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RESUMEN

El virus influenza tipe € no pudoc ser aislada a partir de
especimenes tomados de personas con sintomas de enfermedad
respiratoria aguda en el pericdo de 1987 a 1989. El virus permanece
viable por lo menos 5 dias en caldo de infusidn de ternera usado
para el transporte de especimenes. El ensayo de la esterasa
(proteina HEF) usando p-nitro fenil acetato es Gtil en la
diferenciacién entre el virus tipo C y los tipos A y B.

Se implementaron técnicas serclégicas de Microneutralizacién
IH, ¥ ELISA para el estudio de esta infecci6tn mediante serologla,
se uso la técnica de microneutralizacidn para estudiar 311 nifios
inclulidos en el estudio prospectivo de familias en la ciudad de
Houston, Texas. Se tomaron muestras de suero de cada nifio por lo
menos dos veces al afio, el rango de participaciétn fue de 1 a 14
afios (media: 6.45, mediana: 6) para un total de 2006 afios-nifio. Se
registraron 159 casos de seroconversién (infeccién primaria) y 82
casos en que hubo incremento en el titulo existente de anticuerpos
(reinfeccién).

Los datos se desglosaron por pericdos correspondientes al afio
epidemiolégico del 1% de Julio al 30 de Junio del afio sigulente,
desde 1975/76 hasta 1988/89. Hubo casoe tanto de primoinfeccién
como de reinfeccidn en cada unc de loe periodos estudiados. EIl
rango de casog por afo es de 2 a 32 primcinfecciones y de 1 a 9
reinfecciones,

La primera infeccién por virus influenza C ocurre en edad
temprana, en la distribucién por edades se cbservd mayor cantidad
de casos en los nifilos de 1 a 4 afics, aumentando el nimerc de
seropositivos conforme aumenta la edad.

La infecclidn se presentd en todas las estaciones del afio, pearo
hubo mayor predominancia en el otofa.

Se midi® la desaparicidon de los anticuerpos adquiridos por via
transplacentaria, 50% de los nifios estudiados se volvieron
seronegativos a los 7 meses de edad, Yy a los 10 meses todos los
nifios carecian de anticuerpos. Después de la primera infeccién los
anticuerpos circulantes pueden persistir por mas de 10 afios,

Las reinfecciones son frecuentes y en este estudio ocurrieron
c¢on un intervalo de 1 a 8 afios. Es mas probable que la reinfeccidn
gea asintomatica
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1.~ HISTORIA
EL VIRU

El virus influenza tipo C fué aislado por R. M. Taylor en Marzo
de 1947 de un paciente con un episodioc de cefalea, dolor de espalda
y coriza con duracién de 24 horas. El virus era distintao de las
cepas pretotipo A y B, y se denominé C/Taylor/1233/47",

En 1951, Taylor veportd ensayos de Inhibiciétn de Ila
Hemaglutinacidn (IH), hechos e€n 185 sueras obtenidos de adultos, en
los que habla 3 individuos con incremento del cuddruplo o mayor en
el titulo de anticuerpos contra la cepa ¢/Taylor/1233. Estos
pacientes tenian "enfermedad respiratoria aguda (de eticlogfia) no
diagnosticada"‘?,

Una segunda cepa denominada JJ fué aislada en Marzo de 1950, en
Ann Arbor, Michigan®, de un paciente con un caso leve de
influenza., Pruebas serol6égicas hechas por Inhibicién de 1la
Hemaglutinacién (IH), Fijacién de Complementa (FC) y Neutralizacidn
(Nt) mostraron un aumento en el titulo de anticuerpos cantra esta
cepa, sin respuesta de anticuerpos contra los virus influenza A ©
B. 52 pares de sueros toumades de estudiantes universitarios entre
1947 y 1950 mostraron que la mayorlia de ellos tenian ti{tulos IH
moderadamente altos, sugiriendo gque habia existido una infeccién
previa. Sueros pareados de nifiovs de 1 - 5 afios, tomados entre el
otofio de 1946 y la primavera de 1947 jndicaron actividad de virus
JJ en este periodo. Los sueros de hurones inoculados con la cepa JJ
reaccionaron igualmente bien con la cepa 1233, sin reactlvidad
contra los tipos A ¢ B, 1o que llevd a Francis a nombrar estas dos

cepas coma virus Influenza €. Minuse y cols.® consideraron el



virus C como causante de enfermedad leve del aparato respiratorio
superior.
B.-CARACTERISTICAS INICIALMENTE DETERMINADAS
Taylor y cols!® reportaron que el virus C, cepa 1233, aglutina
eritrocitos de gallina, describen este fenémeno como "erratico" c¢n
los primeros pases, Yy solo obtuvieron una cepa con actividad
hemaglutinante estable y titulos HA consistentemente altos hasta ¢l
pase No. 50 en cavidad amnidtica. A 25°C el virus tipo C se cluye
rapidamente de los eritrocitos y es necesario mantener la reac “16n
a 4°C para conservar el patr6én de hemaglutinaciédn. Durante los
primeros pases, también aglutina eritrocitos de cobayo, pero con
menor titulo que los de gallina. Minuse y cols.'“ en cambio
reportan que las cepas JJ y 1233 aglutinan eritrocitos de gallina,
humanos tipo O, hamster o ratén, pero no los de cobayo mono, hurén
0 carnero.
Styk y cols.!) reportaron un inhibidor inespecifico 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,, KIO,
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 actuan sobre los virus A y B.

En 1950 Hirst® comunicé 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.= C CIO

La taxonomia de los virus ha sido diffcil de estructurar en
forma sistemdtica, y la clasificacién de los virus influenza tipo
C ha sido discutida en varias ccasicones. Debido a los sintowmas (e
la enfermedad con la que fue asociado cuando tué descubliartu, |
virus tipo C fué clasificado en el grupo llawmade entonces MN|
(Mumps, Newcastle, Ln?luenza). Hirst,'” en 1950, propusc que este
virus deberia reclasificarse en otro grupe, porque la cepa (/
Taylor/1233 no destruye los receptores para los virus tipo A ¢ B
presentes en los eritrocitos.

White"? establecid que el receptor celular para estos virus
contiene &cido n-acetil neuraminico, ya que la EDR inhibe 1la
aglutinacién de eritrocitous por los virus A, B o C,

En 1953 durante la Conférencia Internacional de Microbiologia,
el Sub-comité de Vifus del Comité Internacional de Nomenclatura,
tomd la iniciativa para sistematizar la Taxonomia de los virus; en
1955 Andrewes, Bang y Burnet'’ propusieron la creacidn del grupo
Myxovirus (del griego Myxo: moco, para indicar la afinidad de estos
virus por la mucina de las secreciones respiratorias), que incluila
los virus influenza tipo A, B, ¥ C, asi como los virus de la
Parotiditis, Newcastle y Peste Avlar. En 1959, Andrewes y cols'¥
separaron los tipog 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
particulas filamentosas y carecen de actividad hemolitica a pH 7,
En 1962 Waterson' midi6 en 12 nm el dlimetro de la

ribonucleoproteina (RNP) o componente interno, y capacldad de



recombinacidn génetica de los virus influenza. Henle, en 1964, y
Melnick en 1977922 postularon que el virus tipo C deberia estar
taxondmicamente separado de los otros virus influenza. En 1975,
Kendal!™ propuso para el virus tipo C el nombre "Pseudo Influenza"
para indicar que hay algun parecido con los virus A y B, pero
tienen grandes diferencias morfolégicas y bioquimicas. En 19870%
el Comité Internacional para la Taxonomia de los Virus establecid
un género separado, todavia sin nombre, en la familia
Orthomyxoviridae para los virus de la influenza tipo C.

I1.- CARACTERISTICAS DEL VIRUS.

A.- TAMANO Y FORMA DE LAS PARTICULAS VIRALES

La morfologia y tamafio de los viriones tipo C son similares a
los de los tipos A y B. La cepa C/Taylor/1233 tiene el mismo
tamaflo que el virus tipo A (80-100 nm), asi mismo se observan
particulas esferocidales y formas filamentosas®, Waterson y cols,
describieron proyecciones en la superficie de la particula viral y
una estructura reticular hexagonal; también hicieron comparacionecs
de tamafio entre los tipos A, B y C, reportando cifras de 100 a 150
nm de dismetro en las particulas esferoidales de los tres tipos.
Compans!'® comunicé un tamafio de 75 a 100 nm tomado por microscopio
electrdnico; la capa de proyecciones superficiales mide ~10 nm, (en
la figura 1 se muestra un diagrama de la estructura de un virién).

B.- ACIDO NUCLEICO DEL VIRUS

En 1976 Ritchey'’ report6é que el genoma del virus de la
influenza tipo C consiste en RNA de cadena sencilla, y encontr6 una
relacién de Guanina-Citosina/Adenina-Uracilo de 1.38 que es

diferente a la cifra de los influenzavirus Ay B (1.27 y 1.2%). EIl



Proteina HEF

Genoma de RNA,
Nucleoproteina,
y RNA polimera-
gas P, P2y P3.

Protefna ™ .

Figura |.- ESTRUCTURA DEL VIRUS INFLUENZA TIPO C



b
genoma viral tiene 7 segmentos!'%.108

C.= NAS VIRALES

No existe una proteina con funcién de neuraminidasa (EDR), lo
que s@ refleja en la ausencia del segmento correspondiente de RNA.
Compana y cols.!!) reportaron 3 proteinas de 88, 66 y 26 kd, solo
la primera est& glucosilada; la ribonucleoproteina (RNP) del virus
tipo C tiene forma de cordén, mide 12-15 nm de didmetro 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 protaefina M corresponde al
componente de 26 kd.

Herrler y cols.'®'?® gptuvieron en 1979 el precursor de la
proteina de superf;cie {~105 kd), lo denominaron gpl y mostraran
que una proteasa lo transforma en un componente llamado gpll, de 2
fragmentos de 65 y 30 kd respectivamente, unidos por enlaces
disulfuro; gpl y gpll tienen idéntico patrdn de péptidos tras
digestidn triptica; gpIl exhibe actividad hemaglutinante. Las
proteinas gpl y gps6s (perg no gp3C) tienen el extremo amino
terminal wodificado; gplIl y gp88 son la misma protefina localizada
en la superficie de la particula viral, y en la actualidad se
denomina HEF; En 1981 se describieron'® tres polipéptidos (P,, P,
Y Py}, similares a las proteinaa PA, PB, y PB, de los virus tipo A,
y dos proteinas no estructurales: NS, y N5, de 24 y 14 kd
respectivamente.

La glucoproteina de superficie (HEF) tiene €55 amino&cidos, y PM
de 72,063 4%, gin incluir la porcién de carbohidrato. Existen
similitudes con las moléculas de Hemaglutinina de los virus tipo A

Y B: Una secuencia lider hidrofébica, una molécula de arginina y



una secuencia hidrofébica en el sitio de rompimiento, otra
secuencia hidéotébica cerca del extremo carboxilo terminal que
probablemente sirve de ancla en la membrana, y varios residuos de
cisteina conservados; la regisn de las posiciones 230-380 carece de
homologlia con la HA de los virus A y B; no se hallaron similitudes
entre gp88 (HEF) y la NA de los virus A y B, La fraccién principal
de la proteina HEF es aproximadamente 100 aminodcidos mayor que las
subunidades HA, de los virus A y B, posiblemente porque la
actividad de EDR reside también en esta prateina en el virus tipo
C, procbablemente en la mencionada regidén de las posiciones 230-280,
que tiene cisteinas no conservadas. La similitud de los aminoa&cidos
en total es menor entre los virus C - A que entre los virus 8 - A,
lo gue sugiere una relacidn evolutiva mas distante, Hay 96% de
similitud entre las cepas C/JHB/1/66 y C/Cal/78 en el gsegmento 5 de
RNA32Y ) '

La antigenicidad de la molééula de carbohidrato en la proteina de
superficie se estudid por blogqueo con tunicamicina®®™ resultando
una protelna de 76 kd. Se probaron las proteinas gp8sa y T76 (con y
sin carbohidrato) con 7 anticuerpos monoclonales preparados contra
gp88, uno de ellos (Q-5) precipité gp88 y no T76“". Bajo
condiciones no reductoras T76 forma multimeros unidos por enlaces
disulfuro, mientras que gp88 se comporta como un mondmero, 1o que
sugiere que la fraccidn de carbohjdrato se requiere para que ses
mantenga la reactividad inmunogénica y antigénica de gp88 y que
posiblemente participe en el "doblaje" tridimensional. Se
desconoce hasta ahara la estructura quimica de la fraccldn de

carbohidrato. La reactividad con anticuerpos monaclonales delimita



dos regiones antigénicas en la proteina gps88 (HEF): A y B con dos
sitios cada una: A-1 y A-2, B-1 y B-2*®". Los anticuerpos
monoclonales que reconocen B-1 y B-2 reaccionan igual con la
proteina gp8s8 y con su forma no-glucosilada (T76). Los anticuerpos
contra A~1 y A-2 no precipitan la proteina T76. la proteina gp8h
desnaturalizada reacciona con los anticuerpos contra los sitios 1i-1
Y B-2 pero no con los anticuerpos contra los sitios A-1 y A-2. Esto
sugiere que loe sitios A-1 y A-2 son epitopes dependientes de !la
conformaciodn espacial de la proteina y que la glucosilacibn
contribuye directamente a 1la Integridad de estos sition
antigénicos.

Vlasak y cols.® dewostraron varias funciones de gp8s,
expresando CDNA de esta proteina c¢on un vector (virus SV40) en
células CV-1. El1 producto de este gen reacciond con anticuerpos
monoclonales contra la proteina HEF y las células infectadas con
el virus recombinante adsorbieron eritrocitos y adquirieron
actividad de esterasa.

Herrler y cols.!“” establecieron que esta proteina tiene tres
actividades diferentes: Heuaglutinlna, Esterasa y Factor de Fusion,
estos autores sugirieron el noﬁPre HEF, aplicando los siguientes
términos: HEF, es la glucoproteina no fragmentada HEF, es el
producto mayor de la fragmentacibp, HEF, es el producto menor y
HEF, , corresponde a los dos componentes canectados por enlaces
disulfurag.

El tratamiento de viriones con bromelina libera proteina HEF con

coeficiente de sedimentacién de 10 S, lo que indica un PM ds 206

Kd, congruente con uha estructura trimérica‘“”’; aesta protefna ha



perdido un péptido del extremo C-terminal de 3 a 4.5 Kd, gque debe
haber quedado en la membrana viral, tiene actividad de EDR pero no
accién hemolitica ni hemaglutinante. Hay evidencia de que la
proteina HEF contiene &cido estedrico en enlace tioéster, que
podria aumentar ia hidrofobicidad de la molécula, y facilitarfa la
interaccién con otras protefinas (por ejemplo para formar el

reticulo hexagonal en 1a superficie del virién)¢'o®,

D.=- ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE

Este fendmeno se ha comparado con la aglutinaci6n 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 adicién de suerof?,
El dcido N-acetil neuraminico (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 €. perfringens impiden la aglutinacién de
eritrocitos y destruyen el IISR®3,

La a,macro-globulina y murinoglobulina del suero de rata inhiben
la hemaglutinacién. A 37°C el virus C inactiva estas proteinas sin
perder la infecciosidad®3.3® 13 mucina submandibular bovina
también inhibe la hemaglutinacién del virus ¢,

Se comparé la capacidad de tres &cidos sidlicos: &cido N-acetil
neuraminico (Neu 5 Ac) &cido N-glicolil neuraminico (Neu Gc) y Neu
5-9 Acz como receptores de influenza virus A, B y C en los
eritrocitos humanos, ovinos, equinos, de gallina, de rata y
ratén'4!); Se removieron los &cidos sidlicos nativos de cada especie,
Y se incorporé artificialmente uno de los tres &cidos siflicos en

diferentes lotes de eritrocitos, el virus tipo ¢ aglutiné



eritrocitos portadores de Neu 5-9 Ac, pero no a los portadores dc
Neu S Ac o Neu Gc, en tanto que los virus A y B tuvieron atinidad
por Neu S Ac y no por Neu 5-9 Ac,. Esto implica que la unién con el
receptor en los virus A y B es bloqueada por el grupo G-acetilo en
posicidn 9. El tratamiento de eritrocitos portadores de Neu 5-9 Ac,
con la enzima purificada del virus C (N—-acetil neuraminato-O-acetil
esterasa), acabd la aglutinabilidad de los eritrocitos con el virus
C pero continuaron reaccionando con los virus A y B. Esto concuerda
con la observacién de que los virus C son capaces de liberar
acetato de Neu 5,9 Ac, sin afectar los receptores de los vlrds Ay
B, La especificidad de la acetil esterasa del virus € no
incluye otros &cidos sidlicos puesto_ que los eritrocitos de caballo
contienen &cido Neu 4-5 Ac, y no sonkaglutinabl.es por el virus
LA

Nishimura y cols.‘® investigaron el componente de la membrana
de los eritrocitos humanos que inhteracciona con el virus; La
interaccién es disminuida por el tratamienta previo de los
eritrocitos con neuraminidasa, acetil-esterasa o enzimas
proteoliticas (ficina, bromelina o proteasa V-8) lo que sugiere gque
se trata de una glucoproteina. Los anticuerpos monocclonales contra
los grupos sanguineos M o N inhiben la agultinacién le que indica
gue el sitio receptor reside en la glucoforina A.

