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Summary 
The prevalence of antibodies to influenza and respiratory coronaviruses 

among fattening pigs in Spain 
The presence of antibodies to two influenza viruses of the type A (HINI and H3N2) and to a 

porcine respiratory coronavirus was investigated in a study lasting a year. 735 blood serum samples 
were collected from 79 closed pig fattening farms in the province Segovia (Spain). Hemagglutination 
inhibition was used with influenza viruses. The percentage of positive results was 78.5 YO and 62.5 % 
respectively for the serotypes HlNl and HJN2. A clear reduction in the spread of antibodies was 
observed in the autumn. 

The ELISA technique was used with the porcine respiratory coronavirus. As antigen we used the 
antigenically related transmissible porcine gastroenteritis virus. Using this technique 87 YO of the sera 
were positive. Some of these sera with representative ELISA values were confirmed by means of serum 
neutralisation and radioimmune precipitation of the viral proteins. The incidence of these antibodies 
remained unchanged over the whole year of the investigation. 
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Introducci6n 
La Influenza porcina es una enfermedad respiratoria bien conocida, ya descrita en 

USA desde 1918. En Europa 10s primeros casos de comunicaron en 1976 (I ) ,  correspon- 
diendo a serotipos HINI. El primer aislamiento de virus H3N2 de origen humano a partir 
de ganado porcino se realiz6 en 1969 en Taiwan (2) y posteriormente en Europa (3). En 
Espaiia 10s primeros brotes surgieron en 1981 (4) identificindose como agente causal a un 
virus HINI. Sin embargo ya en 1986 se estableci6 la presencia de ambos serotipos (5, 6) 
como causantes de focos clinicos en la provincia de Segovia. Si la Influenza porcina es un 
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trastorno estacional (7) hay que admitir que una gran parte de las infecciones son 
subclinicas. Nosotros hemos querido establecer la prevalencia de anticuerpos (AC) y 
comprobar la circulaci6n de 10s dos serotipos a lo largo de un aiio en ganado de cebo. El 
estudio se ha realizado en una zona de alta concentraci6n de porcino, formando parte este, 
de otro en preparaci6n m6s amplio geogrificamente y realizado frente a 9 serotipos 
diferentes. 

En cuanto a1 coronavirus respiratorio porcino, recientemente aislado (8) (VCRP), se 
trata de un virus estrechamente relacionado, desde el punto de vista antiginico, a1 virus de 
la Gastroenteritis porcina transmissible (GPT), como se ha establecido muy recientemente 
(9). En varios paises europeos se ha comprobado una elevada prevalencia de anticuerpos 
frente al virus de la GPT en ausencia de enfermedad clinica (9, lo que sugiri6 la posibilidad 
de la existencia de otro virus antiginicamente relacionado. Una vez aislado este e infectados 
experimentalmente animales, se ha visto que no produce trastorno entirico, per0 si 
elevadas cifras de AC que neutralizan totalmente al virus de la GPT (9). La GPT ha sido 
puesta de manifiesto en Espaiia en dos ocasiones (10, 11). 

En el presente trabajo hemos querido comprobar la presencia de AC especificos frente 
al VGPT en granjas que no han padecido procesos diarreicos, atribuibles a esta enfermedad. 
Por tanto dichos AC se deberian presumiblemente a la presencia de VCRP, como ha sido 
comprobado en otras ireas europeas. 

Material y Mitodos 
Sueros. Se obtuvieron en matadero 735 sueros a panir de cerdos de cebo, procedentes de 79 

granjas de ciclo cerrado situadas en la provincia de Segovia. Los sueros fueron recogidos a lo largo del 
aiio 1987 y distribuidos estacionalmente. Durante este tiempo algunas granjas presentaron brotes 
clinicos de Influenza, pero no de GPT. Una vez centrifugados se conservaron a - 20 "C hasta su uso. 

Virus. Se utilizaron dos cepas de virus influenza tipo A: Belgica/l/83 (HINI)* y Gante/1/87 
(H3N2)*. Los virus se produjeron por pases en embri6n de pollo de 9 dias de edad. 

La cepa Purdue de VGPT en su pase 112 en cilulas ST (testiculo porcino), se emple6 para la 
detecci6n de AC frente a1 VCRP, dada su reactividad antiginica cruzada. 

