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Durante los dltimos siete u ocho afios, el Instituto Walter y Eliza
Hall se ha dedicado a un programa continuo de investigaciones rela-
cionadas con lo que podriamos llamar las cualidades intrinsecas de los
virus de la influenza, en contraposicién con las investigaciones que se
refieren més directamente a la relacién que existe entre el virus y los
aspectos clinicos y epidemiolégicos de dicha enfermedad. De esta labor
ha surgido el concepto que representa la particula viral como una doble
entidad que se compone, igual que cualquier otro microorganismo
viviente, de constituyentes somdticos y genéticos. Como en las demds
ramas de la biologia, las propiedades del soma pueden ser estudiadas por
lo que podriamos llamar métodos fisiolégicos y bioquimicos, mientras
que las propiedades del aparato genético (que por conveniencia desig-
naremos con el nombre de “‘genoma’, para establecer con una sola
palabra el equilibrio y contraste con ‘‘soma’) son estudiadas por com-
pleto desde el punto de vista genético. Todos los caracteres fenotipicos
se encuentran expresados en el soma y, del mismo modo que un micro-
organismo superior se desarrolla totalmente de un cigoto, el soma del
virus de la influenza es reconstruido en cada generacién por el genoma.

CUALIDADES SUPERFICIALES (SOMATICAS) DE LOS VIRUS
DE LA INFLUENZA

En términos generales, todos los caracteres que permiten diferenciar
el virus de la influenza en el laboratorio se basan en cualidades super-
ficiales, por ejemplo, rasgos serolégicos, actividad como hemaglutininas
v enzimas y adsoreién hacia la superficie de las células huéspedes sus-

* Publicado en inglés en el Bulletin of the World Health Organization, Vol. 8,
No. 5-6, 1953, pp. 661-682.
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ceptibles. La intensidad del dafio producido en las células infectadas es
la Unica caracteristica que se puede considerar como algo que no esti
directamente asociado con los aspectos superficiales del virus.

Los aspectos serolégicos de los virus de la influenza se estudian en
otros trabajos.* En la presente ocasién, lo tnico que se puede decir es
gue no se han efectuado investigaciones que indiquen la naturaleza
quimica de los antigenos superficiales de los virus de la influenza. Ya
es sabido que la adsorecién a la superficie de células rojas no se produce
en presencia de un anticuerpo, aunque ello no quiera decir necesaria-
mente que las caracteristicas de adsorcién que se explicardn en el pre-
sente trabajo sean los determinantes antigénicos efectivos. Como toda
cualidad hereditaria, el comportamiento del antigeno es determinado
por el genoma. Las investigaciones recientes de Hirst (40) sugieren de
modo convincente que las alteraciones genéticas que ocurren en los
antigenos pueden representar el reemplazo acentuado de un deter-
minante genético por otro.

La accién reciproca entre el virus y la superficie celular se ha estu-
diado principalmente en relacién con la hemaglutinacién, pero se dispone
de evidencia adecuada para justificar la asercién de que todos los ha-
llazgos esenciales que se han establecido en relacién con la superficie de
los glébulos rojos son también aplicables a la superficie de las células
susceptibles, incluidas las del conducto respiratorio de los mamiferos y
las que cubren la cavidad alantoica del embrién de pollo.

HEMAGLUTINACION

En 1941, Hirst (36) por una parte, y McLelland y Hare (45), por
otra, demostraron independientemente que el fliido alantoico infectado
aglutinaba los glébulos rojos del pollo. Pocos afios después se demostrd
claramente que el agente aglutinante era el propio virus (Friedewald y
Pickels (33)). M4s adelante se introdujo una modificacién de menor
importancia a este ecriterio, como resultado de las investigaciones reali-
zadas por von Magnus (47) en el virus “incompleto”. Bajo ciertas condi-
ciones, cuando se emplea una cantidad grande de virus para inocular
embriones de polio en la cavidad alantoica, el liquido que se obtiene a
las 21 horas posee un findice de infecciosidad:hemaglutinina mucho
menor que el obtenido con una dosis infectante muy pequeiia. En el
caso del primer tipo de liquido, se supone que hasta el 90 % de las parti-
culas virales son incapaces de iniciar la infeccién a pesar de que poseen
las cualidades morfolégicas, serolégicas y adsorbentes del virus normal.

En los liquidos virales totalmente activos existe una relacién cons-
tante entre el 50 % del limite de infecciosidad (IDsy), medido de acuerdo

* Hilleman, M. R.; Werner, Jacqueline H., y Gauld, R. L.: Influenza antibodies
in the population of the USA: An epidemiological investigation, Bull. World
Health Org., 8:613, 1953; Lépine, Pierre: Méthodes de laboratoire appliquées a
1’étude du virus grippal, Ibid., p. 683.
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con la infeccién alantoica, y la dosis aglutinante minima (AD) de un
liquido determinado. De acuerdo con las técnicas empleadas en Mel-
bourne, un liquido cuyo titulo de hemaglutinina es de 100, mostrars
1082 IDg por ml. Un AD = 1082 IDj, (Cairns, Fazekas de St. Groth y
Edney (24)).

Al reaccionar los virus del grupo de la influenza con los glébulos rojos,
1o tinico que tienen en comin es que se produee la unién con la superficie
celular, y s1 el virus est4 presente en cantidades suficientes, es decir,
méis de una particula de virus aproximadamente por cada diez glébulos
rojos, la hemaglutinacién se puede descubrir por una alteracién de la
forma de sedimentacién. Un estudio mas detallado demostrard que
ocurre una serie de acciones reciprocas diferentes. Si en el grupo in-
cluimos los virus de la enfermedad de Newcastle (ND) y de la paroti-
ditis, se pueden observar en condiciones apropiadas los siguientes fené-
menos: (a) hemaglutinacién; (b) elucién del virus con estabilizacién
de las células y pérdida de los ‘“‘receptores” afectados; (c) efecto del”
gradiente de receptividad, por ejemplo, cuando las células, después de
haber sido tratadas con un virus, pierden su susceptibilidad de aglu-
tinacién por ese virus, pero pueden conservar la capacidad de
aglutinacién por otros virus del grupo; (d) disminucién de la movilidad
electroforética (EPM) después de la accién del virus; (e) modificacién
de los caracteres antigénicos después de la accién del virus—descubri-
miento del aglutindgeno-T; (f) unién irreversible del virus a la superficie
celular, la cual se puede demostrar por la capacidad de las células tra-
tadas para aglutinar las células normales y para ser aglutinadas, a su
vez, por los sueros antivirales; (g) hemolisis por los virus de la enfer-
medad de Newcastle y de la parotiditis.

Cada uno de estos fenémenos requiere alguna explicacién, pero es
conveniente que consideremos primero la enzima viral que es el rasgo
principal de la mayoria de estos fendmenos. Hirst (37) observé en 1942
que si se permitia que el virus ejerciera su accién sobre los glébulos
rojos durante algunas horas a 37°C, desaparecia la aglutinacién inicial,
se liberaba nuevamente el virus en la solucién y las células, después de
lavadas y probadas, dejaban de ser aglutinables por el virus. El virus
nuevamente liberado seguia conservando todas las propiedades nece-
sarias para induecir el mismo ciclo de adsorcidn, aglutinacién, elucién y
estabilizacién en un nuevo grupo de glébulos rojos, y Hirst sugirié
inmediatamente que el virus se comportaba, en este respecto como una
enzima tipica cuyo substrato era un componente superficial de la célula,
designado convenientemente con el nombre de substancia receptora.
Este concepto ha sido plenamente corroborado por investigaciones
posteriores, analizadas en un trabajo de Burnet (9). Sin entrar en una
descripeién detallada del proceso mediante el cual se llegb a estas con-
clusiones, cabe sefialar que los virus del grupo contienen, como parte de
sus superficies, grupos quimicos de funeién enzimica que llevan como
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substrato otros grupos que contienen carbohidratos de una variedad de
mucoproteinas y (probablemente) mucopolisacéridos. Se puede obtener
una enzima soluble que actie precisamente sobre esos mismos substratos
utilizando cultivos del Vibrio cholerae y concentrindolos a un grado
relativamente alto de pureza (Ada y French (2)). Tanto la enzima viral
como la enzima soluble (enzima) destructora del receptor (RDE),
ademés de modificar la superficie de los globulos rojos, actdan ripida-
mente sobre las mucoproteinas solubles, pudiéndose demostrar su efecto:
(a) por la destruccién de su capacidad de inhibir 1a hemaglutinacién que
produce el virus “indicador”; (b) por los cambios en el comportamiento
electroforético (Ada y Stone (4)); y (¢) por la separacién de la muco-
proteina de una unidad isoglucosaminopéptida (Gottschalk (34)).

