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1. Resum

Origen i importancia dels coronavirus SARS i MERS

En els darrers anys han sorgit dos nous virus dins de la familia Coronaviridae. Els
estudis realitzats indiquen que el seu origen és a conseqliencia de recombinacions
genetiques. Aquest fet ha comportat que s’atribueixi una major importancia clinica als
coronavirus: tot i que se’ls considerava virus que només causaven patologies
respiratories limitades, el sorgiment del SARS-CoV en 2002 i el MERS-CoV en 2012 ha
canviat la perspectiva de la familia ja que les pneumonies que han provocat (SARS i
MERS) tenen unes xifres de mortalitats del 10% i 30%, les quals sén elevades en

comparacié amb la resta dels virus de la familia.

Estudis filogenetics han demostrat que aquests nous virus comparteixen un origen
comu zoonotic: els ratpenats. Encara que son animals que no contacten freqlientment
amb I'home, gracies a la preséncia de hostes intermediaris (civeta i dromedari) s’han
pogut desencadenar brots i epidémies d’ambdds, sobretot en I'Orient ja que els dos
van sorgir en Asia. Per sort, a mitjans de 2004 es van deixar de reportar casos de SARS-
CoV i 'OMS va declarat finalitzat el cas. No obstant aix0, en |'actualitat es continuen

notificant casos de MERS-CoV en la zona de la peninsula arabiga.

Malauradament, cap dels dos virus disposa de tractament especific i només s’apliquen
tecniques de suport i pal-liatives. Com que encara hi ha casos de MERS, es requereix de

més investigacio i recerca experimental per obtenir farmacs efectius.
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Abstract

Origin and importance of SARS and MERS coronaviruses

In the recent years, two new viruses have emerged inside the family Coronaviridae as a
result of genetic recombination. This event has attributed a greater clinical importance
to the coronaviruses because they were depicted as viruses that only caused limited
respiratory diseases, but the emergence of SARS-CoV in 2002 and MERS-CoV in 2012
has changed the perspective; the pneumonia that they brought (SARS and MERS) have
a mortality ratio of 10% and 30%, ratios that are higher than the other viruses of the
same family.

Phylogenetic studies have shown that these new zoonotic viruses share a common
origin: the bats. Although these animals doesn’t contact frequently with the man, the
presence of intermediate hosts (civet and camel) have make possible the outbreaks and
epidemics of both viruses, especially in the east of the world because they emerged in
Asia. Fortunately, in mid-2004, the reported cases of SARS-CoV stopped and the WHO
declared the case ended. However, nowadays they are still notifying cases of MERS-

CoV in the area of the Arabian Peninsula.

Unfortunately, none of the viruses have specific treatment and the only ways to fight
them are supportive treatment and palliative care. As there are still cases of MERS,

further studies and experimental research are needed to find effective drugs.
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2. Integraciod dels diferents ambits que contempla el treball

L'ambit principal d’aquest TFG és la Microbiologia; ciéncia que estudia els
microorganismes. Dins de I'ampli mén microscopic, es troben els virus que intenta
aprofundir el treball i aquesta disciplina engloba les proves de laboratori necessaries
per identificar-los, la clinica que causen, l'etiologia, els estudis filogenétics, la
classificaci6 taxonomica, el mecanisme de transmissid, etc. Sense els seus

coneixements, seria impossible I'estudi de cap microbi.

Com a ambit secundari es considera la Salut Publica, la ciéncia de promoure la salut,
prevenir la malaltia i millorar la qualitat de vida mitjancant els esforcos de la societat.
Els nous coronavirus sén patogens humans els quals son capagos de posar en risc la
salut de la poblacié. No obstant aix0, gracies a la intervencié d’aquesta disciplina, els
estudis epidemiologics realitzats i I'establiment de mesures sanitaries per part de

I’'OMS, s’ha aconseguit evitar que s’estengués I'epidémia a nivell mundial.

L'altre ambit secundari que s’integra és la Fisiologia i Fisiopatologia perque la
rellevancia que tenen aquests dos nous agents és a conseqliencia de la clinica que
causen. En general, els coronavirus provoquen simptomes respiratoris lleus pero
aquests son responsables de quadres greus a nivell pulmonar que requereixen
hospitalitzacions. Gracies a aquesta ciencia, s’"ha aconseguit estudiar els mecanismes

d’aquestes malalties infeccioses a nivell molecular, cel-lular i tissular.

Finalment, destacar altres ambits docents englobats en el treball. Encara que hi sén
presents en menor proporcid, també contribueixen com ambits secundaris:
- Bioquimica i Biologia Molecular: necessaria per seqienciar el genoma viral i
coneixer les seves proteines estructurals. Comentar també la importancia de
les técniques de laboratori moleculars; gracies a elles s’ha obtingut la
classificacié filogenetica i s’ha esbrinant I'origen dels virus.
- Farmacologia i Terapeéutica: els nous microbis estudiats tenen elevada
mortalitat i encara no existeixen tractaments farmacologics efectius. Es
requereix d’aquesta ciéncia per aprofundir en la cerca de noves dianes i
mecanismes d’accio per, finalment, ampliar I’arsenal terapéutic.
- Immunologia: el coneixement del funcionament de la resposta immunitaria és
necessari per aplicar les técniques immunologiques de laboratori. A més, és

possible que en un futur es pugui desenvolupar una vacuna efectiva.
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3. Introduccio

En 2014 es van iniciar en Africa els perillosos brots del virus d’Ebola. Per sort, es van
aconseguir controlar-los gracies a les activitats de vigilancia coordinades per les
agencies governamentals i sanitaries, demostrant aixi que sén capaces de jugar un

paper crucial a I’hora de limitar la transmissié d’un patogen nou o re-emergent.

No obstant aix0, que succeeix quan la humanitat s’enfronta a una nova amenacga i manca
de l'experiéncia i eines d’identificacid? Per tal de respondre a aquesta pregunta,
s’'introdueix el nucli d’aquest treball: els brots dels virus Severe and Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus (d’ara en endavant SARS-CoV) i Middle East Respiratory Syndrome
Coronavirus (d’ara en endavant MERS-CoV), dos patogens amb elevada mortalitat que

procedeixen de recombinacions genéetiques i es desconeixien fins als primers casos.

Els brots que va produir el SARS-CoV inicialment en Xina es van distribuir rapidament per
altres paisos del mén com Irlanda, Canada, EE.UU., etc. Tal va ser la por sorgida arrel
d’aquest perill global sanitari que I'OMS (Organitzacié Mundial de la Salut, WHO en
angles) i el CDC (Centres per al Control i Prevencié de Malalties) van decretar alertes que
afectaven a molts aeroports i generaven saturacions de passatgers per la instauracié
d’escaners termics i la necessitat de desinfectar els avions. A més, també va haver greus
afectacions economiques (de aproximadament 40 bilions de dolars), tancament dels
centres escolars, tensions politiques dins del govern xinés, etc. Encara que al final es va
aconseguir controlar aquesta pandémia i actualment s’ha declarat finalitzada, no es va

poder evitar la infeccié d’unes 8000 persones i la perdua d’unes 800 vides.

