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RESUMEN 

El virus influenza tipo C no pudo ser aislado a partir de 
especímenes tomados de personas con síntomas de enfermedad 
respiratoria aguda en el periodo de 198*7 a 1989. El virus permanece 
viable por lo menos 5 días en caldo de infusión de ternera usado 
para el transporte de especímenes. El ensayo de la esterasa 
(proteina HEF) usando p-nitro fenil acetato es útil en la 
diferenciación entre el virus tipo C y loa tipos A y B. 

Se implementaron técnicas serológicas de Microneutralización 
IH, y ELISA para el estudio de eBta infección mediante serología, 
se uso la técnica de microneutralización para estudiar 311 niños 
incluidos en el estudio prospectivo de familias en la ciudad de 
Houston, Texas. Se tomaron muestras de suero de cada niño por lo 
menos dos veces al año, el rango de participación fue de 1 a 14 
años (media: 6.45, mediana: 6) para un total de 2006 años-niño. Se 
registraron 159 casos de seroconversión (infección primaria) y 82 
casos en que hubo incremento en el título existente de anticuerpos 
(reinfección). 

Los datos se desglosaron por periodos correspondientes al año 
epidemiológico del 1° de Julio al 30 de Junio del año siguiente, 
desde 1975/76 hasta 1938/89. Hubo casos tanto de primoinfección 
como de reinfección en cada uno de los períodos estudiados. El 
rango de casos por año es de 2 a 32 primoinfecciones y de 1 a 9 
reinfecciones. 

La primera infección por viruB influenza C ocurre en edad 
temprana, en la distribución por edades se observó mayor cantidad 
de casos en los niños de 1 a 4 años, aumentando el número de 
seropositivos conforme aumenta la edad. 

La infección se presentó en todas las estaciones del año, pero 
hubo mayor predominancia en el otoño. 

Se midió la desaparición de los anticuerpos adquiridos por vía 
transplacentaria, 50% de los niños estudiados se volvieron 
seronegativos a los 7 meses de edad, y a los 10 meses todos los 
niños carecían de anticuerpos. Después de la primera infección los 
anticuerpos circulantes pueden persistir por mas de 10 años. 

Las reinfecciones son frecuentes y en este estudio ocurrieron 
con un intervalo de 1 a 8 años. Es mas probable que la reinfección 
sea asintomática 



INTRODUCCION 
I.,- HISTORIA 

RECONOCIMIEMTO DEL VIRPS 
El virus influenza tipo C fué aislado por R. H. Taylor en Marzo 

de 1947 de un paciente con un episodio de cefalea, dolor de espalda 
y coriza con duración de 24 horas. El virus era distinto de las 
OEPAE PROTOTIPO A Y B, Y se denominó C/Taylor/1233/47(1'. 

En 1951, Taylor reportó ensayos de Inhibición de la 
Hemaglutinación (IH), hechos en 185 sueros obtenidos de adultos, en 
los que habla 3 individuos con incremento del cuádruplo o mayor en 
el título de anticuerpos contra la cepa C/Taylor/1233. Estos 
pacientes tenían "enfermedad respiratoria aguda (de etiología) no 
diagnosticada "<2). 

Una segunda cepa denominada JJ fué aislada en Marzo de 1950, en 
Ann Arbor, Michigan*3', de un paciente con un caso leve de 
influenza. Pruebas serológicas hechas por Inhibición de la 
Hemaglutinación (IH), Fijación de Complemento (FC) y Neutralización 
(Nt) mostraron un aumento en el titulo de anticuerpos contra esta 
cepa, sin respuesta de anticuerpos contra los virus influenza A o 
B. 52 pares de sueros tomados de estudiantes universitarios entre 
1947 y 1950 mostraron que la mayoría de ellos tenían títulos 1H 
moderadamente altos, sugiriendo que habla existido una infección 
previa. Sueros pareados de niños de 1 - 5 años, tomados entre el 
otoño de 1946 y la primavera de 1947 indicaron actividad de virus 
JJ en este periodo. Los sueros de hurones inoculados con la cepa JJ 
reaccionaron igualmente bien con la cepa 1233, sin reactividad 
contra los tipos A o B, lo que llevó a Francia a nombrar estas dos 
cepas como virus Influenza C. Minuse y cois.<4) consideraron el 



virus C como causante de enfermedad leve del aparato respiratorio 
superior. 

B.-CARACTERISTICAS INICIALMENTE DETERMINADAS 
Taylor y cols<2) reportaron que el virus C, cepa 123J, aglutina 

eritrocitos de gallina, describen este fenómeno como "errát ico" en 
los primeros pases, y solo obtuvieron una cepa con actividad 
hemaglutinante estable y títulos HA consistentemente altos haota el 
pase No. 50 en cavidad amniótica. A 25°C el virus tipo C se cluye 
rápidamente de los eritrocitos y es necesario mantener la rene i6n 
a 4°C para conservar el patrón de hemaglutinación. Durante los 
primeros pases, también aglutina eritrocitos de cobayo, pero con 
menor título que los de gallina. Minuse y cois.(4) en cambio 
reportan que las cepas JJ y 1233 aglutinan eritrocitos de gallina, 
humanos tipo 0, hámster o ratón, pero no los de cobayo mono, hurón 
o carnero. 

Styk. y cois.(7) reportaron un inhibidor inespecífico de la HA 
presente en el suero de rata (IISR), altamente selectivo para el 
virus C y resistente al tratamiento con la neuraminidasa de Vibrio 
cholerae, llamada Enzima Destructora de Receptores (EDR) CO?, KI04 
y Calor (56®C por 30 min), pero parcialmente sensible a la tripsina 
al 0.5%, lo que indica que es diferente de los inhibidores 
similares que actúan sobre los virus A y B. 

En 1950 Hirst(9) comunicó que los receptores celulares para el 
virus tipo C son diferentes a los receptores para los virus 
influenza A y B, Newcastle o Parotiditis, porque C/Taylor/1233 no 
destruye los receptores de eritrocitos para dichos virus. 



C-- CLAflIFICACIOM 
La taxonomía de los virus ha sido difícil de estructurar en 

forma sistemática, y la clasificación de los virus influenza tipo 
C ha sido discutida en varias ocasiones. Debido a los síntomas .1© 
la enfermedad con la que fue asociado cuando fué descubierto, 
virus tipo C fué clasificado en el grupo llamado entonces MNl 
(Mumps, Newcastle, influenza). Hirst,<9> en 1950, propuso que esto 
virus deberla reclasificarse en otro grupo, porque la cepa c:/ 
Taylor/1233 no destruye los receptores para los virus tipo A o B 
presentes en los eritrocitos. 

White(10> estableció que el receptor celular para estos virus 
contiene ácido n-acetil neuramínico, ya que la EDR inhibe la 
aglutinación de eritrocitos por los virus A, B o C. 

En 1953 durante la Conferencia Internacional de Microbiología, 
el Sub-comité de virus del Comité Internacional de Nomenclatura, 
tomó la iniciativa para sistematizar la Taxonomía de los virus; en 
1955 Andrewes, Bang y Burnetw> propusieron la creación del grupo 
Myxovirus (del griego Myxo: moco, para indicar la afinidad de estos 
virus por la mucina de las secreciones respiratorias), que incluía 
los virus influenza tipo A, B, y C, asi como los virus de la 
Parotiditis, Newcastle y Peste Aviar. En 1959, Andrewes y cois'6' 
separaron los tipos A, B, y C, llamados "virus de Influenza 
verdaderos" de los virus Parainfluenza 1, 2, 3, Parotiditis y 
Newcastle, porque los primeros tienen menor tamafio, presentan 
partículas filamentosas y carecen de actividad hemolltlca a pH 7. 
En 1962 Waterson<11) midió en 12 na el diámetro de la 
ribonucleoprotelna (RNP) O componente interno, y capacidad de 



recwbinación génetica de los virus influenza. Henle, en 1964, y 
Melnick en 1977(12> postularon que el virus tipo c debería estar 
taxonómicamente separado de los otros virus influenza. En 197 5, 
Kendal(19) propuso para el virus tipo C el nombre "Pseudo Influenza" 
para indicar que hay algún parecido con los vi rus A y B, pero 
tienen grandes diferencias morfológicas y bioquímicas. En 19B7(1,) 

el Comité Internacional para la Taxonomía de los Virus establet-ió 
un género separado, todavía sin nombre, en la familia 
Orthomyxoviridae para los virus de la influenza tipo c. 

II.- CARACTERISTICAS DEL VIRUS. 
A.- TAMAÑO Y FORMA DE LAS PARTICULAS VIRALES 

La morfología y tamaño de los viriones tipo C son similares a 
los de los tipos A y B. La cepa C/Taylor/12 3 3 tiene el mismo 
tamaño que el virus tipo A (80-100 nm) , así mismo se observan 
partículas esferoidales y formas filamentosas(2). Waterson y cols.(H> 

describieron proyecciones en la superficie de la partícula vir.il y 
una estructura reticular hexagonal; también hicieron comparadonos 
de tamaño entre los tipos A, B y C, reportando cifras de 100 a 150 
nm de diámetro en las partículas esferoidales de los tres tipos. 
Compans(16) comunicó un tamaño de 75 a 100 nm tomado por microscopio 
electrónico; la capa de proyecciones superficiales mide -10 nm, (en 
la figura 1 se muestra un diagrama de la estructura de un virión) . 

B.- ACIDO NUCLEICO DEL VIRUS 
En 1976 Ritchey(15) reportó que el genoma del virus de la 

influenza tipo C consiste en RNA de cadena sencilla, y encontró una 
relación de Guanina-Citosina/Adenina-Uracilo de 1.38 quo es 
diferente a la cifra de los influenzavirus A y B (1.23 y 1.2b). El 



Figura I.- ESTRUCTURA VIRU5 INFLUENZA TIPO C 



genoma viral tiene 7 segmentos*'9«10®*. 
C•- PROTEINAS VIRALES 

Ho existe una proteina con función de neuraminidasa (EOR), lo 
que se refleja en la ausencia del segmento correspondiente de RNA. 
Compans y cols.(1é) reportaron 3 proteínas de 88, 66 y 26 kd, solo 
la primera està glucosilada; la ribonucleoprotelna (RNP) del virus 
tipo C tiene forma de cordón, mide 12-15 nm de diámetro por 30-100 
nm de largo, es similar a la RNP del virus tipo A, y en ella se 
localiza la proteina de 66 kd. La proteína M corresponde al 
componente de 26 kd. 

Herrler y cols.<'1'22) obtuvieron en 1979 el precursor de la 
proteina de superficie (-105 kd), lo denominaron gpi y mostraron 
que una proteasa lo transforma en un componente llamado gpll, de 2 

fragmentos de 65 y 30 kd respectivamente, un idos por en1aces 
disulfuro; gpl y gpll tienen idéntico patrón de péptidos tras 
digestión trlptica; gpll exhibe actividad hemaglutinante. Las 
proteínas gpl y gp65 (pero no gp30) tienen el extremo amino 

» 

terminal modificado; gpll y gp88 son la misma proteína localizada 
en la superficie de la partícula viral, y en la actualidad se 
denomina HEF; En 1981 se describieron*231 tres polipéptidos (P,, P2 
y P3), similares a las proteínas PA, PB1 y PB2 de los virus tipo A, 
y dos proteínas no estructurales: NSt y NSa de 24 y 14 kd 
respectivamente. 

La glucoproteína de superficie (HEF) tiene 655 aminoácidos, y PM 
de 72,063 d<3t), sin incluir la porción de carbohidrato. Existen 
similitudes con las moléculas de Hemaglutinina de los virus tipo A 
y B: Una secuencia líder hidrofóbica, una molécula de arginina y 



una secuencia hidrofóbica en el sitio de rompimiento, otra 
9 

secuencia hidrofóbica cerca del extremo carboxilo terminal que 
probablemente sirve de ancla en la membrana, y varios residuos de 
cisteína conservados; la región de las posiciones 230-380 carece de 
homología con la HA de los virus A y B; no se hallaron similitudes 
entre gp88 (HGF) y la NA de los virus A y B. La fracción principal 
de la proteína HEF es aproximadamente 100 aminoácidos mayor que las 
subunidades HA, de los virus A y B, posiblemente porque la 
actividad de EDR reside también en esta proteina en el virus tipo 
C, probablemente en la mencionada reglón de las posiciones 230-280, 
que tiene cistelnas no conservadas. La similitud de los aminoácidos 
en total es menor entre los virus C - A que entre los virus B - A, 
lo que sugiere una relación evolutiva mas distante. Hay 96% de 
similitud entre las cepas C/JHB/1/66 y C/Cal/78 en el segmento 5 de 
RNAí3Z). 
La antigenicidad de la molécula de carbohidrato en la proteina de 
superficie se estudió por bloqueo con tunicamicina(39) resultando 
una proteina de 76 kd. Se probaron las proteínas gp88 y T76 (con y 
sin carbohidrato) con 7 anticuerpos monoclonales preparados contra 
gp88, uno de ellos (Q-5) precipitó gp88 y no T76"0>. Bajo 
condiciones no reductoras T76 forma multlmeros unidos por enlaces 
disulfuro, mientras que gp88 se comporta como un monómero, lo que 
sugiere que la fracción de carbohidrato se requiere para que se 
mantenga la reactividad inmunogénica y antigénica de gp88 y que 
posiblemente participe en el "doblaje" tridimensional. Se 
desconoce hasta ahora la estructura química de la fracción de 
carbohidrato. La reactividad con anticuerpos monoclonales delimita 



dos regiones antigénicas en la protelna gp88 (HEF): A y B con dos 
sitios cada una: A-l y A-2, B-l y B-2<485. Los anticuerpos 
monoclonales que reconocen B-l y B-2 reaccionan igual con la 
protelna gp88 y con su forma no-g lucos liada (T76) . Los anticuerpos 
contra A-l y A-2 no precipitan la protelna T76. 1.a protelna gp8R 
desnaturalizada reacciona con los anticuerpos contra los sitios H-l 
y B-2 pero no con los anticuerpos contra los sitios A-l y A-2. Esto 
sugiere que los sitios A-l y A-2 son epitopes dependientes do i.» 
conformación espacial de la protelna y que la g lucos i la«; ión 
contr ibuye directamente a la integridad de estos ait ioa 
antigénicos. 

Vlasak y cols.<45' demostraron varias funciones de gp88, 
expresando cDNA de esta proteIna con un vector (virus SV4 0) en 
células CV-i. El producto de este gen reaccionó con anticuerpos 
monoclonales contra la proteica HEF y las células infectadas con 
el virus recorabinante adsorbieron eritrocitos y adquirieron 
actividad de esterasa. 

Herrler y cois.5*5' establecieron que esta protelna tiene tres 
i 

actividades diferentes: Hemaglutinina, Esterasa y Factor de Fusión, 
estos autores sugirieron el nombre HEF, aplicando los siguientes i 
términos: HEFQ, es la glucoprotelna no fragmentada HEF, es el 
producto mayor de la fragmentación, HEF2 es el producto menor y 
HEF, 2 corresponde a los dos componentes conectados por enlaces 
disulfuro. 

El tratamiento de viriones con bromelina libera protelna HEF con 
coeficiente de sedimentación de 10 S, lo que indica un PM de 206 
Kd, congruente con una estructura trimérica<W); esta proteina ha 



perdido un péptido del extremo C-termínal de 3 a 4.5 Kd, que debe 
haber quedado en la membrana viral, tiene actividad de EDR pero no 
acción hemolítica ni hemaglutinante. Hay evidencia de que la 
proteína HEF contiene ácido esteárico en enlace t ioéster, que 
podría aumentar la hidrofobicidad de la molécula, y facilitaría Id 
interacción con otras proteínas (por ejemplo para formar el 
retículo hexagonal en superficie del virión)(103). 

