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Jo, Genis Vandellds Pont, amb DNI 39941154-K, séc¢ coneixedor de la guia de prevencié
del plagi a la URV Prevencio, deteccié i tractament del plagi en la docéncia: guia per a

estudiants (aprovada el juliol 2017) (http://www.urv.cat/ca/vida-campus/servies/crai/que-

us-oferim/formacio-competencies-nuclears/plagi/) i afirmo que aquest TFG no

constitueix cap de les conductes considerades com a plagi per la URV.

Tarragona, 8 de juny de 2020
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1. Dades del centre

Aquest Treball de Final de Grau havia d’estar basat en I'estada de practiques al Centre
de Sanitat Avicola de Catalunya i Aragd (CESAC), perd a causa de I'emergéncia
sanitaria causada pel COVID-19 es va canviar per un treball bibliografic mantenint la
idea original i en qué I'ajuda oferta des del CESAC ha estat clau. EI CESAC, situat a
Reus, és una empresa nascuda d’un conveni de col-laboracioé entre les Administracions
de Catalunya i Arago, el Sector Privat i el Sector Cooperatiu de l'avicultura catalana i
aragonesa. La seva activitat es basa en donar servei de diagnostic per al control sanitari
de l'aviram, suport a la produccié avicola i formacié técnica dels seus associats a través
de formacio de tecnics i grangers i gestié del moviment pecuari. A més, funcionen com
el lloc de trobada i intercanvi de coneixements d’avicultura dels técnics de Catalunya i
Arag6. EI CESAC s’erigeix amb un rol clau per l'avicultura, un dels sector punters a
Catalunya on significa el tercer sector agrari catala. D’aquesta forma, Catalunya
concentra el 33% de la produccidé d’aquest sector a nivell espanyol, sent-ne la primera
comunitat productora. Els seus serveis contribueixen a protegir la sanitat avicola
establint un sistema de vigilancia sanitaria basat en la rapida deteccié de malalties i
diagnostic per tal de combatre-les en les explotacions avicoles. Per aquest motiu, sn
el laboratori designat pel Departament d’Agricultura, Ramaderia, Pesca i Alimentacié de
la Generalitat de Catalunya per a la realitzacié de les analisis oficials de les malalties

incloses en els programes oficials de les aus a Catalunya.

Dins I'estructura del CESAC, la meva estada de practiques va ser en el Departament de
Virologia, Biologia Molecular i Serologia, dirigit per I'Angela Blanco Andujar, la qual

també ha estat la meva tutora professional durant la confeccié del Treball Final de Grau.



UNIVERSITAT %i
#&" ROVIRA | VIRGILI CESAC

2. Resum i paraules clau

El virus de la bronquitis infecciosa aviar (IBV) és el causant de la bronquitis infecciosa
aviar (IB), malaltia considera la segona major causa de pérdues en el sector avicola
arreu del mén. Aquesta malaltia afecta I'espécie Gallus gallus, encara que s’ha detectat
la preséncia del virus responsable en altres aus com Phasianus colchicus i Galliformes.
Es tracta d’'una malaltia altament infecciosa i que afecta principalment el sistema
respiratori, perd també és capac de danyar els sistemes excretor i reproductor,
especialment a la produccidé d’ous i 'empitjorament de les seves caracteristiques. A
causa de la manca de protecci6 creuada entre les diverses soques d’'IBV, és fonamental
disposar de técniques que permetin la seva diagnosi i identificacié. L’aillament viric i les
técniques serologiques permeten només la diagnosi, a diferéncia de les de biologia
molecular que també habiliten la identificacié. En aquest estudi es pretén examinar
I'estat actual de la RT-PCR per la deteccio i identificacio d’IBV i com millorar-la per
obtenir resultats més fiables. A través de bases de dades bibliografiques com PubMed,
Web of Science i Science Direct es van cercar articles dels ultims 5 anys per conéixer
I'estat de la técnica. Actualment els métodes més estesos son la RT-PCR, la Real Time
RT-PCR i la seqlienciacio, tenint com a dianes les seqiéncies de les regions 3’-UTR,
5-UTR i gen N per a deteccions universals i la seqiiéncia del gen S1 per a deteccions
especifiques de soca. La combinacié d’aquestes técniques amb els encebadors
especifics per a aquestes sequiencies diana és la que permet adaptar la metodologia als
laboratoris i aconseguir la diagnosi d’IBV amb la major sensibilitat, especificitat i limit de

detecci6 possibles.

Paraules clau: Virus de la bronquitis infecciosa aviar (IBV), deteccid, identificacid, RT-

PCR, Real Time RT-PCR, sequenciacid, optimitzacio.



UNIVERSITAT %i
#&" ROVIRA | VIRGILI CESAC

3. Introduccidé

La deteccido de patdogens en l'aviram és clau per permetre una adequada sanitat
alimentaria, ja que la major part de la produccié d’aviram acaba sent destinada al sector
d’alimentacid, sigui pel consum directe dels animals o dels seus ous. Degut a aixo,
durant déecades s’ha estat cercant nous métodes de deteccié o I'optimitzacié d’aquests
per aconseguir una millor proteccié en primera instancia per la salut de les aus, del
sector que treballa en la industria de I'aviram, de la poblacié que en consumeix els
productes i, en Ultim terme, per aconseguir una produccié efica¢ i economicament
rentable i beneficiosa. Un dels patdgens que més problemes causa és el virus de la
bronquitis aviar (IBV, per les seves sigles en anglés “Infectious Bronchitis Virus”). La
infeccié per aquest virus causa la bronquitis infecciosa aviaria (IB, per les seves sigles
en anglés “Infectious Bronchitis”), considerada una de les malalties que causa més
pérdues econdmiques en l'avicultura industrial arreu del mén (Jackwood MW & de Wit
S, 2020).

L’'IB és una malaltia altament contagiosa amb un quadre clinic agut que afecta
principalment el tracte respiratori superior dels animals de I'espécie Gallus gallus. La
infeccié es pot produir a qualsevol edat de I'animal. A més, la patologia pot presentar
diversos tropismes en qué a banda de I'afeccié del sistema respiratori també pot afectar
el sistema reproductor i excretor, produint reduccions en la produccié i qualitat dels ous
i nefropatologies que poden acabar amb falles renals, respectivament. El virus es troba
estés arreu del moén i es transmet per inhalacié o contacte directe amb aus infectades o
materials contaminats. No es té constancia de transmissio vertical a la descendéncia,
pero es pot trobar en la closca de I'ou per la incubacio provinent de I'oviducte o del tracte
gastrointestinal. La mortalitat de I'IB depén de factors intrinsecs a I'hoste i de la soca
d’IBV infectant. Degut a una pobra activitat correctora de la polimerasa virica, apareixen
noves soques d’IBV causades per mutacions i recombinacions en el seu genoma.
Malauradament, sovint aquests nous tipus compliquen la vacunacio ja que tenen poca
proteccid creuada, o inclis no en tenen. Per aquest motiu es fa dificil prevenir la
transmissio i la malaltia (Jackwood MW & de Wit S, 2020).

L’IBV pertany a la familia Coronaviridae, subfamilia Coronavirinae i al génere
gammacoronavirus. Es un virus de RNA de cadena simple de sentit positiu que codifica
per a 4 proteines estructurals majors, incloent el gen de I'espicula (S1, a partir del seu
nom en anglés “spike”) el qual és utilitzat preferentment en els tests diagnostics per la
deteccio d’'IBV. Tot i ser un virus que provoca I'IB en galls i gallines (Gallus gallus), s’han

detectat coronavirus aviars similars a IBV en faisans (Phasianus colchicus) i paons
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(Galliformes) i virus tipus-IBV s’han aillat en galls d’indi (Meleagris gallopavo), xarxets

comuns (Anas crecca), ogues (Anserinae), coloms (Columbiformes), pintades comunes

(Numida meleagris), perdius (Alectoris) i anecs (Anseriformes) (Jackwood MW & de Wit
S, 2020).

Actualment hi ha dos grans tipus principals de tecniques de diagnosi d’IBV: técniques
serologiques i técniques de biologia molecular. Entre les tecniques serologiques
destaguen aquelles per la titulacié dels anticossos contra IBV com ELISA, precipitacio
en gel d’agar (AGP, per les seves sigles en anglés “Agar Gel Precipitation”), inhibicié de
I’'hemaglutinacié (HI, per les seves sigles en angles “Hemaglutination Inhibition”), pero
no permeten identificar la soca d’'IBV. Entre les técniques moleculars sobresurten la
sequenciacio i analisi per la classificacio filogenética, en base al gen S1 principalment, i
la técnica de la reaccio de la polimerasa en cadena amb retrotranscripcio (RT-PCR per
les seves sigles en anglés “Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction”) i la
variant en temps real (“Real Time RT-PCR”). Aquestes técniques moleculars si
permeten identificar la soca del virus. A banda d’aquestes técniques principals, també
se’n poden utilitzar d’altres menys rellevants com [l'aillament viric i la detecci6 directa
d’'IBV usant anticossos especifics, perd com en el cas de les tecnigues seroldgiques, no
sb6n prou especifiques com per determinar el tipus de virus concret (Blanco et al., 2015;
Jackwood MW & de Wit S, 2020).

