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ESTUDIO SEROEPIDEMIOLOGICO EN LA ESPECIE HUMANA Y EN
CERDOS DE LA NUEVA CEPA DE INFLUENZA DE TIPO PORCINO

M. P. Pérez Brena, C. Lopez Galindez, A. Llacer,

E. Najera, E. Valle y R. Najera!

Un porcentaje alto (66.5%) de la poblacion humana de mds de 50
anos, posee anticuerpos frente a Hswl. Sin embargo, en el presente
estudio se detectaron anticuerpos a titulos elevados en algunos sueros
de jovenes, aun cuando no se encontrd ninguna evidencia de circula-
cion de virus de influenza porcina enire los cerdos que se estudiaron
procedentes de varias regiones de Espana.

Introduccion

El Centro para el Control de Enferme-
dades de Atlanta posee datos que indican
infecciones esporadicas por virus de in-
fluencia porcina, en personas que tuvie-
ron contactos con cerdos. En enero y fe-
brero de 1976 sc produjo el brote de Fort
Dix (I) con el aislamiento de un virus de
influencia tipo A, antigénicamente relacio-
nado con el virus “clasico” de la influen-
za porcina. Esta fue la primera observa-
cién de transmisién interhumana de un
virus de influenza animal en la naturaleza.
En 1918 se produjo una terrible pandemia
de influenza que causé la muerte de cerca
de medio millén de personas en Estados
Unidos y estimado en un numero de 20
millones en el mundo (2). Numerosos in-
vestigadores relacionaron esta pandemia
con virus porcino. Este hecho, unido a la
teoria de Masurel y Marine (3), en el sen-
tido de que el virus porcino podria volver a
- circular en un periodo de unos 70 afios, (lo
que situaria la reaparicién hacia 1985), pu-

' Centro Nacional de Microbiologia, Virologia e Inmuno-
logia Sanitarias, Majadahonda, Madrid, Espana.

sieron un tinte dramaético en los sucesos
mencionados. Sin embargo, del compor-
tamiento de la cepa A/New Jersey/8/76 en
el grupo de personas que vivian en Fops
Dix, parece deducirse que su capacidad cg
difusion no es muy grande (4). En efecto,
de entre las 12,000 personas que formaban
la base militar (en casi su totalidad jévenes
carentes o con niveles bajos de anticuerpos
frente al virus tipo porcino), solo se con-
firmaron 12 casos de infeccién. Posterior-
mente, a través de un intenso estudio se-
roepidemiolégico se llegé a la conclusién
de que se habian producido unas 500 in-
fecciones en total. En cambio, la cepa
A/Victoria/3/75, que circulaba simulta-
neamente, continué produciendo casos -
depués de terminar el brote debido a la
Af/New Jersey/8/76, que habia durado tini-
camente cuatro o Cinco semanas.

En el memorandum redactado por la
OMS (4) en abril de 1976 con ocasién de
una consulta celebrada en Ginebra, Suiza,

" para revisar toda la informacién recogida

hasta ese momento sobre la cepa A/New
Jersey/8/76, se informa de estudios en los
que se detectaron anticuerpos frente a esta
cepa en un 5 a 8% de personas menores de

30 afios. Se sugiri6 la explicacién de que
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fueran el resultado de respuestas heteroti-
picas.

Dada la posible importancia del pro-
blema, hemos tratado de conocer la situa-
cién epidemiolédgica en Esparia, asi como
estudiar si las cepas porcinas han circulado
entre los cerdos del pais durante los ulti-
mos anos.

Material y métodos
Recoleccion de sueros

Los sueros humanos se recibieron en
ndmero aproximado de 100 semanales
desde abril de 1976 y alcanzaron hasta
mayo de 1977, un total de 2,600 sueros.
Provinieron de personas sanas entre los 18
y 65 afios de edad, donantes de sangre del
Instituto Nacional de Hematologia de Ma-
drid.