Gracies als coneixements adquirits amb la tragedia del SARS-CoV, la qual reflecteix la
poca experiéncia d’aquell moment, recorda que s’ha d’estar preparat pel sorgiment de
patdgens nous inesperats i remarca que una resposta rapida pot ser critica i decisiva
en una malaltia infecciosa, es va aconseguir frenar millor el brot actual del MERS-CoV
ja que es va identificar rapidament com un nou agent i es van establir mesures
sanitaries que dificulten la seva transmissid. Actualment, el nimero de casos és menor
que el primer brot i es restringeixen majoritariament dins de la peninsula arabiga, zona
que es considera I'origen del virus. Tot i aixi, no s’ha de subestimar ja que la seva
mortalitat és major i per aix0 I'OMS segueix col-laborant amb cientifics en
investigacions per obtenir possibles estratégies de tractament; encara que és un

microbi mortal, no es disposa de cap antiviral ni vacuna.
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4. Objectiu

L'objectiu d’aquest treball és I'estudi de dos virus nous: el SARS-CoV i el MERS-CoV. El
primer és responsable de causar el sindrome respiratori agut i sever (SARS) i el segon

és responsable del sindrome respiratori de I'Orient mig (MERS).

L'interes que presenten aquests patogens en concret és degut al seu recent
descobriment; sén espécies que no s’han documentat fins a principis d’aquest segle
XXl i actualment es segueix disposant de poca informacié d’ells, tot i que la resta de la
familia si es coneix des de fa temps. A més, ambdds provoquen simptomatologies
respiratories greus que poden ser mortals per la persona infectada i en el moment de
la seva aparicid no es disposava de tractaments adequats, fet que va incitar por per la

possibilitat del sorgiment de pandémies.

Per tant, per les caracteristiques que presenten aquestes dos especies, I'objectiu
principal és, en la mesura del possible i mitjancant recerca bibliografica, documentar i
assolir el maxim coneixement en: els origens del SARS-CoV i MERS-CoV, els seus
mecanismes de transmissid (presencia de vectors, reservoris, etc.), les seves
patogenies, els respectius sindromes respiratoris que provoquen i si s’ha desenvolupat

cap tractament i/o prevencid per a qualsevol d’ells des del seu descobriment.
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5. Material i metodes

Al ser un treball fonamentalment basat en la recerca bibliografica, s’ha realitzat la
cerca de la informacié en fonts cientifiques tant primaries (articles originals) com

secundaries (bases de dades, revisions, etc.):

- Articles de revistes cientifiques com J Pathol, J Virol, Lancet, Nat Rev Microbiol i
Science. Gracies a que la UB esta subscrita a aquestes revistes, s’ha pogut accedir
lliurement i extreure aquells que s’ha considerat més rellevants i amb millor evidéncia
cientifica (en format electronic), com estudis experimentals i revisions sistematiques.
Logicament, s’ha intentat cercar en aquelles revistes de major index d’impacte.

Accés via Recercador+ proporcionat pel CRAI de la UB: http://crai.ub.edu

- PubMed: base de dades d’accés lliure de la National Library of Medicine d’Estats
Units. Es un motor de cerca emprat per accedir a les revistes cientifiques en format
electronic en el qual s’han introduit certs conceptes generals a l'inici del treball com
<<coronavirus replication>> o <<SARS coronavirus outbreak>>. Posteriorment s’ha
perfilat més la cerca amb conceptes clau més especifics com <<MERS coronavirus in
dromedary>> o <<MERS coronavirus therapeutic options >>.

Accés via Internet des de la pagina web: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

- Scopus: base de dades d’accés mitjancant subscripcid. L'estrategia de cerca i els
conceptes emprats han sigut similars a la base anterior.

Accés via Internet mitjangant el CRAI UB: https://www-scopus-com.sire.ub.edu/

- Organitzacions governamentals com I'OMS i el CDC. Sén entitats especialitzades en
salut encarregades de establir mesures de promocid, prevencié i control. Tenen
especial rellevancia en malalties infecciones, com és el cas.

Accés via Internet: http://www.who.int/en/ i http://www.cdc.gov

- Llibres de consulta generals de microbiologia i virologia.
La majoria disponibles en format fisic en la Biblioteca de la Facultat de Farmacia i de la

Facultat de Biologia.

La informacidé general dels coronavirus (taxonomia, genoma, cicle viral, clinica, etc.)
esta molt estudiada i s’ha trobar facilment en els llibres de consulta i articles. En canvi,
la informacio dels dos patogens nous que constitueixen el interes principal del treball
s’ha hagut d’extreure majoritariament dels articles electronics, degut a la manca que
n’oferien els llibres, sobretot en el cas del MERS-CoV ja que és més recent (en el cas
del SARS-CoV si n’hi havia, pero no actualitzada).
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6. Resultats

6.1 Generalitats dels coronavirus

6.1.1 Taxonomia

Els Coronavirus sén un genere de virus que taxonomicament pertanyen a l‘ordre
Nidovirales, familia Coronaviridae i subfamilia Coronavirinae. El primer coronavirus va
ser identificat a meitats del segle XX i actualment hi ha 4 géneres amb 20 espécies
classificades': Alphacoronavirus, Betacoronavirus (en el qual hi ha les dues que més

endavant es centrara el treball), Deltacoronavirus i Gammacoronavirus.

Concretament, les especies que afecten a I’home descobertes avui en dia (HCoV,
acronim de Human Coronavirus) soén sis i pertanyen als dos primers géneres

mencionats:

- En el genere alfa hi ha les especies HCoV-229E i HCoV-NL63.
- En el génere beta hi ha les especies HCoV-0C43, HCoV-HKU1, SARS-CoV i MERS-CoV.

Les especies 229E i OC43 van ser les primeres descobertes mentre que les espécies
NL63 i HKU1 es van descobrir més recent®™ i posterior al SARS-CoV del 2002.

Finalment, en 2012 es va descobrir la darrera i es va anomenar MERS-CoV.

6.1.2 Acid nucleic

Sén virus inclosos dins del grup IV de la classificacié de Baltimore ((+)ssRNA) ja que la
particula virica conté només una Unica cadena RNA lineal monocatenaria de polaritat
positiva. Aquesta cadena esta poliadenilada en el extrem 3’, és de gran mida (sén el
genere de virus RNA amb major genoma, al voltant de unes 30 kb) i ha sigut seqlienciat
a nivell molecular: en el extrem 5’ hi ha el gen pol (ocupa més de la meitat del genoma

i codifica per la polimerasa) i posteriorment hi ha situades les proteines estructurals.

Al ser del grup IV de Baltimore, el propi material genétic actua com RNA missatger ja

gue comparteixen la polaritat positiva i al traduir-se es sintetitza la RNA-polimerasa,

amb la qual cosa no és necessari que el virus n’incorpori una pr(‘)pia(s).
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6.1.3 Morfologia i propietats fisiques

El seu diametre ronda al voltant de 60-200 nm, presenten una nucleocapsida amb
simetria helicoidal i un embolcall lipidic que deriva de la membrana de la cel-lula hoste

infectada previament i conté glicoproteines i antigens de superficie(s's).

De I'embolcall lipidic sorgeixen les projeccions caracteristiques d’aquest génere que
son utils per la seva identificacié ja que formen un anell/corona solar al voltant del

. , .« . . .. , ne (2
mateix que és visible al microscopi i dona el nom ala familia'>®,

El fet de tenir un embolcall implica que el virus és sensible a diferents factors i agents
externs com la calor, dissolvents lipidics, detergents no-idnics, formaldehid i oxidants!”
(pot haver el concepte erroni que el virus embolcallat és més resistent que el nu/sense

guan en realitat és a la inversa).