D.- ACTIVIDAD HEMACLPTINANTE 
Este fenómeno se ha comparado con la aglutinación de eritrocitos 

de los tipos A y B. Los eritrocitos de rata son aglutinables por el 
virus tipo C, pero no sedimentan bien sin la adición de suero(24). 
El ácido N-acetil neuramínico (Neu 5 Ac) es parte del receptor para 
el virus C en los eritrocitos, porque a pH 6.5 la neuraminidasa de 
V. cholerae (EDR) y de perfrinaens impiden la aglutinación de 
eritrocitos y destruyen el IISR(33>. 

La o^roacro-globulina y murinoglobulina del suero de rata inhiben 
la hemaglutinación. A 37°C el virus C inactiva estas proteínas sin 
perder la infecciosidad*34-35'31". La mucina submandibular bovina 
también inhibe la hemaglutinación del virus C<37). 

Se comparó la capacidad de tres ácidos siálicos: ácido N-acetil 
neuramínico (Neu 5 Ac) ácido N-glicolil neuramínico (Neu Ge) y Neu 
5-9 AC2 como receptores de influenza virus A, B y C en los 
eritrocitos humanos, ovinos, equinos, de gal1ina, de rata y 
ratón(41>: Se removieron los ácidos siálicos nativos de cada especie, 
y se incorporó artificialmente uno de los tres ácidos siálicos en 
diferentes lotes de eritrocitos, el virus tipo C aglutinó 



eritrocitos portadores de Neu 5-9 Ac2 pero no a los portadores do 
Neu 5 Ac o Neu Ge, en tanto que los virus A y B tuvieron at iniüad 
por Neu 5 Ac y na por Neu 5-9 ACj. Esto implica que la unión con el 
receptor en los virus A y B es bloqueada por el grupo O-acetilo en 
posición 9. El tratamiento de eritrocitos portadores de Neu b-9 Ac? 
con la enzima purificada del virus C (N-acetil neuraminato-O-acetil 
esterasa), acabó la aqlutinabilidad de los eritrocitos con el virus 
C pero continuaron reaccionando con los virus A y B. Esto concuerda 
con la observación de que los virus C son capaces de liberar 
acetato de Neu 5,9 Ac2 sin afectar los receptores de los virus A y 
B(9-t9>. La especificidad de la acet i 1 esterasa de 1 vi rus C no 
incluye otros ácidos siálicos puesto que los eritrocitos de caballo 
contienen ácido Neu 4-5 Ac¡ y no son aglutinables por el virus 
car.*i)m 

Nishimura y cols.(46> investigaron el componente de la membrana 
de los eritrocitos humanos que interacciona con el virus; La 
interacción es disminuida por el tratamiento previo de los 
eritrocitos con neuraminidasa, acetil-esterasa o enzimas 
proteoliticas (ficina, bromelina o proteasa V-8) lo que sugiere que 
se trata de una glucoprotelna. Los anticuerpos monoclonales contra 
los grupos sanguíneos M o N inhiben la agultinación lo quo indica 
que el sitio receptor reside en la glucoforina A. 

N-acetil gal acto saín i na también puede ser un receptor del virus 
C porque el virus impide la aglutinación de eritrocitos por 
leetinas con especificidad por este carbohidrato (SBA, DBA, WFA, 
VAA II, RCA II y WGA), pero no interfiere con lectinas que 
reaccionan con D-galactosamína(47). 



B.- ACTiviP*™ 
Se han descrito dos: polinerasa asociada al ácido nucleico y 

esterasa, localizada en la superficie de la partícula viral. La 
peinera actividad corresponde a UNA polimerica dependiente de RNA, 
lo que sugiere que el genoma del virus C es de polaridad negativa, 
o sea que la secuencia de basea del RNA viral es complementaria a 
la secuencia de bases del RNA mensajero*2". 

La actividad de tipo esterasa participa en la unión de la 

partícula viral con el receptor celular, para Iniciar el ciclo de 

replicaclón viral. Dicha actividad está localizada en la proteina 
de superficie, lo que propicia el fenómeno de aglutinación de 

i 
eritrocitos y fusión de membranas. 

Kendal*191 observó que si el virus C actúa sobre el ácido N-
acetilneuramlnico, ácido 4-0-acetil N-acetilneuramlnico, 7-0-acetil 
N-acetilneuramlnico y 8-0-acetil N-acetilneuramlnico, no se libera 
ácido siálico y las neuraminidasas de los virus influenza A y B, o 
de Yj. cholerae si lo hacen, concluyendo que el virus tipo C carece 
de actividad de neuraminidasa. O'Callaghan y cois.*2'1 reportaron 
también diferencias entre los virus C y A-B en la actividad de 

neuraminidasa, y de IH, cuando usaron neuramina-lactosa, nuco ida de 

Col loca lia, fetuina y gluco-proteínas de la membrana de eritrocitos 
humanos o de mono rhesus, y observaron*2*1 que la interacción del 
virus C con el inhibidor del suero de rata (IISR), es estable por 
tiempo indefinido a 4*C, pero se disocian a los 20-90 minutos a 23 
y a 37*C por acción enzimàtica (EDR). Después de la elución, el 
virus conserva sus propiedades biológicas, ñas el IISR se inactiva. 
El antiauero especifico bloquea la unión virus-IISR. 



La heraóliaia y fusión del virus C sobre eritrocitos de ratón, 
tiene un pH óptimo de 5.0<27). Los virus cultivados en células MDCK 
tienen una infectividad muy baja y no muestran actividad 
heno1ltIca, pero «1 tratamiento con tr ipsina, activa la 
infectividad; esto es comparable con lo que ocurre con la HA del 
virus tipo A«*. Kitame y cols.<28<29) hallaron que la tripsina y la 
elastasa son eficaces para restablecer la acción hemolitica, 
activar la infectividad y fragmentar gp88, la quimotripsina y la 
termolisina carecen de efecto. 

La EDR del virus C tiene una temperatura óptima entre 45 y 53 *C, 
la actividad de esterase y la HA tienen una sensibilidad al calor 
paralela. El tratamiento con tripsina reduce al mismo tiempo la 
actividad de EDR y la cantidad de gp88(M>. 

El tratamiento con neuraminidasa de £j_ perfrinqens. destruye el 
efecto inhibidor de la HA de la mucina subnandibular bovina (MSB) 
lo que indica que el acido Neu 5Ac es esencial para el efecto 
inhibidor*57'. El ácido neuramlnico liberado de esta mucina después 
de la exposición al virus, es Neu 5Ac pero no Neu 5-9Acz. 
La actividad de la enzima sobre Neu 4-5Ac2 es 30 veces menor, y el 
ácido Neu 5-7ACj es resistente a la esterasa del virus c. La enzima 
se ha clasificado como Neuraminato-O-acetilesterasa [N-acil-9(4)-o-
acetiIneuraminato 0-acetil hidrolasa (EC 3.1.1.53)]. La adsorción 
del virus a la superficie celular involucra la Molécula Neu 5-9Ac2. 

La esterasa de la proteina HEF. nuestra alta afinidad por el 
radical O-acetato en posición 9, es inhibida por Di-isapropil 
fluorofosfato (OFF), Dietil-4-nitrofenil fosfato, y parcialmente 
por iones de cobre y mercurio y por fisostigmina, y también por 



f 
derivados de la isocumarina; pero estos no impiden la unión con el 
receptor, ya que no disminuye el título de HA. El sitio activo 
incluye la serina 57í52). La enzima es importante para la infección, 
porque el inhibidor DFF disminuye marcadamente la infecciosidad 
pero no altera las propiedades de hemaglutinación y fusión**2*. Las 
partículas virales tratadas con DFF se unen irreversiblemente a las 
células que expresan Neu 5-9Ac2. Este inhibidor actúa sobre 
esterasas y proteasas cuya secuencia de aminoácidos en el sitio 
activo es Gly-X-Ser-X-Gly y por esto son llamadas serina-esterasas. 

El rango de pH para que ocurran la hemólisis y la fusión en 
liposomas portadores de la proteína HEF es de 5.6 - 6.1. En el 
virión hay una pérdida de la estructura reticular hexagonal al 
bajar el pH a 5.5, y la proteina viral HEF sufre un cambio 
conformacional demostrable por variación en la sensibilidad a la 
tripsina, este es un proceso bifásico, posiblemente por la 
participación de varias moléculas de la protelna(54>. Hay un retardo 
progresivo de la fusión cuando aumenta el pH, lo que no sucede con 
los virus A y B(55). Esta característica de la proteina HEF puede 
permitir estudiar mas detenidamente el proceso de fusión de 
membranas. 
F.- VARIACION EH EL VIRüS 

La variabilidad antigénica en el virus tipo c se ha medido con 
técnicas serológicas y también midiendo la variación del RNA. Las 
técnicas IH y FC no detectan cambios antigénicos en las cepas 
C/JJ/50, C/GL/52, y C/GL/54*59'63'89'90) . Gerth y cols.í71> mencionan 
diferencias menores entre las cepas C/Johannesburgo/4/67 y C/ 
Paris/1/67 similares a las observadas en el virus tipo B, pero en 



encuestas serológicas esto no se refleja en los grupos etarios. 
Pfeifer y col.(32) hallaron una tasa de cambio de 41 por cada 10 años 
en los aminoácidos de la protelna HEF. La tasa de cambio para los 
influenza virus tipo A es 9.2% por cada 10 años, y tipo B 21 por 
cada 10 años. 5 cepas aisladas en el periodo 1947-1979 tienen menor 
variación en el genoma según los mapaB de oligonucleótidos que la 
que existe entre las cepas de virus A/H3 N2 aisladas en el periodo 
1968-1973(93). La variación del virus en las proteínas estructurales 
HEF, NP y W puede no ser un evento cronológicamente secuenclal(92>. 

En las secuencias de bases de los genes HEF de 8 cepas de virus 
humano y 3 cepas de virus porcino, hay poca diferencia (0.1%) entre 
cepas aisladas con un intervalo de 31 años: C/Ann Arbor/50 y 
C/Yamagata/81 mientras que otras reflejan 4.5% de bases diferentes 
aun cuando se aislaron en un intervalo de 3 años: C/California/78, 
C/Mississippi/80, c/Yamagata/81, lo que sugiere que en un momento 
dado circulan al mismo tiempo en la población virus de estirpes 
diferentes, pero la proporción de cambio es mucho menor que en el 
virus tipo A, lo que permite reactividad cruzada con los 
anticuerpos heter61ogos<913. LOS datos da los genes NS de las mismas 
8 cepas sugieren algo similar*753. 

Hay diferencias marcadas en los árboles filogenéticos de las 
proteínas HEF y NS, lo que concuerda con la idea de que ocurre 
reacomodo genético de los virus c en la naturaleza tal como ocurre 
con los virus A y B. 

Kawamura y cols.<95) hallaron mayor variabilidad genética que 
otros autores<7s>9'<93>en 16 cepas aisladas entre 1964 y 1983, en el 
período 1981 - 1992 identificaron por lo menos 2 estirpes 



diferentes circulando al mismo tiempo en Japón. La variabili dad 
antigénica de la proteína» HEF en el mismo grupo de 16 cepas'*1, 
medida con siete anticuerpos monoclonales: 4 de ellos (grupo A) 
tienen actividad neutralizante e inhiben la hemólisis y la fusión, 
los otros 3 (grupo B) carecen de estas actividades; las regiones 
reconocidas por los anticuerpos del grupo A exhiben cambios 
considerables mientras que las regiones que reaccionan con el grupo 
B son muy conservadas entre las cepas. 

Los mismos autores encontraron una similitud de 98% en ! i 
secuencia de nucleótidos del gen HEF de las tres cepas, aisladas en 
1982-1983 en Japón, y el gen HEF de C/Mississippi/1/80, esta 
similitud también se comprobó por mapeo de oligonucleótidos de vftna 
total, y por análisis antigénico usando una batería de 11 
anticuerpos monoclonalesnw>; en vista de que las cepas aisladas en 
Japón y en Mississippi pudieron diferenciarse por medio de sueros 
policlonales de las cepas identificadas previamente, es posible que 
una variante similar a las cepas de Japón pudo haberse diseminado 
rápidamente en 1982-1983. Yamashita y cols.(96) resumiendo los datos 
conocidos, compararon la variabilidad en los genes NS y HA - HEF de 
los tres tipos de influenza virus, postulando que genéticamente 
evoluciona mas rápidamente el tipo A que el B y éste que el C. Los 
tipos B y C se presentan simultáneamente en varias estirpes en una 
comunidad. 

G.-INFECCION DE ANIMALES DE EXPERIMENTACION Y CULTIVOS CELULARES 
El virus tipo C no produce infección severa en animales de 

laboratorio, de los que el perro parece ser el mas susceptible. 
Francis<3) inoculó hurones con virus JJ en los que hubo fiebre pero 



poca evidencia de enfermedad. Taylor<2) inoculó hurones/ hámsters y 
raonoB, que produjeron anticuerpos pero sin sufrir síntomas ni 
lesiones aparentes; tampoco pudo adaptar el virus en hámsters ni 
ratones. En cerdos, la infección experimental es asintomática en 
algunos casos y en otros solo hay secreción y obstrucción 
nasales'98'. En perros la inoculación experimental produce: flujo 
nasal, edema palpebral, sufusión conjuntival, lagrimeo y moco 
ocular. Estos animales se pueden re-infectar aun en presencia de 
anticuerpos circulantes en la sangrenW). En ratas no hay síntomas, 
pero el virus se replica en el epitelio nasal por 1 - 5 dlae 
después de la inoculación y aparecen anticuerpos neutralizantes; 
las ratas inmunes resistieron un reto a los 7 días, pero tal 
inmunidad duró menos de un año. 

En huevos embrionados de gallina la infección está limitada al 
epitelio de la membrana amniótica. El virus c crece en cultivo 
primario de riñón de mono Rhesus*7®'7". Chakraverty*24) obtuvo títulos 
de infectividad de lo2 - io* DICTW en las células de riftón humano 
embrionario y de 10* - 107 en células de riftón de mono; en el huevo 
embrionado de gallina los títulos fueron 10a - i09 DICT„; en la 
linea celular HeLa no hubo replicación viral. 

El virus crece mejor en células MDCK que en anillos traqueales 
de pollo, fibroblastos de pulmón de embrión de pollo, células VERO, 
MDBK o Chang"5>, La tripsina en el medio mejora el crecimiento del 
virus*811, y permite hacer placas en células de riftón embrionario de 
pollo*90'821. Las células MDCK, se pueden infectar persistentemente 
y se vuelven resistentes a la infección por virus tipo C y virus de 
la estomatitis vesicular, pero son sensibles a virus influenza A y 



b(W,84J> ^ n n e a celular HMV-II derivada de melanoma humano"", es 
permisiva para el virus C, es mas sensible que las líneas MDCK, 
vero, y LLC-MK^861. Se puede detectar virus en suspensión o en 
placas virales en monocapas celulares mediante a-naftil acetato y 
a-naftil propionato, que dan un producto coloreado por la acción de 
la esterasa<97), 
CICLO DE REPLICAOIQN 

La producción de viriones comienza 20 horas después de la 
infección y la máxima concentración de virus extracelular ocurra <i 
las 36 horas(25>, <251 del virus está asociado a las células. 
Petri*821 reportó el inicio de la liberación de virus a las 8 horns 
y un máximo de virus extra-celular a las 24 horas post infección. 