3.1. Bronquitis infecciosa aviar

La bronquitis infecciosa aviar (IB) és una malaltia aguda i altament contagiosa, causada
pel virus de la bronquitis aviar (IBV) i que principalment afecta el tracte respiratori
superior de galls i gallines de I'espécie Gallus gallus. Sovint no només afecta el tracte
respiratori, sind que també ho fa en el sistema excretor i reproductor segons la soca
virica en questio. Els principals simptomes del quadre clinic de la malaltia sén tos,
esternuts, raneres traqueals, conjuntivitis, dispnea, infeccions bacterianes secundaries,
aspecte deprimit, reduccié del pes corporal i ingesta d’aliment, plomes erigades,
excrements humits, augment de la ingesta d’aigua, disminuci6 de la produccié, mida i
gualitat dels ous amb deformacions, closques primes amb arrugues i albimina aquosa.
Amb la progressié de la malaltia van apareixent lesions en els aparells respiratori,
excretor i reproductor que poden acabar tenint un desenllag fatal. Tot i que la mortalitat
per IB és d’aproximadament un 5%, la frequent aparicié d’infeccions secundaries per

Escherichia coli, Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae, Mycoplasma
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imitans, Avibacterium paragallinarum, virus de la malaltia de Newcastle i virus de la grip

aviar pot elevar la mortalitat fins al 60% (Jackwood, 2019).

L’IB va ser observada per primera vegada a Dakota del Nord, Estats Units, 'any 1930 i
va ser primerament documentada l'any 1931 per Schalk i Hawn. ElI 1941 es va
desenvolupar la primera vacuna per prevenir I'lBV. No obstant, el 1956 es va descobrir
gue I'IBV posseia diferents serotips i que entre ells no posseien proteccié creuada, el
gue suposa un gran problema en la prevencié de I'IB. A més a més, el 1960 es van
descriure les primeres soques d’'IBV amb un tropisme diferent del sistema respiratori
(Fabricant, 1998). Fins a l'actualitat s’ha innovat en les técniques pel diagnostic i
deteccio d’'IBV, permetent una optimitzacié del procés. Gracies a la sequenciacioé s’ha
pogut classificar les diferents soques filogenéticament i caracteritzar I'evolucié d’'IBV.
(Lin & Chen, 2017).

Totes aquestes caracteristiques provoquen que I'IB sigui considerada la segona major
causa de pérdues en la indastria aviar arreu del mén, només per darrere 'altament
patogénica grip aviar (de Wit & Cook, 2019). Degut a que la morbiditat de la patologia
és de practicament el 100% i totes les afectacions de mortalitat i sobre la produccio
descrites anteriorment, és vital la recerca per sobreposar-se a la manca de proteccio
creuada entre les diverses soques viriques d’IBV per prevenir la malaltia i tractar-la un
cop contreta (Jackwood MW & de Wit S, 2020).

El contagi de la malaltia és extremadament elevat i és capac¢ d’expandir-se rapidament
entre l'aviram. El periode d’incubacié de I'IB és curt: entre les primeres 24-48 hores
després de la infecci6 es comencen a mostrar els primers simptomes clinics. La
transmissio pot ser bé per inhalacié o ingestié de particules viriques. Aquestes poden
arribar des de les aus infectades a les susceptibles per contacte directe entre elles o
contacte indirecte mitjangant aerosols, femtes o de superficies contaminades. Al tractar-
se d’'una malaltia que principalment afecta el sistema respiratori, els aerosols generats
en les vies respiratories son el mode de transmissié més important per la seva elevada
carrega viral en la fase aguda de la infeccio, que s’assoleix entre els dies 3 i 5 post
infeccié. No obstant, si la malaltia esdevé cronica els reservoris d’IBV soén les tonsil-les
cecals i els ronyons. La transmissi6 vertical de la malaltia no sembla ser rellevant, ja que
els pollets nascuts de progenitors malalts no han desenvolupat simptomes. Malgrat I'lB
només es manifesta i transmet en Gallus gallus, es considera que altres espécies
portadores del virus com faisans (Phasianus colchicus) i paons (Galliformes) podrien ser
reservoris d'IBV, on el virus podria multiplicar-se i produir nous brots (Jackwood MW &
de Wit S, 2020).

10
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Les uniques formes d’immunitzar I'aviram de la malaltia son la vacunacio i haver passat
recentment I'IB i només protegeixen contra la soca d’IBV que els ha infectat, ja que no
existeix proteccié creuada entre soques. Respecte la segona opcid, no existeix un
tractament especific contra I'IB, sin6 per pal-liar els simptomes del seu quadre clinic i el
subministrament adequat d’antibidtics per combatre les infeccions bacterianes
secundaries (Jackwood MW & de Wit S, 2020). Per tant, la complementacié de
vacunacions contra diverses soques d’IBV és I'eina més efica¢ per evitar contraure la
patologia. S’usen diversos tipus de vacunes: vives atenuades, inactivades i les més
punteres i encara prometedores vacunes recombinants. Un programa de vacunacio
adequat ha de protegir per I'espectre de soques d’'IBV abundants en aquella regié, ja
gue no es pot abastir totes les soques que circulen arreu del mén i no hi ha proteccio
creuada entre aquestes. Per aquest motiu les vacunes es dispensen en diverses
injeccions amb una sola soca o0 combinant-ne diverses en una sola dosi.
Malauradament, I'elevada mutabilitat i recombinabilitat de I'IBV suposa un repte en el
desenvolupament constant de noves vacunes per protegir l'avicultura (Bande et al.,
2015).

3.2.  Virus de la bronquitis aviar

El virus de la bronquitis aviar (IBV) és el causant de la bronquitis infecciosa aviar (IB).
L’IBV pertany al génere Gammacoronavirus, dins la subfamilia Coronavirinae, familia
Coronaviridae i ordre Nidovirales, en el mateix génere al qual pertany el coronavirus de
gall d'indi (TCoV, per les seves sigles en anglés “Turkey Coronavirus”) entre altres
(Jackwood MW & de Wit S, 2020).

3.2.1. Morfologia

Morfoldgicament es tracta d’'un virus embolcallat amb un aspecte pleomorfic amb un
diametre d’aproximadament 120 nm amb unes projeccions a la superficie, les espicules,
d’'uns 20 nm de llargada, que li proporcionen I'aspecte de corona amb el qué s’anomena
la seva familia virica (Jackwood MW & de Wit S, 2020). Les diverses soques d’IBV poden
variar en la seva densitat segons la seva abundancia d’espicules en la superficie, variant
entre 1,15 g/mL i 1,18 g/mL (Jackwood MW & de Wit S, 2020).

3.2.2. Caracteristiqgues genomiques i biologia molecular

El genoma d’IBV és una cadena simple de RNA en sentit positiu d’aproximadament entre
27,5128 kb de llargada. Aquest esta format per quatre gens que codifiquen per proteines

estructurals i gens que codifiquen per proteines no-estructurals i accessories (Bande et

11
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al., 2015). Les quatre proteines estructurals sén les de: I'espicula (S, de l'angles
“Spike”), I'embolcall (E, de l'angles “envelope”), la membrana (M, de [l'anglés
“‘membrane”) i la nucleocapsida (N, de I'anglés “nucleocapsid”). L’'IBV posseeix 15
proteines no-estructurals, que deriven de la modificacié post-traduccional de les
poliproteines 1a i 1lab, mentre que entre les accessories destaquen les proteines 3a, 3b,
5a i 5b (Jackwood MW & de Wit S, 2020; Lin & Chen, 2017). Els gens queden distribuits
de la seglient manera en el genoma d’IBV, el qual es troba capat en I'extrem 5’ i amb
una cua de poly-A en I'extrem 3’: 5’-UTR-leader-1a/lab-S-3a-3b-E-M-5a-5b-N-3’-UTR-
poly(A) (Bande et al., 2015; Jackwood MW & de Wit S, 2020).