@ Los sueros de cerdo correspondieron
fundamentalmente a animales hembras de
mas de cuatro afios de edad, procedentes
de 53 piaras de varias provincias espafiolas
(Madrid, Salamanca, Guadalajara, Toledo,
Ciudad Real, Badajoz, Cérdoba y Sevilla).

Cepas utilizadas

Como antigenos para la prueba de in-
hibicién de hemaglutinacién (IH) se utili-
zaron: A/Mayo Clinic/103/74 (HswIN1),
® aislada de un paciente que murié en Min-
nesota en el otofio de 1974 a raiz de una
neumonia complicada por insuficiencia
respiratoria debida a la enfermedad de
Hodgkin, A/Victoria/{3/75 (H3NZ2); A/
Hong Kong/1/68 (H3N2); A/England/
12/ 64 (H2N2); A/England/1/51 (HIN1);
A/PR/8/34 (HON1) y B/Hong Kong/8/
73 antigénicamente igual a la B/Hong
Kong/5/72.

Para realizar la prueba de inhibicién de
la neuraminidasa (IN), se usaron como
fuente de N1 y N2 las cepas A/PR/8/34

(HOND), y X-31 (H3N2), recombinante de
Af{Hong Kong/68 y A/PR/8, respectiva-
mente.?

Los antigenos en ambas pruebas consis-
tieron en liquido alantoideo procedente de
huevos de gallina embrionados, infectados
en el décimo dia de incubacion con el virus
correspondiente, y purificado por centri-
fugacién diferencial.

Pruebas de inhibicion de la
hemaglutinacion (IH)

Se realizaron por el micrométodo de
Takatsy segtin modificacién de la OMS (5)
con microtitulador Cooke (Engineering
Co., EUA), y se efectué la separacién de
inhibidores inespecificos con RDE.

Todos los porcentajes de positividad se
calcularon sobre el nimero de sueros que
dieron titulos mayores de 20 en IH.

Prueba de inhibicion de la
reuraminidasa (IN)

Se realizé seguin la técnica original de
Warren (6), tal como la describen Aymard
Henry et al. (7).

Respuestas heterotipicas

Para comprobar si los anticuerpos frente
a A/New Jersey/8/76 en personas jévenes
eran el resultado de respuestas heterotipi-
cas, se estudié el nivel de anticuerpos
frente a todas las hemaglutininas humanas
del tipo A, y frente a las de cepas B que
circulan en la actualidad, en tres sueros de
j6venes, y en los de las personas mayores
que presentaron titulos superiores a 80
frente a Hswl.

? Todas las cepas fueron amablemente proporcionadas
por la Dra. M. Pereira y el Dr. G. C. Schild de Londres.
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CUADRO 1—Distribucién por grupos de edad de los niveles de anticuerpos inhibidores de la hemaglu-

tinacién (IH) frente a la cepa A/Mayo Clinic/103/74

{(Hsw1) en sueros humanos.?@

Grupos de  No. de

Titulos IH frente a Hswl

edad Sueros <20 20 40 80 160 =320 %

<30 1,349 1,336 9 2 1 1 - 0.96
30-34 220 219 - 1 - - - 0.45
35-39 914 205 7 1 1 - - 4.2
40-44 206 196 6 2 2 - - 4.85
45-49 185 157 16 8 2 2 - 1515 @
50-54 179 85 39 35 9 7 4 5251
55-59 156 43 30 98 26 15 14 79.43
60-65 91 15 15 95 18 7 11 83.51

Total 2,600 2,956 192 102 59 32 929

2 La experiencia adquirida recientemente con el antigeno A/New Jersey/8/76 ha demostrado que este tiene mis avidez

por los anticuerpos que el A/Mayo Chnic/103/74.

Resultados

En el cuadro 1 aparecen los resultados
de Ia distribucién de los niveles de anti-
cuerpos inhibidores de la hemaglutinacién
frente a la cepa A/Mayo Clinic/103/74
(Hswl) en sueros humanos, segiin grupos
de edad. En la figura 1 dichos resultados
aparecen representados graficamente.