La infecciosidad se activa cuando la protelna HEF se fracciona 
en dos*21'29*. También se activan la hemólisis y la fusión si hay un 
pH ácido<27), lo que indica que el virión es llevado al interior de 
la célula por medio de fagocitosis, el fagosoma se fusiona luego 
con lisosomas primarios, y el contenido ácido de los lisosomas 
induce la fusión de las membranas viral y lisosómica, liberándose 
la nucleocápside en el citoplasma tal como está propuesto para el 
virus del bosque de Semliki{87) y virus influenza tipo A(M). 

La inhibición de la acetil esterasa del virus C cor 3,4 di-
cloro isocumarina(52) o con DFF<<>2) inhibe la infecciosidad viral mas 
no la HA, asi que la enzima debe participar tempranamente en el 
ciclo de replicación viral, posiblemente en la entrada del virión 
a la célula. 

Neu 5-9AC2 es parte esencial en el receptor celular, puesto 
que su presencia en la membrana determina la sensibilidad al virus 



tipo C en las células MDCK; las células CV-1, BHK, Vero, MDBK que 
son resistentes a la infección con virus C, se vuelven susceptibles 
tras la incubación con gangliósidos bovinos que contienen Neu 5-
9AC2- Los gangliósidos celulares que contienen Neu 5-9Ac? son 
receptores potenciales para el virus en los tejidos***'. 

La expresión del genoma viral incluye "sp1ic ing" en el 
segmento 6 de RNA, (que codifica la protelna N), entre las 
posiciones 753 y 981; el RNA resultante tiene capacidad para 
codificar una protelna de 26,970 daltons, lo que es congruente con 
el tamaño observado en la protelna M. El fenómeno de "splicing" no 
ocurre en la transcripción del segmento 6 de los virus A y B, y las 
homologías entre las proteínas M de los tres tipos de virus son 
pocas<51), sin embargo el tamaño de estas proteínas es similar, lo 
que sugiere una relación evolutiva entre los tres tipos de virus. 

Se ha descrito actividad antiviral en oligodeoxi-nucleótidos 
(ODN) antisentido unidos por enlace fosforo-tioato, de 20 bases de 
longitud, correspondientes al gen de la polimerasa P1 del virus 
C/JJ/50, complementarios a la secuencia de las primeras 40 bases 
del extremo 3' del RNA viral<1"\ 

III.- ENFERMEDAD EN HOKAMOB 
A.- IHOCüLACIOH EXPERIMENTAL DE VOLUNTARIOS ADULTOS 

En el primer intenta por reproducir la enfermedad en 1954, se 
inocularon con virus C/JJ/50, 6 personas que tenían títulos bajos 
de anticuerpos para el virus C; 5 personas excretaron virus por 
periodos de 3 - 4 días, en 4 hubo aumento en el 11 tu lo de 
anticuerpos, en ningún caso hubo enfermedad. El investigador que 
efectuó la inoculación tuvo 7 días después un episodio de 



irritación y flujo nasal con tos leve y estornudos, malestar y 
mialgias generalizadas, por 5 días. No hubo fiebre o escalofríos. K1 
virus C/JJ/50 fue aislado de él al 3er dia, y tuvo aumento en el 
título de anticuerpos*55. 

Joosting y cois.<64> estudiaron la historia natural de la 
enfermedad en 26 voluntarios adultos de ambos sexos, todos con 
anticuerpos séricos, a los que inocularon con la cepa c/Jhb/1/66, 
9 de ellos (39%) contrajeron resfriado común, el período do 
incubación fue de 3 - 6 días, la enfermedad duró de 5 a 11 di v , 
hubo excreción del virus en el moco nasal por 3 - 6 días después de 
la inoculación? los síntomas incluyeron: coriza (100%), dolor 
faríngeo (78%), malestar y cefalea (56%), fiebre (33%), 8 de los 
casos fueron catalogados como leves y 1 severo (requirió descanso 
en cama). No hubo escalofríos, secreción nasal mucopurulenta ni 
tos. Comparativamente con Rinovirus, el período de incubación fue 
mas largo y la enfermedad mas corta ( 1 - 5 días y 3 - 19 días 
respectivamente). 

B.- ENFERMEDAD ADQUIRIDA EN FORMA NATURAL 
Hay pocos datos de la enfermedad respiratoria en que se confirma 
por cultivo que la etiología es el virus de la influenza tipo C 

1) ADULTOS.- Gerber y cols.(56) reportaron 14 casos en reclutas 
hospitalizados por enfermedad respiratoria, 9 con diagnóstico de 
influenza, 2 casos de faringitis aguda y 2 de neumonía de etiología 
no determinada. Woolridge{59> halló 1 caso de influenza entre 31 
individuos asintomáticos infectados, comprobados por cultivo del 
virus. Andrews(57) reportó 6 adultos asintomáticos que tuvieron 
aumento en el título de anticuerpos. En los 68 casos reportados por 



Fraser(*1> menos de la mitad sufrió enfermedad clínica leve. Gerber 
y cols,<56J reportaron^14 casos de enfermedad en la base naval de 
Grandes Lagos en reclutas hospitalizados, y 11 de 72 jóvenes 
tomados al azar mostraron un incremento en el titulo de anticuerpos 
(IH), sin enfermedad. Dykes y cols.<65) comunicaron tres casos con 
los siguientes síntomas: estornudos, cefalea, rinorrea, tos, 
conjuntivitis, dolor faríngeo y muscular. 

2) NIÑOS. - Hornsleth"2' observó 3 casos de neumonitis y 2 de 
bronconeumonitis, (edades de 1 - 4 artos). Andrews"75 halló 2 niños 
con resfriado común y 2 adultos con enfermedad similar a influenza. 

Katagiri y cois.<49 771 hicieron en 1980 un estudio prospectivo en 
una guardería infantil de la ciudad de Yamagata, Japón en la que se 
alojaban 20 niños de 0 a 3 años al cuidado de 29 empleados adultos. 
En Marzo de 1981, ocurrió un brote epidémico en el que fueron 
afectados 17 de los niños de edades entre 8 meses a 3 años. Los 3 
niños no afectados tenían 1, 2 y 3 meses, y se presume que todavía 
tenían anticuerpos maternos. No hubo casos asintomáticos, la 
enfermedad consistió en fiebre de 38 * 40°C por 2 - días y rinorrea 
de larga duración (media 3 semanas) con estornudos; en la mitad de 
los casos hubo tos leve. El virus fue aislado en 12 niños y un 
adulto desde 3 dias antes hasta 9 días después de la iniciación de 
los síntomas. Los autores concluyeron que la reinfección es común 
puesto que un niño de 2 años y 2 adultos tenían títulos de 
anticuerpos (IH 1:64, 1:32, 1:16) y sufrieron la enfermedad; otros 
adultos con títulos semejantes no se infectaron. Este grupo de 
autores*77' hizo un estudio de seguimiento en la misma clínica por 



dos años más y observaron dos brotes mas, en los que enfermaron 8 
y 10 nlflos; confirmaron que la enfermedad es leve y se manifiesta 
con fiebre hasta de 39*C de 2 a 5 días de duración, con tos leve en 
algunos casos y descarga nasal persistente (11 - 57 días), hubo 
reinfección en 5 niños, 2 de ellos sufrieron 2 reinfecciones. 
Estimaron un período de incubación de 5 días, y transmisibilidad 
hasta por 22 días. 

IV.- EPIDEMIOLOGIA 

La información disponible sobre la epidemiología es fragmentaria 
en vista de la escasez de aislamientos y la sinternatologia leve que 
acompaña a la infección. 

A. ~ EDAD i). -VIMOS Minuse y cois.(4> registraron 52 casos de 
seroconversión en 68 niños de edad no especificada observados entre 
agosto de 1946 y Mayo de 1947, incluyendo dos casos en que 
simultáneamente hubo serocon versión para virus A* y C; en uno de 
ellos se aislaron ambos virué del mismo lavado faríngeo. En 1952 se 
detectaran dos casos de enfermedad causada por el virus C durante 
la última semana de una epidemia causada por virus B, en un grupo 
de niños y jóvenes (7 - 25) años, y serológicamente se detectaron 
4 casos. Hornsleth*625 observó 6 casos de elevación de anticuerpos 
<FC) entre 473 muestras pareadas de suero de niños de 6 - 9 años de 
edad hospitalizados por enfermedad respiratoria aguda entre 
Septiembre 1963 - Mayo 1965, sin evidencia de distribución 
estacional. 

La noción de que esta infección ocurre con mucha frecuencia se 
deriva de múltiples estudios serológicos^en los que los porcentajes 
máximos de individuos con anticuerpos se registran alrededor de 



los 20 años (rango de 10 a 30 años de edad), como se describe a 
continuación. 

* Andrevs (E.U.)<57): en el grupo de 25 - 34 años. 
* Jennings ( J a m a i c a ) 6 0 - 80% desde los 15 hasta >65 años. 
* Gerth (Alemania)<71): 471 8 a 20 años. 
* 01 Callaghan (E,U.)(6W: 2- 5 años: 47%, 20 - 30 años: 961. 
* Homma (Japón)(é83:90 I a los 10 años, reportó desaparición de 

los anticuerpos pasivos maternos a la edad de 6 meses. 
* Tflmová (Alemania y Checoslovaquia)(7Q): 90 - 100% en loe grupos 
mayores de 20 años, solo se aislaran 8 cepas de virus tipo C 
en los dos países en ese periodo. 

El único estudio prospectivo es el de Katagiri y cols,(69) de tres 
brotes epidémicos en una misma guardería infantil en Marzo 1981, 
Abril 1982 y Octubre - Noviembre 1982, confirmados por aislamiento 
del virus y serologla (IH) ; los autores postulan que los brotes son 
frecuentes y ocurren a intervalos irregulares, posiblemente mas de 
dos veces al año; se estima la tasa de ataque secundaria en 90 -
100%. 

2). - ADULTOS.- La infecc ión se ha documentado con muy escasa 
frecuencia en los adultos. Gerber'**' reportó aislamiento de virus 
tipo C en reclutas navales durante cada mes desde Dic. 1953 hasta 
Abril 1954, 31 cepas antigénicamente similares entre si. En 29 
casos se tomaron vuestras pareadas de sangre y hubo aumento sn el 
titulo de anticuerpos en 27. 

Farkaa(60> aisló en Esztergom, Hungría en una joven de 16 años, 
una cepa idéntica a C/Taylor/1233 con evidencia serológica de 
infección (IH) durante una epidemia de influenza B en Enero de 



1953, además hubo un número no especificado de sueros con 
incremento en el titulo de anticuerpos entre 2,000 individuos. 
Grist y cois.*585 en Glasgow, Escocia comunicaron en 1954, 7 casos 
asintomáticos de elevación en el titulo de anticuerpos en 145 
adultos y ningún caso en 93 niños. Fraser y cols.(61) hallaron 68 
casos con incremento en el titulo de anticuerpos (FC) en 4 39 
muchachos de 15 - 16 años en entrenamiento militar en Mayo 1958 -
Enero 1959, la mayoría ocurrió en Mayo-Julio 1958. Dykes(é,) en una 
encuesta serológica por edades en 334 sueros halló los siguientes 
porcentajes de seropositivos (IH) 0 - 5 años: 64%, 6 - 1 0 años: 
961, 11 - 15 años: 100%, 16 - 25 años:98%. El-Rai y cois*"' 
encontraron en Egipto una tasa de seropositividad de 50% en adultas 
(IH). 

Troisi y Monto<67) en Michigan, analizaron muestras de suero (ELISA) 
de 193 individuos de ambos sexos, tomados cada 6 meses entre 1976 
y 1978; 17 casos fueron detectados durante el semestre otoño 1976 -
primavera 1977. Las tasas de infección por edades fue mas alta en 
el grupo de 5 - 9 años: 30%, 10 - 14 años: 7%, 15 - 24 años 3%. 

La prevalencia de anticuerpos contra el virus C es alta aun en 
villas de la región montañosa de Fil ipinas<76J donde el contacto con 
otras comunidades es muy escaso (mas del 70% de los habitantes de 
0 - 2 0 años no hablan salido nunca de la aldea) , pues el rango de 
seropositivos es de 90 - 100% en todos los grupos etarios, 
incluyendo la edad pre-escolar. 

B.- HOSPEDEROS ANIMALES 
Yuanji y cols.(98) aislaron 15 cepas del virus C en cerdos sanos 

en un matadero de Beijing en los meses de Enero - Mayo y Noviembre 



de 1981 y encontraron porcentajes de aero positividad (IH) en los 
cerdos sacrificados en ely mismo lugar de 1 - 8% en cada uno de los 
meses de ese mismo año. 

Ohwada y cols.(99> estudiaron la distribución de anticuerpos 
contra el virus C en cerdos y perros en Yamagata, Japón usando las 
técnicas IH, Radio inmuno-precipitación (RIP) e Inmunoblot. 
Hallaron 58 cerdos entre 269 con títulos de anticuerpos (IH) , pero 
ninguno de ellos resultó positivo por las técnicas de RIP o 
Inmunoblot, por lo que los autores concluyen que los resultados 
positivos en IH se deben a inhibidores en el suero de los cerdos; 
en cambio 5 de 112 sueros de perros callejeros exhibieron títulos 
de anticuerpos por la técnica RIP, 2 de estos también resultaron 
positivos por IH e Inmunoblot. 

Los virus Influenza tipo C no han sido considerados como causa 
importante de enfermedad, pero los estudios serológicos hechos 
hasta ahora indican que la infección es muy común en la infancia, 
y a pesar de esto, el virus se aisla muy rara vez, por lo que 
existen muy escasos datos sobre la edad en que sufren los niños su 
primera infección, la frecuencia de reinfecciones, la variación 
estacional y se hace necesario incluir estos virus en la vigilancia 
epidemiológica que se lleva a cabo para los virus tipo A y B, pues 
solo se ha reportado un estudio prospectivo de menos de cuatro años 
en una población infantil de 2 0 niños en Japón(77} 

En el presente estudio se investigó la frecuencia de infección 
por este virus en una población urbana de niños de 0 a 17 años de 
edad, en la ciudad de Houston, Texas, mediante diagnóstico 
serológico y por cultivo del virus en embrión de pollo y en 



células. Se incluyeron muestras de suero tomadas en un periodo de 
14 afios, y muestras de exudado faríngeo de un lapso de tres años, 
para elucidar la frecuencia de enfermedad en esta población. 



HIPOTESIS 
La infección causada por el virus influenza tipo c ocurre 

todos los afios en los niflps de una población urbana. 

1) Estandarizar las técnicas de cultivo de virus y de diagnóstico 
serológico 

2) Determinar la frecuenqia de infección anual en una población 
infantil urbana. 

3) Determinar la frecuencia de infección por edades en la misma 
población. 

4) Determinar la frecuencia de reinfección por edades. 
5) Determinar la persistencia de los niveles de anticuerpos 

después de la primoinfección. 
6) Buscar un patrón estacional en los casos de infección. 



MATERIAL T METODOS 
CULTIVO DE ¿VIRUS PARA REFERENCIA. 

Sé inoculó una suspensión stock de virus c/Taylor/1233/47 en 
las cavidades corioalantoidea y amniótica de 5 lotes de huevos 
embrionados de gallina de 9 días de edad, cada lote constó de 6 
docenas de huevos, que se incubaran a 34° C por 48 h. se cosecharon 
individualmente los fluidos de cada huevo y se seleccionaron 
aquellos que tuvieran un titulo de HA de 1:64 o mayores. Un lote de 
virus con infecciosidad de l x 10S,S DlCTw/ml se utilizó para los 
ensayos de microneutralización. 
PURIFICACIÓN DEL VIRPB 

La suspensión de virus de uno de los lotes se centrifugó a 
baja velocidad (3,000 rpm por 30 min) para clarificarla, luego se 
centrifugó a 25,000 rpm por 2 h en un rotor Beckman tipo Ti 50.2 de 
ángulo fijo, se obtuvo urf paquete viral que se suspendió en 2 mi de 
PBS, se colocó encima de un gradiente discontinuo de 10-20-40% de 
sacarosa y se centrifugó a 20,000 rpm por 40 min en un rotor 
Beckman tipo SW 41 de camisa oscilante; la banda viral se colectó 
y diluyó en 10 volúmenes de PBS, se centrifugó una vez mas a 25,000 
rpm por 2 h en un rotor Beckman Ti 50.2 de ángulo fijo. Finalmente 
el paquete de virus se resuspendió en 8 mi de PBS, 0.02% azida de 
sodio. El titulo de hemaglutinación de esta suspensión fue de 
1:640. 