Les regions no traduides (UTRs, de les seves sigles en anglés “Untranslated Regions”)
interaccionen amb les proteines de la polimerasa viral codificades per la transcripcio i
replicacié del RNA d’IBV (Jackwood MW & de Wit S, 2020). Les poliproteines no-
estructurals 1a i 1b es troben codificades de manera solapada en el genoma d’IBV i son
traduides a través de diferents pautes de lectura oberta (ORFs, de les seves sigles en
anglés “Open Reading Frames”). Posteriorment, sébn modificades de manera post-
traduccional per aconseguir les 15 proteines no-estructurals, entre les quals constituiran
la RNA polimerasa RNA-dependent (RDRP, per les seves sigles en anglés “RNA-
dependent RNA polymerase”) virica per la replicacié d’IBV (Jackwood MW & de Wit S,
2020). El virus es replica en el citoplasma de la cél-lula hoste, produint-se 5 mRNAs. El
mRNA corresponent al genoma complert d’IBV codifica per les poliproteines la i 1ab,
que acabaran esdevenint les 15 proteines no-estructurals encarregades de formar la
RDRP, mentre que la resta de mRNAs subgendmics codificaran per les proteines
estructurals S, E, M i N i les no-estructurals 3a, 3b, 5a i 5b (Jackwood MW & de Wit S,
2020).

. Proteina S: formada per 1.160 aminoacids i un pes d’entre 150 i 200 kDa,
€s una proteina transmembrana altament glicosilada. Post-traduccionalment és
dissociada en dues proteines: S1 (520 aminoacids) i S2 (625 aminoacids). S1 té un
rol en la unio al receptor de la cél-lula hoste, mentre que S2 contribueix a la fusié del
virus amb la cél-lula. Addicionalment, S1 és un important component immunogeénic,
ja que conté epitops responsables de la neutralitzacié per anticossos (Bande et al.,
2015), hemaglutinacié i en la determinacio del tropisme del virus (Lin & Chen, 2017),
com també s’hi ha observat una gran variabilitat que es considera clau en el
serotipatge i classificacié d’'IBV (Jackwood MW & de Wit S, 2020).

e Proteina E: conté nombrosos dominis hidrofdbics transmembrana en

'extrem N-terminal i hidrofilics citoplasmatics en I'extrem C-terminal. Es relaciona la

12
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seva funcié amb la formacié de I'embolcall viric, de canals idnics, acoblament i
apoptosi (Bande et al., 2015).

. Proteina M: constituida per entre 220 i 262 aminoacids, sobresurt
lleugerament a la superficie de la particula virica. Es troba glicosilada en el domini
N-terminal (Bande et al., 2015). Es la proteina transmembrana més abundant i té un
paper clau en I'acoblat d’'IBV interaccionant amb les proteines N i S (Bande et al.,
2016).

. Proteina N: interacciona directament amb les proteines E i M per I'acoblat
de la particula virica. A més, s’uneix al RNA viric per formar un complex
ribonucleoproteic  helicoidal (RNPC, per les seves sigles en angles
“Ribonucleoprotein complex”) ajudant en la transcripcid, replicacio, traduccio i
empaquetat del genoma d’IBV en el procés de la replicacié virica. També s’ha vist
que és capag d’induir la resposta citotoxica dels limfocits T a través dels epitops del
seu extrem C-terminal (Bande et al., 2015; Jackwood MW & de Wit S, 2020).

e  Proteines no-estructurals: a través de diferents ORFs se sintetitzen
primerament les poliproteines l1la i 1b, que s6n processades post-
transcripcionalment en 15 proteines no-estructurals (Nsps, de les seves sigles en
anglés “Nonstructural proteins”) per dues proteases codificades en la propia
poliproteina: proteasa tipus papaina (PLP, per les seves sigles en anglés “Papain-
like protease”) i la proteasa principal (Mpro, per les seves sigles en anglés “Main
protease”). Les Nsps estan involucrades en la regulacio de les funcions de la cel-lula
hoste i la formacié de la RDRP. Malgrat la majoria de coronavirus posseeixen 16
Nsps, a I'lBV, igual que a altres gammacoronavirus, li manca la Nsp 1. Per aixo, les
15 Nsps d’IBV s’anomenen de Nsp 2 a Nsp 16 (Jackwood MW & de Wit S, 2020; Lin
& Chen, 2017).

e  Proteines accessories 3a, 3b, 5a i 5b: totes quatre tenen una seqiéncia
caracteristica Unica respecte altres coronavirus del génere gammacoronavirus. Tot i
gue la seva funcié encara no és completa coneguda, es creu que contribueixen a la
violencia del virus (Bande et al., 2015). Tanmateix, s’ha observat com poden mancar

en algunes soques d’IBV (Bande et al., 2016).

13



UNIVERSITAT §

ROVIRA | VIRGILI CESAC

Spike Membrane
protein (S) protein (M)
Viral RNA

Nucleoprotein
(N)

Envelope /

protein (E)

Figura 1. Representacié esquematica de I'estructura d’IBV (Abdel-Moneim, 2017).

3.2.3. Serotipatge i genotipatge

El serotipatge i genotipatge sén els dos métodes emprats actualment per la classificacio
de les diferents soques d’'IBV, de les quals avui en dia ja en consten més de 65 (Abdel-
Moneim, 2017; Jackwood MW & de Wit S, 2020). Tot i que comparteixen una mateixa
finalitat, els seus procediments fan que puguem descriure’ls per separat perqué sén

diferents i ens aporten diferents informacions.

El serotipatge es basa en la resposta per anticossos contra la proteina S1 d’IBV
(Jackwood MW & de Wit S, 2020). Aquesta proteina és molt variable en la seva
sequéncia, amb una variacié aproximada d’entre el 20% i 25% entre serotips, pero inclus
s’ha arribat a observar diferencies del 50%, fet que produeix la no proteccioé creuada
entre soques del virus a partir d’'una diferéncia estimada del 5% (Bande et al., 2017).
Per determinar el serotip al que pertany es duu a terme un tractament amb anticossos
neutralitzants contra S1 amb la técnica de la inhibicié de 'hemaglutinacio (IH) (Jackwood
MW & de Wit S, 2020).

El genotipatge s’ha erigit com un métode més especific per la determinacié de noves
soques d’IBV, perd no aporta la capacitat per determinar la similitud dels epitops en la
proteina S1 que ens atorga el serotipatge. (Jackwood MW & de Wit S, 2020). Es
fonamenta en la seqlenciacié del gen que codifica per S1, una de les regions més
variables del genoma d’IBV. Com a norma general, es considera que les soques que

tenen una similitud superior al 90% en el gen S1 estaran relacionades serologicament,
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és a dir, que pertanyerien al mateix serotip (Jackwood MW & de Wit S, 2020).
Classificant filogenéticament IBV a través del gen S1, s’han identificat 6 principals

genotips diferents (Gl a GVI) amb 32 llinatges diferents (Bande et al., 2017).

Més enlla de la manca de proteccio creuada pels diferents serotips d’IBV, també s’ha
reportat com les diferéncies genotipiques de les soques d’'IBV es troben relacionades
amb el tropisme del virus, és a dir, els teixits en els que s’hi unira amb més afinitat
(Bande et al., 2017).

Arreu del mén emergeixen constantment noves soques d’IBV, algunes de les quals es
troben estretament relacionades amb les soques utilitzades en la vacunacié, mentre
d’'altres simplement sén variacions de soques que son especifiques d'una regio
geografica (Bande et al., 2017). Per aquest motiu la prevencié s’ha de centrar en
augmentar l'eficacia de les vacunes actuals i desenvolupar-ne de noves contra les
variants d’IBV predominants en una determinada regi6 (Bande et al., 2017). A Europa
es van detectar les primeres soques d’IBV al principi de la década dels anys 1970. Les
variants més predominants al continent europeu sén la 793B, Mass, H120, M41, IBM,
Italy02 i una variant estretament relacionada a la xinesa QX. Aquesta Ultima tot i ser
detectada per primera vegada I'any 2004, ha esdevingut un dels principals reptes
recents perque a I'arribar a Europa ha canviat el seu tropisme i també afecta els ronyons
i l'oviducte (Bande et al., 2017).

A data d’avui encara no s’ha assolit una nomenclatura estandarditzada, pero la majoria
d’autors han adoptat el sistema suggerit per Cavanagh I'any 2001, amb una alta similitud
respecte I'emprat pels virus de la grip aviar (Jackwood MW & de Wit S, 2020). La
nomenclatura és la seguent: [|BV/tipus dau/pais d’origen/tipus genétic o
serotip/designacié de soca/any d’aillament. D’aquesta manera permet que rapidament
s’obtingui informacioé especifica de la soca que la distingeix d’una altra similar (Jackwood
MW & de Wit S, 2020).

3.2.4. Mecanisme evolutiu

L’evolucio d’IBV és la responsable del sorgiment de noves soques constantment, degut
a la gran diversitat genética que se’n deriva (Jackwood MW & de Wit S, 2020). Les
mutacions en el genoma i les recombinacions sén les dues fonts principals de variabilitat

genética.