Thnicas Seroldgicas 
Inhibicion de la Hemoaglutinacion (IHA). Esta ticnica se llev6 a cab0 siguiendo procedimientos 

descritos anteriormente (12) para detectar AC especificos frente a virus influenza. Para eliminar 
inhibidores no especificos, 10s sueros se trataron con *receptor destroying enzymes (RDE, Sigma C- 
8772) y se absorbieron durante 1 h a 4 "C con una suspensi6n de hematies de pollo al 50 YO. Se 
consideraron especificamente positivos titulos de 1/80 o superiores. Los sueros control se produjeron 
en conejo (4 inoculaciones i. v. con interval0 de 7 dias, con titulo aproximado de virus 1/5000 HA, 
purificado en gradiente de sacarosa 10/40 % P/V). 

ELISA. La cepa Purdue se purific6 en gradiente de sacarosa (13) y se fijd a las pacas a una 
concentraci6n de 0,4 pg proteinalpocillo durante una noche a 4 "C. Los sueros se emplearon diluidos a 
1/30, revelindose 10s inmunocomplejos mediante proteina A-peroxidasa y 0-Phenylenediamine 
(OPD, Sigma P-6662). Los sueros con valores de absorbancia por encima de 0,5 a 496nm se 
consideraron como positivos. 

Radioinmunoprecipitacion de Proteinas Antigbicas. Estractos celulares de cilulas ST infectadas 
con VGPT y marcadas metab6licamente con rneti~nina-S)~ (100 pCi/ml), se inmunoprecipitaron con 
sueros (representativos de diferentes valores de ELISA) siguiendo una metodologia ya descrita (14). 
Los inmunocomplejos absorbidos se analizaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida- 
SDS (14). 

Seroneutralizacion. Los sueros fueron titulados en placas microtiter por dilucidn limite capaz de 
neutralizar 100D150 de VGPT (15). El ensayo de neutralizacidn fui leido a las 72h determinando la 
presencia de efecto citopltico en cada pocillo. 

* Proporcionadas por el Dr. PENSAERT. Fact. Vet. Gante, Belgica. 
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Fig. 1. Representaci6n del valor de inhibicidn de la hemoaglutinaci6n (IHA) de 735 sueros testados 
frente a 10s serotipos de virus influenza HlNl y H3N2. Los sueros se absorbieron durante 1 h at 4 "C 
con una suspensi6n de hematies de pollo al 50%, despuCs de haber eliminado inhibidores no 

especificos 

Resultados 
Los resultados obtenidos en el estudio serol6gico frente a las dos cepas de virus 

Influenza HINl y HJNz se presentan en la Fig. 1, siendo 10s porcentajes de positivos 
respectivamente del 78,5% y del 62,5%. La poblaci6n encuestada mostr6 m a  mayor 
frecuencia de titulos de IHA de 1/40 a 1/320 para HINl y de 1/40 a 1/160 para H3Nz. 

En la Fig. 2 se representan 10s resultados obtenidos por ELISA frente al VGPT. El 
porcentaje total de positivos fue del 87%. Algunos sueros con valores representativos 
mediante la citada ticnica fueron confirrnados por seroneutralizaci6n e inmunoprecipita- 
ci6n (Fig. 3). 

La distribuci6n de positivos se+n las estaciones del aiio puede observarse en la 
Tabla 1. La prevalencia de AC fue muy elevada frente a todos 10s virus. En el caso de 10s 
Influenza se observ6 un claro descenso durante el otoiio. Los AC frente al VGPT se 
mantuvieron constantes a lo largo de todas las estaciones. 

Discusi6n 
La presencia de infecci6n por virus influenza en la poblaci6n encuestada queda 

perfectamente confirmada dada la elevada cifra de animales seropositivos. Probablemente 
estos resultados estin influidos porque se trata de lotes procedentes de granjas de ciclo 
cerrado y ademis por la alta concentraci6n porcina de esta provincia (la tercera productora 
espaiiola), todo lo cud  favorece la circulaci6n de 10s diferentes virus. 

La Clara disminuci6n de la prevalencia observada durante 10s meses de otoiio para 
ambos serotipos, concuerda con 10s ciclos epidemiol6gicos clisicos de Influenza porcina 
(7). En este modelo establecido, 10s brotes aparecen en otoiio, invierno y comienzos de 
primavera. Asi, podemos correlacionar el descenso de AC con la aparicidn subsiguiente de 
trastornos respiratorios. Sin embargo, HAESEBROUCK y col. (16) en 1986 encontraron cifras 
muy semejantes de AC tanto en mayo (primavera) como en octubre (otoiio) frente a 10s dos 
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Fig. 2. Representacibn del valor ELISA de 735 sueros testados para anticuerpos frente al VCRP. La 
tdcnica se realizb utilizando VGPT purificado a una concentracibn de 0,4 pg/pocillo. Los inmunocom- 

plejos fueron revelados mediante conjugado de proteina A-peroxidasa 

serotipos de virus influenza. El resultado encontrado por nosotros en verano-otoiio 
posiblemente indique que las infecciones permanecen circulando subclinicamente. 