IKKÜHIZACIOH DE ANIMALES 
Se prepararon antisueros en animales adultos, hembras: 1 

cobayos y 2 conejos; un volumen de 2 mi de la suspensión de virus 



completo purificado se emulsionó con un volumen igual de adyuvante 
completo de Fr^und (ACF) y se inyectó 0.2 mi por vía intramuscular 
en cada muslo trasero de los animales, 2 semanas despues se hizo un 
inóculo con virus emulsificado en adyvante incompleto de FreunU, 
0.2 mi en el mismo sitio y 2 semanas después se inoculó el virus, 
0.2 mi sin adyuvante. El sangrado final se hizo 2 semanas después, 
por punción cardiaca. El titulo de anticuerpos en estos sueros fue 
> 1:1280 medido por IH; Las inmunoglubulinas de estos sueros fueron 
precipitadas con sulfato de amonio al 50%, el paquete de proteínas 
se resuspendió en un volumen de PBS equivalente al original, se 
dializó a 4o C, 18 h con 4 cambios de PBS y se almacenó a -20a C. 
PROGRAMA DE VIGILANCIA DE INFLUENZA EH HOUBTON. TEXA8 PARA LA 
OBTENCION DE LAB MUESTRAS 

La vigilancia sistemática de la infección por el virus de la 
influenza se ha mantenido desde 1974-75 a la fecha a través de 
clínicas del Departamento de Salud de la Ciudad y médicos 
familiares o pediatras privados, en total 17 sitios distribuidos en 
el área metropolitana, en los que durante todo el año se obtienen 
especímenes de pacientes con enfermedades agudas del aparato 
respiratorio y se colectan datos clínicos y demográficos de dichas 
personas. Estos sitios de atención primaria dan servicio a 
poblaciones representativas de todas las edades y grupos 
socioeconómicos de la ciudad de Houston. El período anual 
corresponde al año epidemiológico del 1Q de Julio al 30 de Junio de 
cada año. En algunos casos se agotó la muestra de suero, en tal 
caso los hallazgos serológicos fueron asignados al «ño 



correspondiente a la siguiente nuestra disponible; cuando faltaron 
dos o mas muestras consecutivas se excluyeron del análisis los 
datos correspondientes. ' 
ESTUDIO DE FAMILIAS 

se hizo un estudio de seguimiento desde 1975 hasta 1989 en un 
grupo de 298 familias que fueron reclutadas para ser incluidas en 
la investigación a partir del nacimiento de un hijo, momento en que 
se tomó sangre (suero) del cordón umbilical, dentro de las 
siguientes 24 horas también se obtuvo sangre (suero) de cada uno de 
los miembros de la familia que compartían el mismo hogar. Se 
hicieron tomas subsecuentes de muestras de suero en los bebés a los 
4, 8 y 12 meses de edad, y posteriormente 2 veces al aflo en 
primavera y otoño. También se hicieron tomas de muestras de suero 
bianuales a cada persona de la familia, en la misma fecha. En el 
momento de ocurrir una enfermedad respiratoria aguda, se hicieron 
lavados nasales o muestreos de faringe con hisopo para cultivo de 
virus, y muestras de suero de toda la familia. Las muestras de 
suero fueron mantenidas congeladas a -20a C. 
CPLTIVO DEL VIRUS 

Lavado Masal: Con la cabeza del paciente inclinada hacia atrás 
se instiló en cada narina un volumen de 5 - 10 mi de medio de 
transporte, y se recolectó el liquido en un recipiente estéril 

Mueatreo faríngeo con hisopo: Se hizo un raspado de la pared 
posterior de la faringe con un par de hisopos estériles, y se 
colocaron en un frasquito con medio de transporte estéril. Las 



muestras así tomadas se conservaron a 4o C hasta que se hizo la 
inoculación^ dentro de las 24 horas siguientes. Los especímenes 
para el aislamiento de virus (faríngeos o nasales) fueron 
procesados mediante las técnicas de rutina*10*' y posteriormente 
fueron congeladas a -70® C. 

CULTIVO DE VIROa A PARTIR DE ESPECIMENES MASALES O FARINGEOS 
A.- LINEAS CELULARES 

Los especímenes se inocularon en monocapas confluentes de 
células MDCK y LLC-MK2, (Whittaker Bioproducts Inc.) cultivadas on 
Medio Mínimo Esencial, Earle con 10% SBF (MME de crecimiento) en 
tubos de ensaya de l€ x 150; para inocular los especímenes se 
cambió este medio por MME sin SBF, con 2 (ig/ mi de 
tripsina,(Worthington, tratada con TPCK) y antibióticos: Neomicina, 
250 íxg/ml; Penicilina, 100 U/ml; Gentamicina, so ¿ig/ml y 
Anfotericina, 250 (MME de mantenimiento). La tripsina et* 

necesaria para la activación de la infecciosidad viral(18,27>. El 
crecimiento viral se determinó por hemadsorción (Had): se decantó 
el medio de mantenimiento y se agregó al tubo una suspensión de 
eritrocitos de cobayo o rata al 0.1% en solución salina, se mantuvo 
a 4' C por 30 min y se observó al microscopio, buscando eritrocitos 
adheridos a la monocapa celular, esto se hizo en los días 5, 10 y 
14, descartándose entonces los tubos. 

La línea celular HMV-II se deriva de un melanoma humano, fue 
establecida y generosamente donada por el Or. TButomu Kasuga, 
Segundo Departamento de Patología, Escuela de Medicina, Universidad 



Médica y Dental <Je Tokio, Japón por medio de los Dres. Kyoto 
Nakamura e Hidekazu Nishimura, Departamento de Bacteriología, 
Escuela de Medicina, Universidad de Yamagata, Japón, quienes 
encontraron que éstas células son permisivas para el virus tipo 
C(84). Las células de melanoma crecen en medio RPMI 1640, con ioi 
SBF; para el cultivo de virus se prepararon cultivos celulares ©n 
placas de fondo plano de 24 pozos, cada pozo con 2 mi de capacidad, 
11 mm de diámetro; en cada pozo se sembraron 1.5 x 10* células en 
1 mi de medio de cultivo, se incubó la placa a 37° c hasta la 
aparición de una monocapa confluente (aproximadamente 7 dias). Para 
inocular especímenes faríngeos se removió el medio de crecimiento 
y se colocó medio RPMI 1640 sin SBF, con 10 /¿g de tripsina por mi. 
y antibióticos a las concentraciones antes mencionadas. El 
crecimiento viral se detectó por hemaglutinación, tomando una 
alícuota de 50 /il del medio de cultivo, y se mezcló con un volumen 
igual de una suspensión de eritrocitos de pollo al 0.5%, a 4° C por 
30 - 45 min. en los días 5 y 10 post-infección, adicionalmente se 
hizo hemadsorción con eritrocitos de rata los días 10 y 14. 

B.- HUEVO EMBRIONADO 
Se inoculó cada especímen en dos huevos embrionados de gallina de 
9 días de edad, 0.1 mi en la cavidad amniótica y 0.1 mi en la 
cavidad corioalantoidea; se incubaron por 72 h a 34° C, se 
refrigeraron (4o C) por 16 h para minimizar la contaminación por 
eritrocitos durante la cosecha y se colectaron por separado los 
fluidos de cada cavidad; el crecimiehto viral se determinó por 
hemaglutinación (ver anteriormente). 



BUSQUEDA DEL VIRUS INFLUENZA C POR CULTIVO 
A).- ESTUDIO DE FAMILIAS. 

Los especímenes usados en esta parte se mantuvieron congelador, 
a -70® C por 1 - 3 años(107), corresponden a 27 niños participante« 
en el estudio de familias, en los que se detectó incremento en el 
número de anticuerpos contra el virus tipo C en 1987 - 1989, en 11 
casos había un especímen disponible, que correspondió al periodo 
del incremento de anticuerpos; cada especímen fue inoculado en i 
cultivo de células HMV-II y en 2 embriones de pollo de 9 días de 
edad. 
B.- PROGRAMA DE VIGILANCIA DE INFLUENZA. 
Se usaron 730 especímenes tomados de niños de 1 - 3 años de edad en 
el período Sept. 1987 - Abril 1990. Aquellos especímenes colectados 
en el otoño de cada año (287) fueron descongelados e inoculados 
cada uno en un cultivo de células HMV-II y en dos embriones de 9 
dias; el resto (443) solamente se inocularon en un cultivo de 
células HMV-II. 
EVIDENCIA SEROLOGICA DE INFECCION POR EL VIRUS INFLUENZA C 

ELISA.- Se usaron placas rígidas de poliestireno, de fondo 
plano, primeramente se cubrió la fase sólida con una dilución de 
antígeno consistente en 8 unidades hemaglutinantes de virus 
completo purificado, en solución amortiguadora de carbonato, pH 9, 
100 ¿ti por pozo, se mantuvo a 4° C por 16 a 18 h; en los pasos 
subsecuentes la reacción se llevó a cabo a 25° C, y en cada etapa 
se hicieron 3 lavados con solución de PBS-Tween 20 al 0.05%; la 
placa fue cubierta con 200 de solución de PBS-albúmina sérica 



bovina al 1%, por 1 hora. 100^1 por pozo del suero a probar se 
añadió en diluciones seriadas al cuádruplo, principiando con 1:64, 
hasta una dilución de 1:262,000, se incubó por 16 h, luego se 
añadieron 100 ¿¿1 suero de cabra anti-gamma glubulina humana, se 
incubó por 5 h. Finalmente se agregaron 100 ¿¿1* de suero de cerdo 
anti-gamma globulina de cabra conjugado con fosfatasa alcalina 
(Laboratorios Caltag), se incubó por 16 h;como substrato se usaron 
100 fil p-nitrofenil fosfato disuelto en amortiguador de 
dietanolamina, durante 15 min, la reacción se detuvo con 100 ,ul de 
Na OH 3M y se midió el cambio de color como densidad óptica a 410 nm 
en un fotómetro Dynatech MR600(67). 

TRATAMIENTO DE SUEROS PARA DESTRUIR INHIBIDORES INE8PECIFICOS DE LA 
HEMAGLUTINACION 
Se realizaron los siguientes métodos(110) 

A).- INACTIVACION POR CALOR.- 56® C por 30 minutos. 
B) ENZIMA DESTRUCTORA DE RECEPTORES (EDR) A un volumen (vol.) 

de suero se le agregaron 2 volúmenes de EDR, 200 U/ml en sol. 
salina-calcio, se incubó por 16 - 18 h. a 370 c y se agregó un 
volumen de citrato de sodio al 7%. 
C).- PERIODATO DE POTASIO.- A un vol. de suero se agregaron 2 

vol. de solución de KI04 (0.02 M) recién preparada, se incubó a 25® 
C por 15 min y se agregó 1 vol. de glicerol al 1% en sol. salina. 
D).- ADSORCION CON CAOLIN.- A un vol. de suero se agregaron 4 

vol. de suspensión de caolín al 25% en PBS, se incubó por 30 
minutos a 25° C y se centrifugó a 3000 rpm en una centrifuga de 
mesa, y se recogió el sobrenadante. 



E).- ADSORCION CON ERITROCITOS DE POLLO.- 0.1 vol de eritrocitos 
lavados en PBS se resuspendieron en un vol. de suero y se incubó a 
4® C por 30 min., se centrifugaron a 1,500 rpm y se colectó el 
sobrenadante. 
REMOCION DE INMPNOGLOBULINA SERICA POR ADSORCION CON PROTEINA A.-
Se usó una suspensión de Sj. aureus productor de proteína A tratado 
con formol (Bethesda Research Laboratories), resuspendiendo el 
paquete de bacterias en el suero a volúmenes iguales, se incubo a 
25° C por una hora y se centrifugó a 3000 rpm, colectándose e 1 
sobrenadante. 
REACCION DE INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION.- Se usaron placas de 
microtitulación rígidas de poliestireno de fondo cónico, 96 pozos, 
se hicieron diluciones de suero seriadas al doble en 25 jil de PBS, 
la reacción se llevó a cabo a 4° C, el suero fue inactivado por 
calor y no fue necesario tratarlo para remover inhibidores 
inespecíficos (Ver: estandarización de las técnicas serológieaís en 
la sección de resultados) la dilución inicial fue 1:4, a cada 
dilución se le agregó 25 ¿ti de una suspensión de 4 unidades 
hemaglutinantes (estándar del Centro de Control de Enfermedades, 
Atlanta, Ga.) de virus C/Taylor/ 1233/47, se incubó por una hora, 
se agregaron 50 til por pozo de una suspensión de eritrocitos de 
pollo al 0.5%, se dejaron sedimentar por 45 a 60 min; el título de 
anticuerpos séricos se tomó como la última dilución del suero que 
inhibió la hemaglutinación. 

MICRONEÜTRALIZACIÓN.- Se hizo una modificación de la técnica 
de Frank<106>. Se cultivaron células MDCK de entre 70 y 80 p.ises, en 



placas de roicrotitulación de 96 pozos, de fondo redondo, con una 
siembra de 1 x 105 células por pozo en 0.1 mi de Medio Mínimo 
Esencial, Earle, 10% de SBF, se dejaron crecer por 48 horas hasta 
alcanzar confluencia en la monocapa, luego se cambió el medio de 
cultivo por medio de mantenimiento, 50 ¿ti MME sin SBF con 
antibióticos (ver anteriormente). Cada suero fue inactivado a 56° 
C por 30 min. Se usaron placas de transferencia (Dynatech) para 
preparar diluciones de suero seriadas al doble con medio de 
mantenimiento, en una placa de transferencia; la dilución inicial 
fue 1:2, en 25 /¿I de MME. A cada dilución de suero se le agregó una 
suspensión de virus C/Taylor/1233/47 en MME con 2% de suero normal 
de hámster, la suspensión se ajustó a una concentración de 16 a 50 
DICT50/ 25 (¿I; la mezcla suero-virus se incubó por 1 hora a 25® C, 
y se hizo la inoculación sobreponiendo la placa de transferencia a 
la placa con las células, ésta se incubó a 34° C en una atmósfera 
de 5% C02, por 18 horas y se cambió el medio por MME sin SBF con 
tripsina, 4 /xg/ml y antibióticos, se incubó por 6 días en las 
mismas condiciones; la lectura de la prueba se hizo agregando a 
cada pozo 50 ¿¿1 d e de eritrocitos de pollo al 1%, se mantuvo la 
placa a 4° C por 45 min; el título de anticuerpos se tomó como la 
última dilución del suero que impidió el crecimiento viral, éste se 
determinó por aglutinación de eritrocitos. 



RESULTADOS 
ESTANDARIZACION DEL CULTIVO DE VIRUS. 

Se hicieron titulaciones de dos lotes de virus, C2 y C3 en 
donde se comparó la sensibilidad del cultivo en huevo, en células 
de riñón de mono (primarias) y en lineas celulares MDCK y HMV-II. 
El cultivo en embrión de pollo resultó en títulos >1 x 109, (lote C2 
y 1 x 109, (lote C3) comparado con títulos de 1 x 106-5 y 1 x 107ft 

para los diversos cultivos celulares, los resultados se muestran a 
continuación. 

