez minutos a 900 r.p.m. Los giébulos sedimentados en
esta forma fueron diluidos en proporcién de 1 a 49 en solucién de cloruro de
sodio al 0.85 9. Esta suspension al 2 9% fué empleada para las titulaciones

Standardicacion de lo suspension de virus.— La ecapacidad aglutinante del
virus fué determinada haciendo diluciones duplicadas en una serie de tubos de
7 X 8/10 cms. dejando en cada uno 1 c.c¢. de dilucién de vivus. ILas dilu-
ciones se hacian enire i:4 y 1:256. A cada tubo se agregaba 1 c.ec. de sus-
pension de glébulos rojos, obteniéndose asi una suspension final de 1 %. Se
agitaron los tubos inmediatamente y las lecturas se hicieron una hora méis
tarde.

Al mismo tiempo se preparé una serie de cuatro tubos conteniendo 1 %,
0.75 %, 0.50 % y 0.30 9% de suspensién de glébulos rojos en 2 ec.e. de solu-
ciéon fisioldgica. Hstos también se dejan por espacio de una hora. Las lee-
ty u del color
y densidad del liguido sobrenadante con la suspensién standard de glébu-
los rojos. La cantidad de sedimentacién dependerd de la extensién de la
aglutinacién, es decir, si la aglutinacién ha sido completa, la mayoria de los
glébulos rojos sedimentarin y el ligquido sobrenadante quedarid casi incoloro.
Un tubo cuya sedimentacién lo colocaba entre los tubos testigos que contenian
1% y 0.75 % de suspensién de glébulos rojos fué considerado -, entre 0.75 %
y 0.50 %, ++, entre 0.50 %, y 0.30 9% -+, y el tubo que presentaba mayor
sedimentacién que el testigo de 0.30 9% +-++4 4. Naturalmente, todos los tubos
con una demsidad igual a la del primer tubo testigo fueron considerados ne-
gativos.

1 c.c. de la dilucién més alta de virus que produzea una aglutinacién de + -
fué considerada como conteniendo una unidad aglutinante.

Se hicieron las lecturas teniendo el soporte con los tubos por delante de
una pantalla de vidrio esmerilado, iluminada con una [Ampara eléetrica de
75 watt,

s de lag titulaciones de us se hacen mediante la comparacién

Titulacién de los sueros.— Se hicieron diluciones duplicadas de los sueros,
y a 0.5 c.c. de cada dilucién de suero se agregé igual cantidad de suspensién
de virus, dilnido de tal manera que contenga dos unidades aglutinantes. A la
mezcla de suwero y virus se afadié 1 c.c. de suspensién al 2 9 de glébulos
rojos y se agitaron bien los tubos. Las lecturas fueron hechas después de una
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hora a temperatura ambiente. El punfo final de la titulacién del suero fué
considerado como la dilucién de suero mas alta que inhiba una aglutinacién
de glébulos rojos mayor de --.

ErmmeMIonLoGiA

Durante ¢l invierne de 1941 en contraste con el de 1940 wno hubo
una epidemia definida. KEsto se observa claramente en las figuras
1, 2 y 3 que representan los casos de influenza habidos por semana

NUMERO DE CASOS DE «GRIPE» EN LA BASE NAVAL DE PUERTO
BELGRANO DURANTE JUNIO-OCTUBRE 1940 Y 1941
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Fig. Ne 1.

en el Hospital Naval de Puerto Belgrano, la Escuela de Mecénica
de la Armada de Buenos Aires, y en la ciudad de Buenos Aires
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durante los mismos periodos de 1940 y 1941. T.os datos de la ciu-
dad de Buenos Aires son en su mayoria de casos hospitalizados. Tam-
bién estén inclnidas las neumonias en todas sus formas y es inte-
resante notar (fig. 3) que durante el afioc 1940 hubo un brote de
neumonia concurrente con el de influenza. Hn 1541 la influenza
(casos hospltahzados) se mantuvo en un mismo nivel a través del

invierno y no se manifesté ningtin brote neuménico.