6.1.4 Proteines

Tots els coronavirus tenen en la seqliencia genomica els gens necessaris que

codifiquen les seves quatre proteines estructurals majors(z’s) (Figura 1):

Proteina S

Nucleoproteina N

Proteina de
membrana M

Proteina HE

Proteina del embolcall E

Figura 1: Estructura proteica del virid.
Imatge modificada de: http://viralzone.expasy.org/all_by species/785.html

- Gen S: Codifica per la proteina S (de I'angles spike), la qual rep aquest nom perqué és
la glicoproteina que conforma les estructures ja mencionades que es projecten en la
superficie del embolcall. Aquesta glicoproteina actua com proteina de unié i és
responsable de la penetracié a l'interior cel-lular gracies als seus dominis Sy i S,. El
primer domini reconeix a I’acid sialic® i a determinats receptors (Taula 1) mentre que
el segon permet I'entrada per un mecanisme de fusid de membranes®?).

Addicionalment, constitueix un determinant antigénic al qual respon el sistema

immunitari del hoste amb la sintesis dels corresponents anticossos, perd no sempre
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neutralitzen el virus ja que, com a estratégia defensiva, es recobreix
d’immunoglobulines del propi hoste gracies a un domini que disposa la mateixa
proteina que comparteix similitud amb els receptors Fc (regié constant) i li permet
protegir-se de |'atac immunolbgic(s) (de manera similar al geénere Herpesvirus).

Per tant, intervé en el tropisme cel-lular, la defensa i determina la seva patogenicitat.

- Gen E: Codifica per la proteina E de I'embolcall (de I'anglés envelope), la qual
participa en I'assemblatge viric junt a la proteina M.

- Gen M: Codifica per la proteina M de la membrana (de I'anglés membrane), la qual és

8) . . N . .
® responsable de la unié entre la nucleocapsida i els

la més abundant en la mateixa
organuls de la cel-lula durant I'lassemblatge.
- Gen N: Codifica per la proteina N de la nucleocapsida (de I'anglés nucleoprotein), es

troba fosforilada i s’'uneix al genoma viral durant I'assemblatge.

De manera addicional, alguns coronavirus del grup beta contenen el gen de la
hemaglutinina-esterasa que codifica per la proteina HE, dimer que actua com
hemaglutinina (se sospita que va ser adquirit dels Orthomyxoviridae per ’"homologia
que presenten les seqliencies de les respectives HE d’ambdues families”®) gue també
es troba en la superficie viral i permet reconeéixer I'acid sialic de manera similar a la

proteina s** desencadenant la corresponent resposta antigénica.

6.1.5 Epidemiologia

Sén virus distribuits arreu del mén gracies a la seva diversitat genética, als seus curts
periodes d’incubacié i a I'elevada taxa de mutacid que presenten. La combinacié

d’aquests factors permet al patogen infectar tant a I'espécie humana com al bestiar de

granja, mamifers salvatges, aus, etc.>*10

La seva prevalenca és major en la poblacié pediatrica i entre els mesos de hivern i

primavera(s'e'lo): es calcula que cada parell o tres d’anys hi ha alguna epidémia on el

génere Coronavirus és responsable(ﬁ).

Es transmeten de persona a persona principalment a través d’aerosols, gotetes de

Pfligge i altres secrecions respiratories, les quals s’originen al tossir, esternudar i

(6,10)

parlar i tenen elevada concentracié de particules viriques ja que aquest infectai es

replica en el tracte respiratori superior. També infecten a I'epiteli de |‘aparell digestiu

. 5,6,11
causant diarrees, sobretot en el cas de nens!>®1Y,
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El virus infecta a totes les edats perd no totes les persones presenten
simptomatologia, la greu és més freqient en la poblacié de risc: persones amb

comorbiditats, anciansii immunodeprimits(z'lo’lz).

La majoria de persones que han patit la seva infeccid, posteriorment desenvolupen
anticossos contra algunes de les proteines estructurals mencionades. No obstant aixo,
aquest fet no evita reinfeccions per altres soques ja que els anticossos sén especifics

de cada una i no presenten immunitat creuada®.

Un altre factor que facilita la disseminacié viral és la preséncia de la via de transmissid
fecal: un cop que el pacient supera la infeccid, aquest pot seguir eliminant el virus

58 Logicament, aquest

durant periodes llargs encara que es presenti asimptomatic
mecanisme és veu facilitat en regions que presenten climes tropicals i poblacions amb
condicions higieniques deficients. Aquesta via de transmissido també s’aplica en el cas

dels coronavirus animals.

6.1.6 Receptors de la cél-lula hoste

Les diferents espécies reconeixen els residus d’acid sialic de les cel-lules hostes gracies
a les proteines S i HE, pero no totes infecten les mateixes cel-lules. Aquest fet és degut
a que cada virus té a més els seus propis receptors especifics per la proteina S,

conferint un tropisme a I’hora del reconeixement (Taula 1).

Génere Espeécie Receptor especific Ceél-lula infectada

Cel-lules de I'epiteli respiratori no

§ 229E Aminopeptidasa N . L
. '§ ciliades, monocits i neurones.
S S Enzim convertidor Cel-lules de I'epiteli respiratori
4 NL63
(¥ d’angiotensina Il (ACE-2) ciliades.

) Cel-lules de I'epiteli respiratori
0C43 HLA-l i altres desconeguts N . )
ciliades, macrofags i neurones.

Cel-lules de I'epiteli respiratori

3 HKU1 Desconegut N

5 ciliades.

§ SARS- Enzim convertidor Céel-lules de I'epiteli respiratori

E CoV d’angiotensina Il (ACE-2) ciliades, pneumocits tipus i Il.

- ) o ) Cel-lules de I'epiteli respiratori

MERS- Dipeptidil peptidasa-4 . o N
ciliades, epiteli renal i cel-lules
CoV (DPP4)

dendritiques.

Taula 1: Receptors dels coronavirus humans. Taula adaptada de (12)

10
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6.1.7 Cicle viral ‘

El virus entra per les vies _— %f }_;

aeries i penetra a les %‘
\ &% \
pY . . .y e .}'h; N
cel-lules epitelials mitjangant s Gt oind rguaie | Epaiexacellar

un mecanisme de fusié de
Membrana cel-lular

'embolcall on intervenen

les proteines S i HE (Figura 2

‘ - Citoplasma Aparell de
J

- Fase 1), les quals

reconeixen els receptors de Fase® l Ve
la taula superior (Taula 1) i S
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(Figura 2 - Fase 2): I'extrem 5’ codifica per una poliproteina que posteriorment déna

lloc a la RNA polimerasa per accié d’'una proteasa(s) (Figura 2 - Fase 3).

La funcié de la RNA polimerasa és sintetitzar una copia del RNA amb polaritat negativa
((-)ssRNA representat en verd; Figura 2), la qual es torna a replicar per obtenir els nous
genomes de les futures particules virals ((+)ssRNA representat en vermell) i diversos
RNA missatgers monocistronics denominats “subgenomics” (representats en blau;
Figura 2 - Fase 4) que s'utilitzaran per sintetitzar les proteines estructurals: tenen
sequencies comunes en 5" i 3’ i polaritat positiva pero diferent longitud entre ells ja

. re . . 2,5,7,13
gue cada un codifica per una proteina determinada'>>"*3),

Posteriorment hi ha I'assemblatge: la proteina N s’uneix als nous (+)ssRNA per formar
la nucleocépsida(”). També interactua amb la proteina M amb la finalitat que la
particula virica penetri al reticle endoplasmatic; aquesta madura i adquireix I’'embolcall

lipidic junt a les glicoproteines S i HE>®) (Figura 2 - Fase 5).
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Finalment, el virus madur surt per I'aparell de Golgi, es fusiona amb la membrana

plasmatica i s’allibera de la cél-lula per infectar-ne de noves (Figura 2 - Fase 6).