La alta incidencia de AC anti VGPT presentes en 10s sueros estudiados, y teniendo en 
cuenta que las granjas de procedencia de 10s animales no han padecido episodio diarriico 
alguno en 10s Gltimos aiios, hace suponer que estos AC son debidos a la presencia del 
V C W  antiginicamente relacionado. Este fendmeno de alta incidencia de AC frente a1 
VGPT ha sido descrito por otros autores (9). Mediante ticnicas de inmunoprecipitaci6n, 
seroneutralizaci6n 6 ELISA ambos virus son por el momento indiferenciables, teniendo 
que recurrir a ensayos de competici6n antiginica mediante AC monoclonales para su 
diferenciaci6n (9). 

Zusammenfassung 
Pravalenz der Antikorper gegen die Influenza- und respiratorischen Coronaviren 

bei Mastschweinen in Spanien 
Im Laufe eines Jahres wurde eine Untersuchung uber die Prasenz von Antikorpern gegen zwei 

Influenzaviren Typ A (HIN, und H3N2) und ein porzines respiratorisches Coronavirus angefertigt. In 
79 Schweinemastbetrieben mit geschlossenem Zyklus in der Provinz Segovia (Spanien) wurden 735 
Blutserumproben entnommen. Fur die Influenzaviren wurde die Hamagglutinationshemmungstech- 
nik angewendet. Der Positivenprozentsatz lag bei 78,5 % bzw. 62,5 % fur die Serotypen HlNl und 
H3N2. Wahrend des Herbstes wurde eine klare Abnahme der Antikorperverbreitung gegen beide 
Serotypen festgestellt. 

Fur das porzine respiratorische Coronavirus wurde die ELISA-Technik angewendet. Als 
Antigen setzten wir das antigenisch verwandte Virus der transmissiblen porzinen Gastroenteritis ein. 
Bei dieser Technik waren 87% der Seren positiv. Einige dieser Seren mit reprhentativen ELISA- 
Werten wurden mittels Serumneutralisation und Radioimmunprazipitation der viralen Proteine 
bestatigt. Die Inzidenz dieser Antikorper blieb unveranderlich uber das ganze Jahr hindurch bestehen. 
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Fig. 3. Radioinmunoprecipitacidn de proteinas del VGPT por diferentes sueros con valores de ELISA 
significativos frente a este virus. Los timlos de seroneutralizaci6n de estos sueros, rnediante dilucidn 

limite capaz de neutralizar 100 DIS0, se indican en la parte inferior de la figura 

Resumen 
Se ha realizado, a lo largo de un aiio, un estudio sobre la presencia de anticuerpos frente a dos 

virus Influenza tipo A (HINl y HlN2) y un coronavirus respiratorio porcino. El muestreo se realizd 
sobre 735 sueros de cerdo pertenecientes a 79 granjas de ciclo cerrado de la provincia de Segovia 
(Espatia). Para 10s virus Influenza se utilizd la ticnica de inhibicidn de la hemoaglutinacidn. El 
porcentaje de positivos fut del 78,5 YO y 62,5 YO para 10s serotipos HlNl y HlN2, respectivamente. Se 
observd una Clara disminucidn de la prevalencia de anticuerpos frente a ambos en otoiio. 

Para el coronavirus respiratorio porcino se us6 la ticnica ELISA. Como antigen0 se utilizd virus 
de la gastroenteritis transmisible porcina, antiginicamente relacionado. Un 87 YO de 10s sueros 
resultaron positivos a esta ticnica. Algunos de estos sueros con valores ELISA representativos fueron 

Tabla 1. Distribucidn de positivos s e g h  las estaciones del aiio 

N". positivos/porcentajes 
Aiio 1987 N". Sueros HiNi HINZ VGPT 

Primavera 226 208 (92 Yo) 181 (80%) 197 (87,2 Yo) 
Verano 176 144 (81,8 Yo) 131 (74,4 Yo) 157 (89,2 Yo) 
otoiio 206 155 (55,8 Yo) 60 (29,l Yo) 167 (81 Yo) 
Invierno 127 110 (86,6Yo) 88 (69,3 Yo) 117 (92%) 
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confirmados mediante seroneutralizaci6n y radioinmunoprecipitaci6n de proteinas virales. La inciden- 
cia de estos anticuerpos permaneci6 invariable a lo largo de todo el aiio. 
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