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FAITS SAILLANTS .

1) Ce projet a permis le développement de plusieurs tests moléculaires de RT-PCR en
temps réel selon les chimies SybrGreen et TagMan dans des buts d’identification, de
quantification et de sérotypage probable rapide de virus de la bronchite infectieuse
aviaire (IBV) directement a partir d’écouvillonnages de la trachée et du cloaque ou
d’organes.

2) Des sets d’amorces ciblant le géne de la polymérase du virus ont été dessinés pour la
méthode avec du SybrGreen et validés pour la quantification et la détection spécifique
de virus IBV directement dans des écouvillonnages et des organes de poussins en
infections ou vaccination expérimentales ou provenant de cas cliniques.

3) Plusieurs sets d’amorces compatibles avec la chimie SybrGreen et ciblant la protéine de
surface du virus, ou sont localisés les régions hypervariables responsables des
serotypes du virus IBV, ont été développés et validés afin de permettre un sérotypage
probable directement a partir d’ARN du virus IBV détectés dans les échantillons. Deux
sets d’amorces permettent de différencier les sérotypes Mass-Conn- Holl alors que 4
sets d’amorces ont été développés spécifiquement pour les isolats du Québec reliés au
Qu_mv.

4) La confirmation des sérotypes indiqués au point 3 peut étre effectuée par une seconde
technologie quantitative de RT-PCR utilisant la chimie TagMan a l'aide de 4 sets
d’amorces et de sondes spécifiques développés et validés pour les sérotypes Mass-
Conn (incluant les souches vaccinales) et 4 autres sets d’amorces et de sondes
spécifiques pour les souches du Québec reliées a l'isolat Qu_mv.

5) Tous ces outils moléculaires peuvent étre utilisés en tout ou en partie dépendant des
besoins de détection (études épidémiologiques), de quantification du virus dans les
organes (évolution clinique) ou pour la détection de nouveaux virus variants ou
recombinants dont les modifications génétiques se sont produites dans les régions
géniques reconnues par ces différents outils moléculaires développés.

OBJECTIF(S) ET METHODOLOGIE

L’objectif de ce projet était le développement de tests moléculaires de RT-PCR en temps
réel spécifique au virus IBV et aussi spécifique aux principaux sérotypes d’IBV présents au
Québec afin de détecter, de quantifier et d’identifier directement la présence du virus 1BV,
de ses sérotypes ou des variants présents dans les échantillons cliniques. Plusieurs sets
d’amorces pour la technique de RT-PCR en temps réel selon la chimie SybGreen et des
sets d’amorces et sondes pour la techniqgue TagMan ont été sélectionnés suite a I'analyse
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bioinformatique du génome viral entier (environ 28 000 pb) de plusieurs souches et
serotypes des virus IBV Mass, Conn, Ark, et les souches Qu-mv par CLUSTWALL et par
BLAST. Tous ces tests ont été validés avec des souches virales de références et des
prélevements provenant de poussins infectés et/ou vaccinés ou de cas cliniques du
Québec.

RETOMBEES SIGNIFICATIVES POUR L’'INDUSTRIE

Suite a une analyse exhaustive de tous les génes des différents sérotypes et isolats du virus
IBV rencontrés au Queébec, deux techniques de RT-PCR en temps réel ont été
développées, chacune avec 8 tests difféerents. Des sets d’amorces pour la chimie
SybrGreen et les couples amorces-sondes pour la chimie TagMan ont été identifiés,
sélectionnés, veérifiés pour leur haute spécificité et testés avec des souches virales de
référence. Le test Poly la utilisant la chimie SybrGreen permet d’identifier tous les virus IBV
avec une sensibilité beaucoup plus forte
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probable directement a partir d’écouvillonnages de la trachée et du cloaque et d’extraits
d’organes. L’algorithme présenté a la figure 1 montre comment utiliser ces différents tests
selon des besoins de dépistage et de quantification du virus IBV (étape A), d’identification
probable des sérotypes (étape B) et de sa confirmation ou de I'apparition de virus variants
(étape C).




APPLICATIONS POSSIBLES POUR L'INDUSTRIE ET SUIVI A DONNER

Ce projet répond aux besoins actuels des éleveurs de volailles a cause : 1) de la présence
réguliere au Québec des maladies causées par I'IBV malgré les programmes de
vaccination, 2) de l'apparition de nouvelles souches du virus IBV au Québec et 3) de
lintroduction a court terme de nouvelles souches vaccinales et pathogénes en provenance
de régions limitrophes au Québec. Ce projet apporte des outils de diagnostic moléculaires a
la fine pointe de la technologie, rapides et hautement spécifiques pour la quantification de
virus détection de nouvelles souches de I'IBV. Ces technologies ont un colt unitaire
d'analyse trés raisonnable, inférieur a celui des analyses basées sur l'isolement et le
seéquencage tout en donnant une réponse plus spécifique et rapide, et pouvant étre réalisés
facilement dans le laboratoire de pathologie animale du MAPAQ.
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