Les mutacions es produeixen principalment per I'elevada taxa d’error i limitada capacitat
correctora de la RDRP, la polimerasa viral, produint tant com insercions, delecions o

substitucions (Bande et al., 2015). La RDRP d’IBV, la qual esta formada per les Nsps
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descrites anteriorment, té un domini 3’ a 5’ exoribonucleasa en la Nsp 14 involucrat en
evitar errors i reparar-los, perd continua tenint una elevada taxa de mutacions elevada
gue arriba a ser de 1,2x10° mutacions/posicié/any (Jackwood MW & de Wit S, 2020). Es
creu que la Nsp 14 juga un paper evolutiu clau permetent un equilibri entre fidelitat i
diversitat, permetent una major adaptacié a la pressié selectiva ambiental (Lin & Chen,
2017). Especialment aquestes mutacions es produeixen en el gen S, que juntament amb
la seva funcié d’unié a la cél-lula hoste i contenir els epitops reconeguts pels anticossos,
poden provocar 'aparicié de noves soques i serotips que inclus siguin capacos d’infectar
altres espeécies (Jackwood MW & de Wit S, 2020).

La recombinacié es pot dur a terme quan dues soques d’IBV entren en contacte. Es creu
que I'is de vacunes vives atenuades podria desencadenar processos recombinatoris
quan una nova soca d’IBV entra en contacte amb elles (Bande et al., 2015). S’ha
observat com les Nsp 2, 3i 16, juntament amb la proteina S, son els gens que tenen un
major grau de recombinacio (Bande et al., 2015).

Un cop produits aguests mecanismes que atorguen la diversitat genética, entren en joc
els mecanismes de pressi6 selectiva perque les noves soques que s’hagin pogut produir
perdurin. La gran majoria no acaben sent rellevants, pero algunes si que acaben
prosperant i esdevenint endemiques en regions especifiques, tal i com s’han reportat
constantment durant les ultimes décades noves soques d’IBV arreu del moén (Lin &
Chen, 2017).

3.2.5. Replicacié d'IBV

El procés de replicacioé d’'IBV s'inicia amb la unié de la particula virica a la cél-lula hoste
mitjangant la proteina S, seguida de la fusié de les membranes de virus i cel-lula per
acabar amb I'entrada d’IBV en la cél-lula hoste. Rapidament es posa en marxa la
maquinaria molecular per crear noves copies del virus, formant-se la polimerasa viral
(RDRP) a través de les proteines Nsp 2 a 16 en les vesicules de doble membrana a
l'aparell de Golgi (Jackwood MW & de Wit S, 2020). La RDRP transcriura el RNA
genomic viral, usat com a mRNA, com també els diferents mRNA subgenomics per
posteriorment ser traduits en el citoplasma i donar lloc a totes les proteines virals. Les
proteines S, E i M s’inserten en la membrana de 'aparell de Golgi, mentre que la proteina
N s’uneix al recent sintetitzat genoma viral per formar la nucleocapsida d’IBV (Jackwood
MW & de Wit S, 2020). La nucleocapsida interacciona amb les proteines E i M, causant
gue les particules viriques sobresurtin de la superficie citoplasmatica del reticle
endoplasmatic. Finalment, les particules viriques sén transportades fins a la membrana

plasmatica en vesicules, on s’hi fusionaran per sortir de la cél-lula hoste. No obstant no
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és l'unica forma d’alliberacié d’'IBV, ja que també es poden alliberar a través de la lisi
cel-lular (Jackwood MW & de Wit S, 2020).

3.3. Diagnosi del virus de la bronquitis aviar

Un dels elements claus per poder garantir una adequada sanitat avicola i fer front a I'lBV
€s aconseguir un diagnostic eficac en el menor temps possible. Des del descobriment
d’aquest virus i I'|B que causa, s’han desenvolupat técniques cada cop més sofisticades
per refinar la seva diagnosi, sigui basada en la simptomatologia, deteccié d’anticossos
contra IBV, deteccio d’IBV o el seu aillament (Jackwood MW & de Wit S, 2020). A través
de la diagnosi d’IBV és possible la identificacié de la soca del virus o el seu serotip,
permetent-nos acotar la millor estratégia de prevencio i tractament possible (Jackwood
MW & de Wit S, 2020). Finalment, I'elecci6 de la técnica a emprar dependra del tipus de
mostra a analitzar, disponibilitat de materials i equipament, proposit del test i si es duu
a terme en el laboratori o en I'explotacié avicola (Bande et al., 2016). A continuacio

descriurem les principals técniques de diagnostic d’IBV.

3.3.1. Aillament viric i identificacié

Aquesta técnica va ser de referéencia pel diagnostic d’'IBV durant un llarg periode, tot i
que avui en dia encara s'utilitza en alguns casos (Bande et al., 2016). El fonament de la
tecnica consisteix en la presa de mostra de teixits infectats per IBV, preferentment entre
els 3i 5 dies post infecci6 ja que son els que tenen els titols virics més elevats, per ser
inoculats i aillats (Jackwood MW & de Wit S, 2020). En funcié del tropisme de la soca
virica, les mostres es poden extreure de traquea, rony0, proventricle, tonsil-les cecals i
oviducte. La inoculacié i posteriorment aillament d'IBV comunament es fan en la cavitat
al-lantoica d’ous de gallina embrionals, cultius cel-lulars o d’6rgans. Malgrat tot, aquesta
tecnica sovint ha d’anar acompanyada de tests de biologia molecular que permetin la

identificaci6 de la soca virica (Bande et al., 2016).

3.3.2. Microscopia electronica

La deteccid i identificacié d’'IBV a través de la microscopia electronica es basa en les
caracteristiques morfologiques del virus. La seva forma caracteristica dels coronavirus i
el seu diametre (120 nm aproximadament) es combinen amb la tinci6 amb acid
fosfotlingstic per determinar la preséncia i identitat del virus (Bande et al., 2016). La
microscopia electronica de transmissio €s una altra tecnica Gtil per determinar cel-lules

infectades amb particules viriques. Tanmateix, la microscopia electronica s’utilitza
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principalment en I'estudi del mecanisme d’infeccio i replicaciéo d’IBV en lloc de com un

test diagnostic especific (Bande et al., 2016).

3.3.3. Immunohistoquimica

Basada en les reaccions d’antigen-anticos, dos principals métodes immunohistoquimics
s’usen per a la diagnosi d’'IBV: immunoperoxidasa i immunofluorescéncia (Bande et al.,
2016). La tecnica de la immunoperoxidasa s’usa en la localitzacié d’IBV en mostres de
teixits, pero la técnica de la immunofluoresceéncia s’empra molt més freqlientment amb

el mateix objectiu (Bande et al., 2016).

3.3.4. Serologia

Les diverses tecniques que engloba la serologia es basen en la deteccié d’anticossos
contra IBV. D’aquesta forma, titols elevats d’aquests signifiquen una infeccié recent per
IBV. Les técniques serologiques més emprades sén 'ELISA, la precipitacioé en gel d’agar
(AGP per les seves sigles en angles “Agar Gel Precipitation”) i la inhibicio de
’hemaglutinacié (HI per les seves sigles en anglés “Hemaglutination Inhibition”)
(Jackwood MW & de Wit S, 2020). L’ELISA és el test més utilitzat pel seu cost economic,
gran quantitat de mostres que pot processar i el curt temps d’analisi. No obstant, igual
que 'AGP, no poden diferenciar el serotipatge de la soca d’IBV, fet que si permet I'HI
perd amb una sensibilitat menor que 'ELISA en els seus respectius resultats (Bande et
al., 2016). Tot i que la serologia no permet la identificacié de la soca virica, representa
el métode amb un menor temps d’analisi per la diagnosi d’IBV. Per tant, es troba

consolidada com un dels métodes més estesos en la deteccié d’aquest virus.

3.3.5. Tecniques de biologia molecular

Les técniques de biologia molecular han emergit com la metodologia idonia per la
diagnosi d’'IBV. Compta amb diverses avantatges respecte les altres metodologies
esmentades anteriorment com l'obtencié de resultats en un temps curt, preu barat,
indicacié del nivell de carrega viral en la mostra i la identificacié6 de la soca virica
(Jackwood MW & de Wit S, 2020). L’estudi del gen S1 d’IBV és el que dota les técniques
de biologia molecular d’aquestes virtuts. L’amplificacié del gen possibilita la deteccio,
mentre que la seva sequenciacié caracteritza la soca del virus i identifica si es tracta
d’'una soca coneguda o d’'una nova (Jackwood MW & de Wit S, 2020). Les principals
tecniques de biologia molecular utilitzades en la diagnosi d’'IBV sén la transcripcié
reversa de la reaccio de la polimerasa en cadena (RT-PCR, per les seves sigles en
anglés “Reverse Transcriptase Polymarase Chain Reaction”), RT-PCR en temps real

(Real Time RT-PCR, per la traduccié de I'anglés), polimorfisme de llargada de fragments
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de restriccio (RFLP, per les seves sigles en anglés “Restriction Fragment Length

Polymorphism”) i seqlienciacié genomica (Bande et al., 2016).