TABLA 1.- EFICIENCIA DE LOS DIFERENTES SISTEMAS DE ENSAYO PARA 
EL CULTIVO DE VIRUS INFLUENZA TIPO C 

VIRUS8 HUEVO MDCK RhMK HMV-II 

Lote C2 
>109 106.8 IO6'3 ND 

Lote C2 >109 lo7-8 106-® ND 
Lote C, 109 106.5b ND 106.6 

a = Rendimiento del virus en unidades infecciosas por mi. 
b = Título medio geométrico de 9 titulaciones. 

Los eritrocitos de cobayo, se adsorben en las células infectadas 
por el virus tipo A y B pero no con virus tipo C; los eritrocitos 
de rata se adsorben con los tres tipos de virus, si bien, con el 
tipo C solo se alcanza a un máximo de 2+ que corresponde al 50% de 
la monocapa celular con eritrocitos adsorbidos (ver Tabla 2). 



TABLA 2. - COMPARACION DE LA HEMADSORCION DE ERITROCITOS DS 
DIFERENTES ESPECIES EN CELULAS INFECTADAS CON VIRUS INFLUENZA. 

TIPO DE VIRUS 
HEMADSORCION MAXIMA8 ¡ 

TIPO DE VIRUS Cobayob Ratab Cobayo y Ratae 

A/Taiwan/1/86/(H,N,) 4 + 4 + 4+ 
A/Mississippi/1/85/(H^N3) 3-4 + 3-4 + 3-4 + 

B/Victoria/2/87 4 + 4 + 4 + 
C/Taylor/123 3/47 0 1-2 + 1-2 + 

a = Rango de heraadsorción: 1+ = 25%, 2+ = 50% 3+ = 75%, 4+ « 100% 
b = Suspensión al 0.01% en solución salina. 
c — Mezcla de eritrocitos de las dos especies a partes iguales, 

concentrâtión final: 0.02%. 

Se buscó determinar la capacidad del virus de conservar la 
infecciosidad a 4° C por tiempo prolongado, considerando que una 
vez tomados los especímenes, en ocasiones no es posible inocularlos 
el mismo día, por lo que se tienen que almacenar en refrigeración. 
La curva de supervivencia del virus (Fig. 2) muestra un título de 
virus inesperadamente bajo en el día 0, de 1.6 log10 /25 ¿¿1 en el 
lote C3 y 2.3 log10/25 ni en el lote C2; los títulos de virus 
permanecieron sin cambio hasta por cinco días. La curva de 
crecimiento del virus en placa de microtitulación (Fig. 3) , 
muestran que se alcanzan títulos suficientes de virus, 5 y 6.5 
log10, al 60 dia, por lo que se escogió leer la prueba ese dia. 
BUSQUEDA DEL VIRUS POR CULTIVO 

ESTUDIO PROSPECTIVO. Se buscó cultivar el virus influenza tipo 
C a partir de especímenes obtenidos dentro del programa de 
vigilancia de influenza en un período de dos años comprendido entre 
octubre de 1988 y octubre de 1990 (Fig. 4); en dicho periodo se 
procesaron 2,374 especímenes de exudado faríngeo tomados de 



FIQ 2 VIABILIDAD DEL VIRUS TIPO C 
MANTENIDO A 4 C EN VIB 
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FIG. 2.- VIABILIDAD DEL VIRUS C/TAYLOR/1233/47 DURANTE EL ALMACENA-
MIENTO A 4°C EN MEDIO DE TRANSPORTE DE CALDO DE INFUSION DE 
TERNERA. LAS TITULACIONES SE HICIERON EN MICROPLACAS DE CÉ-
LULAS MDCK, DETERMINACIÓN ÚNICA. 



FIG 3 MCRONEUTRAUZACION 
CRECIMIENTO DEL VIRUS TIPO C (LOTE C3) 
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FIG. 3.- TITULACIÓN DEL VIRUS C/TAYLOR/1233/47 EN MCROPLACAS DE CÉ 
LULAS HCDK PARA LA DETERMINACIÓN DEL TIEMPO ÓPTIMO DE LEC-
TURA EN LA PRUEBA DE MICRONEUTRALIZACLÓN. 



FIG 4 ESPECIMENES PROCESADOS PARA 
CULTIVO DEL VIRUS TIPO C 
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FIG. 4.- NÚMERO DE ESPECÍMENES TOMADOS DE PACIENTES CON ENFERMEDAD 
RESPIRATORIA AGUDA EN EL PROGRAMA DE VIGILANCIA DE INFLUEFL 
ZA Y NÚMERO DE ESPECIMENES PROBADOS POR CULTIVO BUSCANDO -
AISLAR EL VIRUS INFLUENZA TIPO C. 



personas con síntomas de enfermedad respiratoria aguda; los 
cultivos de células MDCK fueron absorbidos con eritrocitos de rata. 
No se detectaron virus tipo C en este estudio. 

ESTUDIO RETROSPECTIVO. Se usaron especímenes almacenados a 
-70°, tomados de niños de 1 a 3 años en el programa de vigilancia 
de influenza. Se aislaron 6 virus identificados como Parainfluenza 
tipos 1 y 2. En 13 especímenes de niños con aumento en el título de 
anticuerpos contra el virus tipo C, no se hallaron virus, (Tabla 3) 
TABLA 3.- RESULTADOS DEL CULTIVO DE ESPECIMENES RESPIRATORIOS 
COLECTADOS DE NIÑOS DE 1 - 3 AÑOS DE EDAD, QUE SUFRIAN ENFERMEDAD 
RESPIRATORIA AGUDA. 

Fuente de 
Especímenes 

Tiempo de 
colección 

en 1987 -1989 
Número 

No. de aislamientos | Fuente de 
Especímenes 

Tiempo de 
colección 

en 1987 -1989 
Número Huevos HMV-II" 

Vigilancia en 
la Comunidad 

Sept 1 - Dec 31 287 0 6b Vigilancia en 
la Comunidad Jan 1 - Aug 31 443 NE 0 
Estudio de 
Familias 

Nov 1 - Dic 31 13 0 0 

a = Línea celular de Melanoma Humano. 
b = Todas las cepas se identificaron como virus Parainfluenza. 
NE= No Efectuado. 
ELISA PARA DETECCION DE ANTIGENO. 

Mediante ésta técnica se permite la identificación de cepas de 
virus tipo C aislados en cultivos celulares o en embrión de pollo, 
(Fig. 5) se puede diferenciar claramente entre el tipo C y los 
tipos B, A/H1N1 y A/H3N2; el límite de sensibilidad de la prueba en 
términos de cantidad de antígeno viral es de 0.5 UHA, 
lo que corresponde a 1 x 105,9 DIH50. 
DETECCION DEL VIRUS POR LA ACTIVIDAD DE ESTERABA 

El ensayo de esterasa (Fig 6) es otra técnica implemehtadd 



•C /TAY- A 
LOR 

FIG 5 ELISA PARA DETECTAR 
VIRUS INFLUENZA TIPO C 

AA/H1N1 O O A/H3N2 + + B 

0.25 0.126 

UNIDADES HEMAQLimNANTES 

FIG. 5.- ELISA EFECTUADA CON UN ANTICUERPO DE COBAYO PARA LA 
CAPTURA DEL VIRUS INFLUENZA C/TAYLOR/1233/47J LA -
PRESENCIA DEL ANTIGENO FUE DEMOSTRADA CON ANTICUER-
POS DE CONEJO ANTI-C/TÄYLOR/Y CONJUGADO DE CABRA — 
ANTI-GAMMAGLOBULINA DE CONEJO. SE COMPARÓ LA REACTI 
VIDAD CON LOS VIRUS A Y B. 



FIG 6 ENSAYO DE ESTERASA 
VIRUS C/TAYLOR/1233/47 

pH 7.3 A ApH 6.2 

UNIDADES HEMAGLUT1NANTES 

FIG. 6.- ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE LA ESTERASA DEL VIRUS INFLUENZA 
TIPO C USANDO P-NLTRO FENIL ACETATO (PNFA) CONO SUBSTRATO. 



para la identificación de virus tipo C, la sensibilidad a pH de 7.3 
es de 0.5-1 UHA, (similar a la técnica ELISA) a pH 6.2 la 
sensibilidad es de 1-2 UHA, en ambos casos el substrato es P-
Nitrofenil-acetato (PNFA) 1 mM. Se probaron concentraciones de PNFA 
1, 2, 4 y 8 mM, pH 7.3 para detectar la actividad de esterasa de 
virus tipo C; los valores absolutos de lectura como densidad óptica 
(DO) a 410 nm, aumentan en proporción directa con la concentración 
de substrato pero la sensibilidad de la técnica se incrementa solo 
en forma mínima: de 0.25 a 0.5 UHA, las concentraciones 4 y 0 mM 
presentaron problemas de solubilidad y aparición espont&nea de 
color. En la Fig. 7 se ilustran los resultados de la especificidad 
de la prueba de esterasa, los virus influenza tipo A y B carecen de 
esta actividad enzimàtica, y es posible diferenciarlos del tipo C 
hasta una concentración de 0.5 UHA, (substrato PNFA,1 mM pH7.3). 

ESTANDARIZACION DE LAB TECNICAS 8EROLOQICAB 
Las técnicas serológicas para la medición de anticuerpos contra el 
virus influenza C disponibles a la fecha en que se realizó este 
estudio eran: Inhibición de la Hemaglutinación (IHA61) y ELISA(65); 
para este trabajo se hizo una adaptación de la técnica de 
microtitulación(104) en células MDCK, usando el virus tipo C 
completo como antígeno para medir la respuesta de anticuerpos. 
!)•- INHIBICIÓN DE LA HEMAGLOTINACIÓN 
Se hicieron experimentos para confirmar que no es necesario tratar 
el suero para remover inhibidores no específicos(61«64> se comparó el 
título de anticuerpos inhibidores de la hemaglutinación en el suero 
antes y después de tratamiento con EDR, Caolín, KI04 y calor (56* 
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FIQ 7 PRUEBA DE ESTERASA 
COMPARACION DE TIPOÔ A B y C 

A/TAIWAN * B/ANN — C / T A Y L O R 
HI N1 ARBOR 
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FIG. 7.- COMPARACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE ESTERASA DE LOS VIRUS 
A/TAIWAN l/86/(H,N,), B/ANN/ARBOR Y C/TAYLOR/1233M7. 
PNFA 1 UM PH 7.3 



C, 30 min.) . En ninguno de los tres sueros hubo diferencia mayor da 
un factor de dilución (1 tubo) con los métodos de KI06 y calor, 
con caolín y EDR las diferencias observadas llegaron a 2 factores 
de dilución (2 tubos) como máximo (Tabla 4). 

TABLA 4.- COMPARACION DE TRATAMIENTOS PARA REMOVER LOS 
INHIBIDORES NO-EPECIFICOS DEL SUERO HUMANO 

1 No. de Suero 
P R O C E D I M I E N T O | 

1 No. de Suero Ninguno EDR Caolín kiol Calor* 

86577 
No Ads 16b 16 4 8 8 86577 Adsc 16 8 4 8 16 

86580 
No Ads 16 8 8 8 8 

86580 Ads 8 4 4 8 8 

86582 
No Ads 64 64 64 64 32 

86582 Ads 64 64 32 32 32 

a = 56 °C por 30 minutos. 
b = Título expresado como la recíproca de la dilución, 
c = Adsorbido con eritrocitos de pollo. 

Otra forma de detectar inhibidores no específicos se hizo con la 
comparación de títulos de un mismo suero resultantes del 
tratamiento para remover inhibidores y adsorción con proteína A 
para ligar anticuerpos IgG, en este caso hubo un titulo de 
anticuerpos de 1:4 despues de la adsorción con aureus productor 
de proteína A, fijado con formalina. Estos anticuerpos residuales 
no se pudieron adsorber aún después de repetir el procedimiento; 
los títulos obtenidos después de los diversos tratamientos para 
inhibidores no específicos son comparables, con una diferencia no 



ki 

mayor de un factor de dilución (1 tubo). 
La reproducibilidad de la técnica de IH midió comparando s 

títulos de dos alícuotas de cada uno de 53 sueros de pe 
adultas. Las diferencias fluctuaron con una diferencia de un t 
entre los dos títulos. 
2) ELISA.- Se determinó la cantidad mínima de antígeno (vi s 
completo purificado) necesaria para cubrir la fase sólida 
poliestireno en cada pozo de la placa de microtitulación (fig. £ 
la máxima lectura se obtuvo con una concentración equivalente a 64 
UHA por mi, a una dilución de 1:32,000 la DO a 410 nm todavía f é 
más de 5 veces mayor que la lectura de DO 0.01 correspondiente al 
control negativo (pozo no cubierto con antígeno). La concentración 
más baja incluida en esta prueba fué 0.5 UHA y en este ca o 
curva de lecturas fué muy baja. Se escogió una concentración d 
UHA, para permitir el ahorro de antígeno, pero aún teniendo 
consistentemente lecturas de 4 veces o más la cifra del con r 
negativo. También se compararon los tiempos de incubación estánda 
usados en un ensayo similar para medir anticuerpos vs. los virut 
y B: 18 horas para el suero problema y 5 horas para el sue d 
cabra anti-humano con tiempos más cortos (Fig 9) 3 horas y 1 ra 
cada uno; el tiempo de 3 horas reveló una curva de lectu y 

título del suero similar a los tiempos estándar; las incubaci nes 
de una hora, tuvieron una lectura máxima de 25% de las anter or s 
pero las lecturas de fondo se redujeron en la misma proporci , 
pudiéndose determinar el mismo título en el suero: 1:64 
tomando la última dilución que dió una lectura mayor al dobl 
lectura correspondiente al control negativo. Un suero en 1 
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FIG 8 SEROLOGIA (ELISA) 
TITULACION DE Ag: UNIDADES HA/0.05 ml 

A A « O OL • Vi • #4 • • -BfA 0é4 

DILUCIONES DEL SUERO #36570 

FIG 8 - DIFERENTES CONCENTRACIONES DE VIRUS INFLUENZA C/TAYLOR/1233/47 
PROBADAS CONLATÉCNICA ELISA PARA LA DETECCIÓN DE ANTICUERPOS 
HUMANOS CONTRA EL VIRUS. 



FIG 9 VARIACION DE TIEMPO (ELISA) 
FONDO SUERO POSITIVO 

-A» • — a i * 1 Iva 11» 1« 
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1 
1:11114 HI««« H«!M« 

DILUCIONES DEL SUERO #86582 

FIG. 9.- VARIACIÓN EN LOS TIEMPOS DE INCUBACIÓN PARA EL SUERO DE CA-
BRA ANTIGAMMAGLOBULINA HUMANA (VALOR SUPERIOR) E IGG DE CLR 
DO ANTIGAMMAGLOBULINA DE CABRA» CONJUGADA CON FOSFATASA AL-
CALINA (VALOR INFERIOR) EN ENSAYO ELISA PARA LA DETECCIÓN 
DE ANTICUERPOS HUMANOS CONTRA EL VIRUS INFLUENZA TIPO C. 



previamente se demostra-ron anticuerpos se adsorbió con proteina A 
de aureus y se com-paró el título de anticuerpos antes y después 
de la adsorción para comprobar que la técnica ELISA mide 
anticuerpos IgG (Fig. 10), se emplearon tiempos de incubación de i 
hora para el suero humano y el 2o. anticuerpo (de cabra, anti-gamma 
globulina humana), la adsorción removió las IgG, resultando una 
curva de lectura semejante al control negativo. 