Acci6én normal de los virus de la influenza sobre los glébulos rojos.—
En cierto modo podemos concebir la superficie del glébulo rojo como un
mosaico de lipidos, proteinas y mucopolisacdridos y, en lo que concierne
a las reacciones del virus de la influenza, como una malla floja de macro-
moléculag de mucopolisacdridos que cubren toda la extensién de la
superficie celular y se encuentran integradas con los demés componentes
de la superficie. Dado el cardcter general de estos mucopolisacdridos,
también pueden existir cabos sueltos de macromoléculas que sobresalgan
de la superficie.

El primer aspecto de la adsorcién que requiere una explicacién es la
necesidad de que haya iones presentes en el sistema (Burnet y Edney
(16)),y la mayor eficacia de los iones de Cat+sugiere que los cationes son
los que estdn prineipalmente afectados. De conformidad con la hipdtesis
de Puck, Garen y Cline (48) referente a la adsorcién del fago a la bac-
teria huésped, cabe decir que la adsorcién primaria del virus al glébulo
rojo es electrostitica, debida a la cual se produce una aposicién primaria
no orientada de los centros reactivos del virus y de la superficie celular.
Todo indica que esta adsorcién primaria es el factor principalmente
responsable de la hemaglutinacién. Puesto que la accién enzimica del
virus o del RDE incapacita a la célula para adsorber el virus, es légico
suponer que la adsorcién es primordialmente una funcién de la enzima
y del substrato, o mis concretamente, del agrupamiento activo, E, de
la enzima y de los correspondientes grupos de unién del substrato. En
nuestra opinién (Burnet (10)), la mejor forma de explicar estos fenémenos
es la de suponer que, en presencia de cationes apropiados, los grupos E
v S est4n cargados en tal forma que existe una atraceién electrostitica
substancial entre ellos. Esta bastari para sujetar cualquier particula
viral en la superficie celular por medio de cierto nimero de enlaces E-S
y, cuando se trata de més de una célula, para formar un puente por medio
del cual se puedan unir y aglutinar las células. Una vez que se haya
logrado establecer esta serie de uniones primarias, se puede producir
la orientacién mutua de E y 8 que permite que entren en juego las fuerzas
de corto alecance. Kl resultado més corriente es la destruceién enzimica

-
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de S con el rompimiento del enlace correspondiente que une al virus con
la superficie celular. Ada y Stone (4) han aportado evidencia directa de
que una sola particula de virus puede, por asi decirlo, “pacer” sobre la
superficie del glébulo rojo. A medida que se disuelve un enlace E-S,
surge la. oportunidad de formar otro; es decir, el virus estd destruyendo
receptores continuamente, pero se encuentra siempre retenido por un
ntimero suficiente de enlaces para mantenerlo en la superficie celular.
La accién reciproca que existe entre la enzima del virus y su subs-
trato se halla complicada por el hecho de que ambos agentes se encuen-
tran en la superficie de portadores relativamente masivos y estdn inte-
grados en formas moleculares complejas que dan lugar a que puedan
producirse diversos tipos de interferencia. Al parecer, la enzima soluble
RDE es capaz de eliminar todos, o casi todos, los grupos S que se en-
cuentran en la superficie celular. Sin embargo, un virus cualquiera sélo
es capaz de destruir una proporeién mas o menos uniforme de los grupos
S, presuntivamente porque la interferencia existente entre las agrupa-
ciones moleculares adyacentes impide todo contacto efectivo con los
restantes grupos S. Con alguna excepcién ocasional de menor impor-
tancia, los virus pueden estar colocados en un orden linear, lo que Burnet,
MecCrea y Stone (22) llaman el gradiente de receptividad, de manera que
los virus que aparecen més tarde en el gradiente aun pueden aglutinar
las células que han sido tratadas y convertidas en inaglutinables por los
virus que se encuentran en una posicién anterior del gradiente. El
gradiente de receptividad se puede demostrar més convenientemente por
medio del tratamiento de células con cantidades graduadas del RDE,
deteniéndose la accién después de un periodo determinado. Esto resulta
en un orden aproximadamente igual, con la importante excepeién de que
el virus de la parotiditis aparece mucho més tarde en el gradiente de la
RDE; es el primero cuando se utilizan los virus. Las modificaciones que
se producen en el EPM proporcionan un indice sumamente til de las
alteraciones inducidas por esas enzimas en los glébulos rojos. En el caso
de las células humanas que normalmente tienen una EPM de 1.30
micras por segundo por voltio por ¢m, la accién total del RDE reduce
el valor a 0.17. Ada y Stone (4, 54, 55) han hecho un estudio detallado
de este fenémeno en una serie de trabajos. Los resultados son demasiado
complejos para poder analizarlos en el presente articulo, pero conducen
a la muy interesante conclusién de que existen dos series de receptores
en las células humanas, de las cuales hay una sola disponible para la
accién de aglutinacién de los virus normalmente empleados en este
trabajo. La presencia de la otra serie se puede demostrar por su con-
tribucién a la EPM; estos receptores pueden ser destruidos por el RDE
y por dos virus: el de la enfermedad de Newcastle y el de la influenza
porcina. Las recientes investigaciones de White (59) sugieren de modo
convincente que en la aglutinacién por el virus de la influenza C, inter-
viene una pequefia fraccién de los receptores de esta segunda serie.
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Un importante descubrimiento que se realizé en los primeros trabajos
de investigacién sobre la hemaglutinacién, fué el de que las células
tratadas con virus y estabilizadas podian ser aglutinadas con diluciones
bajas de cualquier tipo de suero (Burnet, McCrea y Stone (22)). El
reconocimiento de la similitud existente entre esta observacién y el
fenémeno de Thomsen (58) Hamado “panaglutinacién”, llevé al descu-
brimiento del RDE. La aglutinina del suero humano normal que produce
este efecto, es conocida generalmente por el nombre de ‘“aglutinina-T
(Thomsen)”. Lind y McArthur (43) han descrito su distribucién en el
suero humano. Se halla ausente en el suero de las criaturas y tiende a
aumentar en el suero que presenta aglutininas frias, Se desconoce la
naturaleza de las aglutininas-T. Hay que considerar la posibilidad de que
sean un agente no especifico que actta sobre las células tratadas con la
RDE en virtud de la disminucién de la carga electronegativa del virus.
Recientemente se ha demostrado que estas células son también aglutina-
das por la mucoproteina urinaria purificada y por el rojo Congo (Burnet
(12)). Se ha obtenido evidencia indicativa de que en las células tratadas
con RDE se producen o se descubre la presencia de nuevos grupos anti-
génicos. Cuando se inmuniza un conejo con células humanas tratadas
con RDE y el suero es absorbido completamente por las eélulas humanas
normales, siempre queda una capacidad residual para aglutinar las
células tratadas (Burnet y Anderson (14)).