. RT-PCR: és el métode referent per a la deteccié d'IBV (Jackwood MW &
de Wit S, 2020). Com a tecnica, es considera el model més efectiu per la deteccio
de RNA en mostres. Es basa en I'amplificacié del RNA directament o a través d’'una
sintesi prévia de DNA complementari (cDNA). La mida de I'amplicé fruit de la RT-
PCR sera el que ens permetra confirmar o descartar la preséncia d’'IBV (Jackwood
MW & de Wit S, 2020). Principalment s’'usen dos tipus d’encebadors (els coneguts
“primers” en anglés): els dissenyats en regions variables del genoma d’'IBV i els
dirigits a regions conservades. Els de regions variables, especialment el gen S, ens
podran permetre no només detectar la presencia del virus sin6 també identificar la
soca en questié, mentre que els de regions conservades, com els UTR i el gen N,
nomes serviran com a diagnostic d’IBV (Bande et al., 2016). No obstant, per millorar
I'especificitat en I'Us d’encebadors en zones conservades i no obtenir falsos positius
per la preséncia de virus similars a IBV com el TCoV, s’han desenvolupat
modificacions de la RT-PCR com la nested RT-PCR, midltiplex RT-PCR i
'amplificacio isotérmica mitjangada per bucle de transcripci6 inversa (RT-LAMP, per
les seves sigles en anglés “Reverse Transcription Loop-mediated Isothermal
Amplification”) (Bande et al., 2016). De totes maneres, per assegurar-nos de la
identificacié de la soca virica caldra dur a terme una seqlienciacio6.

° Real Time RT-PCR: dissenyada com una variacié de la RT-PCR que
permetés augmentar la seva sensibilitat i especificitat, és possible detectar I'I|BV i
quantificar-lo (Bande et al., 2016). Presenta l'avantatge respecte la RT-PCR
convencional de I'obtencié de resultats en menor temps. A més d'utilitzar el tipus
d’encebadors que hem descrit per la RT-PCR, requereix de I's d’una sonda, que és
la que ens permet seguir en temps real 'amplificacié del gen objectiu. Per aquest
motiu, tot i que permet una major discriminacio en la deteccié d’IBV cal una posterior
seqlienciacio per coneixer la soca virica (Jackwood MW & de Wit S, 2020).

. RFLP: aquesta técnica permet la diferenciaci6 de soques d’IBV a
continuacié d’'una amplificacié per RT-PCR. L’Us d’enzims de restriccid per originar
fragments de diferent mida Unics per a cada soca aconsegueix la distinci6 a través
d’una electroforesi, ja que obtindrem un patré de bandes Unic per a cada soca virica
(Bande et al., 2016). No obstant, no totes les soques poden ser distingides ja que no
totes tenen un patré Unic per les dianes dels enzims de restriccid, pel que és un

impediment per I'aplicacido com a metode universal (Bande et al., 2016).
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e  Sequenciacid i analisi filogenetic: es tracta del procediment més fiable pel
genotipatge d'IBV. Es fonamenta en I'amplificacié per RT-PCR del gen S1, el qual
es considera hipervariable, per ser sequenciat posteriorment (Bande et al., 2016).
Un cop obtinguda la seqiiéncia, es compara amb les que hi ha emmagatzemades
en diverses bases de dades per saber si es tracta d’'una soca d’IBV coneguda o
d'una nova. Addicionalment, és possible la construccid d’arbres filogenétics i
conéixer l'evolucié i proximitat entre soques d'IBV (Bande et al.,, 2016). El
desenvolupament de técniques de sequenciacié de nova generacié possibilita que
'analisi sigui més rapid, el que permetra I'extensié com a métode universal per la
diagnosi d'IBV (Bande et al., 2016).

Malauradament, encara no s’ha pogut desenvolupar una técnica de diagnosi d’IBV
optima i universal en tots els casos. Centrant-nos en la RT-PCR, la qual actualment s’ha
erigit com la principal metodologia per la detecci6 del virus, sovint requereix de diversos
assajos per validar un resultat positiu 0 negatiu i considerar-lo fiable completament.
Consequentment no s’ha aturat la recerca de I'optimitzacio de la RT-PCR, sigui en base
de les condicions de la técnica base o a través de diverses modificacions com hem
observat anteriorment. Per aquest motiu, en aquest treball voldrem recercar sobre 'estat
actual de la RT-PCR per a la deteccié d’IBV i quins haurien de ser els passos a seguir

per optimitzar-la, tot millorant els protocols actuals.
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4. Métodes

La metodologia de la recerca duta a terme per a aquest treball bibliografic es basa en la
cerca en bases bibliografiques per obtenir articles cientifics que tractessin la tematica

escollida.

D’aquesta manera, en portals com PubMed, Web of Science i ScienceDirect es van

” W

utilitzar les seguents paraules i conceptes claus: “avian infectious bronchitis”, “avian
infectious bronchitis virus”, “deteccion of avian infectious bronchitis virus”, “diagnosis of
avian infectious bronchitis virus”, “RT-PCR” i “Real Time RT-PCR”, com a termes més
destacats. Com es pot observar, s’'empraven en anglés ja que és l'idioma predominant

en el mén de la ciéncia i la forma d’obtenir la major quantitat d’'informacio possible.

Per refinar la cerca, es van utilitzar filtres de cerca per obtenir els articles publicats en
els ultims 5 anys. No obstant, per ampliar la informacié també s’han tingut en compte
els articles majoritariament citats pels articles més recents, encara que d’una data previa
a la del filtratge. Aixd0 ens permetia aprofundir i obtenir els protocols que sovint es

trobaven citats perd no descrits en els articles més recents.
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5. Resultats i discussio

La RT-PCR per la deteccio d’IBV és una técnica ampliament estesa arreu del mén degut
a la ubiguitat amb la que s’ha escampat aquest virus. Juntament amb la seva
patogenicitat, ha fet que esdevingui un risc pel sector avicola i que aquest cerqui
continuament la millor manera de detectar-lo. Per aquest motiu, i sumada la necessitat
de coneixer la soca infectant en questio, la RT-PCR és una tecnica clau i cal que sigui
eficac per la deteccié i eventual posterior sequienciacié per a la identificacié de la soca
d’'IBV.

Per facilitar el procés d’analisi dels procediments actuals, els dividirem segons si la RT-
PCR és Real Time o convencional — és a dir, sense ser Real Time —. Com que ambdés
es poden utilitzar com a pas previ de la seqlienciacié, aquesta técnica la comentarem a
posteriori. En ultim terme discutirem com seria el millor protocol tenint en compte tot el

que s’haura esmentat préviament.

5.1. RT-PCR convencional

Durant les dues ultimes dues décades s’han desenvolupat diverses variacions del
protocol de la técnica cercant la manera d’ajustar-se a I'estudi que els ocupava en aquell
moment. Per aquest motiu, I'origen de les mostres i la finalitat de la prova sén els dos

majors condicionants en escollir els encebadors i les condicions de la reaccio.

En primera instancia, una de les principals diferencies és optar per realitzar la RT-PCR
en una sola etapa (coneguda en anglés com a “One Step”), incloent-hi la
retrotranscripcié del RNA viral, o sintetitzar préviament el cDNA i posteriorment dur a
terme la PCR. Escollir una o altra estratégia comportara I's de kits comercials amb
caracteristiques diferents. Si s’opta per dues etapes caldran kits que continguin I'activitat
enzimatica transcriptasa inversa aillada de la resta i, un cop realitzada, s’afegeixin a la
reaccio els components necessaris per dur a terme la PCR (Loa et al., 2016; Nguyen et
al., 2013). En canvi, en les OneStep s’incorpora l'activitat transcriptasa inversa en la
polimerasa que ens permetra amplificar el material genétic, de tal manera que per evitar
interferéncies es pugui desnaturalitzar per xoc térmic I'activitat transcriptasa inversa un
cop ja hagi realitzat la seva funcio (Alsultan et al., 2019; Sun & Liu, 2016).
Comparativament, I'alternativa en una etapa comporta resultats més fiables ja que ens
evita haver d’exposar el cDNA producte de la retrotranscripci6 a possibles
contaminacions pel fet de no requerir afegir-hi els reactius necessaris per a amplificar el

material genetic per a que sigui detectat. Tanmateix, els kits comercials corresponents
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sén més cars (Alsultan et al., 2019) que I'eficiéncia comparativa que es guanya respecte
als kits comercials per a una préevia sintesi de cDNA i una posterior amplificacio (Loa et
al., 2016) i és per aquest motiu que encara se segueix apostant per aquesta

metodologia.