(.

NUMERO DE CASOS DE «GRIPE » EN LA ESCULLA DE MECANICA
DE LA ARMADA, BUENOS AIRES, DURANTE MAYO-OCTUBRE 1940-1941
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A pesar de que, segtin los datos obtenidos, no hubo una epide-
mia durante el afio 1941, se presentaron, no obstante, una cantidad
de casos de enfermedades respiratorias estacionales durante los me-

ses de invierno, algunos de los cnales clinicamente semejaban a la
influenza.

CLASIFICACION SUEROLOGICA. — Para el diagnéstico suerolégico se
emplearon los tres métodos mencionados: i vivo, i vitro y fijacién
del complemento. Hubo una sorprendente correlacién entre los tres,
pero cuando hubo alguna duda en la interpretacién de los resulta-

dos, se dié preferencia al ya econocido método de neutralizacién en
ratones.
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De los setenta y seis casos investigados que se supone sufrian de
un ataque de influenza, veintitiés de ellos, o sea el 30 %, mani-

festaron un aumento de anheuerpos contra el virus de influenza B
v LI‘ES

posteriormente a la enfermedad, mientras que en cincuenta 3y
o sea el 70 % de ellos, no hubo aumento de anticuerpos para los
virus A ¢ B. Por lo tante debe dedueirge que ¢l 30 % de log casos

de influenza B y 70 % de etiologia indeterminada. Np se

6 ningtn caso de infececién por el virus A de la influenza.

MORBILIDAD DE « GRIPE>» Y MORTALIDAD DE NEUMONIA, BUENOS
ATRES, - 1940-1941
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Por otra parte, durante 1940, veintidés de los veintinueve
casos investigados fueron diagnosticados suerolégicamente como in-
fluenza A, cuatro influenza B, uno para ambos virus y dos de etio-

logia indeterminada.
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Es de interés también comparar detalladamente la distribueion
cronolégica de la influenza B con la influenza A ocurrida durante
el afioc anterior. En la Hscuela de Mecinica de 1a Armada, la apa-
ricién de enfermedades respiratorias que clinicamente aparentaban
ser influenza fueron observados cuidadosamente durante los meses
de mayo a octubre de 1941, y se tomaron gargaras y muestras de
sangre de un ndamero representativo de los mismos. Kl ntmero de
residentes en la Hscuela abarcaba un término medio de 1.400 per-
sonas, una parte de los cuales eran semiestables o por lo menos
permanecian alli durante un afio o més. Hubo también conside-
rable movimiento en la poblacién ocasionado por la entrada y sa-
lida de nucvos destacamentos de estudiantes y otro personal. Aun-
que no fué posible obtener las feehas de ingreso a la Hscnela de

i za, Pudo obtenerse
suficientes datos para comprobar que la serie de brotes en la inei-
ocasionados por la entrada de nuevos

Por lo taunto pareceria que la iu-
feccidn estaba presente en la Hscuela, y se manifestaba de vez en
cuando con la llegada de nuevo y probablemente menos resistente
material humanoe.

Hntre los cincuenta y siete casos de influenza investigados suero-
légicamente en la Iscuela, veintidés de ellos, o sea el 38 9% fue-
ron clasificados como influenza B; el resto eran de etiologia inde-
terminada, es decir no produjeron anticuerpos ni al virus de in-
fluenza A ni al B. Las infecciones de influenza B estuvieron dise-
miradas en un periode de mis de cuatro meses (fig. 4) y segin
pudo determinarse, se manifestaron principalmente entre el perso-
nal recién llegado. Esta distribucién de la influenza B sobre un
periodo prolongado presenta un marcado contraste con el caricter
agudo de la epidemia de influenza A ocurrida durante 1940 (fig. 5).