N-acetil galactosamina también puede Ber un receptor del virus
C porque el virus impide 1la agl:utinacién de aeritracites por

lectinas con especificidad por este carbohidrato (SBA, DBA, WFA,

VAA II, RCA II y WGA), pero no interfiere con lectinas que

reaccionan con D-galactosamina'*?.
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- VIDADES

Se han descrito dos: polimerasa asociada al &cide nucleico y
esterasa, localizada en la superficie de la particula viral. La
peimera actividad corresponde a RNA polimerasa dependiente de RNA,
10 que suglere que el genoma del virus C es de polaridad negativa,
© sea quae la secuencia de bases dal RNA viral es complementaria a
la secuencia de bases del RNA mensajero'®’,

La actividad de tipo esterasa participa en la unién de la
particula viral con el receptor celular, para iniclar el ciclo de
replicacién viral. Picha actividad est& localizada en la proteina
de superficie, lo que propicia el fendmenc de aglutinacidn de
eritrocitos y fusidn de membran;s.

Kendal‘'"? observé que si el virus ¢ actda sobre el &cido N-
acetilneuraminico, &cido 4-0-acetil N-acetilneuraminico, 7-0O-acetil
N=acetilneuraminico y.s-o-acetil N-acetilneuraminico, no se libera
&cido siflico y las neuraminidasas de los virus influenza A y B, ©
de Y, cholerae sl lo hacen, concluyendo que el virus tipo C careca
de actividad de neuraminidasa. O'Callaghan y cols.‘® reportaron
también diferencias entre los virus ¢ y A-B en la actividad de
neuraminidasa, y de IH, cuando usaron neuramina-lactosa, mucoide de
Collocalia, fetuina y gluco-proteinas de la membrana de eritrocitos
humanocs o de mono rhesus, y observaron®’ gque la interaccitén 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 8 37°C por accién enzimitica (EDR). Después de la alucidén, el
virus conserva sus propledades blolégicas, mas el IISR se inactiva.

El antisuero especifico blogquea la unién virus-IISR.
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La hentlisis y fusién dal virus C sobre eritrocitos de ratém,
tiene un pH éptimo de 5.0'"’, Los virus cultivados an células MDCK
tiesnen una infectividad wuy baja Y no wmuestran Aactividad
hemolitica, pero el tratamiento con ¢tripsina, activa 1la
infectividad; esto es comparable con 1o que ocurre con la HA del
virus tipo A%, Kitame y cols.‘®® hallaron que la tripsina y la
elastasa son eficaces para restablecer la acclén hemolitica,
activar la infectividad y fragwentar gp8s, la quimotripsina y la
termolisina carecen de efecto.

La EDR del virus C tiene una temperatura Sptima entre 45 y 53°C,
la actividad de esterasa y la HA tienen una sensibilidad al calor
paralela. El tratamiento con tripsina reduce al wismo tiempo 1la
actividad de EDR y la cantidad de gpast®®’,

El tratamiento con neuraminidasa de €. perfringens, destruye el
efecto inhibidor de la HA de la mucina submandibular bovina (MSB)
lo que indica que el acido Neu 5Ac es esencial para el efecto
inhibidor®”, El 4cido neuraminico liberado de esta mucina después
de la exposicidén al virue, es Neu 5Ac pero no Neu 5-9Ac,.

La actividad de la enzima mobre Neu 4-5Ac, es 30 veces menor, y el
dcido Neu 5-7Ac, @s resistente a la esterasa del virus C. La enzima
se ha clasificado como Neuraminato-0-acetilesterasa [N-acil-9(4)-0-
acetilneuraminato O-acetil hidrclasa (EC 3.1.1.53)]. La adsorcién
del virus a la superficie celular involucra la molécula Neu 5-9Ac,.

La esterasa da la prcteina HEF muestra alta afinidad por el
radical O-acetato en posicidn 9, es 1inhibida por Di-isopropil
fluorofosfato (DFF), Dietil-4-nitrofenil fosfato, y parcialmente

por iones de cobre y mercuric y por fisostigmina, y también por
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f
derivados de la isocumarina; pero estos no impiden la unién con el

receptor, ya gque no disminuye el titulo de HA. El sitio activeo
incluye la serina 57", 13 enzima es importante para la infecci6n,
porque el inhibidor DFF disminuye marcadamente la infecciosidad
pero no altera las propiedades de hemaglutinacién y fusién'®?), pLag
particulas virales tratadas con DFF se unen irreversiblemente a las
células que expresan Neu 5-9Ac,. Este inhibidor actda sobre
esterasas y proteasas cuya secuencia de amino&cidos 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 hemélisis y la fusiédn en
liposomas portadores de la proteina HEF es de 5.6 - 6.1, En el
virién hay una pérdida de la estructura reticular hexagonal al
bajar el pH a 5.5, y la proteina wviral HEF sufre un cambio
conformacional demostrable por variacién en la sensibilidad a la
tripsina, este es un proceso bifadsico, posiblemente por la
participacién de varias moléculas de la proteina®®®), Hay un retardo
progresivo de la fusién cuando aumenta el pH, lo gque no sucede con
los virus A y B®¥% Esta caracteristica de la proteina HEF puede
permitir estudiar mas detenidamente el proceso de fusidén de
membranas.
¥F.=- VARIACION EL VIR

La variabilidad antigénica en el virus tipo C se ha medido con
técnicas serolégicas y también midiendo la variacién del RNA. Las
técnicas IH y FC no detectan cambios antigénicos en las cepas
¢/JJ/50, C/GL/52, y C/GL/54"%8.8.%) gcarth y cols.” 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
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encuestas seroldgicas esto no se refleja en los grupos etarios.
Pfeifer y col.?) hallaron una tasa de cambioc de 4% por cada 10 afos
en los aminodcidos de la proteina HEF. La tasa de camblo para los
influenza virus tipo A es 9.2% por cada 10 afios, y tipo B 2% por
cada 10 afios. S cepas aisladas en el periodo 1947-19279 tienen menor
variacién en el genoma segin los mapas de oligonucleétidos que la
que existe entre las cepas de virus A/H, N, aislades en el perilodo
1968-1973"¥, La variacién del virus en las proteinas estructurales
HEF, NP y M puede no ser un evento cronolégicamente secuencial'®®,

En las secuenclas de bases de los genes HEF de 8 cepas de virus
humano y 3 cepas de virus porcinc, hay poca diferencia (0.1%) entre
cepas alsladas con un intervalo de 31 afies: C/Ann Arbor/50 vy
C/Yamagata/8l mientras que otras reflejan 4.5% de bases diferentes
aun cuando se alslaron en un intervalo de 3 afios: C/Californias7e,
C/Mississippi/80, C/Yamagata/8l, lo gue sugiere que en un momento
dado circulan al mismo tiempo en la poblacién virus de estirpes
diferentes, perc la proporcién de cambio es mucho menor que en el
virus tipo A, Jlo que pernite reactividad cruzada con los
anticuerpos hetertlogos'”, Los datos de los genes Ns de las mismas
8 cepas sugieren algo similar'™,

Hay diferencias marcadas en los &rboles filogenéticos de las
proteinas 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.'™ hallaron mayor variabilidad genética que
otros autores'”™N.Megn 16 cepas aisladas entre 1964 y 1983, en sl

perfodo 1981 - 1982 identificaron por 1o menos 2 estirpes
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diferentes circulando al mismo tiempo en Japén. La variabilidad
antigénica de la proteina:HEF en el mismo grupo de 16 cepas'®™’,
medida con siete anticuerpos monoclonales: 4 de ellos (grupo A)
tienen actividad neutralizante e inhiben la hem6lisis y la fusién,
los otros 3 (grupo B) carecen de estas actividades; las regiones
reconocidas por los anticuerpos del grupc 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 !1
secuencia de nucleétidos del gen HEF de las tres cepas, aisladas en
1982-1983 en Japdn, Y el gen HEF de C/Mississippi/1/80, esta
similitud también se comprob6é por mapeo de oligonucleétidos de vkna
total, y por andlisis antigénico usando una bateria de 11
anticuerpos monoclonales!'™’; en vista de que las cepas aisladas en
Japén 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 Japén pudo haberse diseminado
rdpidamente en 1982-1983. Yamashita y cols.!®’ resumiendo los datos
conocidos, compararon la variabilidad en los genes NS y HA - HEF de
los tres tipos de influenza virus, postulando gue genéticamente
evoluciona mas rapidamente el tipo A que el B y éste que el C. Los

tipos B y C se presentan simulté&neamente en varias estirpes en una

comunidad.
G.-INFECCION DE ANIMALES DE EXPFRIMENTACION Y CULTIVOS CELULARES

El virus tipo C no produce infeccién severa en animales de
laboratorioc, de los que el perro parece ser el mas susceptible.

Francis®’ jinoculdé hurones con virus JJ en los que hubo fiebre pero
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poca evidencia de enfermedad. Taylor(? inoculd hurones, hamsters y
monos, gque produjeron anticuerpos pero sin sufrir sintomas ni
lesiones aparentes; tamﬁoco pudo adaptar el virus en hémsters ni
ratones, En cerdos, la infeccifn experimental es asintom&tica en
algunos casos y en otros sole hay secrecidén y obstruccioén
nasales‘®'., En perros la inoculacidn experimental produce: flujo
nasal, edema palpebral, sufusién conjuntival, lagrimec y moco
ocular. Estos aniwmales se pueden re-infectar aun en presencia de
anticuerpos circulantes en la sangre''™  En ratas no hay sintomas,
pero el virus se replica en el epitelio nasal por 1 - 5 dias

después de la inoculacidn y aparecen anticuerpos neutralizantes;

las ratas inmunes resistieron un reto a los 7 dias, pero tal

inmunidad durb menos de un afo.

En huevos embrionados de gallina la infeccidn est& limitada al

epitelio de la membrana amniética. El virus ¢ crece en cultivo

primario de rifién de mono Rhesus‘™ ™ . Chakraverty'? obtuvo titulos

de infectividad de 10?2 - 10° DICT;, en las células de rifidn huwmano
embrionario y de 10® - 107 en células de rifion de mono; en el hueve
embrionado de gallina los titulos fueron 10° - 10° DICT,,; en la
linea celular Hela no hubo replicacién viral.

El virus crece mejor en células MOCK que en anillos traqueales
de pollo, fibroblastos de pulmén de embrién de pollc, células VERO,
MDBK o Chang‘®, La tripsina en el medio mejora el crecimiento del
virus‘®!, y permite hacer placas en células de rifisn embrionario de
polla'®.8)  1ag cé&lulas MDCK, se puedan infectar parsistentemente
Y se vuelven resistentes a 1la infeccién por virus tipo C y virus dae

la estomatitis vesicular, pero eon seneibles a virue Iinfluenza A ¥y
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B'8:%), La linea celular HMV-II derivada de melancma humano'®”? ag
permisiva para el virus C, es mas sensible aue las lineas MDCK,
Vero, Yy LLC-MK,®®. Se puede detectar virus en suspensiébn o en
placas virales en monocapas celulares mediante a-naftil acetato y

a-naftil proplonato, que dan un producto coloreado por la acclén de
la esterasa'™’,

EP CION

La preduccidn de virjones comienza 20 horas después de la
infeccién y la maxima concentracién de virus extracelular ocurre o
las 36 horas®, <25% del virus est& ascciado a las células.
Petri®® reportd el inicio de la liberacién de virus a las 8 horas
Yy un maximo de virus extra-celular a las 24 horas post lnfeccldn.

La infecciosidad se activa cuando la proteina HEF se fracciona
en dosg'?®, También se activan la hemdlisis y la fusién si hay un
PH &cido®’?, 10 que indica que el viridén es llevado al interior de
la célula por medio de fagocitosis, el fagosoma se fusiona luego
con liscsomas primarios, y el contenido &cido de los liscsomas
induce la fusién de las membranas viral y lisosémica, liberdndose
la nucleocédpside en el citoplasma tal comc est& propuesto para el
virus del bosque de Semliki®” y virus influenza tipo A®®,

La inhibicién de la acetil estarasa del virus C con J,4 di-
cloro isocumarina®® o con DFF'*! inhibe la infecciosidad viral mas
no la HA, asi que la enzima debe participar tempranamente an el
ciclo de replicacién viral, posiblemente en la entrada del viridn
a la célula.

Neu 5-9Ac, es parte esencial en el receptor celular, puesto

gue su presencia en la membrana determina la senslbilidad al virus
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tipo C en las células MDCK; las células CV-1, BHK, Vera, MDBK que
son resistentes a la infeccién con virus €, se vuelven susceptibles
tras la incubacidn con gangliésidos bovinos que contlienen Neu 5-
9Ac,. Los gangliésidos celulares que contienen Neu 5-9Ac, son
receptores potenciales para el virus en los tejldos‘®’,

La expresidn del genoma viral incluye "eplicing" en el
segqmento 6 de RNA, (que codifica 1la proteina M), entrs las
posiciocnes 753 y 981; el RNA resultante tiene capacidad para
codificar una proteina de 26,970 daltons, lc que es congruente con
el tamafio observado en la proteina M. El fendmeno de "splicing" na
ocurre en la transcripcién del segmento & de los virus A y B, y las
homologlas entre las proteinas M de los tres tipos de virus saon
pocas®®), sin embargo el tamafic de estas proteinas es similar, lo
gue sugiere una relacidén evolutiva entre los tres tipos de virus.

Se ha descrito actividad antiviral en oligodeoxi-nuclettidos
(ODN) antisentido unidos por enlace fosforo-ticato, de 20 bases de
longitud, correspondientes al gen de la polimerasa Pl del virus

C/JJ/50, complementarios a la secuencia de las primeras 40 bases

del extremo 3' del RNA viral‘'®),

- 0

.= CION BXPERIM 0

En el primer intento por reproducir la enfermedad en 1954, se

inocularon con virus C€/JJ/S50, 6 personas que tenfan titulos bajos
de anticuerpos para el virus C; 5 personas excretaron virus por
periodos de 3 -~ 4§ dias, en 4 hubo aumento en el titulo de
anticuerpos, en ningln caso hubo enfermedad. El investigador que

efectud la inoculacién tuvo 7 dias después un eplsodio de
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irritacién y flujo nasal con tos leve y estornudos, malestar y
mialgias generalizadas.por 5 dias. No hubo fiebre o escalofrios. El
virus C/JJ/50 fue aislado de &1 al 3* dia, y tuvo aumento en el
titulo de anticuerpos®®.

Joosting y cols.) 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 comn, el periodeo de
incubacién fue de 3 - 6 dias, la enfermedad durd de 5 a 11 d{ ,
hubo excrecidn del virus en el moco nasal por 3 - 6 dias después de
la inoculacibén; los sintomas incluyeron: coriza (100%), dolor
faringeo (78%), malestar y cefalea (56%), fiebre (33%), 8 de los
casos fueron catalogados comc leves y 1 severo (requirid descanso
en cama). No hubo escalofrios, secreci6n nasal mucopurulenta ni
tos. Comparativamente con Rinovirus, el periodo de incubacién fue
mas largo y la enfermedad mas corta (1 - 5 dias y 3 - 19 dias
respectivamente).

B.=- ENFERMEDAD ADQUIRIDA EN FORMA NATURAL
Hay pocos datos de la enfermedad respiratoria en que se confirma
por cultivo que la etiologfa es el virus de la influenza tipo C
1) ADULTO8.~ Gerber y cols.!® reportaron 14 casos en reclutas
hospitalizados por enfermedad respiratoria, 9 con diagnéstico de
influenza, 2 casos de faringitis aguda y 2 de neumonia de etioclogia
no determinada. Woolridge'®™® hallé 1 caso de influenza entre 31
individuos asintomiticos infectados, comprobados por cultjvo del
virus. Andrews®®” reporté6 6 adultos asintomdticos que tuvieron

aumento en el titulo de anticuerpos. En los 68 casos reportados por
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Fraser'¢!) menos de la mitad sufrié enfermedad clinica leve. Gerber
y cols,® Teportaron, 14 casos de enfermedad en la base naval de
Grandeg Lagos en reclutas hospitalizades, y 11 de 72 Jjévenes
tomados al azar mostraron un incremento en el titulo de anticuerpos
(IH), sin enferwedad. Dykes y cols.® comunicaron tres casos con
los siguientes sintomas: estornudos, cefalea, rincrrea, tos,
conjuntivitis, dolor faringeo y muscular.

2)NINOS.- Hornsleth®?’ observé 3 casos de neumonitis y 2 de
bronconeumonitis, (edades de 1 = 4 afos). Andrews®” hallé 2 nifice

con resfriado comin y 2 adultos con enfermedad similar a influenza.