En segon terme, I'eleccio dels encebadors sera en funcié de la regi6é del genoma que es
pretén usar com a diana per a I'amplificacié. S’han usat diverses regions i gens com el
gen N (Alsultan et al., 2019; Loa et al., 2016; Sun & Liu, 2016), gen S1 (Alsultan et al.,
2019; Blanco et al., 2015; Franzo et al., 2015; Wang et al., 2015) i regié 3’-UTR (Dolz et
al., 2012; Sun & Liu, 2016) com a les tres sequiéncies més destacades. Cadascuna
presenta les seves propies avantatges i inconvenients, basats en la similitud de les
seqguéncies entre les diverses soques d’'IBV i amb la resta de virus similars. El gen S1
és el que presenta major variabilitat, tenint una similitud d’entre el 70% i 80% mentre
amb altres coronavirus pot arribar a ser de tant sols del 36% (Mitek & Blicharz-
Domanska, 2018). Aquesta caracteristica el converteix en l'ideal perqué la deteccio sigui
especifica d’'IBV, perd pot presentar problemes per evitar que els encebadors siguin
especifics de soca i no permetin una deteccié de qualsevol soca d’'IBV (Geerligs et al.,
2011). En canvi, elgen Nilaregié 3'-UTR s6n dues de les seqliéncies més conservades
en el genoma d’IBV (Sun & Liu, 2016). Tot i que bé es cert que poden contenir algunes
petites variacions entre soques d'IBV, permeten la deteccié universal del virus. No
obstant, I'ajust d’aquestes petites diferéncies permetria incrementar I'eficiencia de les
amplificacions i, per resoldre-ho, es postula la degeneracio6 dels encebadors per millorar
la seva uni6 al material genétic d’'IBV (Sun & Liu, 2016), més enlla del disseny de nous
encebadors. D’aquesta manera, en funcié de I'analisi que duguem a terme sera més
convenient utilitzar uns encebadors per una diana o altres. Si es tracta d’'un estudi en
gué coneixem quines soén les soques més abundants, escollir el gen S1 sera millor,
mentre que si és de caracter més general i no sabem quines soques hi haura i inclus si
n’hi pot haver alguna de nova, la decisi6 més sensata sera triar el gen N o la regi6 3'-
UTR.

Malgrat tenir la capacitat de decidir quins encebadors usar i de dissenyar-ne de nous
per millorar la seva uni6 a la seva sequencia diana, encara resta possible que es
produeixin amplificacions inespecifiques o insuficients per a la deteccié d’IBV a causa
de contaminacions per altres virus o una quantitat inicial molt reduida. Per superar
aquestes problematiques s’han desenvolupat dues variacions de la RT-PCR
convencional: la multiplex RT-PCR i la nested RT-PCR. La multiplex RT-PCR consisteix
en I'amplificacié de diverses seqiéncies gendmiques simultaniament, permetent una

deteccid6 més sensible (Bande et al., 2016). Per poder distingir els amplicons, s’usen
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encebadors per a dues regions genomiques diferents de mides distintes, de tal forma
que es puguin distingir per la seva mida (Bande et al., 2016). Tot i que fins a la data
només s’ha usat per discernir IBV d’altres virus similars, com ara bé TCoV, que poden
coexistir en una mateixa mostra basant-se en les diferéncies entre gen N — similar entre
ells — i gen S1 — diferent entre ells — (Loa et al., 2016; Nguyen et al., 2013), aquesta
técnica podria utilitzar-se per distingir soques particulars utilitzant encebadors especifics
de soca basant-se en el gen S1. D’altra banda, la nested RT-PCR involucra dues
reaccions d’amplificacié consecutives: en la primera s’amplifica la sequiéncia del
genoma viric i en la segona s’afegeixen encebadors per un fragment especific de
I'amplico produit en la primera reaccié (Fellahi et al., 2015; Franzo et al., 2015). Aquest
procediment permet eliminar els productes inespecifics que es puguin produir en la
primera reaccio i les possibles contaminacions en el producte final (Fellahi et al., 2015;
Franzo et al.,, 2015). A més, donades les seves caracteristiques també és util per la
deteccié d'IBV en aquelles mostres que en contenen uns nivells molt baixos (Sadri et
al., 2019). Ambdues modificacions no sén excloents i poden ser combinades (Nguyen
etal., 2013). Encara que les tecniques multiplex i nested RT-PCR confereixen una major
sensibilitat en la detecci6 d’IBV, el seu major cost pot suposar una barrera per la

implementacié en la majoria de laboratoris (Bande et al., 2016).

En tercer lloc, escollir les condicions de reaccié és determinant per a la RT-PCR. La RT-
PCR es divideix en etapes: retrotranscripcié, inhibicié transcriptasa reversa i activacioé
polimerasa, cicles per a l'ampliaci6 de la sequéncia diana — desnaturalitzacio,
alineament i unié de I'encebador i extensio — i la separacio per electroforesi de 'amplico
(Alsultan et al., 2019). Cada procediment té unes caracteristiques de temperatura, temps
de durada i nombre de cicles adaptat als encebadors i kits comercials que s’'usen. Per
aguest motiu existeix una gran diversitat entre metodologies (Loa et al., 2016; Sun & Liu,
2016; Wang et al., 2015). La retrotranscripcié oscil-la sobre els 50 °C i 30 minuts,
sintetitzant el cDNA, més estable que el RNA, requerit per ser amplificat (Alsultan et al.,
2019; Wang et al., 2015). A continuacié aquest és desnaturalitzat al voltant de 94 °C
durant 5 minuts, de tal manera que l'activitat transcriptasa inversa queda inhibida
irreversiblement i permet I'activacié de la polimerasa (Nguyen et al., 2013; Sun & Liu,
2016). Tot seguit es duen a terme els cicles que permeten que el material geneétic estigui
en forma de cadena simple perqué s’hi uneixin els encebadors i la maquinaria
enzimatica amplifiqui la sequiéncia diana. El nombre de cicles i les condicions de cada
etapa varien molt en funcio del kit comercial i els encebadors emprats. El protocol més
comu compta amb entre 30 i 40 cicles a 94 °C 1 minut, 60 °C 1 minut, 72 °C 2 minuts en

cadascuna de les respectives etapes, amb una extensio final a 72 °C i 10 minuts,
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aproximadament (Culver et al., 2008; Wang et al., 2015). Un cop obtingut el producte de
la reaccio, se’l separara mitjangant una electroforesi en gel d’agarosa, que en funcié de
la mida de 'amplico sera al 1% o 2% (Franzo et al., 2015; Sun & Liu, 2016). Seleccionar
les condicions adequades als reactius que usem ens permetra obtenir un producte de

millor qualitat, puresa i quantitat adequades per a la deteccié d’IBV.

5.2. Real Time RT-PCR

Com a necessitat de reduir la durada del protocol per la deteccié d’IBV i quantificar la
carrega viral, es va comencar a implementar la Real Time RT-PCR en la seva diagnosi.
L’addicié d’'una sonda fluorescent per poder seguir en temps real I'amplificacié cicle a
cicle, mitjangant lectura espectrofotometrica, ens permetra estalviar-nos I'electroforesi
en gel d’agarosa per a la deteccio del producte de la reaccié (Jones et al., 2011). De
forma analoga, convindra escollir les condicions de reaccid i els encebadors a utilitzar,

a més de la sonda que ens permeti la lectura a una longitud d’ona determinada.

Com seguim partint del RNA viral, hi ha d’haver una prévia sintesi de cDNA per dur a
terme la PCR i seguir-la a temps real. La Real Time RT-PCR permet la lectura del
producte en el propi termociclador, que cal que dugui incorporat un espectrofotometre,
pel gue s’eviten possibles contaminacions entre la reaccid i la lectura dels resultats. Per
aguest motiu, es tendeix a utilitzar protocols OneStep, és a dir, que ja duen incorporada
I'activitat transcriptasa inversa i no caldra interaccionar amb la mostra fins a I'obtencio
del resultat final (Mo et al., 2020; Sadri et al., 2019).

Les principals sequiéncies dianes utilitzades en la Real Time RT-PCR son el gen S1,
gen Nilaregié 5-UTR, a diferencia de la RT-PCR convencional que preferia la 3’-UTR.
La regié 5’-UTR també és una regi6é bastant conservada en el genoma d’IBV, pero que
ofereix una major sensibilitat que la regié 3-UTR en aquesta técnica (Jones et al., 2011).
L’Us d’aquestes seqliéncies permet la deteccio d'IBV en dos tipus: deteccions universals
— usant gen N i regi6 5-UTR — (Fellahi et al., 2015; Mo et al., 2020) i deteccions
especifiques de soca — usant gen S1 — (Roh et al., 2014; Tucciarone et al., 2018). Les
deteccions universals ens ofereixen una millor sensibilitat, especificitat i limit de deteccio
en la diagnosi d’IBV, perd requereixen d’'una posterior sequienciacié per identificar la
soca (Roh et al., 2014). No obstant, la conservacio del gen N en el genere coronavirus
causa que puguin haver-hi ampliacions inespecifiques que no corresponguin a IBV, com
és el cas de TCoV (Meir et al., 2010). La variabilitat en el gen S1 és la que ens permet
realitzar la detecci6 especifica de soca amb els encebadors adequats, pel que si obtenim

un producte en la reaccié podrem identificar-ne la soca sense requerir d’'una
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sequenciacio posterior (Roh et al., 2014). L’eleccié dels encebadors dependra de la
diana que perseguim, perdo a més caldra tenir en compte el disseny de la sonda. Aquesta
duu incorporat un fluorocrom i s’unira entre els encebadors usats per 'amplificaci6, de
tal manera que quan la polimerasa actui s’alliberara el fluorocrom. Aquesta alliberacié
podra ser llegida per I'espectrofotdmetre a la longitud d’ona adequada al tipus de
fluorocrom usat (Jones et al.,, 2011). L'ds d’aquestes sondes confereix una major
sensibilitat i especificitat respecte a la RT-PCR convencional, encara que encareix el
procés pel seu cost i la necessitat de comptar amb un termociclador que posseeixi un

espectrofotometre incorporat (Meir et al., 2010).