Efecto del calor en la hemaglutinina del virus de la influenza.—
Francis (30) demostré que al calentar la cepa Lee de la influenza B a
56°C durante 30 minutos, el titulo de la hemaglutinina permanecia
inalterado. Sin embargo, al utilizar ese virus calentado para titular los
sueros en cuanto a su capacidad para inhibir la hemaglutinina, se descu-
brié que el suero normal poseis un elevado titulo inhibitorio. El examen
de este fenémeno demostré que la inhibicién del virus Lee calentado era
producida por las mucoproteinas séricas y que cualquier otra variedad
de mucoproteinas que no fueran las contenidas en el suero eran igual-
mente eficaces. Entre las preparaciones purificadas o semipurificadas que
se han analizado figuran las siguientes: clara de huevo (ovomucina:
Gottschalk y Lind (35)), mucoproteina urinaria (Tamm y Horsfall
(57); Ada y Gottschalk (3); Burnet (12); meconio (French, Curtain y
Pye (31)), y esputo humano (Curtain, Marmion y Pye (25)). Asimismo,
ciertas preparaciones crudas obtenidas de una variedad de mucinas
glandulares y de algunos contenidos de quistes ovéricos son también
activas (French, Gunter y Motteram (32)). McCrea (46) también ha
preparado substancias altamente activas con los estromas de los glébulos
rojos humanos y con glindulas salivales de oveja. El inhibidor activo
de todas estas substancias es destruido enzimicamente tanto por el virus
Lee activo no calentado como por la RDE. El virus Lee calentado no
posee actividad enzimica y todos los experimentos han evidenciado una
correlacién completamente negativa entre la actividad enzimica y lo
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que hemos llamado el estado del indicador, esto es, el virus en que la
hemaglutinina es inhibida a un titulo alto por los inhibidores mucopro-
teicos.

Como seria de esperar, el virus indicador no se libera espontineamente
de los glébulos rojos que lo han adsorbido. 8i la aglutinacién se produce a
la, temperatura ambiente, se puede invertir el proceso y estabilizar las
células por la aplicacién de un antisuero Lee diluido. En el caso de las
células de pollo, la aglutinacién por el virus Lee calentado a 37°C resulta
en una unién firmemente irreversible (Burnet (11)). Las células pueden
ser estabilizadas con un tratamiento de la RDE al objeto de remover
todos los receptores inactivos, pero la existencia de un virus firmemente
ligado puede entonces demostrarse por la capacidad de aglutinacién de
las células por el antisuero Lee inmune. Este fendmeno de unién firme
por el virus indicador Lee, también se produce con el virus indicador Mel,
pero no con cualquiera de los virus activos ni con las células humanas.

Excepeién hecha de dos variantes poco usuales, todos los virus de la
influenza A y B pueden ser convertidos a este estado de indicador, ya
sea por el simple procedimiento de calentarlos o por la aplicacién de
calor en presencia de un agente que le reste iones al calcio en una reaccién
alcalina (Stone (52); Edney y Burnet (26)). La correlacidn negativa que
existe entre la actividad enzimica y el estado de indicador es siempre
constante, pero actualmente la conversién tiende a ser menos definida
en una cepa como la Mel, que en la cepa Lee (Edney y Burnet (26)).

La naturaleza del cambio al estado de indicador ha sido estudiada
ampliamente (Burnet (8, 9); Smith (49)) y aunque no se puede decir
que la interpretacidn haya sido aceptada universalmente, el autor sigue
opinando que es preciso suponer que ocurre una inactivacién de la
capacidad de los grupos enzimicos para separar el substrato, reteniendo
sin embargo la relacién de adsorcién especifica al substrato. En el caso
de la unién firme que muestra el virus Lee, se debe considerar que es
un resultado alternativo producido por la fase secundaria de la accién
reciproca orientada.

Accibn reciproca entre los virus de la parotiditis y de la enfermedad
de Newcastle y los glébulos rojos.—Los virus de la parotiditis y de la
enfermedad de Newcastle afectan los mismos receptores que los virus
A vy B de la influenza, pero poseen en cambio algunas diferencias carac-
teristicas, entre las cuales la mas notable es su capacidad de hemolizar
las células. A pesar de que las investigaciones han prestado més atencién
al virus de la enfermedad de Newecastle (NDV), las experiencias realiza-
das con €l virus de la parotiditis, aunque limitadas, han producido resul-
tados esencialmente similares. A los fines del presente trabajo el com-
portamiento de estos dos virus sélo es pertinente en su conexién con la
interpretacién de los resultados obtenidos con el virus de la influenza,

por lo cual nos limitaremos a hacer un breve relato de las reacciones del
virus de la enfermedad de Newcastle (NDV).
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La mayoria de las cepas del NDV demuestran una estabilizacién
rapida de las células aglutinadas inicialmente, pero se observa facilmente
que estas células contienen virus de actividad enzimica firmemente
ligado. Cuando se lavan para separar los virus que no estdn ligados,
producen la aglutinacién que, al dejarla en reposo a 37°C, se dispersa
espontineamente. Las células tratadas pueden ser aglutinadas por el
antisuero inmune NDV y, en el easo de la cepa Victorian, por diluciones
altas de suero obtenido en la mayoria de enfermos de mononucleosis
infecciosa (Burnet y Anderson (13)). De acuerdo con nuestra experiencia,
limitada a la cepa Victorian, esta unién firme solamente se produce a
temperaturas mayores de 30°C. A la temperatura ambiente el virus se
comporta en todos los aspectos como un virus tipico de la influenza.

La hemdlisis que produce el virus de fldido alantoico no tratado es
variable e incompleta. Si el virus ha sido parcialmente purificado por la
precipitacién de metanol en frio (Burnet y Lind (18)), o si ha sido con-
gelado vy descongelado repetidas veces después de la didlisis (Henle,
comunicacién personal; Liu (44)), adquiere una actividad hemolitica
mucho més pronunciada, especialmente en lo que concierne a los eritro-
citos humanos. El proceso hemolitico parece ser esencialmente similar
al del establecimiento de una unién firme en dos aspectos importantes:
(1) el tratamiento previo de las células con RDE las hace insusceptibles
por igual a la hemaglutinacidn, a la adsorcién firme y a la hemdlisis por
parte de las preparaciones activas del NDV; (2) a temperaturas inferiores
a 30°C no se produce la hemdlisis ni la unién firme.

En un trabajo preparado por Burnet y Lind (18) aparece una descrip-
cién de la cinética del proceso hemolitico.

No se ha notificado evidencia alguna de hemdlisis producida por el
virus de la influenza, y su tnica conexién con las reacciones del virus de
la, influenza estriba en una posible relacién con la unién firme que pre-
sentan el virus Lee calentado y el virus activo eontra el substrato tratado
con peryodato.

Naturaleza de la enzima del virus de la influenza.—La primera clave
sobre la naturaleza de la enzima incorporada a la superficie del virus de la
influenza, fué el hallazgo de Hirst (39) de que los glébulos rojos tratados
con peryodato perdian su susceptibilidad a la aglutinacién que produce
el virus. Esta observacién sugirié concluyentemente que las unidades
de carbohidrato tienen estrecha intervencién en este respecto. Desde
entonces se ha seguido reuniendo gradualmente evidencia indicativa de
que ciertos grupos de carbohidratos incorporados a las mucoproteinas
v & los mucopolisacdridos integran el grupo esencial del substrato S. Por
lo tanto, se puede clasificar esta enzima como una mucinasa.

La verdadera naturaleza de la agrupacién S aun no ha sido esclarecida.
Las investigaciones de Gottschalk (34) sefialan la posibilidad de que
comprendan una unidad de isoglucosamina ligada a un aminodcido o a
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un péptido de cadena corta. La ovomucina libera una substancia de este
tipo por la accidn que ejerce el virus Mel. El andlisis completo de esta
substancia ha sido impedido hasta la fecha por el hecho de que la hidrélisis
la convierte en substancias huminicas. Todas las substancias purificadas
estudiadas contienen glucosa, manosa, fucosa, y hexosamina, ademés
de los aminoAcidos. Una interesante confirmacién de la naturaleza muco-
proteica del substrato es el hallazgo por Whitten en el sentido de que
cualquiera de los tres tipos de hormona gonadotrépica normalmente
disponibles pierde su actividad biolégica al ser tratado con virus Lee o
con RDE (Whitten (60)).

Ademiés de esta evidencia quimica, la accién de la enzima viral en
las mucoproteinas puede ser demostrada de otras varias maneras.