Katagiri y cols. ™) hicieron en 1980 un estudio prospectivo en
una guarderia infantil de la ciudad de Yamagata, Japén en la que se
alojaban 20 nifios de 0 a 3 afios al cuidade de 29 empleados adultos.
En Marzo de 1981, ocurrid® un brote epldémico en el gue fueron
afectados 17 de los nifios de edades entre 8 weses a } afos. Los J
nifios no afectados tenian 1, 2 ¥ 1 meses, y se presume que tadavia
tenian anticuerpos maternos. No hubo casos asintométicos, la
enfermedad consistidé en fiebre de 38 = 40°C por ¢ = dias y rinorrea
de larga duracién (media 3 semanas) con estornudos; en la wmitad de
los casos hubo tos leve. E1 virus fue aislado en 12 nifics y un
adulto desde 3 dias antes hasta 9 dlas después de la inlciacién de
los sintomas. Los autores concluyeron que la reinfeccién es comin
puesto que un nifio de 2 afios y 2 adultos tenian titulos de
anticuerpos (IH 1:64, 1:32, 1:16) y sufrieron la enfermedad; otraos
adultos con titulos semejantes no se infectaron.

Este grupo de

autores™ hizo un estudic de seguimiento en la misma clinica por
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dos afios m&s y observaron dos brotes mas, an los que enfermaron 8
y 10 nifios; confirmarcn que la enfermedad es leva Y sa manifiesta
con fiebre hasta de 39°C de 2 a 5 df{as de duraclén, can toe leave an
algunos casos y descarga nasal persistente (11 - 57 dias), hubo
reinfecciétn en 5 nifios, 2 de ellos sufrieron 2 reinfecciones.
Estimaron un perfodo de incubacién de 5 dias, y transmisibilidad
hasta por 22 dias.

iV.- EPIDENIOLOGIA

La informacién disponible sobre la epidemiologia es fragmentaria
en vista de la escasez de aislamientos y la sintomatologia leve gque
acompafia a la infeccidn.

d:—- EDAD 1) .=-NINO8 Minuse y cols.!® registraron 52 casos de
seroconversién en 68 nifios de edad no especificada observados entre
agosto de 1946 y Mayo de 1947, incluyendo dos casos en gue
gsimultdneamente hubo seroconversidn para virus A' y C; en uno de
ellos se aislaron ambos virusg del mismo lavado faringeo. En 1952 se
detectaran dos casos de enfermedad causada por el virus C durante
la Ultima semana de una epidemia causada por virus B, en un grupo
de nifios y jdvenes (7 = 25) aflos, y seroldgicamente se detectaron
4 casos. Horneleth!®®) obgervé & casos de elevacidn de anticuerpos
(FC) entre 473 muestras pareadas de suerc de nifios de 6 - 9 afios de
edad hospitalizados por enfermedad respiratoria aguda entre
Septiembre 1963 - Mayo 1965, sin evidencia de distribuciodon
estacional.

La nocién de que esta infecclidn ocurre con mucha frecuencia se
deriva de mdltiples estudios Berolbgicosjen los gque los porcentajes

méximos de individuos con anticuerpos se registran alrededor de
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los 20 afios (rango de 10 a 30 afios de edad), como se describe a
continuacién.

+ Andrews (E.U.)"%: 1% en el grupo de 25 - 34 afios.

* Jennings (Jamaica)®’; 60 - 80% desde los 1% hasta >65 afos.

* Gerth (Alemania)‘™": 47% 8 a 20 afos.

* g'Callaghan (E.U.)'®: 2- 5 afics: 47%, 20 - 10 afios: 96%.

* Homma (Japén)‘®l:90 & a los 10 afica, reportd desaparicién de
los anticuerpos pasivos maternos a la edad de 6§ meses.
Tfmovd (Alemania y Checoslovaguia)‘™: 90 - 100% en los grupos
mayores de 20 afios. Solo se aislaran 8 cepas de virus tipo C
en los dos palses en ese periodo,

El Gnico estudio prospective es el de Katagiri y cols.®” de tres
brotes epidémicos en una misma guarderfa infantil en Marzo 1981,
Abril 1982 y Octubre - Noviembre 1982, confirmados por aislawmiento
del virus y serologla (IH); los autores postulan que los brotes son
frecuentes y ocurren a intervalos irrequlares, posiblemente mas de

dos veces al afio; se estima la tasa de ataque secundiaria en 90 -
100%.

2) ,~ ADULTO8.- La infeccidn se ha documentado con muy escasa
frecuencia en los adultos. Gerber'®® reporté aislamiento de virus
tipo C en reclutas navales durante cada mes desde Dic. 1953 haasta
Abril 1954, 31 cepas antigénicamente similares entre si. En 29
casds sa tomaron muestras pareadas de sangre y hubo aumento en sl
titulo de anticuerpos en 27.

Farkas‘'®® aisl6 en Esztergom, Hungria en una joven de 16 afios,
una cepa ldéntica a C/Taylor/1233 con evidencia serolégica de

infeccion (IH) durante una epidemia de influenza B en Enera de
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1953, adem&s hubo un nlmero no especificado de sueros con
incremento en el titulo de anticuerpos entre 2,000 individuos.
Grist y cols.!®® en Glasgow, Escocia comunicaron en 19%4, 7 casos
asintomiticos de elevaclén en el titulo de anticuerpos en 145
adultos y ningGn caso en 93 nifios. Fraser y cols.‘*’ hallaron 68
casos con incrementc en el titulo de anticuerpoa (FC) an 439
muchachos de 15 - 16 afios en entrenamiento militar en Mayo 1958 =~
Enerc 1959, la mayoria ocurrié en Mayo-Julioc 1958. Dykes®’ en una
encuesta seroldgjica por edades en 334 sueros halld los siguientes
porcentajes de seropositivos (IH) 0 - 5 afios: 64%, 6 - 10 afos:
96%, 11 - 15 afios: 100%, 16 - 25 afios:98%. El-Rai y cols'’?
enceontraron en Egipto una tasa de seropositividad de 50% en adultas
(IH).
Troisi y Monto‘®”) en Michigan, analizaron muestras de suaro (ELISA)
de 193 individuos de ambos sexos, tomados cada 6 meses entre 197s
Yy 1978; 17 casos fueron detectados durante el semestre otofio 1976 -
primavera 1977. Las tasas de infeccién por edades fue mag alta en
el grupo de 5 - 9 afios: 30%, 10 - 14 afios: 7%, 15 - 24 afos 2%,

La prevalencia de anticuerpos contra el virus € es alta aun en
villas de la regidn montafiosa de Filipinas!™® donde el contacto con
otras comunidades es muy escaso (mas del 70% de los habitantes de
0 - 20 afios no habfan salido nunca de la aldea), pues el rango de
seropositivos es de 90 - 100% en todos los gQrupos aetariocs,
incluyendo la edad pre-escolar.

B.- HOSPEDEROB ANIMALES
Yuanji y cols.‘® aislaron 15 cepas del virus C en cerdos sancs

en un matadero de Beijing en los meses de Enerc - Mayo y Noviembre
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de 1981 y encontraron porcentajes de sero positividad (IH) en los
cerdos sacrificadas en e%,mismo lugar de 1 - BY en cada uno de los
meses de ese mismo afic.

Ohwada y cols.™ estudiaron la distribucién de anticuerpos
contra el virus C en cerdos y perros e€n Yamagata, Japén usando las
técnicas IH, Radio immuno-precipitacién (RIP) e Inmunoblot.
Kallaron S8 cerdos entrea 269 con tituloe de anticuerpos (IH), pero
ninguno de ellos resultd positivo por las técnicas de RIFP o
Inmunoblot, por lo que los autores concluyen que los resultados
positivos en IE se deben a inhibidores en el suerc de los cerdos;
en cambio 5 de 112 sueros de perraos callejeros sxhibieron titulos
de anticuerpcs por la técnica RIP, 2 de estos también resultaron
positivos por IH e Inmuncblot.

Los virus Influenza tipo € no han sido considerados como causa
importante de enfermedad, perc los estudios serolégicos hechos
hasta ahora indican que la infeccién es muy comun en la infancia,
y & pesar de esto, el virus se aisla muy rara vez, por lo qus
existen muy escasos datcs sobre la edad en que sufren los nifics su
primera infeccidn, la frecuencia de reinfecclones, la variacion
estacional y se hace necesario incluir estos virus en la viglilancia
epidemioldgica que se lleva a cabo para los virus tipo A y B, pues
sclo se ha reportado un estudio prospectivo de menos de cuatro afios
en una poblacién infantil de 20 nifios an Japén'’™

En el presente estudio se investigd la frecuencia de infeccidn
por este virus en una poblacidn urbana de nifios de 0 a 17 afios de
edad, en la ciludad de Houston, Texas, mediante diagndstico

seroldgico y por cultivo del virus en embrién de pollo y en
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células. Se incluyeron muestras de suero tomadas en un periodo de
14 afios, y muestras de exudado faringeo de un lapsc de tres afos,

para elucidar la frecuencia de enferwmedad en esta poblacién.
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HIPOTESISB
La infeccidn causada por el virus influenza tipo C ocurre
todos los afios en los nifips de una poblaci6n urbana.
OBJETIVOE
1) Estandarizar las técnitas de cultivo de virus y de diagnéstico

serolégico

2) Determinar la frecuencia de infeccién anual en una poblacién

infantil urbana.

3) Determinar la frecuencia de infeccidédn por edadea en la misma

poblacidn.

4) Determinar la frecuencia de reinfeccidn por edades.
5) Determinar la persistencia de los niveles de anticuerpos
después de la primoinfeccién.

6) Buscar un patrén estacional en los casos de infeccidn.
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KATERIAL I METODOS
QULTIVO DE fYIRUS PARA REPERENCIA.

§¢ inoculd una suspensién stock de virus C/Taylor/1233/47 en
las cavidades coricalantoidea y amniética de %$ lotes de huevos
embrionados de gallina de 9 dias de edad, cada lote const$ de 6
docenas de huevos, que se incubaraon a 34° C por 48 h. se cosscharcn
individualmente loe fluidoe de cada huevo y se seleccionaron
aquellos que tuvieran un titulo de HA de 1:64 © mayores. Un lote de
virus con infecciosidad de 1 x 10°7 DICTy/ml se utilizé para los
ensayos de microneutralizacidn.

PURIFICACION DBL VIRUS

La suspensidn de virus de uno de los lotes se centrifugd a
baja velocidad (3,000 rpm por 30 min) para clarificarla, luego se
centrifugd a 25,000 rpr por 2 h en un rotor Beckman tipo TiL $50.2 de
dngulo fijo, se obtuvo url paquete viral que se suspendid en 2 ml de
PBS, se calocé encima de un gradiente discontinuo da 10-20-40% da
sacarosa y se centrifugd a 20,000 rpm por 40 wmin en un rator
Beckman tipo SW 41 de camisa oscilante; la banda viral se colecté
y diluyé en 10 volaimenes de PBS, s¢ centrifugé una vez mae a 25,000
rpm por 2 h en un rotor Beckman Ti 50.2 de &ngulo fijo. Finalmente
el pagquete de virus se resuspendidé en 8 ml de PBS, 0.02% azida de
sodio. El titulo de hemaglutinacitn de esta suspensién fue de
1:640.

IRMURISACION DE ANIMALES

Se prepararon antisuercs en animalee adultos, hembras: J

cobayos y 2 conejos; un volumen de 2 ml de la suspensién de virus



28

comwpleto purificado se emulsiond con un volumeu igual de adyuvante
completo de Fréund (ACF) y se inyectd 0.2 ml por via intramuscular
en cada muslo trasero de los animales, 2 semanas despues se hizo un
inéculo con virus emulsificado en adyvante incompleto de Freund,
0.2 ml en el mismo sitio y 2 semanas después se inoculs el virus,
0.2 ml sin adyuvante. El sangrado final se hizo 2 semanas después,
por puncién cardiaca. El titulo de anticuerpos en estos sueros fue
2 1:1280 medido por IH; Las inmunoglubulinas de estos aueros fue:nn
precipitadas con sulfato de amonio al 50%, el paquete de proteinas
se resuspendidé en un volumen de PBS eguivalente al original, se
dializé a 4° €, 18 h con 4 cambios de PBS y se almacend a =20° C.

PROGRAMA DE VIGILANCIA DE INFLUENZA EH HOUSTON, TEXAE PARAR LA

OBTENCION DE LAS MUESTRAS

La vigilancia sistemdtica de la infeccién por el virus de la
influenza se ha mantenido desde 1974=-75 a la fecha a través de
clinicas del Oepartamento de Salud de la Ciudad y médicos
familiares o pediatras privados, en total 17 sitios distribuidos en
el &rea metropolitana, en los que durante todo el afic se obtienen
especimenes de pacientes con enfermedades agudas del aparato
respiratorio y se colectan datos clinicos y demogrdficos de dichas
personas. Estos sitios de atencién primaria dan servicio a
poblaciones representativas de +todas las edades y grupos
socioecondtmicos de la cludad de Houston. El1 periodo anual
corresponde al afio epidemiol&gico del 1% de Julio al 30 de Junio de
cada afic. En algunos casos se agotd la muestra de suero, en tal

caso los hallazgos serolégicos fueron asignados al aho
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correspondiente a la siguiente muestra disponible; cuando faltaron
dos o mas muestras consecutivas se sxcluyeron del andlisis los
datos correspondientes. t
8TUDIO F I

Sse hizo un estudio de seguiniento desde 1975 hasta 1989 en un
grupo de 298 familias que fueron reclutadas para ser incluldas en
la investigacién a partir del nacimiento de un hijo, momento en que
se tomd sangre (suerog) del cordén umbilical, dentro de las
siguientes 24 horas también se obtuvo sangre (suero) de cada unc de
los miembros de la familia gue conmpartian el mismo hogar. Se
hicieron tomas subsecuentes de muestras de suero en los babés & los
4, 8 y 12 meses de edad, y posteriormente 2 veces al afio en
primavera y otofio. 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 -20° C.
CULTIVO DEL VIRUS

TEN DE E

Lavado Nasal: Con la cabeza del paciente inclinada hacia atréas
se instilé en cada narina un volumen de 5 - 10 ml de medlo de
transporte, y se recolectd el liquido en un recipiente sstéril

Nuestreo faringeo 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
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muestras asi tomadas se conservaron a 4° C hasta gue se hizo la
1noculacibnf dentro de las 24 horas siguientes. Los especimenes
para el aislamienta de virus (faringeoe o nasales) fuaron
procesados mediante las técnicas de rutina‘'®™® y posteriormente

fueron congeladas a -70° C.

CULTIVO DE VIRUS PARTIR DE ESPECIMENES NASB
A.- LINEAS CELULARES

Los especimenes se inocularon en monocapas confluentes de
células MDCK y LLC-MK,, (Whittaker Bioproducts Inc.) cultivadas en
Medio Minimo Esencial, Earle con 10% SBF (MME de creciwiento) en
tubos de ensayo de 16 x 150; para inoccular los especimenes se
cambi6 este medio por MME sin SBF, con 2 ug/ wmwl de
tripsina, (Worthington, tratada con TPCK) y antibiéticos: Neomicina,
250 ug/ml; Penicilina, 100 U/ml; Gentamicina, 50 puqg/ml vy
Anfotericina, 250 ug/ml (MME de mantenimiente). La tripsina es
necesaria para la activacién de la infecciosidad viral‘'®2 g}
crecimiento viral se determind por hemadsorcidn (Had): se decanté
el medio de mantenimiento y se agregd$ al tubo una suspensién de
eritrocitos de cobayo o rata al 0.1% en solucién salina, se mantuve
a 4° C por 30 min y se observd al microscopio, buscando eritrocitas
adheridos a la monocapa celular, esto se hizo en los dlas 5, 10 y
14, descarténdose entonces los tubos.

La linea celular HMV-II se deriva de un melanoma humano, fue
establecida y genercsamente donada por el Dr. Tsutomu Kasuga,

Segundo Departamento de Pataologia, Escuela de Medicina, Universidad
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Médica y Dental de Tokio, Japén por medio de los Dres. Kyoto
Nakamura e Hidekazu Nishimura, Departamento de Bacteriologia,
Escuela de Medicina, Universidad de Yamagata, Japén, quienes
encontraron que éstas células son permisivas para el virus tipo
c®), Las células de melanoma crecen en medio RPMI 1640, con 10%
SBF; para el cultivo de virus se prepararcon cultivos celulares en
placas de fondo plano de 24 pozos, cada pozo con 2 ml de capacidad,
11 mm de dismetro; en cada pozo se sembraron 1.5 x 10° células en
1 ml de medio de cultivo, se incubé la placa a 37° C hasta la
aparicién de una monocapa confluente (aproximadamente 7 dias). Para
inocular especimenes faringeos se removié el medio de crecimiento
Yy se colocd medic RPMI 1640 sin SBF, con 10 ug de tripsina por ml.
y antibiéticos a 1las concentraciones antes mencionadas. El
crecimiento viral se detecté por hemaglutinacién, tomando una
alicuota de 50 ul del medio de cultivo, y se mezcl6 con un volumen
igual de una suspensién de eritrocitos de pollo al 0.5%, a 4° C por
30 - 45 min. en los dias 5 y 10 post-infeccién, adicionalmente se
hizo hemadsorcidén con eritrocitos de rata los dias 10 y 14.