IDENTIFICACION DEL VIRUS EN LAS GARGARAS. — Lias gargaras de
las veintitrés personas que segtin el diagnéstico suerolégico ha-
bian tenido influenza B, fueron inoculadas por via intranasal a
ericetos (Oricetus auratus) y la reaccién de inmunidad de los ani-
males subsiguientemente analizada. Solamente dos de las mues-
tras produjeron un aumento de anticuerpos neutralizantes para el
virug B. De la misma manera se inocularon ocho gargaras a hu-
rones con resultados negativos con excepcién de aquellags dos que
habian dado resultado positivo cuando se inocularon a los Cri-
cetus.

El virus de una de estas girgaras ha sido ahora adaptado a ra-
tones y es neutralizado por el suero inmune al virus B (Lee). La
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cepa es de poca virulencia, y atn después de veinte pasajes en
‘ratones no produce neumonia fatal. ILia segunda cepa se pasa con
éxito en criceto, pere no se ha podide hasta ahora adaptar al ratén.
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Nora: Cada cuadro en las columnas vepresenta un caso de influenza diagnosticado

suerologicamente segiin el tipo de virus.

Ninguna de estas cepas ha producido reaccién febril o sintomas
definitivos en el hurén, ni tampoco se observaron modificaciones
patolégicas manifiestas en los pulmones o mucosa nasal en la au-
topsia.
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Nuevamente se encuentra una gran diferencia cuando se compara
con el virus de influenza A. De las once gargaras inoculadas el
aflo 1940 en hurones y cricetos y que correspondian a influenza A,
diez de ellas produjeron un anwmento de anticuerpos en ambas es-
pecies de animales. Ademas, en las cinco pruebas efectuadas, se
pudo adaptar el virus a ratones ficilmente después de um solo
pasaje por hurén y criceto.

A pesar de que se han inoculado gargaras de personas afectadas
con influenza de etiologia indeterminada en hurones, cricetos y en
el hurén salvaje argentino (Gelictis furaz) y efectuado pasajes sub-
siguientes en ratones, no se ha podido hasta ahora aislar el virus
e identificarlo con la enfermedad humana.

SINTOMATOLOGIA. — De cada caso investigado se hizo un informe
de la evolucidn, asi como el tiempo en que se inicid la enfermedad
v el comienzo y duracién de los sintomas comunmente asoeiados con

las afecclones respiratorias.

BDespués de haberge hecho la clasificacién sueroldgica, se analizd
la frecuencia de cada sintoma, duracién de la fiebre y sintomas
es del grupo diagnosticado como influenza B, como asi tam-
bién del grupo indeterminadc que por ahova estd designado como
mfluenza X. Aunque fué imposible identificar cada caso en par-
ticular como perteneciente al grupo B o X, cuando se examing cada

ge-

_grupo en conjunto, aparecleron ciertas pequefias diferencias de me-

nor o mayor significado (Tabla 1). XEn la dltima columna de la
derecha de la tabla estd demostrado el valor de P segun el test X2,

Como podrd verse hubo una tendencia a la mayor duracién de
la fiebre y de los sintomas nasales tales como irritacién y estornu-
dos, asi como fotofobia y dolor en los ojos, eon mas freecuencia en
la influenza B que en el grupo X. Por otra parte, fué més fre-
cuente la irritacién e inflamacién de la garganta en el grupo X.
Posiblemente este grupo pueda haber sufrido simplemente infec-
clones bacterianas, que comunmente producen sintomas faringeos,
aunque se fuvo la precauciéon de eliminar para el estudio toda
amigdalitis y faringitis no relacionada con la sintomatoiogia de la
influenza.