Se observéd que los porcentajes de sero-
positividad fueron mas elevados en las
edades por encima de los 50 aiios, con un
predominio de los titulos altos. El grupo de
edad inmediatamente anterior presentd
un porcentaje sensiblemente menor, pero
bastante superior al de los grupos mas j6-
venes. Por debajo de los 40 anos de edad
los porcentajes fueron bajos y los titulos
también, excepto en el caso de tres sueros
que procedian de personas jévenes (21, 23
y 36 anos), que presentaron titulos de 80,
160 y 80 respectivamente y en los que no
existe evidencia de contacto previo con
cerdos.?

Los resultados obtenidos con los sueros

3 Mientras se redactaba este trabajo se volvieron a detectar
anticuerpos frente a Hswl a titulo alto en el suero de una
persona de 20 afios de edad.

de cerdos se presentan en el cuadro 2. En-
tre los cerdos mas viejos se encontraron
anticuerpos frente a H3 en proporciones
que estan en completo acuerdo con los re-
sultados que obtuvimos en 1973 (8), sob/@®
sueros de cerdos de procedencia similar a

FIGURA 1~—Porcentaje de sueros positivos por
niveles de anticuerpos y grupos de edad.
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FIGURA 2—Anticuerpos IH frente a distintas hemaglutininas en el suero de personas de edades diferen-
tes.®
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CUADRO 2—Distribucién por grupos de edad de los niveles de anticuerpos inhibidores de la hema-
giutinacién (IH) frente a las cepas A/Mayo Clinic/103/74 (Hsw1), A/Hong Kong/1/68 (H3) y A/Victoria/3/75
(H3) en sueros de cerdo.

A/Mayo Clinic/74 A/Hong Kong/68 A/Victoria/75
Grupos de No. de
edad sueros Positivos % Positivos % Positivos %

Sin edad 13 0 - 0 - 0 -
1-2 arios 111 0 - 0 - 0 -

= 4 aiios 189 0 - 22 116 26 13.7
la de los que se estudiaron en el presente Para poder aportar otros datos a la dis-
trabajo. cusién se realizé un estudio de anticuerpos

En el cuadro 3 se muestra el nivel de inhibidores de la neuraminidasa, esco-
anticuerpos frente a todas las hemagluti- FIGUR o s tulo 58
. . . — =
ninas humanas del tipo A y frente al tipo B A 3-—Porcentajes de sueros con titulo >80

de dos de 1 de i6 frente a las distintas HA, en los sueros que presen-
¢ dos de los tres sueros de Jovenes MEN-  apan titylos >80 frente a Hsw1 (fomado como

cionados, (ya que en el tercer caso no dis-  100%).
poniamos de cantidad suficiente para ha-
cer estas pruebas). Los resultados del estu-
dio de 81 sueros correspondientes a 73
personas mayores se presentan en la figura
2. Se encontré que 77 de estos sueros pre-
sentaron niveles de anticuerpos frente a
cualquiera de las hemaglutininas humanas
HO, H1, H2, H3 y hemaglutinina del tipo
B, no significativamente superiores a los
que se presentaron frente a Hswl.

La figura 3, muestra los porcentajes de
sueros que presentaron titulos =80 en
HAI frente a distintas hemaglutininas.
Tomando el nimero de sueros selecciona-
dos por sus titulos =80 frente a Hswl,
como el 100%, los porcentajes frente a las
demas hemaglutininas fueron sensible-
mente menores. Fue notable observar la ;
ausencia total de anticuerpos a titulo alto ° Re M3 T He
frente a Hl. DISTINTAS HEMAGLUTININAS

CUADRO 3-—~Resuitados de las pruebas efectuadas sobre dos sueros de jévenes que poseen anticuer-
pos frente a Hsw1 con titulo alto.

Titulos IH Titulos IN
Suero No. Edad Hswl HO HI H2 H3 HB N1 N2
27,609 23 160 (=) -) 20 40 (- 10,000 20
28,504 36 80 20 20 40 ) ) ) 30
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CUADRO 4—Niveles y porcentajes de anticuer-
pos frente a N1 y N2 en sueros con titulo =160
frente a Hsw1.