B.- HUEVO EMBRIONADO

Se inoculd cada especimen en dos huevos embrionados de gallina de
9 dias de edad, 0.1 ml en la cavidad amni6tica y 0.1 ml en la
cavidad coriocalantoidea; se incubaron por 72 h a 34° C, se
refrigeraron (4° C) por 16 h para minimizar la contaminacién por
eritrocitos durante la cosecha y se colectaron por separado los
fluidos de cada cavidad; el crecimiehto viral se determinéd por

hemaglutinacifn (ver anteriormente).
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BUSQUEDA DEL VIRUS INFLUENZA C POR CULTIVO
A) .- ESTUDIO DE FAMILIAS.

Los especimenes usados en esta parte se mantuvieron congeladon
a -70° ¢ por 1 - 3 afos'"%”?, corresponden a 27 nifios participantes
en el estudio de familias, en los que se detectd incrementoc en el
nimero de anticuerpos contra el virus tipo C en 1987 - 1989, en 13
casos habia un especimen disponible, que correspondié al pericdo
del incremento de anticuerpos; cada especimen fue inoculado en
cultivo de células HMV-II y en 2 embriones de pollo de 9 dias de
edad.
B.- PROGRAMA DE VIGILANCIA DE INFLUENZA.,
Se usaron 730 especimenes tomados de nifios de 1 - 3 afios de edad en
el periodo Sept. 1987 — Abril 1990. Aquellos especimenes colectados
en el otofio de cada afio (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 PO VI N

ELISA.- Se usaron placas rigidas de poliestireno, de fondo
plano, primeramente se cubrié la fase s6lida con una dilucién de
antigeno consistente en 8 unidades hemaglutinantes de virus
completo purificado, en soluci6n amortiguadora de carbonato, pH 9,
100 pl por pozo, se mantuvo a 4° C por 16 a 18 h; en los pasos
subsecuentes la reaccién se llevs a cabo a 25° C, y en cada etapa
se hicieron 3 lavados con scoluciédn de PBS-Tween 20 al 0.05%; la

placa fue cubierta con 200 ul de soluciédn de PBS-albGmina sérica
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bovina al 1%, por 1 hora. 100ul por pozo del sueroc a probar se
afadié en diluciones seriadas al cuadruplo, principiando con 1:64,
hasta una dilucién de 1:262,000, se incubé por 16 h, luego se
afiadieron 100 pl suerc de cabra anti-gamma glubulina humana, se
incub6é por 5 h. Finalmente se agregaron 100 ul, de suero de cerdo
anti-gamma globulina de cabra conjugado con fosfatasa alcalina
(Laboratorios Caltag), se incubé por 16 h;como substrato se usaron
100 ul p-nitrofenil fosfato disuelto en amortiguador e
dietanolamina, durante 15 min, la reaccién se detuveo con 100 ul de
NaOH 3M y se midié el cambio de color como densidad Optica a 410 nm
en un fotémetro Dynatech MR600¢7,

TRATAMIENTQ DE SUEROS8 PARA DESTRUIR INHIBIDORES INESPECIFICOS DE LA
HEMAGLUTINACION

Se realizaron los siguientes métodos!''?

A) .- INACTIVACION POR CALOR.=- 56° C por 30 minutos.

B) .~ ENZIMA DESTRUCTORA DE RECEPTORES (EDR).- A un veoelumen (vol.)
de suero se le agregaron 2 volimenes de EDR, 200 U/ml en sol.
salina-calcio, se incubdé por 16 - 18 h. a 37° C y se agregd un
volumen de citrato de sodio al 7%.

C) .- PERIODATO DE POTASIO.- A un vol. de suerc se agregaron 2
vol. de solucién de KIO, (0.02 M) recién preparada, se incub6 a 25°
C por 15 min y se agregé 1 vol. de glicerol al 1% en sol. salina.

D) .-~ ADSORCION CON CAOLIN.- A un vol. de suero se agregaron 4
vol. de suspensién de caolin al 25% en PBS, se incubd por 30
minutos a 25° C y se centrifugé a 3000 rpm en una centrifuga de

mesa, y se recogié el sobrenadante.
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E) .= ADSORCION CON ERITROCITOS DE POLLO.- 0.1 vol de eritrocitos
lavados en PBS se resuspendieron en un vol. de suero y se incubd a

4° C por 30 min., se centrifugaron a 1,500 rpm y se colectt el

sobrenadante.
REMOCION DE INMUNOGLOBULINA SERICA POR ADBORCION CON PROTEINA A.-

Se usd una suspensién de S, aureus productor de proteina A tratado
con formol (Bethesda Research Laboratories), resuspendiendo el
paquete de bacterias en el suero a volGmenes iguales, se lncubo a
25° C por una hora y se centrifugé a 3000 rpm, colecté&ndose el
sobrenadante.

REACCION DE INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION.=- Se usaron placas de

microtitulacibn rigidas de poliestireno de fondo c6nico, 96 pozos,
se hicieron diluciones de suero seriadas al doble en 25 ul de PBS,
la reaccién se llevd a cabo a 4° C, el suero fue inactivado por
calor y no fue necesario tratarlo para remover inhibidores
inespecificos (Ver: estandarizacién de las técnicas serol6gicas en
la seccidn de resultados) la dilucién inicial fue 1:4, a cada
dilucién se le agregé 25 ul de una suspensién de 4 unidades
hemaglutinantes (estindar del Centro de Control de Enfermedades,
Atlanta, Ga.) de virus C/Taylor/ 1233/47, se incubdé por una hora,
se agregaron 50 pl por pozo de una suspensién de eritrocitos de
pollo al 0.5%, se dejaron sedimentar por 45 a 60 min; el titulo de
anticuerpos séricos se tom6 como la dGltima dilucién del suero que
inhibi6 la hemaglutinaciodn.

MICRONEUTRALIZACION.~ Se hizo una modificacién de la técnica

de Frank"®. ge cultivaron células MDCK de entre 70 y 80 pases, an
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placas de microtitulacién de 96 pozos, de fondo redondo, con una
siembra de 1 x 10° células por pozo en 0.1 ml de Medio Minimo
Esencial, Earle, 10% de SBF, se dejaron crecer por 48 horas hasta
alcanzar confluencia en la monocapa, luego se cambié el mcdlo de
cultivo por medio de mantenimiento, S0 ul MME sin S8F con
antibidéticos (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 dilucibén inicial
fue 1:2, en 25 ul de MME. A cada dilucidén de suero se le agregé una
suspensién de virus C/Taylor/1233/47 en MME con 2% de suero normal
de hamster, la suspensidon se ajusté a una concentracién de 16 a 50
DICTs,/25 pl; la mezcla suero-virus se incub6 por 1 hora a 25° C,
Yy se hizo la inoculacién sobreponiendo la placa de transferencia a
la placa con las células, ésta se incub8 a 34° C en una atmésfera
de 5% CO,, por 18 horas y se cambi6 el medio por MME sin SBF con
tripsina, 4 pug/ml y antibiéticos, se incubé por 6 dias en las
mismas condiciones; la lectura de la prueba se hizo agregando a
cada pozo 50 ul de de eritrocitos de pollo al 1%, se mantuvo la
placa a 4° C por 45 min; el titulo de anticuerpos se tomé como la
Gltima dilucidén del suero que impidié el crecimiento viral, éste se

determind por aglutinacién de eritrocitos.
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RESULTADOS
ESTANDARIZ2ZACION DEL CULTIVO DE VIRUS,

Se hicieron titulaciones de dos lotes de virus, C2 y C3 en
donde se compar® la sensibilidad del cultivo en huevo, en células
de rifién de mono (primarias) y en lineas celulares MDCK y HMV-II.
El cultivo en embrién de pollo resulté en titulos >1 x 10%, (lote c,
Y 1 x 10, (lote C;) comparado con titulos de 1 x 10%%® y 1 x 10"®
para los diversos cultivos celulares, los resultados se muestran a

continuacién.

TABLA 1.- BFICIENCIA DE LOS DIFERENTES SISTEMAS DE ENSAYO PARA
EL CULTIVO DE VIRUS INFLUENEA TIPO C

lote C
; 210° 1078 o~ ND
Lote C, 10° 108:50 ND 108
_ St

Rendimiento del virus en unidades infecciosas por ml.
Titulo medio geométrico de 9 titulaciones.

Lo\

Los eritrocitos de cobayo, se adsorben en las cé&lulas 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 € solo se alcanza a un maximo de 2+ que corresponde al 50% de

la monocapa celular con eritrocitos adsorbidos (ver Tabla 2).
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TABLA 2.- COMPARACION DE LA HEMADSORCION DE ERITROCITOS DB
DIFERENTHS ESPECIES EN CELULAS INFECTADAS CON VIRUS INFLUENZA.

HEMADSORCION MAXIMA® n

TIPO DE VIRUS R ——
A/Taiwan/1/86/ (H,N,) 4+ 4+ 4+
A/Mississippi/1/85/ (H,N,) 3-4+ 3-4+ 3-4+
B/Victoria/2/87 4+ 4+ 4+
L C/Taylor/1233/47 0 1-2+ 1-2+
— = e e ————|

Rango de hemadsorcién: 1+ = 25%, 2+ = 50% 3+ = 75%, 4+ = 100%
Suspensién al 0.01% en solucidédn salina.

Mezcla de eritrocitos de las dos especies a partes iquales,
concentratidn final: 0.02%.

a
b
(o

Se buscd determinar la capacidad del virus de conservar la
infecciosidad a 4° C por tiempo prolongado, considerando que una
vez tomados los especimenes, en ocasiones no es posible inocularlos
el mismo dia, por lo que se tienen que almacenar en refrigeracién.
La curva de supervivencia del virus (Fig. 2) muestra un titulo de
virus inesperadamente bajo en el dfa 0, de 1.6 log,, /25 pl en el
lote ¢ y 2.3 log,,/25 pl en el lote C,; los titulos de virus
permanecieron sin cambio hasta por cinco dias. La curva de
crecimiento del virus en placa de microtitulaciébn (Fig. 3),
muestran gque se alcanzan titulos suficientes de virus, 5 y 6.5
log,;, al 62 dia, por lo que se escogidé leer la prueba ese dia.
BUSOQUED EL VIRUS POR v

ESTUDIO PROSPECTIVO. Se buscd cultivar el virus influenza tipo
C a partir de especimenes obtenidos dentro del programa de
vigilancia de influenza en un periodo de dos afios comprendido entre
octubre de 1988 y octubre de 1990 (Fig. 4); en dicho periodo se

procesaron 2,374 especimenes de exudadeo faringeo tomados de
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FIG 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 CE-
LULAS MDCK, DETERMINACION UNICA.
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FIG 3 WMCRONEUTRALIZACION

CRECIMIENTO DEL VIRUS TIPO C (LOTE C3)

A— A WMAKRMO 8- -0 uEen [ @nis ON 8
FRLERAS
530 -
\\\
& \
504 | “"*“~ ,/’
/‘
/, "’*""‘
;. -
4718} A %
‘,/ /, \\ @
7 \
@ // |
452 w--—o m
4.26 B
‘ oo A i i | J I i L ] '

FIG. 3.-

4 $ 6 7 8 8 10 11 12

DIAS DESPUES DE LA INFECCION

TITULACION DEL VIRUS C/TAYLOR/1233/47 EN MICROPLACAS DE CE
LULAS MCDK PARA LA DETERMINACION DEL TIEMPO OPTIMO DE LEC-
TURA EN LA PRUEBA DE MICRONEUTRALIZACION.



40

FIG 4 ESPECIMENES PROCESADOS PARA
CULTIVO DEL VIRUS TIPO C
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FIG. &.- NUMERO DE ESPECIMENES TOMADOS DE PACIENTES CON ENFERMEDAD
RESPIRATORIA AGUDA EN EL PROGRAMA DE VIGILANCIA DE INFLUEN

ZA Y NUMERO DE ESPECIMENES PROBADOS POR CULTIVO BUSCANDO -

AISLAR EL VIRUS INFLUENZA TIPO L.
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personas con sintomas de enfermedad respiratoria aquda; los
cultivos de cé&lulas MDCK fueron absorbidos con eritrocitos de rata.
No se detectaron virus tipo C en este estudio.

ESTUDIO RETROSPECTIVO. Se usaron especimenes almacenados a
-70°, tomados de nifios de 1 a 3 afios en el programa de vigilancia
de influenza. Se aislaron 6 virus identificados como Parainfluenza
tipos 1 y 2. En 13 especimenes de nifios con aumento en el titulo de
anticuerpos contra el virus tipo C, no se hallaron virus, (Tabla 3)
TABLA 3.- RESULTADOS DEL CULTIVO DE ESPECIMENES RESPIRATORIOS

COLECTADOS DE NINOS DE 1 - 3 ANOB DE EDAD, QUE SUFRIAN ENFERMEDAD
RESPIRATORIA AGUDA.

_— . —— — F
Fuente de Tiempo de No. de aislamientos n
Especimenes coleccibn Nimero .
en 1987 -1989 Huevos HMV-11I

Vigilancia en Sept 1 - Dec 31 287 0 &®
la Comunidad

Jan 1 - Aug 31 443 NE 0
Estudio de Nov 1 - Dic 31 13 0 0
Familias

a = Linea 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 identificacién de cepas de
virus tipo C aislados en cultivos celulares o en embrién de pollo,
(Fig. 5) se puede diferenciar claramente entre el tipo C y los
tipos B, A/H,N, y A/H,N,; el limite de sensibilidad de la prueba en
términos de cantidad de antigeno viral es de 0.5 UHA,
lo que corresponde a 1 x 10 DIK,.

DETECCION DEL VIRUS POR LA ACTIVIDAD DE ESTERASA

El ensayc de esterasa (Fig 6) es otra técnica implementadd
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FIG 5 ELISA PARA DETECTAR
VIRUS INFLUENZA TIPO C
®—OC/TAY- A--AA/MIN1 O---OA/HIN2 + 4B

LOR
2
®
| @
o ~--~--'—--~...
0

8 4 2 1 0.6 025 0,126

UNIDADES HEMAGLUTINANTES

FIG. 5.- ELISA EFECTUADA CON UN ANTICUERPO DE COBAYD PARA LA
CAPTURA DEL VIRUS INFLUENZA C/TAYLOR/1233/47; LA -
PRESENCIA DEL ANTIGENO FUE DEMOSTRADA CON ANTICUER-
POS DE CONEJO ANTI-C/TAYLOR/Y CONJUGADO DE CABRA -~
ANTI-GAMMAGLOBULINA DE CONEJO. SE COMPARO LA REACTI
VIDAD CON LOS VIRUS A Y B.
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FIG € ENSAYO DE ESTERASA
VIRUS C/TAYLOR/1233/47
e—@pH 7.3 A--ApH 6.2
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FIG. 6.- ENSAYQO DE LA ACTIVIDAD DE LA ESTERASA DEL VIRUS INFLUENZA
TiPo C usaNDO P-NITRo FENIL ACETATO (PNFA) COMO SUBSTRATO.
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para la identificacién 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 1la
sensibilidad es de 1-2 UHA, en ambos casos el substrato es P=-
Nitrofenil-acetato (PNFA) 1 mM. Se probarcn 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 Sptica
(DO) a 410 nm, aumentan en proporcidén directa con la cencentracidn
de substrato pero la sensibilidad de la té&cnica se incrementa solo
en forma minima: de 0.25 a 0.5 UHA, las concentraciones 4 y 8 mM
presentaron problemas de solubilidad y aparicién esponténea 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 enzimatica, y es posible diferenciarlos del tipo C

hasta una concentracién de 0.5 UHA, (substrato PNFA,1 mM pH7.3).

ES8TANDARIZACION DE L TECNICRS SER

Las técnicas seroldgicas para la medicién de anticuerpos contra el
virus influenza C disponibles a la fecha en que se realizé este
estudio eran: Inhibicién de la Hemaglutinacién (IHA®') y ELISA!Y);
para este trabajo se hizo una adaptacién de 1la técnica de
microtitulacién!'® en células MDCK, usando el virus tipo C
completo como antigeno para medir la respuesta de anticuerpos.

-

1) .- INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION

Se hicieron experimentos para confirmar que no es nacesario tratar
el suero para remover inhibidores no especificos!®'.%) ge compar6 el
titulo de anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacidn en el suero

antes y después de tratamiento con EDR, Caolin, K10, y calor (56°
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FIG 7 PRUEBA DE ESTERASA
COMPARACION DE TIPO8 A B y C
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FIG. 7.- COMPARACION DE LA ACTIVIDAD DE ESTERASA DE LQOS VIR
11233/47.