Les condicions de la Real Time RT-PCR s’hauran d’ajustar en funcioé dels kits comercials
que s’usin, els encebadors emprats i la sonda utilitzada per al seguiment de la reaccio.
Les etapes que comprenen la seva metodologia son lleugerament diferents a les de la
RT-PCR convencional i s6n les seguents: retrotranscripcid, inhibicié transcriptasa
reversa i activacié polimerasa, cicles per a I'ampliacié de la seqiéncia diana —
desnaturalitzaci6 i alineament, unié de I'encebador i amplificacié — i la lectura de la
fluorescéncia de la sonda (Alsultan et al., 2019; Mo et al., 2020). Com es pot observar,
hi ha dues diferéncies principals. La primera és que el cicle només compren dues etapes
de perfil de temperatura, pel que en una sola fase es duu a terme l'alineament i unié
dels encebadors — i també sonda en aquest cas — amb I'amplificacié del fragment (Sadri
et al., 2019; Tucciarone et al.,, 2018). La segona és que, enlloc de realitzar una
amplificacié final per tenir prou producte per ser distingit en I'electroforesi, directament
es passa a la lectura espectrofotométrica que es repeteix en cada cicle per poder
guantificar la carrega viral (Jones et al., 2011). D’aquesta manera les condicions de les
etapes queden de la forma descrita a continuacid. La retrotranscripcio sol ser al voltant
de 50-55 °C 15-30 minuts (Alsultan et al., 2019; Mo et al., 2020; Roh et al., 2014). La
inhibicio de I'activitat transcriptasa i activacié de la polimerasa a 95 °C 5 minuts (Fellahi
et al., 2015). Finalment, entre 40 i 50 cicles en els que I'etapa de desnaturalitzacio és a
95 °C 15 segons, d’alineament, unié dels encebadors i amplificacio és a 60 °C 30 segons
i lectura de la fluorescéncia a la longitud d’ona definida pel fluorocrom que conté la sonda
usada (Fellahi et al., 2015; Meir et al., 2010; Mo et al., 2020).

Per tant, la Real Time RT-PCR s’erigeix com una alternativa més sensible i especifica
per a la deteccié6 d’IBV que la RT-PCR convencional, que a més també permet la
guantificacio de la carrega viral i una reduccio substancial en la durada de la técnica per
obtenir els resultats. Segons la seqiéncia diana que utilitzem, podrem identificar la soca

sense requerir d’'una posterior seqlienciacio.
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5.3. Sequenciacio

La sequenciacio ens permet caracteritzar la mostra analitzada i identificar la soca d'IBV,
realitzant el genotipatge del virus. Sovint la sequenciacido per a la identificacio
filogenética es duu a terme després d'una RT-PCR convencional o Real Time de
caracter generic, és a dir no especifiques de soca. En aquests casos es pot partir del
producte de la reaccié anterior i identificar la soca a través de la sequéncia diana que
haviem seleccionat previament (Maurel et al., 2011). No obstant, el gen N i les regions
3-UTR i 5-UTR es troben bastant conservades dins I'espécie d’IBV i, per aquest motiu,
no soén idonies per distingir-ne la soca (Mitek & Blicharz-Domanska, 2018).
Consequentment, és millor optar per usar la mostra originaria per realitzar una RT-PCR
especifica per a la seqiienciacid, que es basara en sequéncies variables com el gen S1
(Fellahi et al., 2015; Sadri et al., 2019; Tucciarone et al., 2018). També s'utilitza la
sequenciacié en base al gen S sencer (Listorti et al., 2017) i a tot el genoma d'IBV
(Franzo et al., 2015), perd sén variants minoritaries respecte a la predominant que és

en base al gen S1.

Per tant, el protocol de sequienciacio més habitual se centra en el gen S1 a partir de la
mostra original (Fellahi et al., 2015; Sadri et al., 2019; Tucciarone et al., 2018). Partint
d’aquesta, es duu a terme una primera RT-PCR amb I'objectiu d’amplificar tot el gen S1
i, per fer-ho, utilitza encebadors per a les regions flanquejants del gen S1 (Tucciarone
et al.,, 2018). Aquesta primera reacci6 RT-PCR, a excepcié de I'is d’encebadors
especifics de les regions flanquejants del gen S1, segueix unes condicions molt similars
a les d’'una RT-PCR convencional, tal i com hem descrit préviament en I'apartat “5.1 RT-
PCR convencional” (Han et al., 2011; Tucciarone et al., 2018). Posteriorment, el
producte d’aquesta primera reaccid és utilitzat com a substrat d’'una segona PCR,
anomenada PCR de sequienciacié (Han et al., 2011). En aquesta s'utilitzen diversos
parells d’encebadors per generar amplicons de diferents mides i en diferents posicions
del gen S1, en unes condicions similars a la primera reaccid (Tucciarone et al., 2018).
Finalment, mitjancant eines bioinformatiques sén analitzats els diversos fragments
generats entre les dues reaccions per ser comparats en diverses bases de dades per
determinar la seva relacié amb les seqiiéncies corresponents a les soques recopilades
en aquests arxius (Bande et al., 2016). Amb aquesta comparacié es determina a quina
soca pertany la mostra d’'IBV analitzada o, en cas de no correspondre’s amb cap
préviament registrada, el descobriment d’'una soca nova. La implementacié de tecniques

de seqienciacié de nova generacio, capaces de seqlenciar tot el genoma d’'IBV més
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rapidament, podria ajudar a reduir el temps de sequenciacio i agilitzar el genotipatge del
virus (Bande et al., 2016).

5.4. Metode global optim

Un cop descrits com soén els principals métodes de RT-PCR per la detecci6 i diagnosi
d’'IBV, cadascun amb les seves virtuts i defectes, és I'hora d’analitzar quin és el metode
optim. Per a determinar-ho, ens situarem en diversos suposits de necessitats que pot
tenir un laboratori a I'nora de detectar i diagnosticar IBV. Tractarem la cerca de tres
opcions: la més rapida, la més barata i la d’'una major sensibilitat, especificitat i limit de
deteccié. Creiem gue aquestes poden ser les més representatives a I'hora de dur
aquesta técnica i obtenir un resultat fiable. En tots els casos contemplarem com a

requeriment detectar la preséncia d’IBV i conéixer a quina soca pertany.

. Métode més rapid: en aquest cas suposarem que l'objectiu és detectar i
diagnosticar IBV amb la major rapidesa possible, sense cap altra limitacié. A partir
d’aqui discutirem sobre dues possibilitats: que sapiguem quina sera probablement
la soca d’IBV present en la mostra i que no en tenim cap sospita i podria ser-ne
gualsevol. En el primer supdsit, si esperem que es tracti d'una soca en concret,
escolliriem realitzar una Real Time RT-PCR amb encebadors per al gen S1
especifics per la soca esperada (Mo et al., 2020). D’aquesta forma, amb una sola
reaccio aconseguiriem detectar i diagnosticar I'IBV, genotipar-lo i atribuir la soca en
guestio. En el segon supdsit, sense cap sospita de quina soca pot ser, triariem també
una Real Time RT-PCR, ja que és el metode més rapid (Roh et al., 2014), pero
aquest cop amb la regi6é 5’-UTR com a diana (Sadri et al., 2019). Havent aconseguit
detectar la preséncia d’'IBV a través d’'una de les seves regions més conservades
(Bande et al., 2016), pel que aconseguiriem detectar qualsevol soca, realitzariem la
seqlenciacio del genoma viral en base al gen S1 per identificar de quina soca es
tracta (Tucciarone et al., 2018). El primer suposit seria 'opcié més rapida, pero no
sempre es donaran les condicions per aplicar-lo, i per aquest motiu el segon suposit
seria I'opcidé que s’acabaria aplicant predominantment.

e  Métode més barat: una de les principals limitacions en implementar una
metodologia és el seu cost. Per aquest motiu, avaluarem quin és el métode més
barat que ens garanteix la deteccid i diagnosi d’'IBV. Com hem desglossat per discutir
el métode més rapid, ens situarem en dos suposits segons si intuim o no de quina
soca es tracta. En el primer cas, en queé intuim de quina soca es tracta, optariem per

una RT-PCR convencional, amb una sintesi prévia de cDNA, sobre el gen S1 (Meir
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et al., 2010) amb encebadors especifics de soca (Geerligs et al., 2011), aconseguint
amb un sol procediment detectar i identificar la soca d’'IBV. En el segon cas, en qué
no tenim cap indici de quina soca pot ser, realitzariem també una RT-PCR
convencional amb prévia sintesi de cDNA, pero sobre el gen N per obtenir una
detecci6 universal (Ducatez et al., 2009). Tot seguit i partint de la mostra original,
sequenciariem el gen S1 d’'IBV per conéixer-ne la soca a la que pertany (Tucciarone
et al., 2018). També com en el cas del métode més rapid, el primer suposit que hem
fet sera menys probable que el segon i, en consequéncia, el segon sera el que
aplicarem més sovint.