En la reproducibilidad de ELISA hubo diferencias de -2 
factores de dilución en 4 sueros (7%) y de +2 factores de dilución 
en 19 (36%); no hubo diferencia entre -4 y +4 factores de 
dilución, por lo que se aceptó este limite para determinar 
incrementos en el título de anticuerpos. 

3) MICROMEÜTRALIZACIÓM. 
Primeramente se verificó la concentración de tripsina necesaria 
para el crecimiento viral. Se probaron concentraciones de tripsina 
de 1, 2 y 4 /ig /mi, por tr ipl icado; no se usaron mayores 
concentraciones porque ocurre daño celular y la monocapa de células 
se desprende. Se observó un incremento de 2.19 log10 en el titulo 
de infecciosidad con el uso de tripsina (p «0*01), mientras que en 
la concentración de tripsina de 1 - 4 ng/ml hubo una diferencia de 
0.03 log 1Q, (p=.72), se utilizó una concentración de 4 Mg para 
asegurar la actividad enzimática por mayor tiempo a la temperatura 
de incubación: 34° C (Tabla 5). 
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FIG 10 ADSORCION DE SUERO 
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FIG. 10.- COMPARACIÓN DE LAS LECTURAS DE DENSIDAD ÓPTICA EN ELISA 
PARA DETECTAR ANTICUERPOS HUMANOS, DESPUÉS DE REMOVER 
IGG POR ADSORCIÓN CON PROTEÍNA A DE S. AUREUS. 



TABLA 5.- EFECTO DE LA CONCENTRACION DE TRIPSINA SOBRE EL 
CRECIMIENTO DEL VIRUS TIPO C 

PLACA 1 PLACA 2 PLACA 3 T.M.G." 
4Mg/mlb 4.83c 4.41 4.83 4 . 69 
2 ßq/ml 4.66 4.58 4.75 4 . 66 
1 Mg/ml 4.83 4.58 4.75 4 .72 

0 2 . 50 2.50 2.50 2 . 50 

a = Título Medio Geométrico, 
b = concentración de Tripsina Worthington. 
c = log10 por 25 ni. 

En la curva de crecimiento viral (Fig. 3) se observan títulos 
elevados desde el 4o. dia. El máximo título de infecciosidad se 
obtuvo al 6o. dia, manteniéndose constante este título hasta el dia 
12, por lo que se decidió hacer la lectura de todas las pruebas al 
6o. dia. Se midió el título de infecciosidad como la última 
dilución de la suspensión viral que después de 6 dias de incubación 
en las células MDCK indujo aparición de actividad hemaglutinante en 
el medio de cultivo, esta actividad se demostró agregando 50 ni de 
una suspensión de eritrocitos de pol lo al 1 *, que se de j n 
sedimentar por una hora. Se compararon los títulos de infecciosidad 
obtenidos con eritrocitos de pollo y de rata, observándose una 
diferencia máxima de 0.5 log10 entre los títulos obtenidos (p 
<0.1), también se compararon 3 temperaturas diferentes: 4, 25 y 37° 
C, resultando títulos idénticos a 37 y 4o C, y una diferencia de 
0.4 log10 entre estos y 25® C para los eritrocitos de rata; con los 
eritrocitos de pollo los títulos a 4 y 37° C también son idénticos, 
pero hay una diferencia de 0.1 log10 entre estos y los títulos a 25° 
C. Las pequeñas diferencias encontradas observadas parecen indicar 
que los eritrocitos de rata son mas sensibles que ios d* pollo, 



pero se decidió usar esta última especie por ser mas fáciles de 
obtener, mas estables durante el lavado y sedimentar mas pronto. La 
lectura de la prueba se incubó a 4o C para retardar la elución de 
los virus y conservar el patrón de hemaglutinación. 

TABLA 6.- EFECTO DE LA TEMPERATURA Y ESPECIE DE ERITROCITOS EN 
EL TITULO DE HEMAGLUTINACION DEL VIRUS TIPO C 

Temperatura 
de incubación 

Especie de Eritrocitos* 
Rata Pollo 

4o C 5.5h 5.0 
25° C 5.1 5.1 
37° C 5.5 5.0 

a = suspensión al 1%, 50 /¿I por pozo, leido como HA después 
de 1 hora, el virus se dejó crecer por 6 dias. 

b = log10 por 25 /¿l. 

Se midió la reproducibilidad de la técnica con 100 sueros 
divididos en pares de alícuotas cada alícuota se procesó por 
duplicado, asignando valores intermedios ±0.5 y ±1.5 cuando 
resultaron diferencias de una dilución entre los dos títulos de una 
misma alícuota, 96 sueros tuvieron una diferencia de ¿1 log2, y en 
ningún caso la diferencia de los títulos alcanzó 2 log2. Se 
estableció que una diferencia de 2 tubos o más (factor >2) 
constituye un aumento significativo en el título de anticuerpos 
entre dos muestras de suero (fase aguda y fase convalesciente) 
tomadas con un intervalo mayor de dos semanas. 
COMPARACION DE LAS TECNICAS 8EROLPOICAS 
Se usaron los sueros de 28 niños de 0 - 13 años que participaron 
por 1 a 2 años en el Estudio Longitudinal de Fami 1 ias, a 



continuación se resumen las características de este grupo. 

TABLA 7.- SUEROS DE INFANTES PROBADOS MEDIANTE LA8 TECNICAS DE 
INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION, ELISA Y MICRONEUTRALIZACION. 

No. de Niños 28 
Rango de Edades (Media) <1 - 13 (1.7) 
No. de Sueros 92 
Rango de número de sueros por niño 2 - 6 
Media del número de sueros por niño 3.5 

Cada suero se probó por las tres técnicas: IH, ELISA y 
Microneutralización. No hay discrepancia entre las técnicas de IH 
y Microneutralización para detectar incrementos en el título de 
anticuerpos; en un caso la técnica de ELISA no detectó dicho 
aumento. 
Se encontraron 4 incrementos en el titulo de anticuerpos 

detectados por las tres técnicas. Los títulos resultan ser mas 
altos por la técnica de ELISA, pero son proporcionalmente similares 
en las tres técnicas; además se dió el caso de un recién nacido en 
el que se halló un título de anticuerpos, adquiridos muy 
posiblemente por via transplacentaria, y en la siguiente muestra de 
suero obtenida a la edad de 1 año 10 meses, tenía un título 
similar; en este caso se consideró que habla ocurrido infección con 
el virus influenza C en el tiempo transcurrido entre las dos 
muestras, puesto que 109 niños tenían un titulo de anticuerpos que 
desapareció entre los 6 y 12 meses. 



TABLA 8.- AUMENTOS EN EL TITULO DE ANTICUERPOS EN 5 NIÑO8 MEDIDOS 
POR LAS TECNICAS DE IH, ELISA Y MICRONEUTRALIZACION. 

Niño No. Edad IH* MICRONEUT.* ELISA* 
3a 6m <4 <2 256 

2 4a 128 64 4096 
6m <4 3 64 

9 
la 7m 8 128 256 
R. nacido 32 96 1024 

10 la 10m 16 128 1024 
6m <4 6 64 

13 12m 16 64 1024 
4a 3m <4 <2 256 

15 4a 8m 64 64 1024 

* = Títulos expresados como la recíproca de la dilución. 

El coeficiente de correlación (r) entre las tres técnicas (tabln 
9) resultó mas elevado entre IH y Microneutralización (r»"0.88) y 
menor entre Microneutralización y ELISA (r=0.76). Las tres 
comparaciones son similares, (p < 0.01), lo que indica una fuerte 
correlación positiva. 

TABLA 9.- CORRELACION ENTRE LAS TECNICA8 SEROLOGICAS. 

TECNICA r r2 I 
IH-MICRONEUTRALIZACION 0.88* 0.77 
IH-ELISA 0.83a 0.68 
MICRONEUTRALIZACION-ELISA 0.76* 0.59 | 

a = p < o.oi 



8 ERQEPIDEMIOLOGIA 
3 36 niños participaron en el estudio de f ami 1ias, habla 

muestras de suero disponibles de 311, sus edades eran de 0 a 14 
años; 200 niños eran recién nacidos o menores de un año que tenían 
anticuerpos, los que se consideraron de origen materno; 38 niños 
mayores carecían de anticuerpos. 7 3 niños mayores de un año 
ingresaron al estudio teniendo anticuerpos. El tiempo de 
participación de estos niños en el estudio fue de 1 a 14 años, 
(media de 6.45 y mediana de 6 años). Este estudio constituye una 
observación de 2006 niños-año. Se usó la microneutralización para 
medir el título de anticuerpos contra el virus influenza C en cada 
muestra de suero disponible. En la tabla 10 se sumarizan las 
características de esta población. 

TABLA 10.- CARACTERISTICAS DE LA POBLACION EN ESTUDIO. 

Número de familias 298 
Número de niños en las familias 336 
Número de niños incluidos en el estudio 311 
Edades de los niños al entrar en el estudio <1 - 16 años 
Recién nacidos con anticuerpos maternos 200 
Niños mayores sin anticuerpos 38 

TOTAL DE NIÑOS SUSCEPTIBLES 238 
Niños mayores con anticuerpos 73 
Número de años en el estudio (rango) 1 - 14 
Media del número de años en el estudio 6 45 
Mediana 6 
Número total de años-niño en estudio 2006 



Tanto los menores de un año que tenían anticuerpos como los niños 
mayores que carecían de anticuerpos se consideraron como 
completamente susceptibles; en total este grupo constituye un total 
de 607 niños-año; 159 de ellos tuvieron seroconversión documentada, 
o sea la aparición de anticuerpos contra el virus influenza tipo C. 
La evidencia serológica de infección en los niños del estudio se 
resume en la tabla 11. 

TABLA 11.- RESUMEN DE LA EVIDENCIA SEROLOGICA DE INFECCION POR 
VIRUS INFLUENZA TIPO C EN LOS NIÑ08 OBSERVADOS LONGITUDINALMENTE 

Número de niños susceptibles8 2J8 
No. de niños-año susceptibles en observación 607 
No. of niños con seroconversión documentada 159 
No. de niños que originalmente tenían anticuerpos 73 
No. de niños-año seropositivos en observaclónb 1399 
No. de niños con aumento en el título de anticuerpos 82 

a = Recién nacidos y niños mayores sin anticuerpos séricos 
detectables 

b = Los niños inicialmente susceptibles fueron incluidos 
después de la seroconversión, 

c = Diferencia mayor del cuádruplo entre los títulos de dos 
muestras de suero. 

Se consideraron como seropositivos los 73 niños que ya tenian 
anticuerpos al entrar al estudio, junto con los que tuvieron 
seroconversión (n= 232), este grupo constituye un período de 1399 
niños-año de observación. En los niños seropositivos hubo 82 casos 
en que ocurrió un aumento cuádruple o mayor en el titulo de 
anticuerpos, estos casos se consideraron como episodios de 
reinfección. 



Ocurrieron casos de infección en cada uno de loe años del per todo 
de observación 1975-1989. La distribución de los 159 casos de 
seroconversión (primo-infección, Tabla 12 y Fig 11) abarcó cada uno 
de los años del período de estudio. Ocurrieron, un mínimo de 2 en 
1975-76, 3 en 1977-78, las cifra máxima fue de 32 en 1978-79; la 
media fue de 11.3, la mediana de 11.5. Los episodios de reinfección 
también ocurrieron en cada uno de los aflos del estudio el número 
mínimo de casos fue 1 en 1979-80, 2 en 1977-78, las cifras mayores; 
10 en 1976-77 y 9 en 1985-86; la media fue de 5.8, la mediana de 
6.5. Las tasas mas bajas de infección (Tabla 13) fueron 0.05 en 
1975-76 y 0.07 en 1977-78, las tasas mas altas: 0.43 en 1977-78 y 
0.38 en 1984-85, la media es 0.247 y la mediana 0.265. Las tasas 
mas bajas de reinfección fueron 0.01 en 1979-80 y 0.02 en 1987-88, 
las mayores: 0.27 en 1976-77 y 0.26 en 1975-7 6, la media ee de 
0.08, mediana de 0.05. 

En cuanto a la distribución de infección por grupos do edad 
(Tabla 14 y Fig 12) el número máximo de seroconversiones ocurrió 
entre los niños de 1 año: 48 casos (33%), y hubo progresivamente 
menor cantidad de casos conforme aumentó la edad, en el grupo de 8 
años se registraran 4 episodios de primoinfección y no hubo 
seroconversiones en ninguno de los grupos mayores de 8 años; el 
número de susceptibles disminuyó en forma paralela de un máximo de 
156 en el grupo menor de un año hasta £2 en los grupos mayores de 
8 años. Al alcanzar la edad de 3 aflos 79* de los niños hablan 
experimentado la infección. Por otro lado las reinfecciones fueron 
escasas antes de los 2 años, a partir de los 3 años se observaron 
entre 7 y n casos (máximo a los 8 aflos) en cada grupo etario, 
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FIG 1 1 INFECCION POR VIRUS INFLUENZA C 
INCIDENCIA ANUAL EN NIÑOS 

REINFECCION PRIMERA 
INFECCION 
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FI6. 11.- NÚMERO DE CASOS DE PRIMERA INFECCIÓN Y REINFECCIÓN DU-
RANTE LOS AÑOS EPIDEMIOLÓGICOS DE 1975/76/ Y 1988/89 -
ENTRE LOS NIÑOS PARTICIPANTES EN EL ESTUDIO DE FAMI-
LIAS. 



en 
co 
co 

r*? co 
p» 

co 
« 

m ? co 
in 

co 

co 
co o . co 

co 
r-r p-

•Û O 
Ü •H 0> O r-t o •H S o a) «c 'Ö 
fi 

P* 
(M 

p* M 

lf> H 

VO r> 

co m 

co CN 

(N M 

rsj 

>6 

vo 

r> *ï 

p-o 

CM 

ir> o 

c o •H u (0 u 
•H (U U <M « <0 s 
•H U 4> H & O 

co o 

in o 

<N o 

in o 

p-o 

r> o 

ir> o 

yo o 

o 

o 

CM H 

m o 

r-(N 

\£> <N 

c »0 •H 0) ü 1? O 01 ti <H (0 -H 
h a 

r>j 

10 O 

r* o 

ÍN t-t 

Ift 

n 

vo O 

ir> o 

M 

CM H 

a) •o 
« 
s ÉH 

c o •H u ü 4) •w c 
•H 
a 



00 H Z O H U ü 
H g 

S a ti 

TO
TA
L r-o <r> in H 

o» o* M H 
M co 

VÛ H A 
CN O H rg 

*£) H H o 91 (N H 

ir> H H o (N M H 

iH H o O H 

r> H H o in * 

N iH H o Q\ yo 

rH H H o co »0 

O «H W o o o \0 

CM o <N H H 
vo 

CO f r̂ n CN H 
H H 

f* H H ir Uì OJ H 
C\ 

(M M V£> CT» N H 
o\ 

in CO es r- ri H 
\ù 

V ^ H H r» N H 
«C 

n IO r» co O) VO O H 
fN 

<N H r-t m H r» H 

H ITI 
H 

00 V (NI H 

H V V£> ID H 
V0 H O © 

Ed
ad
 

m 0 > 
•H 10 •P 0 «J *0 
S S (fi c u 0 0® C u M •H ai xî z w o 

U) a) C 0 •H M U i a> 0 > u C a> o 
CA u 

(0 0 > 
•H (Q P 0 •H -0 W 10 0 > uì a M o o a) «C U Cl) •H ai D Z W O 

ai -D A (Q M 0 0 •P ft C U 4) Q) 
§ 3 
0 -P 
S S 

CA O & 
0) 
Ü H 4J c «s 
0) T3 
W O H 3 4-> >H 4J 
V) O • H C 
O C -H 0) O (0 ti N O -H >.H iq « B U 4J O 3 0) O C H O 

a u 3 ü h -H 

ü « 4J H C <v a> -O p (0 •H X « 
I » 
u a 



disminuyendo progresivamente de 6 hasta 1 caso por grupo etario en 
la adolescencia (14 - 16 años). 
El número de años-niño en el grupo de seropositivos alcanzó el 
máximo en el grupo de 2 años disminuyendo paulatinamente hasta un 
mínimo de 30 en el grupo de 16 años* La tasa de la primo-infección 
mas baja es la del grupo menor de 1 año: 0.1, la tasa mas alta 
ocurrió a los 8 años: 1.00, en total habla 4 niños bajo estudio en 
este grupo de edad; en cuanta a la reinfección, la tasa mínima 
ocurrió a los dos años: 0.01; la tasa maxima ocurrió a los 8 años: 
0.09. La proporción de sero-negativos/seropositivos alcanza el 
nivel medio (50%) entre los 2 y 3 años (Fig. 13) . 