6.1.8 Clinica

Un cop infectat, el periode d’incubacié en les persones sol ser de dos a tres dies®. Pot
presentar-se malestar, irritacid faringia i posteriorment apareix un quadre de refredat
com®10): secrecié liquida transparent, esternuts, tos, obstruccié nasal, degeneracié
dels cilis, febre, etc. Generalment aquesta simptomatologia desapareix a la setmana

per autolimitacio del cicle viral gracies al sistema immunitari del propi hoste'®.

En ocasions també produeixen infeccions a nivell de tracte respiratori inferior (per sort
amb menor freqliéncia) causant pneumonies agudes, les quals poden arribar a ser
mortals (com és el cas dels MERS-CoV i SARS-CoV), sobretot en la poblacié de risc
conformada pels ja mencionats: edats extremes (ancians i nens), persones amb

comorbiditats i immunodeprimits.

El virus també infecta a I'epiteli digestiu causant molésties gastriques i diarrees, les
guals sén més freqlients en nounats i nens menors d’un any. Encara que el génere
Coronavirus és la segona causa amb major freqiiéncia del refredat comu, en el ambit
de gastroenteritis agudes no tenen un paper tant significatiu respecte altres com

Rotavirus, Astrovirus, Calcivirus o Adenovirus'*Y.

Generalment les infeccions sén a nivell local en els teixits mencionats, pero hi ha
ocasions en les quals es disseminen a altres localitzacions generant patologies menys
freqlients com otitis, miocarditis, etc. No obstant aix0, solen ser casos de pacients

immunocompromessos(s).

Destacar que inclis s’ha especulat amb la possibilitat de que els coronavirus poden
causar esclerosis multiple ja que s’ha demostrat que, en condicions de laboratori i
inoculant-los en ratolins, la proteina S desencadena una resposta immunitaria contra

(15)

la mielina'™'. Tot i aixi, I'associacido del virus amb l'esclerosis en humans no esta

realment establerta ja que caldria estudiar-ho més a fons fdra del laboratori i se sap a

ciéncia certa que la infeccié dels coronavirus en animals és molt més greu i mortal **),

Finalment, I’'abséncia de manifestacions cliniques no implica que el patogen s’hagi
eliminat completament de l'organisme ja que, com s’ha explicat, té la capacitat de
disseminar-se via fecal (de fet, és un dels metodes de diagnostic de I'apartat seglient).
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6.1.9 Diagnostic

(2,5,10) ja que al ser

En la majoria de casos no es requereix d’un diagnostic de laboratori
una infeccié autolimitada, cura sola al cap d’uns dies i no sol generar complicacions.
No obstant aix0d, si hi ha casos que en requereixen com les situacions de brots
epidemics (com el actual MERS-CoV) ja que cal confirmar la preséncia del virus en un
cas sospitds i aplicar mesures de salut publica. Inclds, hi ha casos en animals que
també requereixen diagnosticar—se(z) per evitar la seva transmissié a I’home o perqué
son mostrejats per dur a terme estudis epidemiologics.

Les técniques de laboratori emprades s6n®;

- Cultius amb cel-lules embrionaries de traquea humana.

- Observacié per microscopia electronica en mostres respiratories o fecals.

- Tecniques immunologiques: immunofluorescéncia, detecciéd antigénica (ELISA) i
serologia.

- Tecniques moleculars: hibridacié del RNA i PCR a temps real.

Actualment, la tecnica d’eleccié és la PCR perqué s’han desenvolupat variants
multiples que discriminen entre les diferents especies que infecten a 'home'. En el
cas que no es pugui aillar el RNA s’opta per les técniques serologiques. En canvi,

poques vegades s’utilitza el cultiu cel-lular ja que és laborids i complex.

6.1.10 Tractament i prevencid

. N .. ,r - 5,6,10
Actualment no es disposa de farmacs antivirals especifics contra els coronavirus®?

(a I'igual que molts altres virus respiratoris). Es poden utilitzar estratégies de suport
(beure liquids i repds) i administrar certs farmacs com a tractament simptomatic:

(6)

antipirétics, antihistaminics en cas de rinorrea molt intensa™, antidiarreics, etc.

A nivell in vitro s’ha demostrat que la utilitzacid de interferons té certa eficécia(z’s’lﬁ),
més si es combina amb ribavirina, perd encara no esta comprovat que a nivell in vivo
siguin realment efectius: encara es requereix de més investigacio i estudis'™”, com és el
cas del SARS-CoV i MERS-CoV (detallats més endavant).

A nivell preventiu tampoc es disposa de cap mesura especifica ni vacuna que realment
sigui efectiva. No obstant aix0, si existeixen vacunes aplicables en casos animals pero
tampoc garanteixen la seva proteccié/prevencié total i es reserven per a casos de

’a. . . \ \ . 2
brots en granges, on poden ser Utils per evitar una potencial pérdua econdmica'?.
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6.2 SARS-CoV

6.2.1 Historia

En les dues darreres decades s’han descrit dos nous coronavirus d’origen zoonotic que

12,18) . . .
(1218) i han disparant alarmes i

han creuat la barrera entre I'espécie animal i la humana
alertes sanitaries per por a desencadenar una possible epidémia de gravetat
considerable despres d’observar les elevades taxes de mortalitat en comparacié amb

la resta d’espécies. Parlem del SARS-CoV i el MERS-CoV (detallat a I'apartat 6.3).

Els primers casos del virus SARS-CoV es van documentar a finals del 2002 (Taula 2) a la
provincia de Guangdong®*®?% (Xina), perd no se’ls va atribuir més importancia que la
d’una pneumonia atipica. Posteriorment es va iniciar un brot a la capital de la provincia

perd tampoc es va considerar rellevant ni va ser notificat.

No va ser fins al febrer de 2003 (Taula 2) en Hanoi
(Vietnam) que es va considerar per primer cop I'existéncia
d’un nou patogen; va ser detectat en un viatger procedent
de la provincia mencionada pel Dr. Carlo Urbani®®Y (Figura
3), metge especialista de 'OMS en malalties infeccioses
qgue va contribuir al control de la infeccid i se’l recorda de

manera heroica ja que, desgraciadament, va morir al marg

del mateix any a conseqiiéncia d’adquirir-la degut al

contacte que mantenia amb els pacients. Figura 3: Dr. Urbani.

Al principi, ell també va classificar el cas del viatger com  matge  modificada  de:
.. L. . . . www.cronachemaceratesi.it

una pneumonia atipica causada pel virus de la grip aviar,

pero posteriorment va sospitar d’'un nou agent respiratori a I'observar que els

simptomes que presentaven els malalts eren severs, que el nombre d’infectats

incrementava de manera notable i que molts d’ells eren del propi personal sanitari‘®?,

Gracies a la seva capacitat de reconeixer la gravetat de la situacio, el Dr. Urbani va
alertar i sol-licitar assistencia a I'OMS, al CDC i a MSF (Metges sense fronteres),

organitzacions que van intentar establir una resposta sanitaria®!

ja que el brot inicial
de Xina es va disseminar per Canada, Irlanda, Estats Units, Vietnam i Singapur; un dels
infectats que provenia de Guangdong es va allotjar en un hotel de Hong Kong i va
contagiar a diferents turistes (de nacionalitats diverses) que al tornar als seus

respectius paisos amb transport aeri van desencadenar I'epidémia global(ls’zo’zz).
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Com a resposta, es van establir mesures de salut publica basades en el sanejament i la
vigilancia: aillament i quarantena dels infectats, detectors térmics (per la febre) als
aeroports, sanejament dels avions, etc., per tal d’intentar contenir I'epidémia. Tot i
aixi, és considerada la “primera pandémia del segle XXI» ja que va provocar al voltant

(12,17,19)

de 8000 casos amb uns 800 morts , atribuint-li una mortalitat del 10%.