JTAIWAN 1/86/(H.N,), B/ANN/ARBOR v C/TAYLOR
PNFA 1 uM PH 7.3
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C, 30 min.). En ninguno de los tres sueros hubo diferencia mayor de
un factor de dilucién (1 tubo) con los métodos de KIO, y calor,
con caolin y EDR las diferencias observadas llegaron a 2 factores

de dilucidn (2 tubos) como maximo (Tabla 4).

TABLA 4.~ COMPARACION DE TRATAMIENTOS PARA REMOVER LOS
INHIBIDORES NO-EPECIFICOS DEL S8UERO HUMANO

PROCEDIMIENTDO

No. de Suero

Ninguno
16°

Ads® 16 8 4 8 16 !

No Ads 16 8 8 8 8
86580

Ads 8 4 4 8 8

No Ads 64 64 64 64 32
86582

Ads 64 64 32 32 J2

56 °C por 30 minutos.
Titulo expresado como la reciproca de la dilucién,
Adsorbido con eritrocitos de pollo.

aow
[ |

Otra forma de detectar inhibidores no especificos se hizo con la
comparacidén de titulos de wun mismo suerc resultantes del
tratamiento para remover inhibidores y adsorciétn con proteina A
para ligar anticuerpos IgG, en este caso hubo un titulo de
anticuerpos de 1:4 despues de la adsorcién con §, aureus producter
de proteina A, fijado con formalina. Estos anticuerpos residuales
no se pudieron adsorber aln después de repetir el procedimiento;
los titulos obtenidos después de los diversos tratamientos para

inhibidores no especificos son comparables, con una diferencia no
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mayor de un factor de dilucién (1 tubo).

La reproducibilidad de la técnica de IH midié comparando s
titulos de dos alicuotas de cada uno de 53 sueros de pe
adultas. Las diferencias fluctuaron con una diferencia de un t
entre los dos titulos.

2) ELI8SA.- Se determindé la cantidad minima de antigeno (vi s
conpleto purificado) necesaria para cubrir la fase sélida
poliestirenc en cada pozo de la placa de microtitulacién (flg. &
la mdxima lectura se cbtuve con una concentracién eguivalente a &4
UHA por ml, a una dilucién de 1:32,000 la DO a 410 nm todavia f &
mas de 5 veces mayor que la lectura de DO 0.01 correspondiente al
control negativo (pozo no cubierto con antigeno). La concentracién
mds baja incluida en esta prueba fué 0.5 UHA y en este ca o
curva de lecturas fué& muy baja. Se escogid una concentracién d
UHA, para permitir el ahorro de antfgeno, pero aftn teniendo
consistentemente lecturas de 4 veces o mas la cifra del con r
negativo. También se compararon los tiempos de incubacién estanda
usados en un ensayo similar para medir anticuerpos vs. los virus

y B: 18 horas para el suero problema y 5 horas para el sue d
cabra anti-humano con tiempos mas cortos (Fig 9) 3 horas y 1 ra
cada uno; el tiempo de 3 horas revelé una curva de lectu y
titulo del suero similar a los tiempos estandar; las incubaci nes
de una hora, tuvieron una lectura ma&xima de 25% de las anter or s
pero las lecturas de fondo se redujeron en la misma proporci ,
pudiendose determinar el mismo tituloc en el suero: 1:64
tomando la dltima dilucién que did 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 mi
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DILUCIONES DEL SUERO #86579

FIG. 8.- DIFERENTES CONCENTRACIONES DE VIRUS INFLUENZA C/TAYLOR/1233/47
PROBADAS CON LA TECNICA ELISA PARA LA DETECCION DE ANT1CUERPOS
HUMANOS CONTRA EL VIRUS.
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FIG 9 VARIACION DE TIEMPO (ELISA)
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DILUCIONES DEL SUERO #86682

FIG. 9.- VARIACION EN LOS TIEMPOS DE INCUBACIGN PARA EL SUERO DE CA-
BRA ANTIGAMMAGLOBUL INA HUMANA (VALOR SUPERIOR) E IGG DE CER
DO ANTIGAMMAGLOBUL INA DE CABRA, CONJUGADA CON FOSFATASA AL-
CALINA (VALOR INFERIOR) EN ENSAYO ELISA PARA LA DETECCION
DE ANTICUERPOS HUMANOS CONTRA EL VIRUS INFLUENZA Ti1P0 C.




50

previamente se demostra-ron anticuerpos se adsorbié con proteina A
de S. aureus y se com—paré el titulo de anticuerpos antes y después
de 1la adsorcién para comprobar gque la técnica ELISA mide
anticuerpos IgG (Fig. 10), se emplearon tiempos de incubacién de 1
hora para el suero humano y el 20. anticuerpo (de cabra, anti-gamma
globulina humana), la adsorcidn removié las IgG, resultando una
curva de lectura semejante al contrel negativo.

En la reproducibilidad de ELISA hubo diferencias de -2
factores de diluci6én en 4 sueros (7%) y de +2 factores de dilucién
en 19 (36%); no hubo diferencia entre -4 y +4 factores de
dilucién, por 1lo gue se acept6 este l1limite para determinar

incrementos en el titulo de anticuerpos.

3) MICRONEUTRALIZACION.

Primeramente se verificé la concentracién de tripsina necesaria
para el crecimiento viral. Se probaron concentracionés de tripsina
de 1, 2 y 4 pg /ml, por triplicado; no se usaron mayores
concentraciones porque ocurre dafio celular y la monocapa de células
se desprende. Se observé un incremento de 2.19 log,, en el titulo
de infecciosidad con el uso de tripsina (p =0.01), mientras que en
la concentracién de tripsina de 1 - 4 gg/ml hubo una diferencia de
0.03 log ., (p=.72), se utilizd una concentraci6tn de 4 pug para
aseqgurar la actividad enzimd@tica por mayor tiempo a la temperatura

de incubacidn: 34° C (Tabla 5).
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Fi6. 10.- COMPARACION DE LAS LECTURAS DE DENSIDAD OPTICA EN ELISA
PARA DETECTAR ANTICUERPOS HUMANOS, DESPUES DE REMOVER
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TABLA 5.- EFECTO DE LA CONCENTRACION DE TRIPSINA BOBRE EL
CRECIMIENTO DEL VIRUS TIPO C
=

PLACA 1 PLACA 2 PLACA 3 T.M.G.®
4pg/ml® 4.83° 4.41 4.83 4.69
2 pg/ml 4.66 4.58 4.75 4.66
1 ug/ml 4.83 4.58 4.75 §.72
0 2.50 2.50 2.50 2.50
—— -

Titulo Medio Geométrico.
concentracién de Tripsina Worthington.
log,, por 25 pl.

Qo
nwnn

En la curva de crecimiento viral (Fig. 3) se observan titulos
elevados desde el 4o0. dia. El méximo titulo de infecciosidad se
obtuve al 6c. dia, manteniéndose constante este titulo hasta el dia
12, por lo que se decidid hacer la lectura de todas las pruebas al
6o. dia. Se midio el titulo de infecciosidad comoc la Gltima
dilucién de la suspensibn viral gue después de 6 dias de incubacién
en las células MDCK indujo aparicidén de actividad hemaglutinante an
el medio de cultivo, esta actividad se demostr6 agregando 50 pl de
una suspension de eritrocitos de pollo al 1%, gue se deja
sedimentar por una hora. Se compararon los titulos de infecciosidad
obtenidos con eritrocitos de pollo y de rata, observindose una
diferencia maxima de 0.5 log,, entre los titulos obtenidos (p
<0.1), también se compararon 3 temperaturas diferentes: 4, 25 y 37°
C, resultando titulos idénticos a 37 y 4° C, y una diferencia de
0.4 log,, entre estos y 25° C para los eritrocitos de rata; con los
eritrocitos de pollo los titulos a 4 y 37° C también son idénticos,
pero hay una diferencia de 0.1 log,, entre estos y los titulos a 25°
C. Las pequefias diferencias encontradas observadas parecen indicar

que los eritrocitos de rata son mas sensibles que Jlos de pollio,



perc se decidid usar esta Gltima especie por ser mas faciles de
obtener, mas estables durante el lavado y sedimentar mas pronto. La
lectura de la prueba se incub® a 4° C para retardar la elucién de

los virus y conservar el patrén de hemaglutinacién.

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

— -~ )
Temperatura Especie de Eritrocitos®
de incubacién Rata Pollo
4° C 5.5, 5.0
25° C 5.1 5.1
371%|C 5.5 5.0
S

a = suspension al 1%, 50 pl por pozo, leido como HA después
de 1 hora, el virus se dejé crecer por 6 dias.
b = logm por 25 ul.

Se midié la reproducibilidad de la técnica con 100 sueros
divididos en pares de alicuotas cada alicuota se procesé por
duplicado, asignando valores intermedios 0.5 y $1.5 cuando
resultaron diferencias de una dilucién entre los dos titulos de una
misma alicuota, 96 sueros tuvieron una diferencia de <1 log,, y en
ningGn caso la diferencia de los titulos alcanzé 2 log,. Se
establecid® gque una diferencia de 2 tubos o mi&s (factor >2)
constituye un aumento significativo en el titulo de anticuerpos
entre dos muestras de suero (fase aguda y fase convalesciente)
tomadas con un intervalo mayor de dos semanas.

19) CION DE LAS TECNICAS 8 L
Se usaron los sueros de 28 nifios de 0 - 13 afios que participaron

por 1 a 2 afios en el Estudio Longitudinal de Familias, a
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continuacién se resumen las caracteristicas de este grupo.

TABLA 7.~ SUEROS8 DE INFANTES8 PROBADOS MEDIANTE LAS8 TECNICA8 DE
INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION, ELISA Y MICRONEUTRALIZACION.

No. de Nifos 28 "

Rango de Edades (Media) <1l - 13 (1.7)

No. de Sueros 92

Rango de nGmero de sueros por nifio 2 - 6
L‘Media del nimero de sueros por niﬁg _ 3.8

Cada suero se probdé por las tres técnicas: IH, ELISA vy
Microneutralizacién. No hay discrepancia entre las técnicas de IH
y Microneutralizacidon para detectar incrementos en el titulo de
anticuerpos; en un caso la técnica de ELISA no detectd dicho
aumento.

Se encontraron 4 incrementos en el titulo de anticuerpos
detectados por las tres técnicas. Los titulos resultan ser mas
altos por la técnica de ELISA, pero son proporcionalmente similares
en las tres técnicas; ademds se did el caso de un recién nacido en
el que se halld un titulo de anticuerpos, adgquiridos muy
posiblemente por via transplacentaria, y en la siguiente muestra de
suero obtenida a la edad de 1 afo 10 meses, tenfa un titulo
similar; en este caso se considerd que habla ocurrido infeccién con
el virus influenza C en el tiempo transcurrido entre las dos
muestras, puesto que 109 nifios tenian un titulo de anticuerpos que

desaparecid entre los 6 y 12 meses,
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TABLA 8.- AUMENTOS EN EL TITULO DE ANTICUERPOS EN 5 NINOS MEDIDOS
POR LA8 TECNICAS DE IH, ELIBA Y MICRONEUTRALIZACION.

TR s e U
Nifio No. Edad IH=* MICRONEUT.* ELISA®
3a én <4 <2 256
2
43 128 64 4096
ém <4 3 64
9
la 7m 8 128 256
R. nacido 32 96 1024
10
la 10m 16 128 1024
em <4 6 64
13
12m 16 64 1024
4a 3m <4 <2 256
15 .
4a 8m 64 64 1024
e e

* = Titulos expresados como la reciproca de la dilucién.

El coeficiente de correlacibén (r) entre las tres técnicas (tabla
9) resultd mas elevado entre IH y Microneutralizacién (r-0.88) y
menor entre Microneutralizacién y ELISA (r=0.76). Las <tres
comparaciones son similares, (p < 0.01), lo que indica una fuerte

correlacidn positiva.

TABLA 9.- CORRELACION ENTRE LAB TECNICAS SEROLOGICASB.

- ——~— = ——ea—— _
TECNICA r ré
IH-MICRONEUTRALIZACION 0.88® 0.77
IH-ELISA 0.83" 0.68
MICRONEUTRALIZACION-ELISA 0.76° 0.59

a=p< 0.01
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SERQEPIDEMIQOLOGIA

336 nifios participaron en el estudio de familias, habia
muestras de suero disponibles de 311, sus edades eran de 0 a 14
aflos; 200 nifios eran recién nacidos o menores de un afio que tenian
anticuerpos, los gue se consideraron de origen materno; 38 niflos
mayores carecian de anticuerpos. 73 nifios mayores de un afio
ingresaron al estudio teniendo anticuerpos. El tiempo de
participacién de estos nifios en el estudioc fue de 1 a 14 afios,
(media de 6.45 y mediana de 6 afios). Este estudio conatituye una
observacidn de 2006 nifios-afic. Se usé la microneutralizacién para
medir el titulo de anticuerpos contra el virus influenza C en cada
muestra de suero dispenible. En la tabla 10 se sumarizan las

caracteristicas de esta poblacién.

TABLA 10.- CARACTERISTICAS DE LA POBLACION EN ESTUDIO.

. ]

NGmero de familias 298
NGmero de nifios en las familias 336
Namero de nifios incluidos en el estudio 311

Edades de los nifios al entrar en el estudio <1 - 16 afios

Recién nacidos con anticuerpos maternos 200

Nifios mayores sin anticuerpos 38

TOTAL DE NINOS SUSCEPTIBLES -238

Niflios mayores con anticuerpos 73

NGmero de afios en el estudio (rango) 1 - 14

Media del nimero de afnos en el estudio 6.45
Mediana 6 “

Ndimero total de aflos-nifio en estudio 2006 H
— e




37

Tanto los menores de un afio que tenian anticuerpos como los nifos
mayores gque carecian de anticuerpos se conslderaron como
completamente susceptibles; en total este grupo constituye un total
de 607 nifios—afio; 159 de ellos tuvieron seroconversién documentada,
o sea la aparicidén de anticuerpos contra el virus influenza tipo C.
La evidencia serolégica de infecci6én en los nifios del estudio se

resume en la tabla 11.

TABLA 11.- RESUMEN DE LA EVIDENCIA BEROLOGICA DE INFECCION POR
VIRUS INFLUENZA TIPO C EN LOS NINOS8 OBSERVADOE LONGITUDINALMENTE

e=———— =
Namero de nifios susceptibles® 218
No. de nifios-afio susceptibles en observacifn 607
No. of nifios con seroconversi6tn documentada 159
No. de nifios que originalmente tenian anticuerpos 73
No. de nifios-afio sercpositivos en observacién® 1399
No. de niﬁes con aumento en el tItulgﬁde anticuerpos 824;m

a = Recién nacidos y nifios mayores sin anticuerpos séricos
detectables

b = Los nifios inicialmente susceptibles fueron incluidos
después de la seroconversibn,

c = Diferencia mayor del cu&druplo entre los titulos de dos
nmuestras de suero.

Se consideraron como seropositivos los 73 nifios que ya tenian
anticuerpos al entrar al estudio, junto con 1los que tuvieron
seroconversién (n= 232), este grupo constituye un periodo de 1399
nifios-afio de observacién. En los nifios seropositivos hubo 82 casos
en que ocurrid un aumento cuidruple o mayor en el titulo de

anticuerpos, estos casos se consideraron como episodios de

reinfeccién.
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Ocurrieron casos de infeccion en cada unce de los afics del periode
de cbservacidén 1975-1989., La distribucitn de los 159 casos de
seroconversidn (primo-infeccién, Tabla 12 y Fig 11) abarcé cada uno
de los afios del periodo de estudic. Ocurrieron, un minimo de 2 en
1975=76, 3 en 1977-78, las cifra mixiwa fue de 32 en 1978-79; la
nedia fue de 11.3, la mediana de 11.5. Los episcdios de reinfeccién
también ocurrieron en cada uno de los afios del estudic el namero
minimo 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 infeccidn (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 reinfeccién fueron 0.01 en 1979-80 y 0.02 en 1987-88,
las mayores: 0.27 en 1976-77 y 0.26 en 1975-76, la media es de
0.08, mediana de 0.05.

En cuanto a la distribucién de infeccién por grupos de edad
(Tabla 14 y Fig 12) el nimero miximo de seroconversiones ocurrié
entre los nifios de 1 afia: 48 casos (33%), Y hub¢o progresivamente
nenor cantidad de casos conforme aument$ la edad, en el grupo de 8
afios se registraron 4 episodios de primoinfeccién y no hube
seroconversiones en ninguno de los grupos mayores de 8 asfios; el
nimer¢ de susceptibles disminuyd en forma paralela de un waximo de
156 en el grupo menor de un afio hasta <2 en los grupos mayores de
8 aflos. Al alcanzar la edad de 3 aflos 79% de las n;nos habian
experimentado la infeccién. Por otro lado las reinfecciones fueron
escasas antes de los 2 afiog, a partir de los 3 afios se observaron

entre 7 y 11 casos (miximo a los 8 afios) en cada grupo etariao,
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INFECCION POR VIRUS INFLUENZA C
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disminuyendo progresivamente de 6 hasta 1 caso por grupe etario en
la adolescencia (14 - 16 ahos).