(1) Cuando se dispone de un substrato electroforéticamente puro, la
aplicacién de virus a la mucoproteina urinaria (Tamm y Horsfall (57);
Ada y Gottschalk (3)), al inhibidor de meconio (French, Curtain y Pye
(31)), o al inhibidor de esputo (Curtain, Marmion y Pye (25)) produce
una reduceién progresiva de su carga negativa. En el diagrama electro-
forético el punto maximo es siempre sencillo, pero cambia bruscamente
en la direccién de la movilidad reducida. El inhibidor de meconio pre-
senta un punto miximo ampliamente difuso; sin embargo, bajo la accién
del virus cambia totalmente, indicando que la poblacién del inhibidor
es, hasta cierto punto, fisicamente heterogénea, aunque funcionalmente
homogénea. En el caso de los inhibidores solubles, el cambio es esencial-
mente equivalente al del EPM reducido que se demuestra por un pro-
cedimiento diferente con glébulos rojos tratados.

(2) Ya hemos hecho referencia a la destruccién por la RDE y por el
virus activo de la accién que ejercen las mucoproteinas contra la hema-
glutinaeién por los virus indicadores. Esta es la primera y més sencilla
forma de demostrar la accién enzimica contra un substrato soluble
(Burnet (6)).

(3) Cuando se aplica un tratamiento de concentraciones minimas de
peryodato al substrato celular o al soluble, ocurrird una combinacién
irreversible bien sea del virus activo o del indicador. En el caso de los
glébulos rojos, se puede obtener una interesante serie de reactivos,
tratando sucesivamente a las células con cantidades apropiadas de
peryodato, virus y RDE. Estas células “PVR” (Fazekas de St. Groth
(29)) son estables y son aglutinadas por el suero inmune correspondiente;
si se ha empleado el virus indicador en su tratamiento, también son
aglutinables por los inhibidores mucoproteicos. Al tratar la mucoproteina
con cantidades graduadas de peryodato, se encontrars por regla general
un nivel en el que el efecto inhibitorio contra el virus indicador perma-
nece inalterado, y aparece entonces un nuevo factor inhibitorio contra
la hemaglutinacién por el virus activo (Burnet (7)). Si se sigue aumen-
tando la cantidad de peryodato, se destruye toda la accién inhibitoria
de la mucoproteina.
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Es preciso que se realicen m4ds investigaciones al objeto de definir el
primer efecto del peryodato en el substrato, pero al parecer la accién
congiste esencialmente en permitir la unién primaria seguida de una
orientacién secundaria, la cual, no obstante, da por resultado no una
ruptura enzimica del substrato, sino més bien una unién quimica.

Accié6n REcfProcCA ENTRE EL VIRUS Y LA SUPERFICIE CELULAR
SUSCEPTIBLE

Desde el punto de vista del cardcter intrinseco del virus, muy poca ha
sido la informacién adicional que han producido los experimentos en
que el gldbulo rojo ha sido substituido por las células susceptibles del
conducto respiratorio o de la cavidad alantoica de los ratones. En la
preparacién in vitro del pulmén de ratén o de hurén, el proceso general
de adsorcién y elucién es el mismo (Hirst (38); Fazekas de St. Groth
(28)). La destruccién de los receptores por el RDE resulta en una insus-
ceptibilidad transitoria del tejido a la infeccién (Stone (50, 51)).

El punto que tiene quizé el mayor interés con respecto al presente
trabajo es el cambio en el cardcter enzimico del virus asociado con el
cambio O-D (fase original; fase derivativa) en los virus de la influenza A.
Stone (53) ha demostrado que el virus O (patogénico humano) reacciona
mal con un inhibidor avianizado (ovomuecina) pero reacciona tipica-
mente con uno de origen humano (quiste mucoide). Al completarse la
adaptaciéon a la cavidad alantoica con la adquisicién de la capacidad

para aglutinar células de pollo, el virus reacciona normalmente con
ovomueina,

ASPECTOS GENETICOS DE LOS VIRUS DE LA INFLUENZA

Hasta hace poco se crefa generalmente que los estudios genéticos sobre
los virus y las bacterias tenfan que limitarse a investigaciones referentes
a la frecuencia y a las mutaciones que aparecen particularmente en
relacién con el traslado a un medio diferente. Con el advenimiento de
la genética microbiana, se ha puesto de manifiesto que existen posibles
tipos de accién genética reciproca entre los microorganismos, que sélo
tienen relacién remota con la fusién sexual. La “recombinacién’ entre
los virus bacterianos ya es bien conocida, y aunque las investigaciones
realizadas en el propio laboratorio del autor no han sido confirmadas en
otras partes, los resultados obtenidos han sido lo suficientemente sor-
prendentes y reproductibles para convencernos de que ocurre una
recombinacién muy similar en las células infectadas simultdneamente
con dos virus diferentes de la influenza A.

EL Coxcerro DE LA CLona Pura EN VIirRoLogia

Es cada vez més evidente que el conocimiento adecuado de las altera-
ciones que se producen en los virus sometidos a los diversos tipos de
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manipulacién requiere que se desarrolle un modo de enfoque técnico
v lbgico, andlogo a las técnicas de ‘‘eultivo puro” empleadas en la
bacteriologia propiamente dicha desde los tiempos de Koch. Casi se
puede decir que es inaudito el aislar mas de una especie de virus de un
caso natural de enfermedad, y se ha observado una tendencia gene-
ral a considerar ‘“un virus” como una entidad colectiva variable que
siempre pasa de un huésped experimental a otro por la transferencia
en masa de la substancia infecciosa, adaptindose a los nuevos
huéspedes por medio de un proceso no especificado, presuntivamente
“lamarckiano”. Se necesita un estudio mucho mis minucioso si es que
ha de surgir una ciencia adecuada de la genética del virus. Cuando se
traslada la infeccidn viral de un huésped a otro, estamos presentando

un nroblema que es esencialmente de opnéhng de la noblacién. Comen-

FLOVICHS O CRCIIUIAIIICNILE L8 184108 peeiatioll, alcell

zamos con una determinada poblacién de particulas V1rales, compuestas
al parecer de cierto ndmero de tipos variantes, y una vez efectuado el

nace tanemos 11na noblacidn diferente de distinta comnasioidn v aoue tal
pase 1enemos una poliaclion Gilercnic, G Gisiinia CoOmposiCion y que Lol

vez contiene nuevos mutantes que no se hallaban representados en la
poblacién inicial.

que sepamos si una poblacién de virus, del virus de la 1nﬂuenza en el
caso presente puede ser considerada como equivalente a una poblaci(’)n
UlUlUglLd; IlUfmad, en BJ. beiitlQU UB que (,d.«ud, uluud,u mOllUlUglLd’ es
también una unidad genética y producird una descendencia similar,
excepto en cuanto a que la mutacién produce un nuevo tipo capaz de
autorreproduccién. il fenémeno del retardo fenotipico en la mutacién
bacteriana ya ha provocado dudas respecto a la validez de este punto
de vista en los estudios de la poblacién bacteriana, y es bastante probable
que en el caso del virus de la influenza tengamos una situacién algo
indeterminada. Si las unidades que se llaman formas filamentosas son,
como parece muy probable, unidades infecciosas, pueden contener ma-
terial genético en una proporeién varias veces mayor que el de las formas
esféricas, aceptadas como la morfologia normal del virus. Por ello es
posible que una sola unidad morfolégica sea portadora de dos o mas
unidades genéticas diferentes.

La experiencia obtenida con el virus de la influenza indica que cuando
se comienza con dos cepas estdndar de laboratorio, que pueden diferir
en media docena de caracteristicas, y se les aisla repetidas veces por
pases alantoicos, cada una de ellas conservari sus caracteristicas in-
alteradas. La aplicacién del método del pase a la dilucién de infecciosidad
marginal (LD) permite determinar si se est4 utilizando un virus de
clona pura. El método puede ser ilustrado por el siguiente ejemplo:
cierto virus de fliido alantoico se caracteriza por seis cualidades desig-
nadas con las iniciales ABCDEF'; luego se valora en embriones de pollo
a diluciones de 10~%, 10— y 107, obteniéndose respectivamente fliidos
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0/6,3/6 y 6/6 que contienen virus. Los tres fldidos positivos a 10-8 son
sometidos a prueba, demostrdndose que poseen las caracteristicas
ABCDEF. Uno de ellos se valora nuevamente y, cabe suponer, presenta,
la misma distribucién de fliidos positivos. Si los tres fldidos a 108
muestran de nuevo las caracteristicas ABCDEF, entonces se puede
aceptar que cualquiera de esos fliidos LD secundarios son clonas puras
de esta determinada cepa.