Titalos IN N1 % N2 %

< 40 31 86 17 63

40-160 4 11 7 26

= 160 1 3 3 11
Total 36 27

giendo para ello los 36 sueros con titulos
=160 en IH frente a Hswl, y aprove-
chando las diferencias entre las distintas
cepas, (las cepas con Hswl, HO y H1, po-
seen N1, mientras que las cepas con H2 y
H3 poseen N2). Los resultados obtenidos
se muestran en el cuadro 4.

Discusidn

El hecho de que los porcentajes de sero-
positividad fueran mas elevados en el
grupo de edad de 40 a 50 afios, con pre-
dominio de titulos altos en las edades ma-
yores (véase el cuadro 1), podria explicarse
considerando que se trata de anticuerpos
residuales inducidos por una infeccién
primaria en la infancia y reactivados en
posteriores infecciones por otras cepas
gripales, ya que las personas mayores de
50 afios habian nacido antes de 1927, es
decir, dentro de la etapa de prevalencia del
virus tipo porcino de 1918. Los porcenta-
jes de los grupos de 40 a 44 afnos y de 45 a
49 afios pueden representar infecciones
residuales en los anos de cambio de las ce-
pas con hemaglutinina Hswl por las de
HO. Estas infecciones residuales es proba-
ble que fueran disminuyendo en niimero a
medida que avanzaban los afios, en la dé-
cada de 1930 a 1940, como lo d=muestra la
diferencia de porcentajes entre los dos
grupos.

Aunque la mayoria de los anticuerpos
que se detectaron en estos grupos de edad

hubieran tenido el origen que acabamos de
sefialar, no puede descartarse que en al-
gunos casos provinieran de infecciones
transmitidas directamente por cerdos en-
fermos a personas que estuvieron en estre-
cho contacto con ellos.

Por otra parte teniendo en cuenta los re-
sultados obtenidos en el estudio de los sue-
ros de cerdo (véase el cuadro 2) en que se
aprecia la inexistencia de anticuerpos
frente a Hswl, no parece probable que las
personas jévenes con titulos altos en la
prueba de IH hayan podido infectarse a
través de cerdos durante los dltimos anos.
El alto nivel de anticuerpos frente a Hswl
no puede justificarse como respuesta hete-
rotipica como es posible comprobar en el
cuadro 3.

Puesto que solo en los cerdos mayores de
cuatro afios se detectaron anticuerpos an-
tigripales H3, esto parece indicar que Ia
gripe padecida por los cerdos esparioles en
los Gltimos afios no ha sido producida por
un virus porcino “clasico”, sino por cepas
humanas variantes de la cepa A/Hong
Kong/1/68 (H3N2), como han estudiado
NuUMmeErosos autores en otros paises, y como
informan Stuart-Harris y Schild (9), yen la
actualidad no existe evidencia de la circu-
lacién de virus gripales en la poblacién
porcina.

En uno de los 77 sueros de personas ma-
yores que presentaron anticuerpos frente
a Hswl, se pudieron estudiar dos muestras
de un mismo individuo con un intervalo de
tres meses, en el que la primera fue posi-
tiva solo a Hswl a titulo medio, y la se-
gunda presenté un aumento en el nivel de
anticuerpos a Hswl y fue también positiva
a H3, lo que indicarfa una seroconversion
por infeccién por un virus tipo H3 y servi-
ria de ilustracién a la teoria del “pecado
original”’. En otros casos se ha podido es-
tudiar también un fenémeno similar, si
bien, no con seroconversién, si con re-
fuerzo en el nivel de anticuerpos.

