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Abstract

A new group of RNA virus was described in 1988 by Pereira. This group of viruses has only two segments of
RNA,; it was called Picobinavirus (PBV). Since then, it has been reported in animals and humans in several
countries, but not in Mexico. In this paper the finding of these viruses in Merida, Mexico is reported. Faecal
specimens were obtained from two hundred and eighty nine pigs with diarrhoea during their first month of
life. Stools were analyzed by polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE). Seventy four pigs showed electro-
phoretic pattern for rotavirus, whereas only three showed a typical electrophoretic pattern for PBV. Charac-
terization of the strains showed segment sizes which ranged from 2600-1600 bp. The nucleic acid was shown
double-stranded RNA by nuclease digestion. This pattern resembles PBV. These findings suggest that PBV
could be a new group of virus associated with gastroenteritis in pigs.
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Resumen

En 1988, en Brasil, Pereira describié un nuevo grupo de virus con genoma bisegmentado de édcido
ribonucleico (ARN), al que nombré picobirnavirus (PBV), desde entonces éste se ha localizado en animales
y en humanos de todo el mundo. En México no existe ningiin dato sobre este virus, por lo que al encontrar
patrones electroforéticos semejantes a los mencionados en tres muestras de heces de lechones con diarrea
infecciosa aguda (DIA), se decidi6 identificar este hallazgo de dos segmentos de ARN encontrado por medio
de la técnica de electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) con tincién de nitrato de plata. De las
muestras analizadas, 74 presentaron un patrén electroforético de 11 segmentos de ARN caracteristico de los
rotavirus (RV) y en 3 muestras se observaron iinicamente 2 bandas con distribucién diferente alos RV. A estas
3 muestras se les realizé digestién enzimatica con DNAsa I y RNAsa A, encontrdndose que corresponden a
segmentos de ARN de doble cadena de aproximadamente 2600-1600 pares de bases, semejante a lo que se ha
informado para los “picobirnavirus”; por lo que estos hallazgos sugieren la existencia de un virus con dos
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segmentos de doble cadena de ARN, que son particulas representativas de un nuevo virus intestinal, asociado
con gastroenteritis en lechones, aunque no se conoce el papel que desempena en ellas.

Palabras clave: PICOBIRNAVIRUS, DIARREA INFECCIOSA AGUDA, VIRUS DE ARN DE DOBLE SEGMENTO, PAGE.

Introduccion

Los virus con genoma segmentado de ARN de doble
cadena han sido descritos en animales, plantas, hongos y
bacteria. Estos virus se han clasificado en dos familias, la
Birnaviridae, que comprende a los virus con un genoma
de dos segmentos, y la Reoviridae con un genoma de diez
a doce segmentos.'

Pereira et al* describieron por primera vez un virus con
genoma bisegmentado de ARN de doble cadena, cuyas
caracteristicas morfolégicas y bioquimicas diferian de los
conocidos anteriormente, por lo que lo clasificaron como
un nuevo grupo de virus y lo nombraron Picobirnavirus
(PBV).*

Los PBV se detectaron primeramente en heces de ratas
(Oryzomys nigripes) en Brasil, al identificar dos bandas me-
diante electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE)
con tincion de nitrato de plata. Se observé que estos
segmentos migran entre los segmentos tres y cuatro, y
entre el cuatro y cinco del genoma de rotavirus, respecti-
vamente. Mediante digestiones enzimaticas con proteinasa
K, DNasa I, RNasa T1 y RNasa A, se ha demostrado que
estas bandas corresponden a ARN de doble cadena. De
acuerdo a la migracion electroforética de estos dos seg-
mentos, en comparacion con los segmentos del genoma
de rotavirus, se ha estimado que tienen alrededor de 1600
y 2600 pares de bases, respectivamente, esto es en base al
valor calculado por Holmes para rotavirus. Por microscopia
electrénica se han identificado particulas virales de 33 a 35
nm de diametro, las cuales en gradientes con cloruro de
cesio tienen una densidad de 1.39 a 1.42 g/ml®*

Estos virus han sido detectados en heces fecales de
ratas, cobayos, cerdos, pdjaros, conejos y humanos con y
sin diarrea, sin que se reconozca hasta el momento qué
papel desempena en la gastroenteritis, si es un nuevo
virus intestinal que pueda estar ocasionando diarrea in-
fecciosa aguda (DIA), que sea un virus oportunista, o que
sea un virus emergente.”!*

Al estar analizando heces de lechones con DIA, para el
diagnéstico de rotavirus (RV), utilizando PAGE, se observa-
ron patrones electroforéticos que migraban igual a los iden-
tificados para PBV, por lo que se procedi6 a la caracteriza-
cion de las muestras. De esta forma se demostr6 los primeros
casos de este nuevo grupo de virus en Yucatin, México.