El nimero de afios-nifio en el grupo de seropositivos alcanzd el
niximo en el grupo de 2 afics disminuyendo paulatinamente hasta un
ninimo de 30 en el grupo de 16 afics, La tasa de la primo-infaccién
mas baja es la del grupo metor de 1 afio: 0.1, la tasa wae alta
ocurridé a los 8 afios: 1.00, en total habla 4 nifios bajo estudio en
este grupo de edad; en cuanta a la reinfeccién, la tasa minima
ocurrié a les dos afios: 0.01; la tasa maxima ccurrisé a los 8 afcs:

0.09. La proporcidn de sero-negativos/seropositives alcanza el

nivel medio (50%) entre los 2 y 3 afios (Fig. 13).

200 nifos entraron en el estudio al momento de nacer y se tomé

una muestra de suero del cordén umbilical, en todos los casos

existian titulos de anticuerpos. En 109 de estos nifios habia
tanbién una ¢ mas muestras de suero tomadas durante loa primercs 12

meses de vida, estos 109 infantes continuaron siendo observados

después de este perliocdo (Fig. 14, no se incluyen los nifos que
seroconvirtieron); En el grupo de neonatos, el nivel de anticuerpos
al nacimiento es de 5.7 log, y descendié 1 log, cada 50 - 60 dias
aproximadamente, empezaron a verse nifios sin anticuerpos a los §
meses. Todos eran seronegativos a 1os 11 weses (titulos <1:2 en la
técnica de microneutralizacién).

Se determind la persistencia de titulos de anticuerpos después
de la seroconversién en 17 nifics con muestras de suerc disponibles

por 10 afios (Fig. 15, no se incluyen nifics con evidencia seroldgica
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FIG 13 PORCENTAJE DE NINOS 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 15 PERSISTENCIA DE ANTICUERPOS
DESPUES DE LA PRIMERA INFECCION
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FIG. 15.- PERSISTENCIA DE ANTICUERPOS SERICOS EN 17 NIROS SEGUI~-
pos POR 10 AROS DESPUES DE LA PRIMOINFECCION,
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de reinfeccion). La media geométrica de los titulos después de la
infeccién fue de 5.94, ocurrié6 un descensc constante en los
titulos, pero con una curva de pendiente muy poco inclinada, al
final de los 10 afios, la diferencia total fue de 1.12 log,.

El tiempo transcurrido entre dos elevaciones de anticuerpos
(tiempo de reinfeccién) fue de 1 - 8 afios, con una media de 3.8,

mediana de 4 (Tabla 15).

TABLA 15.- TIEMPO TRANSCURRIDO ENTRE LA PRIMERA Y LA BEGUNDA

INFECCION
-
Afios entre infecciones Naimero de casos
1 8 INTERVALO
2 9 MEDIO = 3.8
ANOS

3 6

1 4 6
5 7
d L MEDIANA
7 3 4 ANOS
8 3

A S |

Se seleccionaron los datos de 25 pares de sueros con aumento
en el titulo de anticuerpos y que fueron tomados con un intervalo
menor de 3 meses, para buscar un patrédn estacional durante el aho,
3 de ellos ocurrieron durante dos estaciones, por lo que se asignd
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 otofio.
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TABLA 16.- OCURRENCIA ES8TACIONAL: CABOS8 CON INTERVALO <3 MESES
ENTRE LA PRIMERA Y LA SEGUNDA MUEBTRA DE BUERO.

No. de Casos® %

OTONO 11k 46

INVIERNO 5 20

PRIMAVERA 4 16

VERANO 4% 18
TOTAL 25

a = Casos que abarcaron dos temporadas se dividieron entre dos y
se asignd® una mitad a cada estacién.

ENFERMEDAD CLINICA. La mayoria de las muestras de suero
fueron tomadas a intervalos de 4 - 8 meses, periodo demasiado largo
para establecer una asociacién con entidades clinicas determinadas;
no obstante, se compararon leos nimeros de nifios gque no tienen datos
clinicos de enfermedad registrados durante el tiempo en que ocurrié
el aumento en el titulo de anticuerpos con los gque si hay datos de
enfermedad durante tal periodo (Fig 16), 137 (85%) de los nifios con
seroconversién tuvieron datos clinicos de enfermedad: 1 a 10
episodios; en 1los nifios con un incremento en el titulo de
anticuerpos sobre un nivel previamente existente, 44 (53%) tuvieron
datos de enfermedad registrada clinicamente. No se noté patrén
alguno de enfermedad clinica entre los nifios con aumento de
anticuerpos comparados a los nifios de edad similar con enfermedad

no asociada con elevacién de anticuerpos.
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FIG 16 VIRUS INFLUENZA TIPO C
EVIDENCIA DE INFECCION Y ENFERMEDAD

B NINOS CON V7774 NINOS  SIN
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FIG, 16.- EVIDENCIA DE RELACION ENTRE ENFERMEDAD E INFECCION EN NI-
A0S 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 -
ESPECIF1COS DE ENFERMEDAD.
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DISCUSION

Los virus influenza tipo A y B causan brotes epidémicos cada
afio 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 neumonia, en
las personas mayores de 65 afios o los pacientes que padecen
enfermedades debilitantes crénicas como neumopatias, nefropatias,
cardiopatias, céncer 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
epidemiolégico en que se ha seguido longitudinalmente una poblacién
infantil mas de 3 afios, para investigar la frecuencia con que
ocurre esta infeccidén en una poblacitén urbana.

AISLAMIENTO DE VIRUS

Para el aislamiento del virus tipo C se ensayaron las condiciones
de crecimiento en diversos cultivos celulares y se compar6 la
sensibilidad de estas células con el cultive en embrién de pollo
por medio de una titulacién simulté&nea. La linea MDCK tiene una
sensibilidad similar al cultivo primario de células de rifién de
mono Rhesus (RhMK), pero la sensibilidad de ambas es menor que la
del huevo embrionado por mas de 2 log,. En cuanto a la linea HMV-
II, la sensibilidad es similar a MDCK y RhMK, Yy menor gue el huevo
embrionado. Esto difiere de lo reportado por Nishimura‘®® quien
encontrd® una sensibilidad de las cé&lulas HMV-II similar al huevo
embrionado. Aunque en este estudio el sistema de cultivo mas

sensible es el huevo embrionado, el cultivo en células HMV=-II o
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MDCK permite el manejo de un mayor nGmerc de especimenes.

Para el cultivo de virus tipo A y B rutinariamente se usan
eritrocitos de cobayo, el virus tipo ¢ no aglutina ni hemadsorbe
eritrocitos de esta especie, y esta podria ser una causa de la baja
frecuencia con que se aisla de personas enfermas, aun cuando la
mayoria de las personas se infectan en algln momento de la nifiez;
en cambio el virus tipo C hemadsorbe eritrocitos de rata aunque no
al mismo grado que los virus A y B. Se demostré por
inmunofluorescencia gque solo estaban infaectadas S0% de las células
(datos no mostrados), lo que indica que esta diferenclia se debe a
la propagacidén poco eficiente del virus en el cultivo celular y no
a la incapacidad de la hemaglutinina viral de ligar eritrocitos.

La infecciosidad del virus se mantiene sin camblo a 4° C por
5 dias, diluido en medio de caldc de infusidén de ternera. Nuestros
datos sugieren que la falta de aislamients del virus no ee debe a
inactivacién durante el transporte al laboratorio antes de la
inoculacién. En esta curva se gbserva un fendmeno poco usual, en el
dia cero hubo un titulo menor que en los dias 1-5, esto &e repitid
con dos lotes diferentes del virus tipo C pero no sucedis sn mas de
10 titulacicnes gque fueron hechas durante las pruebas de
microtitulacién. Ee posible que en estos dos lotes hubieran
agregados de particulas virales que se dispersaron a las 24 horas
de haber pasado la suspensiénh viral a la fase acucsa. En la curva
de crecimiento viral se observaron titulos méximos de virus a los

6 dias. En forma similar, en el reporte de Nerome, el periodo

m&xino de observacién fue de 5 dias.
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ICACION VIRUS

1) .- YO INMUNOBNZIMATICO.- Esta técnica se puede utilizar para
identificar los antigenos virales en los especimenes; en la figura
6 se grafica la cantidad minima de virus gque puede ser detectada en
este sistema: 1x10>% - 1x10°-° DIH,;, que equivale a 0.25-0.5 UHA, lo
que resulta ser una cantidad de particulas virales mas bien
elevada; la especificidad es adecuada, pues permite diferenciar el
tipo ¢ de los tipos A y B. Esta técnica se puede usar antes del
cultivo para el diagnéstico répido del virus en Bsecreciones
nasofaringeas en las fases iniciales de la infeccién, cuando existe
mayor cantidad de descarga viral. .
2) .- BSTERASA.- La enzima destructora de receptores del viruse tipo
C no es una neuraminidasa como en los virua A y B, sino que es una
acetilesterasa que actua sobre el enlace ester acetil=-0O-
neuraminato®®)- Esta diferencia permite la identificacién del virus
usando p-nitrofenil-acetato (PNFA) 1mM como substrato; el limite de
sensibilidad a pH 7.3 es comparable a la técnica ELISA: 1x10*°-
1x10%? DIH;, = 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 concentracién 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 minima, comc cabe esperar en vista que la neuraminidasa de
los virus A y B tiene actividad enzimé&tica diferente.

Se buscé aislar el virus tipo C agregando un pasc adicional de
hemadsorcién con eritrocitos de rata en los tubos con células MDCK

que normalmente se procesan para aislar virus tipo A y B. este paso
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adicional se llevé a cabo los dias 10 y 14 post-inoculacién; en el
periocdo de 2 afios comprendido entre octubre de 1988 y octubre de
1990 se procesaron 5,281 especimenes 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 gque fueron aislados pertenece al tipo C; se hizo un
muestreo proporcional al nGmero de muestras recibidas por semana,
tomandc en cuenta que durante el otofio @ invierno se reciben mas
especimenes. Como se vid anteriormente, la enfermedad pusde ser

leve o asintomatica, por lo que es posible gque la escasez de

aislamientos se deba a esta razén.

Retrospectivamente se buscé el virus en 743 especimenes
obtenidos 1-3 afios antes de nifios entre 1 y 3 afioe de edad,
participantes en el mismo Programa de Vigilancia Comunitaria de
Influenza. Se seleccionf6 este grupo de edad por tener mayores
frecuencias de infeccién; 1las muestras tomadas en otofilo se
inocularon en células HMV-II y en huevos embrionados, las muestras
tomadas en las otras épocas del afio se inocularon solamente en
células HMV-II.. 13 especimenes de hisopado faringeo tomados de
nifios del Estudio de Familias durante el lapso en qgue tuvieron
evidencia seroldgica de infecciétn también f.ueron_ inoculados en
huevo embrionado y en células HMV-II. No se aislaron virus tipo C
de ninguno de los especimenes, en las células HMV-II se aislaron 2
cepas de parainfluenza tipo 1 y 4 de virus parainfluenza tipo 2 en

Noviembre y Diciembre de 1989.



75

CUESTA SEROLOGIC

Para hacer la encuesta serolégica se estandarizaron y compararon
las técnicas de 1Inhibicién de 1a Hemaglutinacion, ELISA vy
Microneutralizacion.

Lo publicado en la literatura®’.%) indica gque no es necesario
tratar el suero humano para destrulr inhibldores no especifices,
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 estandarizacién de la
técnica IH, se compararon 4 métodos de tratamiento de suero para
remover inhibidores no-especificos: Enzima Destructora de
Receptores (EDR), adsorciébn con Caolin, KIO, y calor: 56° C por 30
minutos, Todos éstos métodos de tratamiento tienen en comdn
modificar la fraccién de carbohidrato de 1l1las beta globulinas
normalmente presentes en el suero de las especies de vertaebrados.
Dichas proteinas se combinan con los receptores de las particulas
virales, resultando un efecto de inhibicién de la hemaglutinacién
indistinguible del mismo efecto inhibidor exhibido por 1los
anticuerpos en el suero. La diferencia en los titulos del suero
bajo los diferentes tratamientos es de 1 factor de dilucién (1
tubo), lo que es atribuible a la variaciétn en la dilucién; 1la
adsorcién de los anticuerpos de un suero con proteina A de §.
aureus removié la mayor parte de la actividad inhibidora de 1a
hemaglutinacidén, habiendo un titule residual de 1:4. Esto es
compatible con el hechoe de que IgGy, IgM, IgA, IgD e IgE no son
ligadas por la proteina A. Estos datos concuerdan con la mayoria de

los reportes publicados, que el suero humano carece de inhibidores
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no-especifitos para el virus tipo C!1.64.68) por otro lado, Nishimura
y cols. reportan nifios que tienen titulos de anticuerpos por 1la
técnica IH pero no por RIP y concluyen que es posible que existan
inhibidores inespecificos del suero humano en titulos de hasta
1:16. En este estudio no hay evidencia que apoye este reporte pues
no se entontraron casos en que la técnica IH fuera positiva y ELISA
0 Microneutralizacién fueran negativas, lo que seria de esperar en
caso dd que existieran inhibidores no especificos en el suero
humano.

Respecto a la reproducibilidad de la técnica IH, las dife-
rencias entre los titulos de dos alicuotas de suero en ningGn caso
fueron mayores de 1 log,, lo que permite establecer que una
diferencia de 2 1log, resulta de un incremento en el titulo de
anticuerpos circulantes.

En la técnica de ELISA la varibilidad es mayor gue en las
técnicas de IH y Microneutralizacién, puesto que casi la mitad
de los sueros divididos en alicuotas tuvieron una variacién de 2
log,, muy probablemente como resultade 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 podria usarse un seolo
reactivo: anticuerpos de cabra anti-gamma glubulina humanos
conjugado con fosfatasa alcalina.

Para la técnica de microneutralizacién se usé una modificacién
del procedimiento publicado por Frank y ceole.!'®™ para los virus

Influenza tipo A y B en el que se mide el titulo de anticuerpos gque
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impide la replicacién viral en las células MDCK, que luego producen
cantidades suficientes de virus para aglutinar eritrocitos de
pollo. Se comprobd que la tripsina mejora el rendimiento de
infecciosidad viral, pues los lotes de virus usados como antigeno
de prueba dan titulos mayores, lo que concuerda con las condiciones
reportadas por Nerome!’™’ para el virus tipo C, que también reguiere
de la activacién de la infecciosidad por el fraccionamiento de la
proteina de la superficie HEF, como sucede en la HA de los virus A
Yy B.

La lectura de la técnica de microneutralizacién es répida
porque se hace por hemaglutinacién, se compararon eritrocitos de
pollo y de rata para las lecturas y no se observé diferencia
significativa en los titulos de infecciosidad ni en la temperatura
de incubacién. El1l método estandarizado en el presente trabajo
permite que 1los laboratorios que ya usan 1la técnica de
microneutralizacién como método seroldgico puedan ahora incluir al
virus tipo C en sus estudios.

En cuanto a la reproducibilidad de la técnica, en ningin caso
hubo diferencia mayor de 2 log, entre los titulos, lo que permite
considerar como incremento en el tituloc de anticuerpos cualguier
diferencia mayor del doble en la segunda muestra (S,) respecto a la
primera (S,) con un indice de confiabilidad mayor de 0.95.

En la comparacién de las tres técnicas, se ve que los titulos
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 titulo de anticuerpos es similar., Se

observaron 4 casos con incremento en el titulo de anticuerpos, y un
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caso (nifio 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 gue en este caso los
anticuerpos en la segunda muestra son evidencia de infeccién
natural. No hubo diferencia en los titulos detectados por ninguna
de las tres técnicas, el Indice de correlacién es aceptable entre
cualquiera de 1las tres técnicas, siendo mas elevado entre IH y
Microneutralizacién, (r=0.88, p<0.01), el coeficiente de
determinacidn entre estas dos técnicas es de 0.77, lo que indica
una correlacidén fuertemente positiva.

La encuesta seroldgica comprende un periocdo de 14 afios en los
que se siguid longitudinalmente una poblacién infantil participante
en el Estudio de Enfermedad Respiratoria Aguda en Familias. La
mayoria de los nifios entraron al estudio durante el primer afio de
vida, (media <1 afio, mediana <1 afic) lo que condiciona que pocos
nifios tuvieran anticuerpos adquiridos activamente al momento de ser
reclutados en el estudio; la duracién media de participacién fue de
6.45 afios, mediana de 6 afios; el nGmero total de nifios/afio, fue de
2006, Los nifios se clasificaron en dos categorias: seronegativos
(susceptibles) y seropositivos, segin los titulos de anticuerpos en
la primera muestra de suero. Los nifios menores de un afio con
anticuerpos maternos, fueron incluidos en el grupo de seronegativos
para propésito de este andlisis, en total el nimerc de afics/nifio en
esta categoria fue de 607; en 159 nifios hubo episodios de

seroconversién, demostrable por la aparicién de anticuerpos, cuando
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en la muestra anterior no existia titulo demostrable; en 4 casos
evidentemente ccurrié seroconversién en bebés, tal como ocurribd en
el infante No. 10 (Tabla 8), porque persistieron y se incrementaron
los titulos observados durante los primeros 6 meses de vida, sin
bajar como en el resto de los nifios con anticuerpos pasivos.