Observaciones similares han sido hechas en 1940 pero por otros
observadores. En consecuencia es discutible que se pueda hacer
una comparacién con los datos obtenidos en 1941. No obstante, la
presentamos por el valor que pueda tener. En la tabla 2 se mues-
tra la sintomatologia de la influenza A en 1940, y la de la influenza
B en 1941, Kl anilisis muestra que la fiebre fué méas uniforme,
los sintomas generales mas persistentes, y sudores, dolores corpora-
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Frecuencia de los distinios siniomas enire personas diagnosticadas clinicamente como
afectadas de Influenza. Clasificacion de acuerdo al diagnéstico suerolégico en:

a) Influenza B

by Nz Influenza A nt B (Influenza X)

Afio 1941

Numero total de casos: 75

(a) ()
Ni A ni B Valor de
Sintomas Influenza B (Infiuenza X) P
Ne % Ne %

137-379 ............ 7 30 19 37
Temperatura 238389 ... ... .. 7 30 20 3

230 omis.......... 8 35 13 25

4 més de 2 dias...... 13 57 | 18 35 | P 0.05

5 Calofrios .......... 17 74 37 71

6 Sudores ... .. .. i3 A7 2R 73

7 Cefalalgia ......... 19 63 43 83
Generales .. 8 Algias .............. 11 48 25 48

9 Laxitud ............ 22 96 44 85

10 Malestar .......... 19 &3 40 77

11 Postracién ......... — — 1 2

12 M4ds de dos dias .. 9 39 22 42

13 Irritacién .. ......... 6 26 1 2 | P <001
Nariz ... .. 14 Estornudos ......... 16 70 20 38 P 003

15 Coriza .. .......... 21 91 40 77

16 Irritactén ........... 4 17 22 42 P 005
Fauces ... .. 17 Inflamacion ... ... .. 11 48 44 85 P <0.01

18 Laringitis .......... 4 2 4

19 Lagrimeo .......... 6 26 14 27
Ojos .. ..... 20 Enrojecimiento ...... 10 43 24 46

21 Dolor ..o i 17 74 23 4 | P 0.02

22 Fotofobia .......... 13 57 15 20 | P 0.02
Otdos ... ... 23 Dolor ... .o 13 g 15

24 Zumbidos.......... 1 4 4 8

25 TOS oo 22 96 41 79
Térax ...... 26 Expectoracién ... ... 13 57 35 67

27 Dolor . ............ 3 35 17 33

28 Disnea . ........... — — 1 2

Total ... .......... 23 52
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leg, irritacién e inflamacién de la garganta, lagrimeo e inflamacién
de los ojos y expectoracién se presentaron con mayor frecuencia

entre el grupo de log afectados con influenza A. En general la
influenza A parece haber sido més severa y muchos de los sinto-

TaBrLa No 2

Frecuencia de los distintos sinfomas entre personas diagnosticadas suerolégicamente
como afectadas de Influenza A (1940) e Influenza B (1941)

Influenza A Influenza B Valor de
. Sintomas
P

No A No %
137-37.9 ............ — — 7 30

Temperatura 2 383890 ............ 16 70 7 30 P < 0.01
3300 mds.......... 7 30 8 35
4 més de 2 dias...... 12 52 13 57
5 Calofrfos .......... 17 74 1 74

6 Sudores ............ 21 91 13 57 | P 001
7 Cefalalgla ......... 22 96 19 83

Generales. . . 8 Algias ...ooooovnooo |20 87 11 48 | P 0.01
9 Laxitud ............ 23 100 22 96
10 Malestar .......... 23 160 i9 83
11 Postracién ........... 4 17 _ —

12 Mds de 2 diag .. ... 22 a8 2 30 1 P <601

13 Irritacién ........... 21 91 6 26 P < 0.01
Nariz ... .. 14 Estornudos ......... 12 52 16 70
15 Coriza ............ 20 87 21 91

16 Diritacién ........... 22 96 4 17 P < 0.01

Fauces ..... 17 Intlamacién ........ 21 91 11 48 P < 0.01
18 Laringitis .......... — — i 4