Considerando que todas las personas
cuyos sueros se seleccionaron para la
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prueba de inhibicién de la neuraminidasa
(véase el cuadro 4), fueron infectadas por
un virus tipo porcino, el porcentaje de ne-
gatividad a N1 sugeriria que los anticuer-
pos frente a este antigeno han bajado a lo
largo del tiempo, como corresponderia a
infecciones antiguas (86%). Los altos titu-
los de anticuerpos frente a Hswl estarian
justificados como resultado del refuerzo
provocado por infecciones posteriores con
otras cepas:

a) En el caso de cepas poseedoras de H2 y
H3 se puede observar la correspondencia del
porcentaje de sueros con titulos =80 en inhibi-
cién de hemaglutinacién frente a estas hema-
glutininas (figura 3), con el de suero con titulos
240 en inhibicién de la neuraminidasa frente a
N2 (cuadro 4).

b) En otro grupo de sueros se encontraron
anticuerpos antihemaglutinantes a nivel medio
(entre 20 y 80) frente a varias cepas, lo que
permite suponer la existencia de infecciones su-
cesivas cuyo resultado fue aumentar los anti-
cuerpos frente a Hswl.

En un porcentaje de sueros mucho me-
nor (12%) se detectaron anticuerpos frente
a N1 a titulo medio y alto. En alguno de
estos casos se acompariaron de titulos altos
frente a varias hemaglutininas y frente a
N2, que justifican también el pensar en
una accién de refuerzo. Sin embargo, hay
tres casos (personas de 55, 52 y el joven de
23 anos del cuadro 3) que no tuvieron titu-
los altos frente a ninguna de las hemaglu-
tininas no porcinas, para los cuales no en-
contramos explicacién. En estos casos, se
puede apuntar la posibilidad de circula-
cién de virus tipo porcino en pequefios
brotes aislados que pudieran haber pasado
desapercibidos, entre 1954 (fecha de na-
cimiento del mas joven) y 1970 (fecha de
nacimiento de los cerdos mas viejos de
nuestro estudio).

Teniendo en cuenta el insuficiente nd-
mero de sueros estudiados en N1, los datos
obtenidos no pueden ser de gran alcance,
pero si parecen apoyar las hipétesis dedu-
cidas del estudio de las hemaglutininas.

Resumen

Se han estudiado los niveles de anti-
cuerpos frente a hemaglutinina de tipo
Hsw1 en sueros humanos y porcinos para
establecer la situacién epidemiolégica de la
poblacién de Madrid, respecto a la in-
fluenza humana de tipo porcino.

En la encuesta que se realizé sobre 2,600
sueros de personas entre los 18 y 65 afios, y
313 sueros de cerdo procedentes de 53
piaras de distintas regiones del pais, se ob-
servé que la distribucién de anticuerpos
por grupos de edad en los sueros humanos
presenté un porcentaje de positividad
(sueros de titulo superior a 20 en 1H), del
55.5% en personas mayores de 50 anos,
mientras que en el grupo de menos de 30
anos no llegé al 1%.

Los individuos con titulos de anticuer-
pos =80 frente a Hswl, en general tuvie-
ron anticuerpos frente a otras hemagluti-
ninas y neuraminidasas humanas, lo que@
permite suponer que el nivel de anticuer-
pos frente a las cepas porcinas se ha ido
reforzando por sucesivas infecciones gri-
pales.

Existen algunos casos humanos que es-
capan a este esquema, para los que no se
puede aportar ninguna explicacién salvo
apuntar la posibilidad de una infeccién a
través de cerdos, anterior a 1970 (la fecha
mas lejana que abarca este estudio en los
cerdos), ya que durante estos Gltimos arios
no se ha encontrado ninguna evidencia de
circulacion del virus entre ellos. O
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Seroepidemiologic study in humans and swine of a new strain of swine influenza (Summary)

Antibody titers produced by Hswl hemag-
glutinin were studied in human and swine sera
to establish the epidemiologic situation in Ma-
drid, as regards human cases of swine in-
fluenza.

Serum samples from 2,600 people between
18 and 65 years of age, and from 313 swine in
53 herds from different parts of the country
were tested for antibodies. It was found that
antibody distribution in human sera, according
to age grotips, showed a pos1t1v1ty percentage
\uu:la ulguc:l than 20 for ru) of 55.5% among
persons over 50 years of age, while in the
group below 30 years it did not reach 1%.