Todo viene a indicar que para cuando una sola particula viral se haya
multiplicado para dar las particulas infecciosas 10'% en un fldido alan-
toico de infeccién promedio, ya se han producido algunas mutaciones.
Sin embargo, excepto bajo condiciones extraordinarias, ningiin mutante
se habrd multiplicado en cantidad suficiente como para competir con
la del tipo original. Los pases en la L.D deben garantizar, por lo tanto,
que una cepa determinada pueda conservarse en su forma original
aunque surjan mutantes capaces de crecer m4s activamente que el tipo
original en la cavidad alantoica. Por otra parte, si se hace una transfe-
rencia en masa de los inéeulos se producird una competencia entre los
mutantes y, eventualmente predominari el que sobreviva con més
eficacia. En cualquier etapa determinada pueden muy bien presentarse
complicaciones graves como resultado de infecciones multiples de una
misma célula, con la produecién de unidades morfolégicas que contengan
méis de un complejo de genes. Incluso el pase LD de este fliido puede
requerir varias aplicaciones sucesivas antes de que se obtengan fltidos
consistentemente uniformes.

Aun con los virus de la influenza, este método de aislar las clonas
puras resulta molesto y se halla sujeto a las imperfecciones intrinsecas
que se acaban de examinar, pero parece ser el requisito minimo para
cualquier investigacidn seria sobre la genética de los virus de la influenza.

Myraci6N BN BL VIRUS A DE LA INFLUENZA

La labilidad de los virus de la influenza es conocida por todos los
investigadores en esta materia. Como ejemplo de esta labilidad, tal vez
sea interesante trazar el origen de dos subcepas del virus tipico WS con
las cuales hemos trabajado. El virus WS fué aislado en enero de 1933 de
un individuo cuyo caso se suponia era tipico de la epidemia bastante
grave que en aquella época prevalecia en la Gran Bretafia. El virus,
segun se aislé, era patogénico para los seres humanos y para los hurones;
no era patogénico para los ratones. A la luz de las investigaciones poste-
riores, podemos asegurar con fundamento que no se hubiera desarrollado
en la cavidad alantoica del embrién de pollo, que ciertamente no hubiera
producido lesiones en el corioalantoides y que probablemente hubiera
aglutinado los glébulos rojos humanos pero no los de las aves. Después
de varios pases en hurones, se pasé el virus por via intranasal en ratones
donde, al cabo de algunos pases, desarrollé de un modo més bien repen-
tino la capacidad para producir una consolidacién pulmonar letal.
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El virus en la forma adaptada a los ratones, fué enviado de Hampstead
a Melbourne en 1936. Allf se pasé por el corioalantoides del embrién
de pollo de 12 dias. Al principio no se produjeron lesiones bien definidas,
pero al cabo de 10 pases se observaron focos proliferantes definidos. A
medida que se repetian los pases, estos focos proliferantes iban mostrando
mejor desarrollo hasta que, entre los pases vigésimo y trigésimo, los
embriones empezaron a resultar afectados. Al ejecutarse el cuadragésimo
pase, los embriones morian invariablemente en un periodo de 60 horas,
presentando lesiones hemorrigicas macroseépicas del cerebro y de los
musculos. Esta cepa, mantenida subsiguientemente por medio de pases
alantoicos no frecuentes y de la conservacién en hielo seco, es la WSE
(Burnet y Lush (21)).

Mi4s tarde, Stuart-Harris, comenzando con un material similar, con-
firmé que las variantes del tipo WSE se pueden obtener por medio de
pases corioalantoicos y después consiguid transferir el material infeccioso
del cerebro embrionario al cerebro del ratén. Después de simplemente
sobrevivir en él durante 11 pases, el virus comenzé a aumentar gradual-
mente su virulerfeia llegando con el tiempo a matar ratones a titulos
altos, con sintomas encefaliticos agudos. Al cabo de 100 pases por cerebro
de ratdn, la cepa se envi6 a Melbourne y, una vez transferida a la cavidad
alantoica, representa nuestra cepa NWS (el “Neuro-flu” de Stuart-
Harris (56).

En el Cuadro No. 1 aparecen algunas de las diferencias principales
que existen entre estas cepas. Sin un andlisis especifico del proceso, es
imposible ser dogmdtico, pero existe la impresién arraigada de que cada
uno de los cambios principales de patogenicidad fué el resultado de
varias etapas de mutacidn.

Cuapro No. 1.—Caracteristicas de los tres mutantes WS

Patogenicidad para el
Termos-
R Desarrollo 1
t tabilidad 2
Mutante o raton em- C::}i d: 4 (Actividad Clo_n\c/lgrsgm
hombre| . intra. | DHén . hemolitica | ' 1Bdicador
intra- | intra de alantoica )
nasal c}f::l‘ pollo
WS original.... ....] + — — — P— ? ?
WSE.. . . . | = |+ | - |+ | ++ 60 +
NWS.... . ... -+ o+ |+ + 52 —~

Existen muchos otros ejemplos de laboratorio de la variacién que
existe en los virus de la influenza (véase Burnet (8)), aunque hasta la
fecha ninguno ha sido analizado adecuadamente por medio de técnicas
genéticas. Mucho més importantes son las alteraciones en el cardcter
serolégico, y quizd en la virulencia humana, que han ocurrido natural-
mente en el virus de la influenza A desde 1933. La consideracién de estos
factores, sin embargo, queda fuera de-la 6rbita del presente trabajo.
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RECOMBINACION ENTRE LAS CEPAS DEL VIRUS A DE LA INFLUENZA

La primera evidencia de que podia ocurrir accién genética reciproca
entre las cepas del virus de la influenza fué comunicada por Burnet y
Lind (19, 20). Inocularon ratones por via intracerebral con mezclas de
la, cepa neurotrépica NWS y de una cepa no neurotrdpica de un subtipo
serolégico distinto, utilizdndose el Mel en la mayoria de los experi-
mentos. En condiciones apropiadas de dosis, se obtuvieron clonas puras
del virus que desde el punto de vista serolégico eran Mel, pero que
también eran capaces de producir una encefalitis letal tipica en los ra-
tones. Por el mismo método general, se consiguieron otras tres cepas
neurotrépicas que posefan las otras caracteristicas de las cepas SW,
Oc I y una WS termostébil. En el estudio de un gran ndmero de formas
N-Mel (Burnet y Edney (15)), se observé uniformidad general de
caracteristicas, con excepcidn del grado de patogenicidad de la inocula-
cién intracerebral en los ratones. Se obtuvo cierto nimero de cepas que
i vitro tenfan todas las cualidades del N-Mel (aunque diferfan con-
siderablemente del NWS y del Mel) pero no poseian la capacidad de
producir sintomas al practicarse la inoculacién intracetebral en ratones.
Appleby (5) también habia obtenido de infecciones mixtas de NWS y
de una cepa A reciente, una cepa neurotrépica con la caracteristica
serolégica de la cepa recierite y sugirié la posibilidad de una recom-
binaci6n.

Los estudios més extensos realizados durante el afio ultimo por Burnet,
Fraser y Lind (17), y por Burnet y Perry (23), han suministrado otros
muchos ejemplos de cepas que dificilmente pueden haberse producido
por otro medio que no sea la accién genética reciproca. El ejemplo mas
sencillo que se puede analizar es el de las infecciones dobles de Mel y
de WSE. Estas dos cepas A difieren en seis cualidades que se pueden
demostrar facilmente, de modo que, si las correspondientes a la cepa
Mel se representan por las maytsculas ABCDEF, las WSE se repre-
sentardn por abedef. Las cualidades de que se trata son las siguientes:

Aa: Tipo serolégico WS o Mel, demostrado por las pruebas del in-
hibidor de hemaglutininas realizadas con sueros inmunes adecuados.