200 niños entraron en el estudio al momento de nacer y se tomó 
una muestra de suero del cordón umbilical, en todos los casos 
existían títulos de anticuerpos. En 109 de estos niños habla 
también una o mas muestras de suero tomadas durante los primeros 12 
meses de vida r estos 109 infantes continuaron siendo observados 
después de este periodo (Fig. 14, no se incluyen los niños que 
seroconvirtieron); En el grupo de neonatos, el nivel de anticuerpos 
al nacimiento es de 5.7 log2 y descendió 1 log, cada 50 - 60 días 
aproximadamente, empezaron a verse niños sin anticuerpo» a los 6 
meses. Todos eran seronegativos a loe 11 meses (títulos <1:2 en la 
técnica de microneutralización). 

Se determinó la persistencia de títulos de anticuerpos despu6s 
de la seroconversión en 17 niños con muestras de suero disponibles 
por 10 años (Fig. 15, no se incluyen niños con evidencia serológica 



f>') 

FIG 13 PORCENTAJE DE NIÑOS SEROPOSITIVOS 
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FIG. 13.- FRECUENCIA ACUMULADA DE PRIMOINFECCIONES EN LOS NIROS PARTI-
CIPANTES EN EL ESTUDIO DE FAMILIAS. 
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FIG 14 PERSISTENCIA DE ANTICUERPOS 
MATERNOS EN 109 NIÑOS 
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DIOS Q E O M T U L O S <1:2 

FIG. 14.- MEDICIÓN DE LA DESAPARICIÓN DE ANTICUERPOS MATERNOS DÜ 
RANTE EL PRIMER AÑO DE VIDA. SE CALCULARON LOS TÍTULOS 
MEDIOS GEOMÉTRICOS DE 109 NIÑOS QUE ERAN SERONEGATIVOS 
A LOS 12 MESES DE EDAD (LOS TÍTULOS DE ANTICUERPOS EN 
LA TÉCNICA DE MICRONEUTRALIZACIÓN ERAN 1 : 2 ) . 
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FIG 15 PERSISTENCIA DE ANTICUERPOS 
DESPUES DE LA PRIMERA INFECCION 

m m i7 MÑOS 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 

AÑOS DESPUES DE LA SS?OCONVER8K)N 

FI6. 15.- PERSISTENCIA DE ANTICUERPOS SÉRICOS EN 17 NIÑOS SEGUI-
DOS POR 10 AÑOS DESPUÉS DE LA PRIMOINFECCIÓN. 



de reinfección) . La media geométrica de los títulos después de la 
infección fue de 5.94, ocurrió un descenso constante en los 
títulos, pero con una curva de pendiente muy poco incl inada, a 1 
final de los 10 años, la diferencia total fue de 1.12 log2. 

El tiempo transcurrido entre dos elevaciones de anticuerpos 
(tiempo de reinfección) fue de 1 - 8 años, con una media de 3.8, 
mediana de 4 (Tabla 15) . 

TABLA 15.- TIEMPO TRANSCURRIDO ENTRE LA PRIMERA Y LA SEGUNDA 
INFECCION 

Años entre infecciones Número de casos 
INTERVALO 

MEDIO - 3.8 
AÑOS 

1 8 INTERVALO 
MEDIO - 3.8 

AÑOS 2 9 
INTERVALO 

MEDIO - 3.8 
AÑOS 

3 6 

INTERVALO 
MEDIO - 3.8 

AÑOS 

4 6 
5 7 

MEDIANA 
4 AÑOS 

6 7 MEDIANA 
4 AÑOS 7 3 

MEDIANA 
4 AÑOS 

8 3 

MEDIANA 
4 AÑOS 

Se seleccionaron los datos de 25 pares de sueros con aumento 
en el título de anticuerpos y que fueron tomados con un intervalo 
menor de 3 meses, para buscar un patrón estacional durante el año, 
3 de ellos ocurrieron durante dos estaciones, por lo que se asignó 
a cada una de las estaciones un valor de 0.5 por caso; hubo 4 casos 
en primavera, 4.5 en verano y 5 en invierno, pero 11.5 ocurrieron 
en otoño. 



TABLA 16.- OCURRENCIA ESTACIONAL: CASOS CON INTERVALO ¿3 HESE S 
ENTRE LA PRIMERA Y LA SEOUNDA MUESTRA DE SUERO. 

No. de Casos" % 
OTOÑO uh 46 

INVIERNO 5 20 
PRIMAVERA 4 16 
VERANO 4% 18 
TOTAL 25 100 

a = Casos que abarcaron dos temporadas se dividieron entre dos y 
se asignó una mitad a cada estación. 

ENFERMEDAD CLINICA. La mayoría de las muestras de suero 
fueron tomadas a intervalos de 4 - 8 meses, periodo demasiado largo 
para establecer una asociación con entidades clínicas determinadas; 
no obstante, se compararon los números de niños que no tienen datos 
clínicos de enfermedad registrados durante el tiempo en que ocurrió 
el aumento en el título de anticuerpos con los que si hay datos de 
enfermedad durante tal período (Fig 16), 137 (85%) de los niños con 
seroconversión tuvieron datos clínicos de enfermedad: 1 a 10 
episodios; en los niños con un incremento en el título de 
anticuerpos sobre un nivel previamente existente, 44 (53%) tuvieron 
datos de enfermedad registrada clínicamente. No se notó patrón 
alguno de enfermedad clínica entre los niños con aumento de 
anticuerpos comparados a los niños de edad similar con enfermedad 
no asociada con elevación de anticuerpos. 



FIG 16 VIRUS INFLUENZA TIPO C 
EVIDENCIA DE INFECCION Y ENFERMEDAD 

NIÑOS CON VHffl NIÑOS SIN 
ENFERMEDAD ENFERMEDAD 

SEROCONVERSION REINFECCION 

FIG. 16.- EVIDENCIA DE RELACIÓN ENTRE ENFERMEDAD E INFECCIÓN EN NI-
ÑOS DEL ESTUDIO DE FAMILIAS; EL TIEMPO DE INTERVALO ENTRE 
LAS DOS MUESTRAS EN QUE HAY INCREMENTO EN LO TITULOS DE -
ANTICUERPOS ES DEMASIADO LARGO PARA ASOCIARLO CON CASOS -
ESPECÍFICOS DE ENFERMEDAD. 



DISCUSION 

Los virus influenza tipo A y B causan brotes epidémicos cada 
año entre los meses de Noviembre a Marzo, afectando individuos de 
todas las edades; durante un episodio de influenza existe mayor 
riesgo de que ocurran complicaciones, principalmente neumonía, en 
las personas mayores de 65 años o los pacientes que padecen 
enfermedades debilitantes crónicas como neumopatias, nefropatlas, 
cardiopatías, cáncer y diabetes. El virus tipo C poco se toma en 
cuenta como causa de enfermedad respiratoria aguda, y se asume que 
no causa infecciones con frecuencia. Este es el primer estudio 
epidemiológico en que se ha seguido longitudinalmente una población 
infantil mas de 3 años, para investigar la frecuencia con que 
ocurre esta infección en una población urbana. 
AISLAMIENTO DE VIRUS 

Para el aislamiento del virus tipo C se ensayaron las condiciones 
de crecimiento en diversos cultivos celulares y se comparó la 
sensibilidad de estas células con el cultivo en embrión de pollo 
por medio de una titulación simultánea. La línea MDCK tiene una 
sensibilidad similar al cultivo primario de células de riflón de 
mono Rhesus (RhMK), pero la sensibilidad de ambas es menor que la 
del huevo embrionado por mas de 2 log2. En cuanto a la línea HMV-
II, la sensibilidad es similar a MDCK y RhMK, y menor que el huevo 
embrionado. Esto difiere de lo reportado por Nishimura<85) quien 
encontró una sensibilidad de las células HMV-II similar al huevo 
embrionado. Aunque en este estudio el sistema de cultivo ñas 

sensible es el huevo embrionado, el cultivo en células HMV-II o 



HDCK permite el manejo de un mayor ntimero de especímenes. 
Para el cultivo de virus tipo A y B rutinariamente usan 

eritrocitos de cobayo, el virus tipo C no aglutina ni heraadsorbe 
eritrocitos de esta especie, y esta podría ser una causa de la baja 
frecuencia con que se aisla de personas enfermas, aun Guando la 
mayoría de las personas se infectan en algún momento de la niñez ,* 
en cambio el virus tipo C hemadsorbe eritrocitos de rata aunque no 
al mismo grado que los virus A y B. se demostró por 
inmunofluorescencia que solo estaban infectadas 50% de las células 
(datos no mostrados) , lo que indica que esta diferencia se debe a 
la propagación poco eficiente del virus en el cultivo celular y no 
a la incapacidad de la hemaglutinina viral de liqar eritrocitos. 

La infecciosidad del virus se mantiene sin cambio a 4° C por 
5 dias, diluido en medio de caldo de infusión de ternera. Nuestros 
datos sugieren que la falta de aislamiento del virus no ee debe a 
inactivación durante el transporte al laboratorio antes de la 
inoculación. En esta curva se observa un fenómeno poco usual, en el 
dia cero hubo un titulo menor que en los dias 1-5, esto se repitió 
con dos lotes diferentes del virus tipo C pero no sucedió en mas de 
10 titulaciones que fueron hechas durante las pruebas de 
microtitulación. Es posible que en estos dos lotes hubieran 
agregados de partículas virales que se dispersaron a las 24 horas 
de haber pasado la suspensión viral a la fase acuosa. Sn la curva 
de crecimiento viral se observaron títulos máximas de virus a los 

6 dias. En forma similar, en el reporte de Nerome, el periodo 
máximo de observación fue de 5 dias. 



IDENTIFICACION DEL VIRUS 

1).- ENSAYO INMUNOEMZIMATICO.- Esta técnica se puede utilizar para 
identificar los antígenos virales en los especímenes; en la figura 
6 se grafica la cantidad mínima de virus que puede ser detectada en 
este sistema: lxlO5-6 - lxlO5-9 DIHS0, que equivale a 0.25-0.5 UHA, lo 
que resulta ser una cantidad de partículas virales ñas bien 
elevada; la especificidad es adecuada, pues permite diferenciar el 
tipo c de los tipos A y B. Esta técnica se puede usar antes del 
cultivo para el diagnóstico rápido del virus en secreciones 
nasofaríngeas en las fases iniciales de la infección, cuando existe 
mayor cantidad de descarga viral. 

2).- ESTERABA»- La enzima destructora de receptores del virus tipo 
C no es una neuraminidasa como en los virus A y B, sino que es una 
acetilesterasa que actúa sobre el enlace ester aceti1-0-
neuraminato(3S>- Esta diferencia permite la identificación del virus 
usando p-nitrof en il-acetato (PNFA) lmM como substrato; el limite de 
sensibilidad a pH 7.3 es comparable a la técnica ELISA: lxlO5,9-
lxlO6*2 DIHj,, - 0.5-1 UHA. El rendimiento viral en cultivo celular 
usualmente es de 4-16 UHA, por lo que estas dos técnicas pueden 
confirmar la identidad del virus tipo C. Si la concentración de 
PNFA se aumenta hasta 8 mM, aumenta la lectura de DO de fondo sin 
aumentar la sensibilidad. La actividad de los virus A y B sobre 
PNFA es mínima, como cabe esperar en vista que la neuraminidasa de 
los virus A y B tiene actividad enzimàtica diferente. 

Se buscó aislar el virus tipo C agregando un paso adicional de 
hemadsorción con eritrocitos de rata en los tubos con células MDCK 
que normalmente se procesan para aislar virus tipo A y B. este paso 



adicional se llevó a cabo los dias 10 y 14 post-inoculación; en el 
periodo de 2 años comprendido entre octubre de 1988 y octubre de 
1990 se procesaron 5,281 especímenes provenientes de personas de 
todas las edades que participaron en el Programa de Vigilancia 
Comunitaria de Influenza en este tiempo ninguno de los virus 
Influenza que fueron aislados pertenece al tipo C; se hizo un 
muestreo proporcional al número de muestras recibidas por semana, 
tomando en cuenta que durante el otoflo e Invierno se reciben mas 
especímenes. Como se vió anteriormente, la enfermedad puede ser 
leve o asintomática, por lo que es posible que la escasez de 
aislamientos se deba a esta razón. 

Retrospectivamente se buscó el virus en 743 especímenes 
obtenidos 1-3 años antes de niños entre 1 y 3 años de edad, 
participantes en el mismo Programa de Vigilancia Comunitaria de 
Influenza. Se seleccionó este grupo de edad por tener mayores 
frecuencias de Infección; las muestras tomadas en otoño se 
inocularon en células HMV-II y en huevos enbrionados, las muestras 
tomadas en las otras épocas del año se inocularon solamente en 
células HMV-II.• 13 especímenes de hisopado faríngeo tomados de 
niños del Estudio de Familias durante el lapso en que tuvieron 
evidencia serológica de infección también fueron inoculados en 
huevo embrionado y en células HMV-II. No se aislaron virus tipo C 
de ninguno de los especímenes, en las células HMV-II se aislaron 2 
cepas de para influenza tipo 1 y 4 de virus para influenza tipo 2 en 
Noviembre y Diciembre de 1989. 



EKCPE8TA 8ER0L0GICA 
Para hacer la encuesta serológica se estandarizaron y compararon 
las técnicas de Inhibición de la Hemaglutinación, ELISA y 
Microneutrali zación. 

Lo publicado en la literatura*61 í64) indica que no es necesario 
tratar el suero humano para destruir inhibidores no específicos, 
sin embargo se hicieron ensayos para determinar esto en vista de 
que ahora se conocen mejoras a los métodos para el tratamiento del 
suero que no se usaban anteriormente. En la estandarización de la 
técnica IH, se compararon 4 métodos de tratamiento de suero para 
remover inhibidores no-específicos: Enzima Destructora de 
Receptores (EDR), adsorción con Caolín, KI04 y calor: 56® C por 30 
minutos. Todos éstos métodos de tratamiento tienen en común 
modificar la fracción de carbohidrato de las beta globulinas 
normalmente presentes en el suero de las especies de vertebrados. 
Dichas proteínas se combinan con los receptores de las partículas 
virales, resultando un efecto de inhibición de la hemaglutinación 
indistinguible del mismo efecto inhibidor exhibido por los 
anticuerpos en el suero. La diferencia en los títulos del suero 
bajo los diferentes tratamientos es de 1 factor de dilución (1 
tubo), lo que es atribuible a la variación en la dilución; la 
adsorción de los anticuerpos de un suero con proteina A de 
aureus removió la mayor parte de la actividad inhibidora de la 
hemaglutinación, habiendo un titulo residual de 1:4« Esto es 
compatible con el hecho de que IgG3, IgM, IgA, IgD e IgE no son 
ligadas por la proteina A. Estos datos concuerdan con la mayoría de 
los reportes publicados, que el suero humano carece de inhibidores 



no-específiCos para el virus tipo c(61»w'66>. por otro lado, Nishimura 
y cois, reportan niños que tienen títulos de anticuerpos por la 
técnica IH pero no por RIP y concluyen que es posible que existan 
inhibidores inespecíficos del suero humano en títulos de hasta 
1:16. En este estudio no hay evidencia que apoye este reporte pues 
no se encontraron casos en que la técnica IH fuera positiva y ELISA 
o Microrteutralización fueran negativas, lo que serla de esperar en 
caso de que existieran inhibidores no específicos en el suero 
humano. 

