Metagenomica, la técnica que 'descubre' nuevos virus
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Ante el reciente “descubrimiento” del virus de Schmallenberg gracias a las técnicas
metagendmicas, muchos companeros se preguntan: Y é{qué es la metagendmica? En
este articulo intentaremos desvelar de una manera muy divulgativa, las ventajas y
desventajas de esta técnica y cuales son sus aplicaciones en veterinaria.

éQué es la metagendmica?

Es un conjunto de técnicas que permite obtener todos los
fragmentos de ADN y ARN (huellas genéticas) que
contiene una muestra concreta, para luego traducirlos a
un lenguaje que pueda ser leido (secuenciacion) vy
compararlos con todas las huellas genéticas conocidas y
publicadas hasta el momento, almacenadas en bases de
datos como GenBank. En definitiva, se basa en obtener las
secuencias de ADN y ARN de las muestras objeto de
estudio y compararlas con todas las secuencias conocidas,
permitiéndonos buscar la homologia entre ambas.

éCudles son los pasos a seguir para realizar técnicas
metagendmicas?

En la Figura 1 resumimos las distintas etapas de la técnica
(de la A a la E). Este protocolo es una combinacion de
técnicas moleculares convencionales y novedosas.

En primer lugar se elimina todo el material genético no
encapsulado (acidos nucleicos del hospedador), para
evitar la amplificacion del mismo, que de lo contrario
enmascararia la amplificacion de los virus. Para ello, se
lleva a cabo un tratamiento enzimatico que elimina el ADN
y el ARN que no esté “protegido” tal y como ocurre en los
virus, que al poseer una capside no se veran afectados por
este tratamiento (Figura 2). Asi, al terminar este paso, solo
quedardn en la muestra los acidos nucleicos virales.
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Figura 1: Esquema general del rastreo
metagendmico. (A) Las muestras pueden ser
sangre, tejidos, hisopos, etc. (B) Eliminacion
de los acidos nucleicos del hospedador para
mantener sélo los virus. (C) Amplificacion
masiva. (D) Secuenciacion a gran escala. (E)
Andlisis de las secuencias y comparacién con
las bases de datos ya existentes.



Figura 2: Paso 1> Tratamiento enzimatico de las muestras que se van a analizar con metagendmica. (A)
Pulmoén con presencia de ADN y ARN del hospedador y presencia de virus. (B) Tras el tratamiento enzimatico
sélo quedan los virus.

El segundo paso se basa en la amplificacion de todo el ADN y ARN mediante una
reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) convencional, con la diferencia de que los
cebadores que se utilizan se unen a todo el ADN y ARN que esté presente en la
muestra (Figura 3).

CADABANDA
UNA SECUENCIA

Figura 3: Paso 2> Amplificacién al azar. (A) Gel de agarosa al 1% con el producto amplificado.
Se pueden observar smears. (B) Cada smear esta formado por productos de PCR de todos los
tamaiios.

El tercer paso es la secuenciacion a gran escala. En este paso se pueden utilizar tres
plataformas  distintas de  secuenciacion  (sanger, pirosecuenciacién o
ultrasecuenciacién) aunque la mas utilizada es la pirosecuenciacién. Esta utiliza una
PCR en emulsién (Figura 4A) en la que realiza una amplificacion clonal de cada



fragmento de ADN en una gota individual. Las gotas son afiadidas junto con todas la
enzimas necesarias para la pirosecuenciacién en una placa de pirotitulaciéon que
contiene 2.000 pocillos (Figura 4B). La secuenciacién ocurre gracias a una reacciéon
enzimatica con la secuencia que emite un haz de luz que es directamente proporcional
al nucledtido que esté leyendo (Figura 4C). Por tanto, el ADN y ARN amplificado en el
paso anterior se va a traducir a un lenguaje que nos permite compararlo con las
secuencias existentes en las bases de datos.

encuentra cada uno de los fragmentos de las secuencias, junto con los componentes necesarios
para realizarse la PCR. Al final del proceso se tiene la secuencia amplificada. (B) Cada una de las
microgotas con la secuencia amplificada se introduce en unos de los pocillos del
pirosecuenciador (454) junto a los nucleétidos y las enzimas pertinentes (luciferasa y apirasa). (C)
Proceso por el cual se lee la secuencia. Al unirse cada uno de los nucleétidos a la secuencia
amplificada emite un pirofosfato, que reacciona con la luciferasa emitiendo un haz de luz. La
intensidad del haz de luz es distinta para cada uno de los nucleétidos, lo cual permite conocer la
composicion de la secuencia.

El cuarto paso es el andlisis bioinformatico de las millones de secuencias obtenidas (ya
traducidas a un lenguaje legible), y la comparacién de las mismas con las secuencias
que se encuentran en todas las bases de datos (GenBank, EMBL, DDBJ, etc.). Asi gracias
a las homologias entre ellas se identifican los agentes virales en la muestra problema.
El dltimo paso es el disefio de una PCR del virus identificado para asi poder
diagnosticarlo a través de técnicas convencionales.

éQué ventajas e inconvenientes tiene con respecto a las técnicas moleculares
convencionales?

La metagendmica es una adaptaciéon de las técnicas moleculares convencionales, ya
que utiliza la PCR convencional, pero con unos cebadores degenerados que se unen a
cualquier fragmento de ADN y ARN que se encuentren en la muestra.



Por ello la gran ventaja de la metagendémica es que identifica cualquier agente
infeccioso que se encuentre en la muestra estudiada (Delwart, 2007) por comparacién
con las secuencias ya conocidas y publicadas. Ademas, con la metagendmica es posible
detectar e identificar distintos agentes simultdneamente, partiendo de cualquier tipo
de muestra. Como siempre, existe un pero para todo y el gran inconveniente de esta
técnica es que actualmente la pirosecuenciacion es una técnica cara.

¢Qué aplicaciones tiene esta técnica?

Este protocolo, que parece muy complejo, es realmente util tal y como se demuestra
en numerosos estudios. En veterinaria, gracias a esta técnica, se ha podido estudiar la
implicacion de un nuevo virus boca-like en el sindrome multisitémico de desmedro
postdestete (PMWS) (Blomstrom et al., 2009) o la deteccidn de un nuevo astrovirus
como causante del sindrome de la sacudida en el visén (Blomstrom et al., 2010). Y sin
duda, recientemente del virus de Schmallenberg. En nuestro grupo se ha detectado
través de esta técnica y por primera vez en Europa la coinfeccion de IAPV y ALPV en
abejas (Granberg et al., Submitted).

En definitiva, con los Ultimos avances, la metagendmica ha pasado de tener una
aplicacion solamente en investigacidn, a ser una técnica de diagndstico rutinaria.

iiiBienvenida sea la metagendmica a la Sanidad Animal!!!


http://albeitar.portalveterinaria.com/noticia/10866/ACTUALIDAD/virus-schmallenberg-sigue-avanzando.html
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