19 Lagrimeo ........... . 14 61 6 26 (P 002

Ojos ....... 20 Bnrojecimiento ...... 21 91 10 43 | P <001
21 Dolor ... ..ot i8 78 17 74
22 Fotofobia .......... 10 44 13 57
28 Dolor ..o o2 9 3 | 13
Oidos ... ... 24 Zumbidos .......... 3 13 1 4
25 TOS vovieeiiiee e 22 96 22 96

Térax ...... 26 Expectoracién ... ... 21 91 13 57 P < 0.01

27 Dolor ............. 2 9 8 35 P 004
28 Disnea . ........... 1 4 — —

Total ............. 23 23
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mas que son descriptos en Ia infiuenza se presentaron com mayor
nidac. Debe también recalecarse que durante el afio 1940
3) v coincidiendo con la epidemia de iInfluenza A hubs un
aumento bruseo de muertes por neumonia en la ciudad de Buenos

»—:p

Aires, Io que sugiere evidentemente que wina parte de las newmonias
pueden haber representado complicaciones posteriores a la infec-
cidn de influenza A.

D1scUusIon

Seria necesario reunir mayor evidencia antes de poder determinar
si la influenza B difiere esencialmente en su comportamiento epi-
demiolégico de la influenza A, mejor conocida. Hasta ahora la
informacién es inadecuada y confusa (% 7 8 9).  Ademés, nuestras
experiencias durante los Gltimos dos afios sugieren que pueden exis-
tir notables diferencias en la epidemiologia y posiblemente en las
manifestaciones clinicas de esos dos tipos inmunolbgicamente dis-
tintos de influenza. Ha sido observado gue la influenza A tiende
a geguir un ciclo bianual y que su aparicién corrientemente coin-
cide con los afios « epidémicos » (19). Ademds desaparece tan pron-
to dismnuye el brote epidémico. Hsto fué lo gque sucedié en 1540.

La influenza B también estuvo presente en pequeila proporeidn
en 1940 y de acuerdo a nuestrag observaciones existid no sélo du-
12, sino también probablemente antes v con toda

raﬂte la enidem

Cpa X84}

certitud después. Hs dudoso, ademas, afirmar si contribuyd ma-

hismo presente el ano si-

terialmente a la epidemia. Retuve a
guiente en 1941 y continué apareciendo en la restringida pobla-
cién estudiada desde el otofio hasta el comienzo de la primavera.

H1 analisis de los datos clinicos de un nimero limitado de casos
de influenza & y B implica que este Gltimo tipo es algo menos
severo y menos uniforme en su sintomatologia. Xisto estd de acuer-

do con la reeconocida menor virulencia para los animales de labo-

ratorio del virus de influenza B comparado con el tipo A.

La dificultad de aislar el virus del grupo designado como in-
fluenza X, puede ser debido a que el virus o los virus responsables
de este grupo sean de menor poder infectante y virulencia que el
virug B. En realidad esto es sugerido por los sintomas algo mas
leves asociados con lag influenzas del tipo X.

CONCLUSIONES

1. — Aunque ninguna epidemia tipica de influenza se produjo
en 1941, hubo un aumento estacional de afecciones de vias respi-
ratorias superiores durante los meses frios.
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2. — Muestras de sangres obtenidas de setenta y seis personas

que tuvieron wuna infeccién diagnosticada como influenza, mostra-

elevacién de

3. — Ciertos aspectos epidemioldgicos y elinicos de la influen-

za B han sido presentados y comparados con aquellos de infiuenza
A asociados a la epidemia de 1940.

Los auntores desean agradecer al Dr. C. B. Coquet de la Hscuela

de Mecénica de la Armada de Buenos Aires, y al Dr. J. C. Loza de
la Escuela de Mecénica del Ejéreito por su cooperacién en haeer
posible la obtencién de gran parte de log datos epidemiolégicos,
como asi también las muestras de sangre y gargaras que consti-
tuyeron la base para los estudios redactados en este articulo.
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