Bb: Termostabilidad: La hemaglutinina Mel resiste la aplicacién de
un calor de 62°C durante 30 minutos, mientras que la hemaglutinina
WSE es destruida.

Cec: Conversién al “estado de indicador” por la simple aplicacién de
calor a 56°C durante 30 minutos: al probarse con el inhibidor de ovo-
mucina o meconio, la hemaglutinina WSE calentada resulta fuertemente
inhibida; el virus Mel calentado no es afeetado, excepto en conecentra-
ciones sumamente altas.

Dd: Reactividad del virus calentado con el inhibidor de glindula
salival de oveja (McCrea): el WSE es fuertemente inhibido; el trata-
miento del Mel nunca ha producido una hemaglutining inhibidora por
esta substancia.
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Ke: Produccién de lesiones hemorrigicas en el embridén de pollo
después de la inoculacién en el corioalantoides: es caracteristica del
‘WSE pero nunca se manifiesta con el Mel.

Ff: Patogenicidad para ratones por medio de la inoculacién intranasal:
con una dosis equivalente a una unidad aglutinante, el WSE general-
mente mata a todos los ratones a los cuatro o cinco dias de la inoculacién;
el Mel produce lesiones no letales que se clasifican en 1-2 de acuerdo con
la escala convencional.

Se pueden producir infecciones dobles en la cavidad alantoica substi-
tuyendo el fliido alantoico normal por un inéeulo grande de virus mixto;
una vez iniciada la infeceidn, el indculo no absorbido se elimina mediante
un lavado. Una vez que estd bien avanzada la liberacién de virus en el
primer ciclo, se recoge el fliido y se analiza su constitucién probando
grandes ndmeros de los fliidos LD obtenidos de titulaciones repetidas.
A continuacién se presentan esqueméticamente los resultados de dos
extensos experimentos. En el primero, la doble infeccién de Mel y de
WSE di6 los dos recombinantes M 4+ y WS —. Después que éstos fueron
aislados repetidas veces, se realizé6 un experimento de ‘“retro-recom-
binacién” con los resultados expuestos en el segundo esquema.

Experimento A

Mel WSE
X
ABCDEFR I abedef
ABCDEF AB(I:Del;F abCdEf abedef
ABcDEF
22 6 9 4
Mel M + W8 — - WSE

Ezxperimento B

M + WS —
x
ABDeF | abCdES
ABCDEF ABcDeF abCAEf ‘abedef
|
ABCDeF ABeDef abedEf
abedEF
27 12 37 5
Mel M + WS — WSE

La distribucién de los cuatro tipos #n vitro en los fltidos del primer ciclo
se explica con los nimeros que aparecen bajo cada grupo. En los casos
en que hubo diferencias dentro del grupo con relacién a las caracteristicas
Ee y Ff in vivo, se indican los tipos anormales obtenidos. La linea vertical
que va de E a e significa que se obtuvieron cepas con grados intermedios
de la capacidad de producir lesiones en los embriones de pollo.

Se puede considerar que estos resultados establecen que la recombina-
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cién ocurre en una forma muy parecida a la de los virus bacterianos. Es
obvio que la situacidn es compleja y para un andlisis més claro de los
procesos Involucrados probablemente serd necesario realizar un estudio
de las cepas que difleren en etapas tnicas de mutacién. Los resultados
de los dos grupos de experimentos indican de modo convincente que el
desarrollo de la virulencia en un nuevo huésped es cuestién de una serie
de mutaciones precisas. Deberia ser técnicamente posible definir con
bastante claridad cuédntas etapas intervienen, por ejemplo, en la adap-
tacién de un virus aislado en el embrién de pollo para que produzea una
consolidacién, activa en el pulmén del ratén, Desde el punto de vista
practico, el hecho importante que se deduce de esta investigacién es
que es posible transferir la patogenicidad de una cepa del tipo serolégico
X a otra cepa del tipo seroldgico Y. Si se llegara a restablecer el uso de
las vacunas de virus vivo contra la influenza, serfa muy conveniente
disponer de los medios adecuados para transferir con rapidez el nivel de
virulencia de una cepa vacunal eficaz a cualquier nuevo tipo serolégico
que pudiera surgir en la naturaleza.

Unidades morfolbgicas de caracteres genéticos mixtos.—En el
curso de las investigaciones sobre la recombinacién de las cepas del
virus A de la influenza, hemos observado con frecuencia que la titula-
cién LD de un fldido que presentaba reacciones inequivocas in vitro
de cierto tipo, producia fltiidos de m4s de un tipo. En cada uno de nues-
tros trabajos se observard que hacemos referencia a las mezclas que
estdn en proceso de disociacién, o a las dificultades que se experimentan
para obtener resultados uniformes con las titulaciones repetidas del LD.
También hemos obtenido cierto ntimero de fliidos cuya hemaglutinina
era neutralizada significativamente por ambos antisueros. Desde luego,
una mezcla no seria neutralizada por ninguno de ellos. Ninguno de estos
fliidos ha mostrado fidelidad genética en la titulacién del LD, pero
ello no invalida la observacién.

Sin pretender que ninguna otra interpretacién sea posible, creemos
que nuestros resultados son compatibles con la opinién de que las uni-
dades morfol6gicas pueden contener més de un genoma y que son inex-
plicables si nos basamos en la suposicién de que existe una relacién
genoma-soma definida en cada unidad. Por ejemplo, si la unidad mor-
folégica promedio contuviera dos genomas discretos, los resultados de
la titulacién LD del fldido del primer ciclo obtenido en un experimento
de recombinacién en el cual se liberaron cuatro productos en nimero
igual de las células de infeccidn mixta, probablemente no rendirfan un
ntimero igual de fldidos que mostraran los cuatro caracteres fenotipicos.
De conformidad con las cifras que aparecen en la seccién sobre recom-
binacidn, y de acuerdo con las experiencias generales, parece probable
que, si se inocularan mezclas binarias 2 dilucién casi marginal, el tipo
que apareceria dominante en el flaido final serfa precisamente el que
viene primero en la serie Mel, WS—, M+ y WSE. Se puede calcular que,
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st el orden de dominacién de fenotipos en una infeccién mixta fuera de
esta misma naturaleza, y si pudiera ocurrir una recombinacién libre en
cada infeccién mixta, entonces el rendimiento de fliidos de cada tipo
seria igual al que aparece en el Cuadro No. 2. Los resultados del experi-

mento Mel X WSE informado serian por lo tanto uniformes, y habria
como promedio dos unidades de dos genomas cada una por cada unidad

a 1IN ala canoma (serie RY
& Un SCie SVMVLLIG (BT Ad ).

Cuapro No. 2.—Distribucidn de los caracieres fenotipicos de los flitidos procedentes
de infecciones dobles

Distribucién de fitidos (%)
Serie

4 Mel WS — M4 WSE
A: todas las unidades de dos genomas....... 56 19 19 6

B: promedio de una unidad con un genoma a
dos unidades de dos genomas. . ..... 46 21 21 12

C: promedio de una unidad con un genoma
a una dedos genomas.................. 40 22 22 16
D: todas las unidades de un genoma........| 25 25 25 25
E: ballazgos efectivos. ..=............ .00 56 23 15 10

Cualquier anilisis ulterior de la situacién dependerd de los conoci-

mientos sobre la expresién fenotipica de los genotipos compuestos. En
la presente etapa exploratorla de nuestras investigaciones todo lo que
puede hacerse es considerar conjuntamente las distintas posibilidades, v
esperar que en el futuro se pueda disponer de material experimental
apropiado a fin de demostrar si un alelo es normalmente dominante sobre
el otro (si es que esta terminologia es legitima en situaciones de esta
clase), o sl ambos tipos de caracteres sométicos estdn expresados en la
unidad que leva los dos genomas.