. Métode amb major sensibilitat, especificat i limit de deteccié: en aquesta
ocasio cerquem el métode que ens permeti la detecci6 i diagnosi d’'IBV més fiable
possible. Plantejarem dues opcions, ja que entre elles no s’han testat per determinar
quina metodologia seria més optima, perd també perqué sigui més facil 'adaptacio
a la disponibilitat particular de recursos de cada laboratori. La primera opcio
consisteix en una combinacié OneStep de la multiplex RT-PCR i nested RT-PCR,
gue so6n dues variacions que milloren les caracteristiques de la RT-PCR
convencional (Bande et al., 2016). S'utilitzarien encebadors per a la regié 3’-UTR o
el gen N (Nguyen et al., 2013; Sun & Liu, 2016), que ens conferirien la detecci6 de
qualsevol soca d’IBV (Mitek & Blicharz-Domanska, 2018), i el gen S1 (Wang et al.,
2015). D’aquesta manera, amb les caracteristiques de la multiplex RT-PCR
aconseguiriem la deteccio d’'IBV per una regié conservada — regio 3-UTR o gen N —
i confirmar que es tracta d’'IBV i no d’un virus similar, com ara TCoV, que podria
causar falsos positius per una regié espécie-especifica — gen S1 —. Amb les
caracteristigues de la nested RT-PCR ens assegurariem d’obtenir amplificacions
sense productes inespecifics i contaminacions. Per identificar la soca d’IBV
sequenciariem el seu genoma complert (Franzo et al., 2015). Aquesta combinacio
de técniques ens garantiria que el resultat obtingut sigui completament fiable. La
segona opcid consistiria en una primera Real Time RT-PCR amb encebadors per a
la regié 5-UTR (Sadri et al., 2019), perqué s’ha demostrat com la técnica més
sensible i especifica al combinar-la amb aquesta seqiéncia diana (Jones et al.,
2011). Per ultim, també es realitzaria una sequenciacié del genoma complert del

virus per coneixer la soca present en la mostra (Franzo et al., 2015).

Cal mencionar que la discussio dels metodes s’ha fet principalment en base a les

caracteristiques de les técniques i les regions gendmiques que s’'usen com a dianes i no

en base als encebadors utilitzats perqué aquests, amb el coneixement de les regions

dianes, es poden dissenyar per millorar la seva afinitat per unir-s’hi. Consequentment,
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el disseny de nous encebadors o I'eleccid de determinats encebadors dura a ajustar la
seva concentracio per a la técnica en questio, com també les condicions de cada etapa

de reaccio ja que es veuran condicionades pels encebadors escollits per a la deteccio i
diagnosi d’'IBV.
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6. Conclusions

En aquest estudi hem revisat I'estat actual de la técnica RT-PCR, incloent les seves

variacions, per a la deteccio i diagnosi d’'IBV. Aquest és un virus altament contagios que

provoca la malaltia d'IB en I'espécie Gallus gallus i és considerat la segona causa de

pérdues en el sector avicola del mén. Degut a la seva baixa proteccié creuada entre

serotips d’'IBV, pren un rol vital la detecci6 i identificacioé de la soca virica, principalment

a través de les técniques de biologia molecular on destaca la RT-PCR. Hem analitzat el

protocol de la técnica, de les seves variacions i de la posterior seqlienciacié per a la

identificacié filogenetica del virus amb l'objectiu de millorar els processos actuals i

optimitzar la diagnosi d'IBV.

D’aquesta manera, les principals conclusions d’aquest treball sén:

1.

Les metodologies de biologia molecular de deteccié i identificacié d’'IBV estan en
progrés constant. Des dels inicis de la implantacié d’aquestes técniques s’han
estat adaptant continuament als nous coneixements sobre el genoma del virus,
les caracteristiques de les sequéncies dels seus gens i I'aparicid de noves
soques. S’han acabat imposant com a técniques predominants la RT-PCR, la
Real-Time RT-PCR i la sequenciacio.

L’eleccio de sequéncies més conservades o variables permet una deteccio
universal o especifica de soca. Les seqliiéncies del gen N i les regions 3’-UTR i
5-UTR son les optimes per detectar la preséncia d’'IBV, independentment de la
soca, mentre que la variabilitat del gen S1 unida al disseny d’encebadors
especifics de soca ens permet la deteccié d’'una soca concreta i identificar-la.
Les condicions de reaccid cal ajustar-les als encebadors i kit de reactius que
s’usin. Els encebadors escollits, que son en funcié de quina sequéencia es vol
amplificar i per tant el tipus de deteccié que es vol dur a terme, i el kit comercial
de reactius seran els que determinaran les condicions de reaccio.

Latria de la técnica ens determinara el cost, la durada i la sensibilitat, especificitat
i limit de deteccidé de I'analisi. Les caracteristiques de cada técnica son idonies
per adaptar-se en cas de tenir limitacions al laboratori. La RT-PCR convencional
amb sintesi previa de cDNA és la més barata, la Real-Time RT-PCR la més
rapida i utilitzar les seqiiéncies més conservades amb les variacions de la RT-
PCR com la multiplex i la nested milloren la seva sensibilitat i especificitat.
Complementant-ho amb la sequenciacio, identificarem la soca d’IBV.
L’optimitzaci6 de la diagnosi d’'IBV rau en la combinacié de téecnica, sequéncia

diana i encebadors. Sén els tres pilars que ens proporcionaran la maxima
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fiabilitat en el resultat obtingut. Conéixer les avantatges que aporta cadascun

fara que ajustem la metodologia als requeriments del nostre analisi.
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8. Autoavaluacio

Aquest Treball de Final de Grau bibliografic m’ha servit per aplicar tots els coneixements
de recerca en bases de dades cientifiques, gestors bibliografics i citacid d’articles
apresos al llarg del grau de Biotecnologia, com també tots els coneixements especifics

del tema tractat com I'is de tecniques de biologia molecular i de virologia.

No obstant, en primera instancia havia de tractar-se d’un treball experimental basant en
la meva estada de practiques al CESAC. L’'objectiu havia de ser millorar el métode RT-
PCR usat per a la deteccié d’IBV, ja que donades les caracteristiques d’aquest virus, els
resultats de la técnica sovint eren inespecifics i calia repetir el test per validar el resultat
obtingut. A causa de I'emergéncia sanitaria pel COVID-19 es va adaptar el treball per
fer-lo en modalitat bibliografica, aprofundint en les tecniques RT-PCR de deteccié d’IBV
usades per conéixer el seu estat actual i estudiar com es podria optimitzar la seva
metodologia per aconseguir una efica¢ detecci6 i diagnosi del virus, perqué amb la
cancel-lacio de les practiques semblava impossible dur a terme els experiments
necessaris. Malgrat tot, 'estada si que va ser suficient perqué aprengués més sobre les

tecniques serologiques i de biologia molecular que hi duien a terme.

Més enlla dels objectius del treball en si, pretenia que la realitzacié del mateix fos una
prova de tots els coneixements apresos al llarg dels cursos academics del grau i alhora
aprofundir en I'Gs i 'aplicacié d’'una de les tecniques de biologia molecular més aplicades

arreu.

Finalment, considero que confeccionar un treball d’aquestes caracteristiques m’ha
enriguit com a biotecnoleg i ha acabat de completar la meva formacié. Per aquest motiu,

estic satisfet de la feina realitzada i del resultat d’aquest Treball de Final de Grau.
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9. Agraiments

En primer lloc, vull agrair a '’Angela Blanco, Responsable del Departament de Virologia,
Biologia Molecular i Serologia, la Mar Biarnés, Directora Techica i Responsable de
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| en ultim terme pero no per aixdo menys importat, agraeixo a tota la meva familia i amics
per ser sempre al meu costat per donar-me anims per seguir endavant i completar

aguest treball.
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