La categoria de seropositivos se constituy6é con el grupo de 73
nifios que tenian anticuerpos al momento de entrar al estudio, y a
ellos se agregaron los 159 nifios que seroconvirtieron, en esta
categoria el nilmero de afios/nifio fue de 1399, en este grupo se
observaron 82 casos en que hubo aumento en el titulo de anticuerpos
sobre niveles existentes previamente, estos fueron considerados
episodios de reinfeccién.

Los casos de seroconversién y los casos de reinfeccién fueron
graficados juntos por edad y afio en que ocurrieron, para integrar
un perfil epidemioldgico. En la distribucién anual es importante
notar que hubo casos de infeccién por el virus tipe C en cada afo
sin excepcidén, tanto primoinfecciones como reinfecciones;
aprentemente no hay un patrén epidémico con fluctuaciones anuales,
sino mas bien la infeccidén parece ser endémica afio con afio entre
los nifios; el periodo de 1978-79, en que hubo 38 casos (tasa de
infeccidén 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 otofio, lo
que necesariamente implica que algunos casos pueden haber ocurrido
en cualquiera de los periodos vecinos (1977-78 y 1979-80), Qque
exhiben cifras de infeccién bajas, pero por otro lado en ese

periodo de 1978-79 la tasa de infeccién fue la mas alta de todas,



lo que sugiere que pueden existir perfodos epidémicos. En todo caso
es abvio que la infeccidtn causada por este virus tiene un patrdn
endémico con algunas fluctuaciones y par otro lado podria darse un
patrén de epidemias que se repiten en periodos mas 0 mencs largos,
sin gque se pueda precisar por estos datos la duracidén de tales
periodos inter-epidémicos. En vista de que en el virus tipo C no

ocurren cambios antigénicos comu es al caso de los tipos A y B,

esta periodicidad dependeria de que ocurran en la poblaciédn

fluctuacliones de parametros tales como nimero de susceptibles

(inmunidad comunitaria), existencia del virus en reservorics

animales, o en Gltima instancia podemos considerar que ocurriera
una acumulacié&n lanta de variantes dentro de cada una de las
estirpes antigénic’e_aa que cocirculan Bsegln lo propuesto por
Buonaugur ia‘’?,

La distribucidn de nifios/afio por edades noc es normal, sino que
es oblicua (esta corrida positivamente), es decir gque las
categorias de menor edad tienen wmayores nlimeros de nifiose como
resultado de una tendencia de los participantes a abandonar el
estudio con el ti@._-mpo a pesar de gue el reclutamiento continud
durante cada uno de los 14 afios que duré esta estudio. Aun con
esto, es poeible notar que la mayorla de las primoinfecciones
(79%) ocurrieron en el periodo de <1 a 3 afios de edad, y fueron
proqreaivamontg menos frecuentes hasta llegar a cero para la sdad
de 9 afios y mayores. Estas cifras de infecclén tienen aun mayor
grado de corriml@to que la distribucién de afios/nific total
(seronegativos + seropositivos). Ademés la distribucién de los

casos de reinfeccién es mas constante en todos los gqrupos de edad
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con la ausencia de nifios sin anticuerpos conforme aumenta la edad.
Por otro lado las tasas de reinfeccidn son bajas en loe grupos <1-2
afos; esto es de esperarse debido a que el nimero de seronagativos
e8 mayor que el de seropositivoe en estos grupos de edad y tal
proporcidn se invierte a los tres afios. Consscuentemente aumentan
las tasas de reinfeccidén pero nunca alcanzan cifras mayores de 9%.

Nuestros datos son compatibles con el reporte de Homma‘® gobre
el aumento en el nmero de seropcsitivos desde 1 afio de edad, con
aumento rdpido hasta un rango de 80-90% a la edad de 7-1C afnoa,
manteniéndosé esa cifra en todos los grupos etarios, hasta los 70
afios.

Se intenté determinar la frecuencia sstacional con los datos
de 25 casos en lcs gue las muestrag con la evidencia da infeccién
fueron tomadas con un intervalo menor de tres meses. Hubo mayor
incidencia eh otofio, pero también se vieron casos en 1invierno,
primavera, y verano; los datos sobre la frecuencia estacional en la
literatura son escascos y se limitan a repcrtes de 8 cepas'®®
aisladas en PFuropa a razén de 1-2 por afio en los meses de
Diciembra, Febrero, Marzo y Abril y 14 cepas aisladas en Japdn en
todos loa meses del afio excepto Julio, Agusto y Septiembra.

Se observé el descenso gradual en los titulos de anticuerpos
maternoe en 109 nifios que estuvieron en el estudic durante el
primer afic de vida. Los titulos medica geométricos por mas,
declinan consecutivamente hasta desaparecer entre los 6 y 11 neses,
1o que es comparable con el reporte de Homma“®’, en el que todos los

bebés mencres de 2 meses tenian anticuerpos en titulos (IH) 1:8 -

1:16; el porcentaje de bebéms con anticuerpos llegd a cero a los 11
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meses de edad. Estos datos indican que los infantes se vuelven
susceptibles durante el primer afic de wvida; la menor tasa de
infeccibn en el grupo menor de un afio, indica gque la inmunidad
adquirida pasivamente tiene un papel protector contra la infeccién.
En el estudio de la guarderia infantil en Yamagata®”’ los infantes
menores de tres meses no sufrieron enfermedad y los cultlivos para
el virus fueron negativos. Es posible que 1la infeccién ocurra en
presencia de niveles bajos de anticuerpos circulantes, 1o que
explicaria los casos de nifios con evidencia serolégica de infeccién
sin descenso de los titulos hasta cero; Un estudio prospectivo para
identificar 1os.datos clinicos asociados con la infeccidn durante
el primer afio de vida ayudard a dilucidar esta cuestién.

También se graficaron los titulos medios geométricos de
anticuerpos séricos en 17 nifios que tenian disponibles muestras
anuales por los 10 afios siquientes a la infeccién primaria, estos
nifios fueron seleccionados entre los que no tuvieron reinfecciétn,
observandocge Lu:x descenso gradual, pero después de 10 aflos los
titulos solo disminuyeron 1 log,,; el rango de edades cuando estos
nifios tuvieron la infeccién primaria fue de 4 meses a 7 afios (media
2 afios 4 meses, mediana: 2).

No pudieron obtenerse datos preciscs sobre los sintomas vy
signos asociados con la infeccibén puesto que los intervalos entre
la dos muestras de suerc son muy largos y en la mayor parte de los
registros clinicos existian dos o mas episodios de enfermedad aguda
del aparato respiratorio; solo se enumeraron los casos que durante
el intervalo en que ocurrié el incremento del titulo de anticuerpos

hubo algln episodio de enfermedad, y se comparo ésta cifra con los
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casos en gue no hubo registro de enfermedad en el tiempo en que
ocurridé el aumento en el titulo de anticuerpos. Dado que el indice
de casos con enfermedad es de 0.86 en la primoinfeccién, entonces
la probabilidad de gque é&ésta sea asintomitica es 20.14. En la
reinfeccidén, el indice es de 0.53 y la probabilidad de que estos
eépisodios sean asintométicos es 20.47. En el brote epidémico de la
guarderia infantil en Yamagata, Japbn"”, se observd el mismo tipo
de enfermedad febril (37-39° C) por 2 o 3 dias, estornudos y flujo
nasal por 2 ~ B semanas, nunca severa, con los mismos sintomas en
la primoinfec-cién o en las reinfecciones.

El virus de la influenza tipo C puede ser un patSgenc importante
de las vias respiratorias, dadoc gque algunos casos de documentados
de infeccién cursaron con un cuadro neuménico®®’ y por lo tanto es
necesario determinar cual es el porcentaje de infeccién que causa
enfermedad grave y ademis determinar cual es el impacto global que
tiene como enfermedad que aun siendo leve es causante de
ausentismo escoiar y del trabajo, resultando éste Gltimo una causa
de pérdidas econdmicas importantes.

Puesto que solo se diagnostican los agentes etioclégicos 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 pafa detectar el virus tipo C, usando eritrocitos de
polloc en lugar de cobayo para la hemadsorciédn, e iniciando el uso
de otras lineas celulares sensibles como HMV-II, con el doble
propésito de averiguar que papel desempefia el virus tipo C

epidemiolégica y clinicamente, y esto permitir& continuar haciendo
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estudios prospectivos en la poblacibén infantil para discernir 1la
sintomatologia asociada con la primoinfeccién, y en la poblacién de
adultos para determinar la frecuencia de reinfecciones y 1la
sintomatologia asociada con estas. En lo que respecta a las
técnicas serolégicas, es de hacerse notar que se estandarizé el
procedimiento de microneutralizacién, que permite manejar grandes
nimeros de sueros y ademds se miden anticuerpos que blogquean la

infecciosidad viral.
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CONCLUSIONES

En el presente estudio se estableci6 la metodologia para
utilizar las técnicas de ELISA y el ensayo de esterasa usando PNFA
como substrato para la blisqueda del virus Influenza tipo C en 1la
secrecidén respiratoria de las personas enfermas. Se sugieren
modificaciones al sistema de cultivo de los virus Influenza y por
Gltimo se propone continuar la vigilancia epidemioclfgica de los
virus de Influenza incluyendoc el tipo C.

Se acepta la hip6tesis propuesta, esto es que la infeccitn por
el virus tipo C ocurre en todos los afios del periédo estudiado de
1975 a 1978, en forma anual y s8e cumplen los objetivos de
determinar las frecuencias de infeccién por afic de calendario y por
grupoc de edad asi como las tasas de infeccién.

También se detrmin6é la frecuencia de reinfeccidn por edades y la
persistencia de anticuerpos maternos después del nacimiento y de
anticuerpcs originados por la primoinfeccién. 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 nihos (311), que forman parte de una

poblacién urbana estudiada a largoc plazo.



1,-

87

BIDLIOGRAFIA

Taylor, R.M. 1949. Studies on survival of Influenza Virus
Between Epidemica and Antigenic vVariants of the Virus. An.
J. Pub. Health. 39:171-178.

Taylor, R.M. 1951. A Further Note on 1233 (“Influenza CW)
Virus. Arch. Gesamte Virusforech. 4:485-500.

Francis,T., Quilligan,J.J., Minuge, E. 19%0. Identificatien of
Another Epidemic Respiratory Diseass.

Science 112 (2913):495-4357.

4.- Minuse,E., Quilligan,J.J., Francis,T. 1954. Type C Influenza Virus

1.-Studies of the Virus and its Distribution
J. Lab. & Clin. Med. 43(1):31-34.

5.- Quilligan,J.J., Minuse,E., Francis,T. 1954, Type € Influenza Virus

10,.=-

11.=

120-

13.-~

I1.- Intranasal Inoculation of Human Individuals.
J. Lab, & Clin. Med. 43(1):43-47.

Andrewes,C.H., Bang,F., Burnat,F.M. 1955. A Short

Description of the Myxovirus Group (Influenza and Related
Viruses). Virology 1:176-184.

Styk,B.,1963. Effect of some Inhibitor-Destroying Substances on the

Non-specific Inhibitor of C Influenza Virus Present in Normal Rat
Serum.

Acta. Virol. 7:88-89.

Andrewes,C.H., Worthington,G. 1959, Some New or Little-known
Respiratory Viruses, Bull WHO 20:435-443.

Hirst, G.K. 1950. The Relationgship of the Recaptors of a New
Strain of Viruas to Those of the Mumps-NDV-Influenza Group.
Je Expo Hedu 21:177'1840

White,J. 1953. The Position of Taylor's 1233 Strain of Virus in
the Human Red Cell Receptor Gradient.

Waterson, A.P. 1962. Two Kinds of Myxoviruses.
Nature 193:1163-1164.

Henle,W. 1964. Cellular Blology of Myxovirus Infections.
Ciba Sywmp. 23

Brown,F. 1987. The Classification and Nomenclatura of

Viruces: sSummary of Results of Meetings of the International
Committee on Taxenomy of Viruses ln Bdmonton, Canada.
Intervirvlogy 10:181-186€,



140-

15—

16.~

waterson,A.P., Hurrell,J.M.W, Jeansen. 1960.
Influenza A, B, and ¢ Virusas.
Arch. Gesamte Virusforsch. 12:1487-495.,

Fine Structurs of

Richtey,M.B., Palese,P., Kilbourne,E.D. 1976. RNAs of
Influenza A, B and C Viruses.

Compans,R.W., Bishop,D.K.L., Meler-Ewert. 1977.
Components of Influenza ¢ Virions.

J. Virol. 21(2):658-665.

Structural

17.— Racaniello,V.R., Palese,P. 1979. Isclation of Influenza C

Virus

Recombinants. J. Virel. J2(3):1006-1014.

18.- Petri,T., BRerrler, G., Compans,R.W., Meler-Ewert. 1980. Gene
Products of Influenza C Virus,
FEMS Microbiology Letters 2:43-47.

19.- Kendal,A.P, 1975. A Comparison of "Influenza C" With
Prototype Myxoviruses: Receptor-Destroying Aactivity (Neura-
minidase) and Structural Palypeptides.
Virology 65:87-99,

20.- Cox,N.J., Rendai,&.?. 1976. Presence of a Segmented Single-
Stranded RNA Genome in Influenza C Virus,
Virolegy 14:239-241.

21.- Herrler,G., Compans, R.W. Maeler-Ewert. 1979. A Precursor
Glycoprotein in Influenza ¢ Virus. Virology 9%9:49-56.

22.- Herrler,G,, Nagele,A., Meler-Ewert,H., Bohwn,A.B.,
Compans,R.W.,. 1981. Isolation and Structural Analysis of
Influenza C Virion Glycoproteins.
Virolegy. 113:439-451,

23.~ Meier-Ewert, H., Nagele,A., Herrler,G., Basak,S.,
Compans,R.W. 1981. Analysis of Influenza C Virus Structural
Proteins and Identification of a Virion RNA Polimerase.
In "Replication of Negative Strand Viruses" (D.H.L. Bishop and
R.W. Compans, eds) Elsevier, N.Y.

24.~ Chakraverty, P. 1974. The Detectlion and Multiplication of
Influenza € Virus in Tissue Culture.
J. Gen, Virol. 25:421=42S.

25.- o©0'callaghan, R.J., Loughlin,5.X., labat,D.D., Howe, C. 1977.
Properties of Influenza C Virus Grown in Cell Culture.
J., Virol. 24:875-88B2.

260'

O'Callaghan,R.J., lLabat,D.D. 1983. Evidence of a Soluble Substrate

for the Receptor Destroylng-Enzyme of Influenza ¢ Virus. Inf.
Immun. 3$:305-310.



27.-

28.-

29.~

30.~

31-‘

320’

33.-

34 [

35'-

369-

chuchi, M., Ohuchi, R., Mifune, K. 1982. Demonstration of
Hemolytic and Fusion activities of Influenza C Virus.
J. Virol. 4:1076-1079,

Kitame, F., Sugawara, K., Ohwada, K., Homma, M. 1982. Proteolytic

Activation of Hemolysis and Fusion by Influenza C Virus. Arch.
Virol. 23:357-361.

Sugawara,K., Ohuchi, M., Nakamura,X., Homma,M. 1981.

Various Proteases on the Glycoprotein <Composition
Infectivity of Influenza C Virus. Arch. Virol &€8:147-151.

Effects of
and the

Huang,R.T.C., Klenk,H.D., Rott,R. 1980. Fusion Between Cell

Membrane and Liposomes Containing the Glycoproteins of Influenza
Virus. Virol. 104:294-302.

Pfeifer, J.B., Compans, R.W.,, 1984, Btructure of the Influenca

C Glycoprotein Gene as Determined from Cloned DNA. Virus Ressarch.
l:281-296.

Pfeifer,J.B., Couwpans,R.W, 1985,
Influenza € Glycoprotein,
Vaccine J:189-194,

Structure and Variation of the

Herrler,G. Rott,R. Klenk, H.D. 1985. Neuraminic Acid is Involved in
the Binding of Influenza C Virus to Erithrocytes. Virol.
141:144-147,

Kitame,F., Nakamura,K., Saitg,A., Sinohara, H., Homma, M, 198S5.

Isolation and Characterization of Influenza C Virus Inhibitor in
Rat Serum. Virus Res. 3: 231-244.

Kitame,F., Nakamura,K., Saito,A., Sinchara,H., Homma, M. 1988,

Isolation and Characterization of Influenza € Virus Inhibitors in
Rat Serum. vVaccine 3:211-214,

Sugawara,K., Kitame,F., Homma M., Nakamura,K. 1985.An Assay for the
Receptor-Destroying Activity of Influenza C Virus.
Microbiocl. Immunol 29:11207-1217.