Para simplificar, hemos dado por sentado que en todas las circuns-
tancias hemos estado trabajando con genomas completos, 1, 2, 3. . . por
unidad morfolégica. A priori, parece que no hay razén convincente para
que ello sea cierto. Una unidad viral puede contener un nimero com-
pletamente variable de genes y ser viable Gnicamente si contiene por lo
menos un alelo activo, por ejemplo, por cada diez genes especificos.
Cada caracteristica fenotipica podria determinarse por el predominio
de éste o aquel alelo del gene que venga al caso, independientemente de
que la unidad sea viable o no. Una interpretacién del virus incompleto
consiste en que las unidades interesadas carecen de uno o més de los

genes necesarios para produeir un complemento completo. La alternativa
(nnp representa material somético producido bajo control génico pero

que no incorpora ningdin material genétlco), sugiere analoglas con el
virus del nabo amarillo, pero en conjunto parece mucho menos probable.

A oota rooneontn lag narticnlas de virne vighle nadrian rontener adomés
43 8500 TCSPCLU0, ias parvifi:as GT VIrus ViaoiC pOoQrian onicner, atiinas

del complemento necesario de genes, genes adicionales que modificarian
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los caracteres fenotipicos de la poblacién en que estas particulas repre-
sentan la forma dominante y permitirian la emergencia de otros feno-
tipos en el pase LD.

Hay que hacer hincapié en que ninguna de las posibilidades enume-
radas posee hasta la fecha un antecedente experimental reconocido. Todo
1o que se sabe a ciencia cierta es que existen demasiadas irregularidades
en los experimentos de recombinacién para que puedan ser explicadas
basindose en la suposicién de que las potencialidades fenotipicas y
genéticas de cada particula son determinadas por un solo genoma de
tipo estandar.

EL PROCESO DE MULTIPLICACION DEL VIRUS DE LA INFLUENZA

En el presente estudio nos hemos esforzado en presentar los hechos
esenciales y las deducciones de ellos derivadas que tienen relacién con
lo que hemos llamado los aspectos sométicos y genéticos del virus de la
influenza. En este material no hay nada que tenga relacién directa con
la naturaleza del proceso de multiplicacién del virus dentro de la célula
susceptible, pero por otra parte, ninguna teoria del proceso meneionado
puede ser aceptable a menos que concuerde con los hechos en estas dos
categorias.

Las condiciones que existen en la cavidad alantoica del embrién de
pollo son suficientemente sencillas y uniformes para hacer que el anilisis
de la multiplicacién del virus de la influenza en este medio sea un pro-
yecto atractivo. Actualmente existe gran cantidad de trabajos proce-
dentes de una docena de laboratorios, de los cuales ha surgido un cuadro
bastante uniforme. 8i tomamos como modelo la cepa PR 8 totalmente
adaptada e interpolamos, donde sean necesarios, los datos que provee la
experiencia con otras cepas de la influenza A o con otros tejidos sus-
ceptibles, tenemos entonces que las caracteristicas esenciales del proceso
de multiplicacién son las siguientes:

(1) La infeccién se inicia por la adsorcién de una particula de virus a
los receptores mucoproteicos de la superficie celular (Stone (50, 51);
Fazekas de St. Groth (27)).

(2) Una vesz iniciada la infeccidén, ocurre un periodo de eclipse de unas
pocas horas durante las cuales no se puede extraer virus viable de las
células infectadas.

(3) En alguna etapa antes de que el virus sea liberado espontinea-
mente en el flilido alantoico, se pueden extraer antigenos solubles fija-
dores del complemento, hemaglutininas y virus viable de las células
infectadas que se han desintegrado. En opinién de la mayoria de los
investigadores, el orden en que aparecen los tres agentes es el men-
cionado.

(4) La célula promedio infectada libera aproximadamente de 60 a
120 particulas infectivas en un periodo de dos a tres horas; el 50% de
estas particulas son liberadas aproximadamente a las ocho horas de
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haberse iniciado la infeccién (Cairnes, Fazekas de St. Groth y
Edney (24)).

(5) La mayoria de las células no muestran signos de lesiones mor-
foldgicas graves en el momento de la liberacién primaria de virus. El
primer indicio de alteracidn es el aumento en la cantidad de material
colorante de pironina 4cido ribonucleico que se halla presente en el
citoplasma. Es posible que después se produzcan lesiones macroscépicas
(Bate, datos inéditos).

(6) La infeccién en ciclos después del primero se produce, al menos
predominantemente, por medio del virus liberado en el fliido alantoico.

(7) La proporcién de virus incompleto que se produce en la recolecta
final estd4 en proporcién directa con el tamafio del inéculo. No se produce
ningdn virus incompleto capaz de ser reconocido si el inéculo es menor
de 10° particulas (Cairns, Fazekas de St. Groth y Edney (24)).

(8) El antigeno soluble fijador del complemento es un agente com-
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cras) que el virus y posee caracteristicas antigénicas especificas de la
especie que se distinguen de las de cualquiera de los antigenos de par-
ticula viral. Su componente principal es la ntcleoproteina que contiene
4cido ribonucleico y, excepto en el caso de su cardcter antigénico especi-
fico, no puede ser distinguido de la fraccién microsémica de las células
normales (Ada (1)).

* El proceso de multiplieacidn del virus en las bacterias ha sido estudiado
minuciosamente durante algunos afios y cualquier esfuerzo para esta-
blecer un cuadro de la multiplicacién del virus de la influenza en la célula
tiene que basarse necesariamente en gran medida en la analogia con
el virus bacteriano.

El siguiente esfuerzo para interpretar el proceso de multiplicacién
del virus de la influenza en la célula es casi totalmente tedrico. No
obstante, representa una hipétesis de trabajo que ofrece muchas suges-
tiones para emprender futuras investigaciones y, por lo tanto, merece
ser consignado. Est4 basado, evidentemente, en gran parte de las ideas
de Luria, Delbruck, Hoyle (41, 42) y otros.

Al entrar el virus de la influenza en la célula, el soma queda descartado,
v ya no desempefia ninguna otra funcién. En una particula viral estdndar,
el genoma es un agregado lineal de genes que pueden ser representados
por ABCDEFG o, como simbolo convencional para indicar la integridad
del genoma, por

C
B D
A E
G F

Las configuraciones mutiladas son de tal naturaleza que C, por ejemplo,
solamente tiene enlace con B en un lado y con D en el otro; del mismo
modo, A enlaza con B y con G; y asi sucesivamente. Cuando el genoma
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penetra en la célula, se inicia un proceso mediante el cual cada gene, ya
gea por si solo o en fragmentos lineales, por ejemplo, BCD 6 EF, esta-
blece contactos eficaces con las unidades celulares (posiblemente de
cardcter microsémico) que pueden canalizar la energia y las “piedras
de construccién”, materiales que facilitan su repeticién. Este material
repetido, a su vez, estard sujeto ya sea a una ruptura, por ejemplo,
BCD se convertird en B, CD, o a un aumento por ejemplo, EF, GA se
convertird en EFGA; estos fragmentos a su vez encontrardn situaciones
en que puedan repetirse. A medida que va aumentando el ndmero de
unidades contenidas en la mezcla de genes y de agregados génicos, la
agregacién alcanzarid preponderancia sobre la disociacién mediante
simples consideraciones de accién en masa. En nuestra opinién, tan
pronto como el nuevo genoma total

C
B D
A E
G F

queda reconstituido, adquiere estabilidad y es capaz de crearse un
soma a su alrededor. Hasta la fecha no hay indicios, en las experimenta-
ciones referentes al fago o al virus de la influenza, sobre la forma en que
se produce este dltimo proceso. Al alcanzarse cierta concentracién de
las particulas virales reconstruidas, tal vez por las lesiones asociadas en
la superficie citopldsmica, comienza una filtracién relativamente rdpida
de los virus en direccién al medio. En términos de los simbolos conven-
cionales empleados para representar el genoma completo, existe una
situacién alternativa, FGABCDEFGA, que podria quizés representar
una bage genética para la forma filamentosa del virus y para la existencia
aparente de unidades morfolégicas que llevan las potencialidades de
méis de un tipo de descendencia en los experimentos de recombinacién.