Material y método

Se estudiaron 19 granjas porcicolas del estado de Yucatdn,
México, de donde se obtuvieron 289 muestras de heces
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de lechones con un cuadro de DIA. Las muestras fueron
colectadas y conservadas a -20°C hasta su utilizacién.

Extraccién viral y PAGE

La extraccién del ARN genémico se realizé de acuerdo
al método descrito para rotavirus.”” Los dcidos nucleicos
fueron precipitados con etanol; se analizaron mediante la
técnica de PAGE y los geles fueron tenidos con nitrato de
plata.'®

Digestién con nucleasas

La digestién con nucleasas se realizé de acuerdo a la
metodologia descrita por Sambrook et al'” Brevemente
consiste en que la ADNasa [ y la ARNasa A pancreatica*
son utilizadas a concentraciones finales de 0.3 mg/ml y
40 mg/ml, respectivamente. Los sustratos utilizados fue-
ron ADN del fago Lambda/Hind III (ADN de doble
cadena) y un ARN de doble cadena extraido y purificado
de heces fecales. La digestién enzimdtica se llevé a cabo a
87°C durante 1 h en un volumen final de 50 ml, posterior-
mente se le anadi6 a la mezcla de reaccién un volumen
igual de solucién amortiguadora de muestras (Glicerol
50%, SDS 1%, EDTA 100 mM, azul de bromofenol 0.25%
y xilen-cianol 0.25%) y se incubé a 56°C durante 15 min.
Finalmente se realizé el anilisis mediante PAGE.

Resultados

En el anilisis de las 289 muestras de heces fecales de
lechones con diarrea se obtuvo que 74 (26%) muestras
resultaron positivas a RV; en tres muestras (1%) (Figura
1) se pudo observar la presencia de dos bandas, las cuales
se encontraron entre los segmentos tres al cinco en rela-

Figura 1. En los carriles 1, 2 y 3 del gel de poliacrilamida se
observan los dos segmentos de ARN, en comparacién con los dlti-
mos tres carriles que son muestras positivas a rotavirus.
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Figura 2. En este gel de poliacrilamida con tincion de nitrato de
plata se observa: En los carriles del | al 3, ADN del fago lambda: en
el 1, sin digerir; 2, digerido con RNasa A; 3, digerido con DNasa 1.
En los carriles 4 a 6 los dos segmentos de ARN: 4, digestion con
RNasa A; 5, digestion con DNasa I; 6, sin digerir. En los carriles 8
a 10 ARN de rotavirus: 8, digerida con RNasa A; 9, digerida con
DNasa 1; 10, sin digerir.

cion con los segmentos de rotavirus, lo cual corresponde
a un tamano molecular para el segmento mayor de 2600
pares de basesy para el menor de 1600 de acuerdo con la
estimacion de Holmes®® para RV (Figura 2). El patrén
gendémico de estas muestras fue muy similar entre si y el
patrén electroforético de las mismas es caracteristico de
los PBV.

Con la digestién enzimdtica se observé que estas dos
bandas no son digeridas por la ADNAsa 1, pero son
completamente digeridas por la ARNsa A pancreatica, lo
cual demuestra que son moléculas de ARN de doble
cadena.

Discusion

Las bandas detectadas en las tres muestras por medio
de la electroforesis en gel de poliacrilamida y digestion
enzimatica nos permiten inferir la presencia de un grupo
de virus con genoma bisegmentado de ARN de doble
cadena.

De las 289 muestras de heces de lechones con DIA
examinadas, tres (1%) presentaron dos bandas propias
de los PBV. Este porcentaje es semejante a lo que han
informado otros autores en estudios con animales. Asi
tenemos que Pereira, en Brasil, registra una frecuencia
de 0.45%*72" y Ludert et al.,”'* en Venezuela, del 0.5%.
Sin embargo, Gallimore et al*'"'' que trabajaron con
ninos sanos y con DIA registraron frecuencias que fluc-
tuaron entre 3.5% y 15%.

Los hallazgos descritos en este trabajo son de relevancia
epidemioldgica, no solamente por ser la primera ocasion
que se informa sobre la presencia de estos virus en el
estado de Yucatan, sino porque actualmente se descono-
ce si estos virus juegan algin papel en la génesis de la
diarrea; sin embargo, el hecho de haberlos encontrado

en un grupo de lechones con DIA hace pensar en otro
grupo de virus causante de la misma.

Con base en estos resultados es importante planear

estudios epidemiolégicos encaminados a conocer la fre-
cuencia y caracteristicas de distribucion de estos virus en
granjas porcicolas, asi como aislarlos para clasificarlos,
realizar estudios in vitro y determinar su papel como
agente etiolégico de la DIA, tanto en animales de impor-
tancia economica, como en los seres humanos.
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