37t- Herrlcr'cv' ROtt,R. r Klenk'HCDQ' uull‘r'“-ptf shukla;At‘ sch.u.r a.

g, ~

e
1985. The Receptor Desatroying Enzyme of Influenza € Virus is
Neuraminate-O-acetilesterase.

EMBO Jrnl. 4:1503-1506.

Kitame,F., Nakamura,K., Saito,A., Suzukl,Y., 8inohara,H., Homma, M.
1986, Effectg of a-Macroglobulins and

Murinoglubulins on the Hemagglutination by Influenza C Virus
Biochem, Internat. 12:649-652.



39.~-

40.-

41.-

42.~-

43.-

44 .-

45.-

46.-

47 .-

48 .-

90

Hongo,S, Sugawara,K., Homma,M., Nakamura,K. 1986. The Functions of
Oligosaccharide Chains Associated with

Influenza C Viral Glycoproteins. I.- The Formation of C Virus
Particles in the Absence of Glycosilation.

Arch. Virol. 89:171-~187.

Hongo, S, Sugawara,K., Homma,M., Nakamura,K. 1986. The

Functions of Oligosaccharide Chains Associated with

Influenza C Viral Glycoproteins. 1II.- The Role of Carbohydrates in
the Antigenic Properties of Influenza C Viral Glycoproteins.
Arch, Virol. 89:189-201.

Rogers, G,N., PHerrler, G., Paulson, J.C., Klenk, H.D. 1986.
Influenza C Virus uses 9-0O-acetil-N-acetil neuraminic acid as a
High Affinity Receptor Determinant for Attachment to Cells. J.
Biol. Chem. 261:5947-5951.

Muchmore, E., Varki, A. 1987. Selective Inactivation of Influenza
C Esterase: A Probe for Detecting 9-0O-acetylated Sialic Acids.
Science 23:1293-1294.

Vlasak, R., Krystal, M., Nacht, M., Palese, P. 1987. The Influenza
C Virus Glycoprotein (HE) Exhibits Receptor Binding (Hemagglutinin)
and Receptor Destroying (Esterase) Activities. Virology 160:419:
425.

Herrler, G., Klenk, H.D. 1987. The Surface receptor is a Major
Determinant of the Cell Tropism of Influenza C Virus.
Virology 159:102-108.

Herrler,G., Dirkop, I., Becht, H., Klenk, H.D. 1988.The
Glycoprotein of Influenza C Virusg is the Hemagglutinin, Esterase
and Fusion Factor.

J. Gen. Virol. 69:839-846.

Nishimura, H., Sugawara, K., Kitame.F., Nakamura, K. 1988
Attachment of Influenza C Virus to Human Erythrocytes. J.
Gen. Virol. 69:2545-2553.

Luther, P., Cushley, W., H8lzer, C., Desselberger, U., Oxford, J.S.
1988. Acetylated Galactosamine is a Receptor for the Influenza C
Virus Glycoprotein.

Arch. Virol. 101:247-254.

Sugawara, K., Kitame.F., Nishimura, H.Nakamura, K., 1988.
Operational and Topological Analysis of Antigenic Sites on
Influenza C Virus Glycoprotein and Thelr Dependence on
Glycosilation. ° J. Gen. Virol. 62:537-547.

49.~ Formancwskl, F., Meier-Ewert, H. 1988. Isolation of Influenza

C Virus Glycoprotein in a Soluble Form by Bromelain Digestion.
Virus Res. 10:177-192.



500-

Bl.=

52,-

53.-

54.-

55.-

56._

57.~

58.~

59.-

60.~-

61."

62.-

91

Schauer, R., Reuter, G., Stoll, S., Posadas del Rio, F.,
Herrler, G., Klenk, H.D. 1988. Isolation and Characterization
of Sialate 9(4)-O-acetylesterase from Influenza C Virus.
Biol. Chem. Hoppe-Seyler. 369:1121-1130.

Yamashita, M., Krystal, M., Palese, P. 1988. Evidence that the
Matrix Protein of Influenza C Virus is Coded for By Spliced
mRNA. J. Gen Virol. 62:3348-3355.

Vlasak, R., Muster, T., Laurc, A.M., Powers, J.C., Palese, P.
1989. Influenza C Virus Esterase Analysis of Catalytic Site,
Inhibition and Possible Function.

J. Virol. 63:2056-2062.

Bachinohe, S., Sugawara, K., Nishimura, H., Kitame, F.,
Nakamura, K. 1989. Effect of Anti-haemagglutinin-esterase
Glycoprotein Monoclonal Antibodies on the Receptor-destroying
Activity of Influenza C Virus.

J. Gen. Virol., 70:1287-1292.

Formanowski, F., Wharton, S.A., Calder, L.J., Hofbauer, C.,
Meier-Ewert H. 1990. Fusion Characteristics of Influenza C
Viruses. J. Gen. Vireol. 71:1181-1188.

Wharton, S.A., Skehel, J.J. Wiley, D.C. 1986. Studies of
Influenza Haemagglutinin-Mediated Fusion.
Virol. 149:27-35.

Gerber, P., Woolridge, R.L., Seal, J.R., Ziegra J.R. 1953.
Epidemic Influenza B and C in Navy Recruits during Winter of
1951-52. Proc. Soc. Exp. Biol. 81:624-628.

Andrews, B.F., McDonald, J.C, 1955. Influenza C Virus
Infection in England. Brit. Med. J. 2:992-994.

Grist, N.R. 1955. Influenza A and C in Glasgow, 1954.
Brit. Med J. 2:994-995.

De Meio, J.L., Woolridge, J.E., Whiteside, J.F. Seal,J.R.
1955. Epidemic Influenza B and C in Navy Recruits 1953 - 1954.
II.- Antigenic Studies on Influenza Virus, Type C.

Proc. Soc. Exp. Biol. 88:436-438.

Farkas, E., D&msk, I., 1953. Isolation of Influenza C Virus in
Hungary. Acta Microbiol. Hung, 1:85-87.

Fraser, P.K., Hatch, L.A., Shell, G.N., Forster, J.M.R. 1959.
Influenza C in a Naval Recruit Population.
Lancet 1:1259-1260.

Hornsleth A. 1967. Respiratory Virus Disease in Infancy and
Childhood in Copenhagen 1963 = 1965,
Acta Path. et Microbiol. Scand. §9:287-303.



64._

68._

710-

72.-

73‘-

74 .-

92

Jennings, R. 1968. Respiratory Viruses in Jamaica: A Virologic
and Serologic Study 3.- Haemagglutination-inhibiting
Antibodies to Type B and C Influenza Viruses in the Sera of
Jamaicans. Am. J. Epidemiol. 87:440-446.

Joosting, A.C.C., Head, B., Bynoe, M.L., Tyrrell, D.A.J.
1968. Production of Common Cold in Human Volunteers by
Influenza C Virus. Brit. Med. J. 4:153-154.

Dykes, A.C., Cherry, J.D., Nolan, J.E.. 1980. A Clinical,
Epidemiologic, Serologic and Virologic Study of Influenza C
Virus Infection. Arch. Intern. Med. 140:1295- 1298,

O'callaghan, R.J. Gohd, R.S., Labat, D.D. 1980. Human Antibedy
to Influenza C Virus: Its Age Related Distribution and
Distinction from Receptors Analogs.

Inf. Immun. 30:500-505.

Troisi, C.L., Monto, A.S. 198l1. Comparison of Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay and Hemagglutination Inhibition in a Sero-
epidemiological Study of Influenza Type C Infection.

J. Clin. Micro. 14:516-521.

Homma, M., Ohyama, S., Katagiri, §. 1982. Age Distribution of
the Antibody to Type C Influenza Virus.
Microbiol. Immunol. 26:639-642.

Katagiri, S., Ohizumi, A., Homma, M. 1983. An Outbreak of Type
C Influenza in a Children's Home.
J. Inf. Dis. 148:51-55.

T8mova, B., Scharfenorth, H., Adamczyk, G. 1983. Incidence of
Influenza C Virus in Czechoslovakia and German Democratic
Republic. Acta Virol. 27:502-510.

Gerth, H.J., Bauer,X.H., Steinitz,H. 1975. Gibt es Hinweise
auf eine Antigendrift bei Influenza C Viren?
Zbl.Bakt. Hyg 231:47-56,

El-Rai, F.M., Shaheen, Y.A., El-Diwani, K.M. Abdel-Al, M.H.
1977. The Incidence of Antibodies to Influenza C Virus in
Egyptian sera. J. Egypt. Public Health Assn. 52:6-11.

Chakraverty, P., Adhami, 2., Wise, R., Mattehws, R.S, 1984.
Influenza € Virus in the United Kingdom.
J. Infect. 8:177-179.

Pead, P.F., Saeed,. A.A., Pomeroy, M. 1985. Influenza C Virus
in the United Kingdom.
J. Infect. 10:78-79.



75.=

76.=

T7e=

93

Buonaugurio, D.A., Nakada, S., FPitch, W.M., Palese, P. 1986.
Epidemiology of 1Influenza C Virus in Man: Multiple
Evolutianary Lineages and Low Rate of Change.

Virol. 153:12-21.

Rishimura, H., Sugawara, K., Kitame, F., Nakamura, K., Sasaki,
H. 1987. Prevalence of the Antibody to Influenza C Virus in
Northern Luzén Highland village, Philippinaes.

Microbiol. Immunol. 31:1137-1143.

Katagiri, §., Ohizumi, A,, Ohyama, S., Homma, M. 1987. Follow=-

up Study of Type C Influenza Qutbreak in a Children's Hone.
Microbiol. Immunol. 331:1337-343.

78.- Mogabgab, W.J. 1962. Influenza C Virus in Monkey Kidney Tissue

79~

80.—

8l.-

82'-

83.-

84.~-

85.=

86-"

Cultures. J. Bact. 83:209-210.

Takemoto, K.K., Lynt, R.K., Rowe, W.P., Huebner, R.J., Bell,
Jchv '

Mellin, G.W., Davis, D.J. 1955. Primary Isclation of

Influenza A B and C Viruses in Monkey Kidney Tissue Cultures.
Proc. Soc. Exp. Biol. Med. §39:308-311.

Austin, M.A.D,, Monto, A.S., Maaesab, H.F. 1978, Growth

Characteristics of Influenza Virus Type ¢ in Avian Hosts.

Nerome, K., Ishida, M. 1978. The Multiplication of an

Influenza C Virus in an EBEstablished Line of Canine Kidney
(MDCK) Cella. J. Gen. Virol, 39:179-181,

Petri, T., Meier-Ewert, H., Compans, R.W., 1979. Replication

and Plaque Assay of Influenza € Virus in Chicken Kidney Cells.
FEMS Microbiol Lett. 5:227~230.

Camillieri,J.J., Maassab, H.F., 1988, Characteristics of a

Persistent Infection in Madin-Darby Kidney <Cells with
Influenza € Virus. Intervirol. 29:178-18B4.

Goshima, F.Y., Maeno, K. 1989. Persistant Infection of MDCK

Cells by Influenza € Virus: Initiation and Characterization.
J. Gen, Virol., 70:3481-348§,

Nishimura, H., Sugawara, K., Kitame, ¥F., Nakamura, K.,
Katsushima, N., Maoriuchi, H., Numagzaki, Y., 1989. A Human

Melanoma Ce¢ll Line Highly Susceptible te Influenza € Virus.

Moriuchi, H., Oshima, T., Nishimura, K., Nakamura, K.

Katsushima, N., Numazaki, Y., 1990. Human Malignant Melanoma
Cell Line (HMV-II) for Isclation of Influenza ¢ and
Parainfluenza Viruses. J, Clin. ¥icro. 28:1147-1150.



870-

88.-

89 .-

90u-

910—

92"

930—'

940-

95.~

963-

97.-

98,~

94

Helenius, A.J, Kartenbeck, J., Simmons, K., Fries, E. 1980. On
the Entry of Semliki Forest Virus into BHK=-21 Cells.
J. Cell Biol. B84:404-420.

Maeda, T., Ohnishi, S. 1980. Activation of Influenza Virus by
Acidic Media Causes Haemolysis and Fusion of Erithrocytes.
FEBS Lett. 122:283-287.

Zhdanov, V.M. 1959. Reults of Further Research on Influenza in
the USSR with special Reference to the 1957 Pandemic.

Chakraverty, P., Antigenic Relationship Between Influenza C
Viruses. Arch. Virol. 58:341-348.

Buonaugurio, D.A., Nakada, S., Desselberger, U., Krystal, M.,
Palese, P. 1985. Noncumulative Sequence Changes in the
Hemagglutinin Genes of Influenza C Virus Isolates.

Virology 146:221-232.

Sugawara, K., Nakamura, K., Homma, M. 1983. Analysis of
Structural Polypeptides of Seven Different Isclates of
Influenza C Virus. J. Gen. Virol. 64:579-587.

Meier-Ewert, H., Petri, T, Bishop, D.L., 1981.
Oligonucleotide Fingerprint Analysis of Influenza C Virion RNA
Recovered from Five Different Isclates.

Arch. Virol67:141-147.

Sugawara, K., Nishimura, H., Kitame, F., Nakamura, K. 1986.
Antigenic Variation Among Human Strains of Influenza C Virus
Detected with Monoclonal Antibodies to gp88 Glyccprotein.
Virus. Res. 6:27-32.

Kawamura, H., Tashiro, M., Kitame, P., Homma, M., Nakamura, K.
1986. Genetic Veriation Among Human Strains of Influenza C
Virus Isolated in Japan. Virus Res. 4:275-278.

Yamashita, M., Krystal, M., Fitch, W.M., Palese, P. 1988.
Influenza B Virus Evolution: Co-circulating Lineages and
Comparison of Evolutionary Pattern with those of Influenza A
and C Viruses. Virol.163:112-122.

Wagaman, P., Spence, H.A., O'Callaghan R.J., 1989. Detection
of Influenza C Viruses by Using In-Situ Esterase Assay.
J. Clin. Micro. 27:832-836.

Yuangi, G., Fengen, J., Ping, W., Min, W., Jiming, 2. 1983.
Isolation of Influenza C Virus from Pigs and Experimental
Infection of Pigs with Influenza ¢ Virus.

J. Gen. Virol. 64:177-182.



95

99 .- Ohwada, K., Kitame, F., Sugawara, K., Nishimura, H., Homma, M.
Nakamura, K. 1987. Distribution of the Antibody to Influenza
C Virus in Dogs and Pigs in Yamagata Prefecture, Japan.
Microbiol. Immunol. 31:1173-1180.

100.-Ohwada, K., Kitame,F., Homma,M. 1986. Experimental Infections
of Dogs with Type C Influenza Virus,
Microbiol. Immunol. 30:451-460.

101.-Inoue, H., Horio, S., Ichinose, M., Ida, S., Hida, W.,
Takashima, T., Ohwada, K., Homma, M. 1986. Changes in
Bronchial Reactivity to Acetylcholine with Type C Influenza
Virus Infection in Dogs.

Am. Rev. Resgp. Dis., 133:367-371.

102.-Takiguchi, K., Tachiro, M., Nakamura, K. 1990. Influenza C
Virus Infection in Rats,
Microbiol. Immunol. 34:35=44.

103.-Veit, M., Herrler, G., Schmidt, M.F.G., Rott, R., Klenk, H.D.
1990. The Hemagglutinating Proteins of Influenza B and C Virus
are Acylated with Different Fatty Acids.

Virology 177:807-811.

104.-Adachi, K., Kitame, F., Sugawara, K., NIshimura H., Nakamura, X
1989. Antigenic and Genetic Characterization of Three
Influenza C Strains Isolated in the Kinki District of Japan in
1982 - 1983, Virologyl72:125-133.

105.-Leiter, J.M.E., Agrawal, S., Palese, P., Zamecnik, P.C., 1990.
Inhibition of Influenza Virus Replication by Phosphorothioate
Oligodeoxinucleotides. Proc. Natl. Acad. Sci. 87:3430-3434.

106.-Frank, A.L, Puck, J. Hughes, B.J, Cate, T.R. 1980. Micro-
neutralization Test for Influenza A and B and Parainfluenza
1 and 2 Viruses That uses Continuous Cell Lines and Fresh
Serum Enhancement J. Clin. Micro. 12:426-432.

107.-Baxter, B.D., Couch, R.B., Greenberg, S.B. 1977. Maintenance
of Viability and Comparison of Identification Methods for
Influenza and Other Respiratory Viruses of Humans.
J., Clin. Micro. 6:19=-22,

108.-Homma, M. 1986. Epidemiological Characteristics of Type C
Influenza. En Options for The Control of Influenza, Kendal,
A.P. y Patriarca, P. Eds. pp 125-1238.

109.-Petri, T., Meier-Ewert, H., Crumpton, W.M. and Dimmock, N.J.
1979. RNA's of Influenza Virus Strains.
Arch. Virol 61:239-243.



9%

110.-Dowdle, W.A., Kendal, A.P., and Noble, G.P. Influenza Viruees.
En Diagnostic Procedures for Viral, Rickettsial and Chlamydial
Infections. Eds: Lennette, E.H. y Schmidt, N.J. American
Public Health Association. 1979