En maig del 2003 (Taula 2) es va publicar la corresponent seqienciacié del nou

(13)

virus™™’, el qual es va anomenar SARS-CoV, convertint-se en una de les identificacions

d’un nou agent més rapides de historia®").

A finals de 2003, I'OMS va publicar el nombre de casos definitius recollits des del
novembre de 2002 fins al juliol de 2003 (mes en el qual es va declarar el final de la

pandémia; Taula 2), assolint 8096 casos i 774 morts'®),

Finalment, gracies a les alertes mundials i juntament amb les mesures sanitaries
mencionades, es va aconseguir evitar que |'epidemia s’estengués més, tant a nivell
temporal com geografic, ja que entre finals del 2003 i inicis del 2004 només es van
descriure uns pocs casos i posteriorment no es van reportar-ne més ni van apareixer
més brots de SARS-CoV>>*8),

Cronologia de I’epidemia del SARS-CoV

Data Fet
Novembre de 2002 Pneumonia atipica en la provincia de Guangdong.
S’origina un brot de pneumonies en la capital de la
Gener de 2003 o
provincia.
L’OMS rep les primeres notificacions dels casos.
Febrer de 2003 Un malalt de Guangdong s’allotja en un hotel de Hong
Kong infectant a altres turistes.
Els turistes disseminen I'epidemia inicial als paisos
Marg de 2003 i
corresponents i I'OMS declara I'alerta global.
Abril de 2003 Es seqliencia el genoma del SARS-CoV.
Juliol de 2003 Finalitzen (a priori) les notificacions de casos de SARS.
Setembre de 2003 - . - )
Es notifiqguen una serie de casos (no més de 10) de SARS.
Gener de 2004
Mitjans de 2004 - )
) No s’han reportat més casos de SARS
Actualitat

Taula 2: Cronologia de I'epidemia del SARS-CoV. Taula adaptada de (5)
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6.2.2 Origen del virus

Despres de seqlienciar el genoma del SARS-CoV i descobrir que era una nova especie,
es va intentar esbrinar quin va ser el seu origen, el mecanisme de transmissio, el
reservori, etc., ja que constitueixen informacié vital per establir mesures sanitaries en

el cas d’'una malaltia infecciosa.

Els estudis retrospectius serologics van suggerir
inicialment que era d’origen zoonotic (hipotesis que avui
en dia continua acceptada) i va sorgir en Xina,

concretament en la provincia de Guangdong (Figura 4).

Els primers infectats van comunicar que presentaven

Figura 4: Guangdong. Imatge antecedents ocupacionals que implicaven exposicions

extreta de: http://mapsof.net  constants a animals vius engabiats ja que eren apreciats en
la gastronomia xinesa. Aquesta informacié concordava amb la major seropositivitat
detectada en alguns treballadors asimptomatics de determinats mercats d’animals. En
vista de les dades, es va procedir a mostrejar a aquests animals i es van aillar

VG20 gls SARS-like, denominats aixi degut a que

(8)

coronavirus similars al SARS-Co
presentaven una homologia genética del 99% ' amb el virus huma.

Concretament, els animals en els quals es va detectar els SARS-like (mitjangant la PCR

(8,9,24-26),

en hisops nasals i fecals) van ser Paguma larvata (civeta), Nyctereutes

procyonoides (gos viverri) i Melogale moschata (toixé de la Xina).

Dels tres mencionats, es va sospitar que el primer era el reservori del SARS-/ike ja que
és el més apreciat en la gastronomia xinesa i es va teoritzar que aquests mercats que
comercien amb animals vius van ser els llocs on es va produir la transmissié a ’lhome.
A més, arrel d’aquest descobriment, es va iniciar una caca a gran escala de les civetes

per evitar futurs brots de SARS-CoV/?>2®),

Com que les civetes analitzades d’un dels mercats van resultar totes positives pel
SARS-like, es va investigar la seva procedencia per tal de esbrinar la font del virus.
Aquests animals provenien de diferents granges distribuides per Xina i, durant els
mesos de gener a setembre de 2004, es van analitzar 1107 civetes de 25 granges
diferents les quals subministraven als mercats pero, sorprenentment, cap d’elles va

resultar positiva a la prova de la PCR?®),
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A l'observar que les civetes de les granges no estaven infectades pero les dels mercats
si, es va establir una nova perspectiva a la investigacié; la hipotesis de que la civeta no
és el reservori del SARS-like ni I'origen, sind un hoste intermediari que va permetre la
transmissio a I'espéecie humana. A més, estudis posteriors demostraven que(zo'ZHG):
- La capacitat de transmissio del virus en la civeta salvatge (o de granja) és baixa.

- Les civetes que donaven positiu en els mercats es devien infectar alla mateix.

- El propi animal és simptomatic quan s’infecta (descartant la idea de ser el reservori).

Com a consequéncia d’aquestes noves troballes, es va haver de reconduir la
investigacid. La idea inicial de que el patogen era zoonotic seguia en peu pero es
desconeixia quin era I'animal del qual es va originar, cosa que no va ser facil de
determinar ja que en aquests tipus de mercats hi havia elevada biodiversitat (porcs,
micos, conills, ocells, etc.) i de diferents origens. A més, les gabies es situaven
fisicament properes (apilades verticalment) i no gaudien de condicions higiéniques

adequades, facilitant aixi la transmissié del virus entre ells via respiratoria i fecal'®®),

No va ser fins al 2005 que es va anunciar el nou animal sospitds: el ratpenat.

La idea de considerar-lo com I'origen del SARS-CoV concordava amb determinades
caracteristiques que presenten®?>?7);

- Es un reservori d’altres virus zoonotics com el virus Hendra, Nipah, Ebola i Malburg.
- Tot i estar infectats amb gran varietat de virus son asimptomatics.

- Els seus productes derivats eren populars en la gastronomia i medicina xinesa.

La hipotesis de que el ratpenat era el veritable origen del SARS-CoV es basava en un
experiment realitzat durant el 2004 en el qual es van analitzar mostres sanguinies,
fecals i respiratories de 408 ratpenats de 6 géneres (amb nou espécies en total)

procedents de quatre habitats naturals diferents de Xina®,

En aquest estudi, el genere Rhinolophus (ratpenat de ferradura) va ser el que va
presentar major prevalenca d’anticossos i major positivitat en les PCR: ’lhomogeneitat
entre el genoma sequienciat del SARS-like del ratpenat amb el del SARS-like de les

civetes i el SARS-CoV de I'home era aproximadament del 90%*

. Concretament, la
diferencia resideix en la proteina S: tenen similitud en els dominis de la subunitat S,
(indicant que comparteixen mecanismes d’entrada cel-lular) pero difereixen en la
subunitat $,), indicant que el virus del ratpenat no infecta a ’home (en principi)
perquée no reconeix el mateix receptor: I'enzim convertidor d’angiotensina-2 o ACE-2

(detallat en I'apartat 6.2.3).
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Amb els resultats de I’estudi anterior, es va establir I'existéncia d’una cadena de fets
gue permetria la transmissid del patogen entre I'animal volador i I'ésser huma™: El
SARS-like es transmetria indirectament des dels ratpenats a I’home a través d’algun
hoste intermediari com la civeta, on es produiria una possible mutacié de la subunitat
S1 i aixo permetria infectar al darrer via oral (com carns poc cuites). En canvi, la idea de
la transmissio directa (i que la civeta hagués sigut un hoste accidental) es va descartar
inicialment per la diferéncia de la proteina S comentada.