Respecto a la reproducibilidad de la técnica IH, las dife-
rencias entre los títulos de dos alícuotas de suero en ningún caso 
fueron mayores de 1 log2, lo que permite establecer que una 
diferencia de 2 log2 resulta de un incremento en el título de 
anticuerpos circulantes. 

En la técnica de ELISA la varibilidad es mayor que en las 
técnicas de IH y Microneutralización, puesto que casi la mitad 
de los sueros divididos en alícuotas tuvieron una variación de 2 
log2, muy probablemente como resultado del uso de anticuerpos de 
cabra anti gamma-glubulina humana y conjugado de enzima con 
anticuerpos de cerdo anti-gamma glubulina de cabra, en este sistema 
se aumenta la sensibilidad para detectar anticuerpos pero al mismo 
tiempo aumentan las lecturas de fondo; bien podría usarse un solo 
reactivo: anticuerpos de cabra anti-gamma glubulina humanos 
conjugado con fosfatasa alcalina. 

Para la técnica de microneutralización se usó una modificación 
del procedimiento publicado por FranK y cols.<104> para los virus 
Influenza tipo A y B en el que se mide el titulo de anticuerpos que 



impide la replicación viral en las células MDCK, que luego producen 
cantidades suficientes de virus para aglutinar eritrocitos de 
pollo. Se comprobó que la tripsina mejora el rendimiento de 
infecciosidad viral, pues los lotes de virus usados como antlgeno 
de prueba dan títulos mayores, lo que concuerda con las condiciones 
reportadas por Nerome(79> para el virus tipo C, que también requiere 
de la activación de la infecciosidad por el fraccionamiento de la 
proteína de la superficie HEF, como sucede en la HA de los virus A 

y B. 

La lectura de la técnica de microneutralización es r&pida 
porque se hace por hemaglutinación, se compararon eritrocitos de 
pollo y de rata para las lecturas y no se observó diferencia 
significativa en los títulos de infecciosidad ni en la temperatura 
de incubación. El método estandarizado en el presente trabajo 
permite que los laboratorios que ya usan la técnica de 
microneutralización como método serológico puedan ahora incluir al 
virus tipo C en sus estudios. 

En cuanto a la reproducibilidad de la técnica, en ningún caso 
hubo diferencia mayor de 2 log2 entre los títulos, lo que permite 
considerar como incremento en el título de anticuerpos cualquier 
diferencia mayor del doble en la segunda muestra (S2) respecto a la 
primera (St) con un índice de confiabilidad mayor de 0.95. 

En la comparación de las tres técnicas, se ve que los títulos 
son mas altos por la técnica ELISA, lo que se debe a la mayor 
cantidad de marca ligada por el anticuerpo extra. La sensibilidad 
para detectar aumentos en el título de anticuerpos es similar. Se 
observaron 4 casos con incremento en el titulo de anticuerpos, y un 



caso (niño No. 10) en que las muestras de suero disponibles fueron 
tomadas, la primera al momento de nacer y la segunda a los 22 meses 
de edad, la primera muestra corresponde a anticuerpos IgG maternos 
adquiridos por via transplacentaria; estos anticuerpos desaparecen 
antes de los primeros 12 meses de edad, por lo que en este caso los 
anticuerpos en la segunda muestra son evidencia de infección 
natural. No hubo diferencia en los títulos detectados por ninguna 
de las tres técnicas, el Indice de correlación es aceptable entre 
cualquiera de las tres técnicas, siendo mas elevado entre IH y 
Microneutralización, (r=0.88, p<0.01), el coeficiente de 
determinación entre estas dos técnicas es de 0.77, lo que indica 
una correlación fuertemente positiva. 

La encuesta serológica comprende un período de 14 años en los 
que se siguió longitudinalmente una población infantil participante 
en el Estudio de Enfermedad Respiratoria Aguda en Familias. La 
mayoría de los niños entraron al estudio durante el primer año de 
vida, (media <1 año, mediana <1 año) lo que condiciona que pocos 
niños tuvieran anticuerpos adquiridos activamente al momento de ser 
reclutados en el estudio; la duración media de participación fue de 
6.45 años, mediana de 6 años; el número total de niños/año, fue de 
2006. Los niños se clasificaron en dos categorías: seronegativos 
(susceptibles) y seropositivos, según los títulos de anticuerpos en 
la primera muestra de suero. Los niños menores de un año con 
anticuerpos maternos, fueron incluidos en el grupo de seronegativos 
para propósito de este análisis, en total el número de años/niño en 
esta categoría fue de 607; en 159 niños hubo episodios de 
seroconversión, demostrable por la aparición de anticuorpos, cuando 



en la muestra anterior no existía título demostrable; en 4 casos 
evidentemente ocurrió seroconversion en bebés, tal como ocurrió en 
el infante No. 10 (Tabla 8), porque persistieron y se incrementaron 
los títulos observados durante los primeros 6 meses de vida, sin 
bajar como en el resto de los niños con anticuerpos pasivos. 

La categoría de seropositives se constituyó con el grupo de 7j 
niños que tenían anticuerpos al momento de entrar al estudio, y n 
ellos se agregaron los 159 niños que seroconvirtieron, en osta 
categoría el número de años/niño fue de 1399, en este grupo se 
observaron 82 casos en que hubo aumento en el título de anticuerpos 
sobre niveles existentes previamente, estos fueron considerados 
episodios de reinfección. 

Los casos de seroconversión y los casos de reinfección fueron 
graficados juntos por edad y año en que ocurrieron, para integrar 
un perfil epidemiológico. En la distribución anual es importante 
notar que hubo casos de infección por el virus tipo C en cada año 
sin excepción, tanto primoinfecciones como reinfecciones; 
aprentemente no hay un patrón epidémico con fluctuaciones anuales, 
sino mas bien la infección parece ser endémica año con año entre 
los niños; el período de 1978-79, en que hubo 38 casos (tasa de 
infección 0.31) no puede ser considerado con certeza como un pico 
epidémico, en vista de que las muestras de suero fueron tomadas con 
una diferencia de entre 6 y 8 meses, en primavera y en otoño, lo 
que necesariamente implica que algunos casos pueden haber ocurrido 
en cualquiera de los periodos vecinos (1977-78 y 1979-80), que 
exhiben cifras de infección bajas, pero por otro lado en ese 
período de 1978-79 la tasa de infección fue la mas alta de todas, 



lo que sugiere que pueden existir periodos epidémicos. En todo caso 
es obvio que la infección causada por este virus tiene un patrón 
endémico con algunas fluctuaciones y par otro lado podría darse un 
patrón de epidemias que se repiten en periodos ñas o menos largos, 
sin que se pueda precisar por estos datos la duración de tales 
periodos inter-epidémicos. En vista de que en el virus tipo c no 
ocurren cambios antigénicos como es el caso de los tipos A y B, 
esta periodicidad dependería de que ocurran en la población 
Cluctuac iones de parámetros tales COBO número de susceptibles 
(inmunidad comunitaria), existencia del virus en reservorios 
animales, o en última instancia podemos considerar que ocurriera 
una acumulación lenta de variantes dentro de cada una de las 
estirpes antigénicas que cocirculan según lo propuesto por 
Buonaugur io<915. 

La distribución de nifios/año por edades no es normal, sino que 
es oblicua (esta corrida positivamente), es decir que las 
categorías de menor edad tienen mayores números de niños como 
resultado de una tendencia de los participantes a abandonar el 
estudio con el tiempo a pesar de que el reclutamiento continuó 
durante cada uno de los 14 afios que duró este estudio. Aun con 
esto, es posible notar que la mayoría de las prlmoinfecciones 
(79%) ocurrieron en el periodo de <1 « 3 aflos de edad, y fueron 
progresivamente menos frecuentes has^a llegar a cero para la edad 
de 9 afios y mayores« Estas cifras de infección tienen aun mayor 
grado de corrimiento que la distribución de años/nilio total 
(seronegatives + seropositives). Adenás la distribución de los 
casos de reinfección es mas constant« en todos los grupos de edad 



con la ausencia de niños sin anticuerpos confome aumenta la edad. 

Por otro lado las tasas de reinfección son bajas en los grupos <1-2 
años; esto es de esperarse debido a que el número de seronegatives 
es mayor que el de seropositivos en estos grupos de edad y tal 
proporción se invierte a los tres años, consecuentemente aumentan 
las tasas de reinfección pero nunca alcanzan cifras mayores de 94. 

Nuestros datos son compatibles con el reporte de Hoousa**61 sobre 
el aumento en el número de seropositivos desde 1 aflo de edad, con 
alimento rápido basta un rango de 80-90% a la edad de 7-10 anos, 
manteniéndose esa cifra en todos loa grupos etarios, hasta los 70 
aftos. 

Se intentó determinar la frecuencia estacional con los datos 
de 25 casos en los que las muestras con la evidencia de infección 
fueron tomadas con un intervalo menor de tres meses. Hubo mayor 
incidencia en otoño, pero también se vieron casos en invierno, 
primavera, y verano; los datos sobre la frecuencia estacional en la 
literatura son escasos y se limitan a reportes de 8 cepas***' 
aisladas en Europa a razón de 1-2 por aflo en los meses de 
Diciembre, Febrero, Marzo y Abril y 14 cepas aisladas en Japón en 

todos loa meses del aflo excepto Julio, Agosto y Septiembre. 
Se observó el descenso gradual en los títulos de anticuerpo« 

maternos en 109 niños que estuvieron en el estudio durante el 
primer año de vida. Los títulos medios geométricos por mes, 

declinan consecutivamente hasta desaparecer entre los 6 y 11 meses, 
lo que es comparable con el reporte de Homata(M>, en el que todos los 
bebés menores de 2 meses tenían anticuerpos en títulos (IH} 1:9 -
1:16; el porcentaje de bebés con anticuerpos llegó a cero a loa 11 



meses de edad. Estos datos indican que los infantes se vuelven 
susceptibles durante el primer año de vida; la menor tasa de 
infección en el grupo menor de un año, indica que la inmunidad 
adquirida pasivamente tiene un papel protector contra la infección. 
En el estudio de la guardería infantil en Vamagata(67> los infantes 
menores de tres meses no sufrieron enfermedad y los cultivos para 
el virus fueron negativos. Es posible que la infección ocurra en 
presencia de niveles bajos de anticuerpos circulantes, lo que 
explicaría los casos de niños con evidencia serológica de infección 
sin descenso de los títulos hasta cero; Un estudio prospectivo para 
identificar los datos clínicos asociados con la infección durante 
el primer año de vida ayudará a dilucidar esta cuestión. 

También se graficaron los títulos medios geométricos de 
anticuerpos séricos en 17 niños que tenían disponibles muestras 
anuales por los 10 años siguientes a la infección primaria, estos 
niños fueron seleccionados entre los que no tuvieron reinfección, 
observándose un descenso gradual, pero después de 10 años los 
títulos solo disminuyeron 1 log10; el rango de edades cuando estos 
niños tuvieron la infección primaria fue de 4 meses a 7 años (media 
2 años 4 meses, mediana: 2) . 

No pudieron obtenerse datos precisos sobre los síntomas y 
signos asociados con la infección puesto que los intervalos entre 
la dos muestras de suero son muy largos y en la mayor parte de los 
registros clínicos existían dos o mas episodios de enfermedad aguda 
del aparato respiratorio; solo se enumeraron los casos que durante 
el intervalo en que ocurrió el incremento del titulo de anticuerpos 
hubo algún episodio de enfermedad, y se comparo ésta cifra con los 



casos en que no hubo registro de enfermedad en el tiempo en que 
ocurrid el aumento en el título de anticuerpos. Dado que el índice 
de casos con enfermedad es de 0.86 en la primoinfección, entonces 
la probabilidad de que ésta sea asintomática es £0.14. En la 
reinfección, el índice es de 0.53 y la probabilidad de que estos 
episodios sean asintomáticos es ¿0.47. En el brote epidémico de la 
guardería infantil en Yamagata, Japón(75), se observó el mismo tipo 
de enfermedad febril (37-39° C) por 2 o 3 dias, estornudos y flujo 
nasal por 2 - 8 semanas, nunca severa, con los mismos síntomas en 
la primoinfec-ción o en las reinfecciones. 

El virus de la influenza tipo C puede ser un patógeno importante 
de las vias respiratorias, dado que algunos casos de documentados 
de infección cursaron con un cuadro neumónico*56* y por lo tanto es 
necesario determinar cual es el porcentaje de infección que causa 
enfermedad grave y además determinar cual es el impacto global que 
tiene como enfermedad que aun siendo leve es causante de 
ausentismo escolar y del trabajo, resultando éste último una causa 
de pérdidas económicas importantes. 

Puesto que solo se diagnostican los agentes etiológicos de las 
enfermedades respiratorias agudas en 50-70% de los casos, y aun 
quedan sin dilucidar cuales son los agentes causales cuando menos 
en 30% de los casos, es preciso modificar las técnicas de 
aislamiento para detectar el virus tipo C, usando eritrocitos de 
pollo en lugar de cobayo para la hemadsorción, e iniciando el uso 
de otras líneas celulares sensibles como HMV-II, con el doble 
propósito de averiguar que papel desempeña el virus tipo C 
epidemiológica y clínicamente, y esto permitirá continuar haciendo 



estudios prospectivos en la población infantil para discernir la 
sintomatologia asociada con la primoinfección, y en la población de 
adultos para determinar la frecuencia de reinfecciones y la 
sintomatologia asociada con estas. En lo que respecta a las 
técnicas serológicas, es de hacerse notar que se estandarizó el 
procedimiento de microneutralización, que permite manejar grandes 
números de sueros y además se miden anticuerpos que bloquean la 
infecciosidad viral. 



COTTCLP SIONES 

En el presente estudio se estableció la metodología para 
utilizar las técnicas de ELISA y el ensayo de esterasa usando PNFA 
como substrato para la búsqueda del virus Influenza tipo C en la 
secreción respiratoria de las personas enfermas. Se sugieren 
modificaciones al sistema de cultivo de los virus Influenza y por 
último se propone continuar la vigilancia epidemiológica de los 
virus de Influenza incluyendo el tipo C. 

Se acepta la hipótesis propuesta, esto es que la infección por 
el virus tipo C ocurre en todos los años del periódo estudiado de 
1975 a 1978, en forma anual y se cumplen los objetivos de 
determinar las frecuencias de infección por año de calendario y por 
grupo de edad así como las tasas de infección. 
También se detrminó la frecuencia de reinfección por edades y la 
persistencia de anticuerpos maternos después del nacimiento y de 
anticuerpos originados por la primoinfección. Los datos derivados 
de los objetivos de este trabajo llenan un hueco en el conoci-
miento de los virus de Influenza tipo C, pues por primera vez pudo 
hacerse un estudio de seguimiento longitudinal en un grupo 
suficientemente grande de niños (311), que forman parte de una 
población urbana estudiada a largo plazo. 
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