En los casos en que los virus pueden producir recombinantes viables,
debe suponerse que las diferencias corresponden a las diferencias alélicas
de ciertos genes, de manera que si un virus es representado por el simbolo
ABCDEFG, otro puede serlo por A’'BCD’'EF'G. Conviene quizds des-
tacar que hasta la fecha no es posible correlacionar las diferencias feno-
tipicas empleadas en nuestros experimentos de recombinacién con
ninguna clase de “mapa cromosémico”, asi como tampoco hay todavia
sugestién alguna con relacién al ntmero de genes que pueden ser nece-
sarios para una particula de virus completa.

REFERENCIAS

(1) Ada, G. L.: Aust. Jour. Exp. Biol. Med. Sc., vol. 31, 1953 (en prensa).
(2) Ada, G. L., y French, E. L.: Aust. Jour. Sec., 13:82, 1950.

(8) Ada, G. L., y Gotischalk, A.: Aust. Jour. Sc., 14:160, 1952.

(4) Ada, G. L., y Stone, J. D.: Brit. Jour. Ezp. Path., 31:263, 1950.

(5) Appleby, J. C.: Brit. Jour. Exp. Path., 33:280, 1952.



“r

Enero 1964] VIRUS DE LA INFLUENZA 21

(6) Burnet, F. M..: Aust. Jour. Exzp. Biol. Med. Sc., 26:389, 1948,
(7) Burnet, F. M.: Aust. Jour. Exp. Biol. Med. Sec., 27:361, 1949,
(8) Burnet, F. M.: En Doerr, R., y Hallauer, C.: Handbuch der Virusforschung,
Wien, 2° Sup., p. 47, 1950.
(9) Burnet, F. M.: Physiol. Rev., 31:131, 1951.
(10) Burnet, F. M.: Annu. Rev. Microbiol., 6:229,-1952.
(11) Burnet, F. M.: Aust. Jour. Exp. Biol. Med. Sci., 30:119, 1952,
(12) Burnet, F. M.: Aust. Jour. Ezp. Biol. Med. Sci., 30:251, 1952.
(13) Burnet, F. M., y Anderson, 8. G.: Brit. Jour. Exp. Path., 27:236, 1946.
(14) Burnet, F. M., y Anderson, 8. G.: Aust. Jour. Exzp. Biol. Med. Sc., 25:213,
1947,
(15) Burnet, ¥. M., y Edney, M.: Aust. Jour. Exp. Biol. Med. Sc., 29:353, 1951.
(16) Burnet, F. M., y Edney, M.: Aust. Jour. Ezp. Biol. Med. Sc., 30:105, 1952.
(17) Burnet, F. M.; Fraser, K. B., y Lind, P. E.: Nature, Londres, 171:163, 1953.
(18) Burnet, F. M., y Lind, P. E.: Aust. Jour. Exp. Biol. Med. Sc., 28:129, 1950.
(19) Burnet, F. M., y Lind, P. E.: Jour. Gen. Microbiol., 5:59, 1951.
(20) Burnet, F. M., y Lind, P. E.: Jour. Gen. Microbiol., 5:67, 1952.
(21) Burnet, F. M., y Lush, D.: Aust. Jour. Bxp. Biol. Med. Sc., 16:261, 1938.
(22) Burnet, F. M.; McCrea, J. F., y Stone, J. D.: Brit. Jour. Exp. Path., 27:
298, 1946.
(23) Burnet, F. M., y Perry, B.: Aust. Jour. Exp. Biol. Med. Sc., 31, 1953 (en
prensa).
(24) Cairns, H. J. F.; Fazekas de St. Groth, S., y Edney, M.: Jour. Immunol.,
69:155, 1952.
(25) Curtain, C.; Marmion, B. P., y Pye, J.: Naiure, Londres, 171:33, 1953.
(26) Edney, M., y Burnet, F. M.: Aust. Jour. Exp. Biol. Med. Sc., 30:129, 1952.
(27) Fazekas de St. Groth, S.: Aust. Jour. Ezp. Biol. Med. Sc., 26:29, 1948.
(28) Fazekas de St. Groth, S.: Nature, Londres, 162:294, 1948.
(29) Fazekas de St. Groth, 8.: Aust. Jour. Exp. Biol. Med. Sc., 27:65, 1949,
(30) Francis, T., Jr.: Jour. Exp. Med., 85:1, 1947.
(31) French, E. L.; Curtain, C. C., y Pye, J.: (en preparacién), 1953.
(32) French, E. L.; Gunter, G. 8., y Motteram, R.: Aust. Jour. Exp. Biol. Med.
Sc., 29:23, 1951.
(33) Friedewald, W. F., y Pickels, E. G.: Jour. Exp. Med., 79:301, 1944.
(34) Gottschalk, A.: Nature, Londres, 167:845, 1951.
(835) Gottschalk, A., y Lind, P. E.: Brit. Jour. Exp. Paih., 30:85, 1949,
(36) Hirst, G. K.: Science, 94:22, 1941,
(37) Hirst, G. K.: Jour. Exp. Med., 76:195, 1942,
(38) Hirst, G. K.: Jour. Exp. Med., 78:99, 1943.
(39) Hirst, G. K.: Rep. Int. Health Bd., (Comm.), p. 50, 1945.
(40) Hirst, G. K.: Jour. Exp. Med., 96:589, 1952.
(41) Hoyle, L.: Jour. Hyg., Camb., 50:229, 1952.
(42) Hoyle, L.: Jour. Path. Bact., 64:419, 1952,
(43) Lind, P. E., y McArthur, N. R.: dust. Jour. Exp. Biol. Med. Sc., 25:247
1947.
(44) Liu, C.: Proc. Soc. Exp. Biol., N. Y., 81:646, 1952.
(45) McClelland, L., y Hare, R.: Canad. Jour. Publ. Health, 32:530, 1941.
(46) McCrea, J. F.: Biochem. Jour., 48, xlix, 1951.
(47) Magnus, P. von: Acta path. microbiol. scand., 28:278, 1951.
(48) Puck, T. T.; Garen, A., y Cline, J.: Jour. Exp. Med., 93:65, 1951.
(49) Smith, W.: Lancet, 1:907, 1952.
(50) Stone, J. D.: Aust. Jour. Exp. Biol. Med. Sc., 26:49, 1948.
(51) Stone, J. D.: Aust. Jour. Exp. Biol. Med. Sc., 26:287, 1948.
(52) Stone, J. D.: Aust. Jour. Exp. Biol. Med. Sc., 27:337, 1949.

H



22 BOLETIN DE LA OFICINA SANITARIA PANAMERICANA

(53) Stone, J. D.: Brit. Jour. Exp. Path., 32:367, 1951.

(64) Stone, J. D., y Ada, G. L.: Brit. Jour. Exp. Path., 31:275, 1950.
(55) Stone, J. D., y Ada, G. L.: Brit. Jour. Ezp. Path., 33:428, 1952.
(56) Stuart-Harris, C. H.: Lancet, 1:497, 1939.

[EFY Moo T oo Hawafall TV T To « Dana Qo Weewn DA N W
(o) Lamii, a., y orsian, . ., Ji.; I770C. 00C, &TP. DI0L., N, L

(58) Thomsen, O.: Z. ImmunForsch, 52:85, 1927.
(59) White, J.: Aust. Jour. Exp. Biol. Med. Sc., 31 (en prensa), 1953.
(60) Whitten, W. K.: Aust. Jour. Sc. Res., (Ser. B), 1:271, 1948.

74.1NQ  10EN
«y $T.1U0, 10UV,

RECENT WORK ON THE INTRINSIC QUALITIES OF
INFLUENZA VIRUS (Summary)

The intrinsic qualities of influenza virus particles may be studied at the
biological level from two points of view:

(1) The surface structures associated with adsorption to the surface of the
susceptible cell and entry into its substance are regarded as essentially somatic
in character. Infection is possible only when these are present and functionally
active.

(2) The somatie qualities are controlied by a genetic mechanism composed
of functional units equivalent to the genes of higher organisms. Recombination
experiments based on multiple infection of a single cell can provide a technical
approach to the genetic analysis of influenza virus.

Work in these two fields is reviewed with special reference to that carried
out in the Walter and Eliza Hall Institute of Medical Research, Melbourne.
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