A arrel d’establir la hipotesis de que el ratpenat pot haver sigut la font del SARS-CoV,
els cientifics van realitzar estudis addicionals per confirmar-la: van descobrir (de
manera fortuita) molts coronavirus que infecten a aquest animal volador els quals fins

llavors eren desconeguts (abreujats com Bt.CoV; Figura 5), establint aixi I'actual

classificacio filogeneética (substituint I’'antiga nomenclatura de genere Il i lll; Figura 5).
2c
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BrCoVHKUA cluster L [,y 100} BTCoVHKUS cluster
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ssrsss | PNSEm
100 (genomes 1-3)\ 60 BtSARS.RF1
2d  ByCoVHKU9.1 93A100_g;sARS.RP3
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rom all phases of human
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S\ 100 100 and dogs)
BtCoV.HKU9.4 85
100 BtCoV.1A.AFCD62
100 BtCoV.1B.AFCD307
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Figura 5: Comparacié del genoma de 50 coronavirus: El génere alfa es representa en verd, el beta en
blau i el gamma en taronja (no es mostren els delta perque encara s’estaven investigant). En vermell es
remarquen els virus humans. L'escala representa les substitucié de nucleotids. Imatge adaptada de (19)

Tal va ser I'exit d’aquestes noves troballes que actualment hi ha suficients evidéncies
cientifiques que suggereixen que els Bt.CoV sén els ancestres filogeneétics dels actuals
géneres Alphacoronavirus i Betacoronavirus i que han sigut la font de coronavirus
humans com el HCoV-229E, el HCoV-NL63, el propi SARS-CoV i possiblement el MERS-
CoV. Les més importants que indicaven que el SARS-CoV prové dels ratpenats sén:
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1. S’ha demostrat que alguns ratpenats son susceptibles a ser co-infectats per dos
Bt.CoV diferents alhora, constituint reservoris potencials on hi han mecanismes de

recombinacié geneética que permeten mutar als coronavirus %),

2. Tot i que inicialment es creia que el SARS-like del ratpenat (abreujat com BtSARS en
la Figura 5) no era capag¢ de reconeixer el receptor ACE-2, aquesta afirmacio va ser
falsejada posteriorment; al realitzar un estudi® amb una de les soques descobertes
més tard (aillada en cél-lules Vero E6), es va demostrar que si son capaces de replicar-
se en cél-lules Hela (un altre tipus de linia de cultiu) que expressaven molécules de
ACE-2 de diferents animals (entre ells I'esser huma; Figura 6). Per tant, algunes soques
de SARS-like descobertes més recentment (RsSHC014 i Rs3367) si tenen el domini

d’unié de la subunitat S; adequat en la seva proteina S per infectar a I'nome'®.

DAPI FITC Cy3 Merged 1 %107
F1x10° 'é
Hela- 1x105 B
hACE2 1 x 104 (F'—)
F1 %108
0 12 24 48
r1x10% _
1x10° Eo
HelLa- .o
CACE2 Fasies
0 12 24 48 <10
1x108 _
s E
F1x10°
Hel a- A D-%
bACE2 F1x10" 5
=
x 10°
0 12 24 48 1 o
1x 104 EG
HelLa . l . i ey
1x10° 3
128 um 0 12 24 48 =
H Time after
infection (h)

Figura 6: Analisis de cél-lules HeLa amb i sense receptor ACE-2 per immunofluorescencia i PCR enfront la
soca Rs3367 (hACE-2 és el receptor huma, cACE-2 és el corresponent de la civeta i bACE-2 el del ratpenat).
La columna “DAPI” representa els nuclis tenyits de les cel-lules, “FITC” és el nivell d’expressié fluorescent
del receptor mencionat, “Cy3” és la replicacié viral intracel-lular i la darrera és la superposicid de les 3
anteriors. S’observa que en els cultius Hela sense receptor no hi ha fluorescencia (logicament) ni replicacio,
demostrant que 'ACE-2 és necessari. Les PCR, expressades en TCIDs, (mesura del titol), confirmen que la
carrega viral és superior en les cel-lules amb els receptors que sense. Imatge extreta de (29).

Amb totes les dades aportades, actualment esta acceptada la hipotesis que el SARS-
CoV huma es va originar a partir de recombinacions dels SARS-like de ratpenats.
També s’accepta I'existencia d’una transmissio via directa entre ratpenat i home sense
necessitat d’'un hoste intermediari, perdo no es pot afirmar amb total certesa perquée

encara no s’ha demostrat que els SARS-like infectin de manera natural a I'ésser huma'®).,
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6.2.3 Mecanisme de transmissio

Respecte la transmissid interespécie entre ratpenat i home, es creia inicialment que
era a través d’hostes intermediaris on hi havia la mutacid necessaria perque la
proteina S fos capag d’infectar al segon hoste. En concret, la civeta és un bon exemple
d’hoste intermediari ja que és un carnivor que possiblement va entrar en contacte
amb els ratpenats (directament o indirectament per contactar amb femtes, restes de
fruites mossegades pel ratpenat, etc.) i addicionalment és un animal que era apreciat a

la gastronomia local, dos fets que van facilitar aquesta transmissio.

No obstant aixo0, els estudis més recents han demostrar que algunes soques de SARS-

like sén capaces d’infectar directament a les persones a nivell experimental(zg),

. . . Y p . 19,27
establint una possible segona via de transmissié més excepaonal( 5.27),

Respecte la transmissio entre persones, es creu que (a l'igual que la resta de la familia)

és via aéria mitjancant particules/gotes emeses de la mucosa respiratoria i fomits, com

equips de terapia respiratoria presents en ambits hospitalaris(s’zo’?’o).

També es creu que hi ha un mecanisme de transmissié secundaria entre persones via

feco-oral; durant la patologia es presenta diarrea aquosa on hi ha preséncia de SARS-

(5,20)

CoV, el qual és resistent al pH fecal i, tal i com s’ha explicat anteriorment, un dels

mecanismes de transmissio de la familia és la disseminacio via femtes.

6.2.4 Patogenia

Com s’ha mencionat en els apartats anteriors, el SARS-CoV utilitza I'enzim convertidor

d’angiotensina 2 com receptor cel-lular®3) (abreujat com ACE-2). Aquest receptor

també és comu amb el de I'espécie HCoV-N L6334,

Es un enzim que participa en el sistema de renina-angiotensina-aldosterona actuant

com a “regulador negatiu” ja que inactiva I'angiotensina-2 i equilibra la regulacié de la

2 .. . ,
(5233 No obstant aixd, aquest enzim no és

pressid arterial i la funcié cardiovascular
I’Gnic factor que defineix el tropisme del virus®? ja que és una metal-loproteasa que
s’expressa en una certa varietat de teixits on no es detecta el patogen (com muscul llis
intestinal i endoteli vascular), aixi com també hi ha teixits que no I'expressen

(hepatocits i enterocits) pero si es detecta®.
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El teixits on s’expressa més soén el sistema cardiovascular (degut a la funcié

comentada), ronyd, intesti i pulmo®

La seva presencia en el darrer és,
possiblement, la rad per la qual es desencadena la simptomatologia a nivell pulmonar

en una infeccié per SARS-CoV.