Individuals with Hswl antibody titers =80
usually had antibodies to other human hemag-
glutinins and neuraminidases as well, which
permits us to assume that antibody titers for
swine strains have heen qrren_u‘rhened hv suc-
cesive influenza infectio.ss.

There are some human cases that do not
follow this pattern and cannot be explained,
except by a probable infections transmitted
by swine prior to 1970 (the earliest date in
which swine were examined for this study)

hlllLC lll LllC ldbl. LCW yCdlh no CVlUCllLC Ul Virus

presence among swine has been found/[

Estudo seroepidemiolégico da espécie humana e em suinos da nova Cepa de influenza de
tipo porcino (Resumo)

Estudaram-se os niveis de anticorpos pe-
rante a hemagiutina de tipo Hswl em soros

humanos e porcinos para poder estabelecer a
situagido epidemioldgica da populagdo de Ma-
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dri no referente a
porcino.

No inquérito feito em 2.600 soros de pessoas
65 anos de idade e 313 soros de
porcos procedentes de 53 piaras de diversas
regides do pais observou-se que a distribuigio
de anticorpos por grupos de idade nos soros
humanos mostrou uma percentagem de positi-
vidade (soros de titulo superior a 20 em IH),
de 55,5% em pessoas de mais de 50 anos, en-
quanto que, no grupo de pessoas de idade in-
ferior a 30 anos nio atingiu 1%.

Os individuos com titulos de anticorpos =80
perante Hswl, em geral, tiveram anticorpos

influenza humana de tipo

At 10 o

e 10 ©

perante outras hemaglutininas € neuraminida-
sas humanas, 0 que nos permite supor que o
nivel de anticorpos perante as estlrpes porcinas
se tem ido fortalecendo mediante mfecg“*
gripais sucessivas.

H4 alguns casos humanos que saem fora
desse esquema, para os quais nio se pode ofe-
recer nenhuma explicagdo, exceto indicar a
possibilidade da existéncia de uma infecgio
através dos porcos, anterior a 1970 (a data
mais longinqua que abrange o cste estudo so-

bre os porcinos), ja que durante estes tltimos®

anos nio se encontrou nenhuma evidéncia de
circulagao do virus entre esses animais.

Etude séroépidémiologique chez I'humain et chez le porc de la nouvelle souche d’influenza
de type porcin (Résumé)

Des sérums humains et porcins ont été etu-
diés pour y mesurer le taux d’anticorps dirigés
contre I'hémagglutinine type Hswl afin d'éta-
blir la situation épidémiologique de la popula-
tion madrilenne face a linfluenza humain de
type porcin.

L’enquéte a été faite sur 2600 sérums de
personnes agées entre 18 et 65 ans, et 313 sé-
rums de porcs en provenance de 53 elevages
de différentes regions du pays. Dans le cas des
sérums humains, les anticorps sont distribués
en tranches d’dge: les résultats sont positifs (sé-
rums dont le titre est supérieur 4 20 en HI)
chez 55,5% des individus de plus de 50 ans,
alors que moins de 1% des sujets du groupe de
moins de 30 ans avait des résultats positifs.

Dans I'ensemble, les individus dont le titre
d’anticorps anti-Hsw1 >80 avaient aussi des
anticorps dirigés contre d’autres hémaggluti-
nines et neuraminidases humaines. Ceci sug-
geére que le titre d’anticorps contre les souches
porcines s'est trouvé renforcé a la suite d'infec-
tions gripales succéssives.

Pour les cas humaines qui ne cadrent pa’
dans ce schéma, nous ne trouvons d'autre ex-
plication que celle d’une possible infection
propagée par les porcs avant 1970 (date la plus
reculée de notre étude sur les porcs), étant
donné qu’il n’a été trouvé au cours des der-
niéres années aucune évidence de circulation
de virus chez ces animaux.
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