L'ACE-2 és present en les cél-lules epitelials del tracte respiratori, concretament en els
pneumocits alveolars tipus | i Il. Gracies a un dels dominis de la subunitat S;, aquest
s'uneix a I'enzim i el patogen penetra a la cél-lula per un mecanisme de fusié de
membranes®*3%. un cop el virus és a dins del pneumaocit, es desencadena una cascada
de senyalitzacions(lz) (Figura 7) en la qual s’activen citocines inflamatories, hi ha
guimiotaxis de neutrofils, apariciéd de cel-lules T citotoxiques, etc. També s’indueix
I'activacié de la cascada de coagulacié perque I'atac de les cél-lules immunes degrada
la membrana alveolar (generant hemorragies, exsudats i mort cel-lular), pero és una
resposta contraproduent ja que dificulta la funcid principal de I'alveol: I'intercanvi de
gasos.

Addicionalment, disminueix la sintesis de tensioactiu per part dels pneumocits i

. re . . re ; . -(12
s’acumula col-lagen i fibrina, dificultant encara més I'intercanvi'*?,
Sense infeccié Infeccié aguda Danys tissulars
Pneumacit tipus
I

Macrofag Membrana

hialina

Pneumocit
tipus |
Mort
cel-lular
Tensioactiu SARS-CoV Neutrofil Edema

Figura 7: Efectes del SARS-CoV en I'alveol: Durant la infeccié aguda hi ha alliberament de factors de
necrosis, interleucines i altres citocines que desencadenen la resposta immune provocant inflamacid,
edemes, apoptosis, etc. Imatge adaptada de (12)

Per tant, a nivell pulmonar hi ha disfuncié i descamacid alveolar, edemes, hemorragies,
inflamacid i fibrosis; el sumatori d’aquests efectes desencadenats per la resposta
contra el SARS-CoV pot generar una Sindrome de Dificultat Respiratoria Aguda

(abreujat en anglés com ARDS) que compromet la vida del pacient(s’lz’”'lg’zo).
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6.2.5 Clinica

El virus infecta a ambdds sexes i a qualsevol edat. El periode d’incubacid varia segons
persona, pero generalment s’ha vist que es situa al voltant dels 5 dies, tot i que s’han

. 2
descrit casos al cap 2 setmanes®3?),

Inicialment, els pacients presenten febre, mialgia, tos seca i malestar general(s'zo’so);
simptomes que en principi no indiquen cap patologia greu pero dificulten el diagnostic
pergue son comuns amb altres virus respiratoris. També pot haver diarrea aquosa. No

obstant aix0, s’"han descrit casos asimptomatics.

La clinica greu s’inicia al cap d’'una setmana: el pacient pot presentar simptomes

12,2 . .
(12,20 apreciables amb rajos

majors com dispnea, dolor pleural i anomalies anatomiques
X a conseqliencia del mecanisme a nivell alveolar explicat, evidenciant una pneumonia
atipica. A nivell de laboratori es poden detectar (no sempre) limfopénia, increment de
lactat deshidrogenasa (indica una possible lesié tissular), increment de transaminases

N .. . . . . 2,12,2
hepatiques i increment de marcadors proinflamatoris com les citocines>*>?%.

Finalment, en casos greus (sobretot persones de risc amb comorbiditats respiratories,
metaboliques o immunocompromessos) la infecci6 pot complicar-se en I’ARDS, al
voltant de la 3ra setmana d’infeccid, la qual pot ser mortal (10% dels casos) perque

provoca situacions d’hipoventilacio i una possible fallada respiratoria.

6.2.6 Tractament i prevencié

Com s’ha mencionat en les caracteristiques generals de la familia, actualment no es
disposa de tractaments antivirals aprovats ni vacunes pels coronavirus humans>1%19),
Aguesta manca de farmacs és, logicament, més preocupant en els casos d’infeccid per

SARS-CoV i MERS-CoV que en la resta d’espécies.

Durant I'epidemia descrita en I'apartat anterior, en Canada i Xina es van utilitzar
tractaments empirics amb ribavirina, corticosteroides i immunomoduladors (tot i no
disposar d’evidéncies d’eficacia en aquell moment) perd no van aportar els resultats
esperats(”’zo'zz). En vista de la falta d’un arsenal terapeutic i la necessitat imperiosa de
reduir el nUmero de morts, es van iniciar una serie d’estudis in vitro i in vivo (estudis
aleatoritzats controlats, cohorts i casos controls) amb diverses molécules que eren

. . 5,8,16,17,19,20
candidates a ser potencials tractaments>%1617:19.20).
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1. Ribavirina: Té activitat antiviral en condicions de laboratori i mostra sinergia amb els
interferons, pero in vivo en pacients no mostra resultats beneficiosos.

2. Combinacié de lopinavir i ritonavir: In vitro inhibeix I'efecte citopatic del virus pero

en pacients no va demostrar resultats clars.

3. Corticosteroides: Estudis amb elevades dosis de metilprednisona in vivo

demostraven que no era un tractament adient ja que la relacié benefici-risc no era
favorable; no hi havia prou evidencia d’efectes positius i si n’hi havia dels efectes
adversos que va causar en alguns pacients (diabetis, problemes ossis o inclus que
allargava la virémia al suprimir la resposta immune). In vitro no se’n van realitzar ja
gue no es podia mesurar la seva eficacia perque actua com agent immunomodulador.
4. Interferons: In vitro es demostra que els interferons tipus | (abreujat com IFN)
presenten activitat antiviral, sobretot el IFN-B. /n vivo en animals s’observava que
I'administracié en fases inicials mostrava certs resultats favorables. Malauradament,
en humans no demostrava resultats bons ni superiors a la resta de candidats.

5. Immunoglobulines: L'Us d’lg intravenoses in vivo (obtingudes de pacients que van

superar la infeccié) soles o combinades amb els altres candidats no demostrava
efectivitat. In vitro no va ser estudiada per la mateixa rad que els corticoides: també

actua com agent immunomodulador.

Cal mencionar que aquests estudis es van realitzar amb metodologies que no eren del
tot adients ja que les mostres de pacients eren poc significatives, hi havia diferents
caracteristiques interindividuals que podien influenciar, el coneixement del nou
patogen era encara pobre, etc. Per tant, és possible que el conjunt d’aquests factors

generessin certs baixos i que alteressin algun dels resultats™”).

Respecte a nivell preventiu, es van desenvolupar vacunes tant inactivades (virions
morts per agents quimics) com atenuades (virions vius inofensius) que sembla ser que

tenen cert nivell protector en animals de laboratori*¥3*3®) perd no es disposa encara

d’evidéncies que demostrin I'eficacia en 'home™.

Tot i ser una infeccié de mortalitat considerable, amb els esforcos realitzats no es va
desenvolupar cap tractament curatiu i es requereix de més investigacié per tal de
dissenyar un possible agent antiviral. Actualment només es disposa de tractaments
higiénics, pal-liatius i de suport: terapies respiratories, farmacs simptomatics,

ventilacié assistida i altres mesures aplicades en pneuménies atipiques‘°.
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6.3 MERS-CoV

6.3.1 Historia

De manera similar al SARS-CoV, el MERS-CoV no es va descobrir fins que es van
reportar els primers casos deguts a un virus desconegut. Concretament, el
desencadenant inicial va ser la mort d’'un pacient de 60 anys ingressat per una
pneumonia en un hospital d’Arabia Saudita en Juny del 20125728 En les seves mostres
d’esput analitzades, es va observar que totes les proves immunologiques realitzades
per la majoria de virus respiratoris coneguts (fins llavors) eren negatives. No obstant
aixo, si hi havia d’haver algun agent microbioldgic perqué s’observava efecte citopatic i

., e . . . . . . 38
formacio de sincitis en els cultius cel-lular, fet que evidenciava un creixement viral®®),

Per tal d’identificar la identitat de I'agent, es va recérrer a les técniques moleculars
(PCR); al aplicar-les al sobrenedant dels cultius s’evidenciava la preséncia d’un
coronavirus no seqlenciat. Al realitzar les proves filogenetiques, es va descobrir una

nova espécie dins del génere beta i es va anomenar HCoV-EMC®"*¥),

Aquest nou virus no se’l va donar gaire importancia perqué se’l va considerar un cas
aillat fins al setembre del mateix any; es va reportar el segon aillament del mateix virus
en un viatger procedent del golf Pérsic que va ser ingressat en un hospital del Regne
Unit®”*). A 'observar la coincidéncia geografica, es va realitzar un estudi retrospectiu
per determinar possibles casos existents en els paisos veins i es va trobar que existien

20,37,4 .
(2037, 0), gracies a les

dos casos ingressats en abril del 2012 en un hospital de Jordania
mostres d’alguns dels pacients que es van conservar en bones condicions (en

I'actualitat es creu que possiblement Jordania va ser el primer focus del virus).

A conseqliencia dels resultats descoberts, es va teoritzar que el nou virus es va originar
en la regido de la peninsula arabiga; hipotesis recolzada pels casos de HCoV-EMC

reportats per part de 'OMS a finals del 2012*"

ja que tots provenien de I'Orient Mig,
directament (gent local) o indirectament (viatgers). Per aquest ultim motiu es va

canviar el seu nom a MERS-CoV.

Gracies a I'experiéncia adquirida del SARS-CoV respecte noves espécies de coronavirus
i el fet de no infravalorar-les, es van disparar les alertes sanitaries per por a una nova
epidémia: els casos reportats presentaven una simptomatologia respiratoria greu (que
requerien la corresponent hospitalitzacid), elevada mortalitat i abséncia de tractament

farmacologic eficac disponible.
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Afortunadament, al llarg del 2013 no es va enregistrar una xifra tant significativa de
casos de MERS-CoV ni es va propagar tant com s’esperava: tot i que la mortalitat era
elevada, només es van notificar 168 casos*? dels quals 158 es situaven en territori
arabic i els 10 casos restants eren constituits per estrangers que provenien dels paisos

arabs o que s’havien infectat al contactar amb algun viatger de la zona'®),

No obstant aixo, al llarg del 2014 (sobretot) i 2015 si van augmentar considerablement
les xifres*? (Figura 8). Tot i que els casos exteriors a Arabia Saudita no eren gaire
nombrosos, va haver-hi una excepcié rellevant: un brot en la Republica de Corea en
juny de 2015 (Figura 8) degut a un viatger procedent de la peninsula arabiga que va
disseminar el virus“>*?. A finals de juliol del mateix any, es van enregistrar 185 casos

. . . . 42,45,4
coreans degut al que es considera el major brot exterior de la penlnsula( 45,46,

Des del setembre fins I'1 d’abril de 2016 s’han declarat 1698 casos en 26 paisos

(47)

diferents entre els quals destaca majoritariament Arabia Saudita (Figura 8).

D’aquest numero, 609 han sigut mortals, és a dir, un 36% dels infectats.

A diferencia del SARS-CoV, actualment es segueixen declarant casos i, per tant, encara
no s’ha donat per finalitzada I’epidémia de MERS-CoV*”).

United Kingdom of
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Northern Ireland \Netherlands
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Turkey
.. Gréece Lebanon Thelslamic
Tunista Jordan . Republic China
Algeria \ " <~ Oflran Republic
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N
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Figura 8: Paisos d’Europa, Africa i Asia amb casos de MERS-CoV declarats des de 2012 fins al 1 d’abril de
2016. S’observa que Arabia Saudita té el major nombre de casos. Corea també destaca degut al brot
mencionat de |'estiu de 2015. En la zona inferior s’inclou una representacié grafica dels casos mensuals a
nivell mundial on s’aprecia el pic del brot corea. Imatge adaptada de (47)
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6.3.2 Origen del virus

De la mateixa manera que el SARS-CoV, per tal d’establir mesures sanitaries pel MERS-

CoV s’havia d’esbrinar el seu origen, mecanisme de transmissio, reservoris, etc.

Aprofitant els coneixements adquirits en les investigacions del virus del 2002, es va
partir de la base hipotética que el MERS-CoV també era un patogen que provenia d’un

(12,2046,48) ;

coronavirus ancestral zoonotic , mitjancant determinades mutacions que li

van permetre modificar la seva especificitat d’hoste, va ser capac de travessar la

barrera interespécie per finalment infectar a 'home™.

En un estudi serologic realitzat amb 10.009 habitats d’Arabia Saudita es va veure que
un 0,15% dels voluntaris presentaven anticossos contra el MERS-CoV“*®". No obstant
aix0, aquest percentatge incrementava en aquells individus que havien contactat amb
bestiar de granja o domeéstic®*0) (sobretot cuidadors i xarcuters). Aquest resultat,
sumat al fet de que l'alimentacid de la seva cultura depen molt de la carn i llet

obtinguts(40) (factors d’exposicid), va despertat I'interes de realitzar estudis en animals.

Els estudis serologics en animals van ser negatius per vaques, ovelles i cabres pero
positius per la majoria de dromedaris?%#+>% (Camelus dromedarius), indicant aixi que
havien estat infectats pel MERS-CoV o alguna espécie relacionada. A més, un altra
estudi amb mostres del 1992 enunciava la hipotesis de que el virus ja havia infectat als
camells algun cop en el passat(51). Posteriorment, es van realitzar PCR dels dromedaris
seropositius i alguns evidenciaven seqléncies del virus quasi identiques amb les
d’alguns pacients (diferien en alguna substitucié de bases), fet pel qual es va

\140.44)

considerar que podia ser un possible reservori del MERS-Co , perd no estava

confirmat ja que no se sabia si el camell va infectar primer a I’home, si va ser la situacio

. . . 2
inversa o si tots dos van ser infectats per un tercer agent desconegut®>*®.

Finalment, en els estudis filogenetics per classificar el nou agent, es va observar que
presentava similitud genetica amb els Betacoronavirus dels ratpenats HKU4 i HKUS
(Figura 5), recolzant aixi la possibilitat de que sorgis d’'un Bt.CoV de manera similar al
SARS-CoV, tot i que encara no s’ha demostrat amb total certesa1%19:20,40,44,48,53)
Actualment, es creu que els ratpenats també poden actuar com a reservoris del MERS-
CoV perquée comparteix el mateix receptor amb els Bt.CoV mencionats®®. A més, en

un estudi amb una mostra fecal del génere Taphozous perforatus (ratpenat de cua de
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beina egipci) es va detectar la preséncia de la mateixa seqliencia la publicada pel

HCoV-EMC“%*) fet que déna encara més suport a la idea de reservori.

6.3.3 Mecanisme de transmissio

Com s’ha mencionat al llarg de I'apartat anterior, és creu que el virus és d’origen
zoonotic i que una de les fonts virals ha sigut el ratpenat, el qual li va transmetre el

MERS-CoV a altres especies animals més properes a ’lhome.

El principal hoste intermediari és el dromedari degut a que és un animal molt rellevant
en la cultura arabiga: és present en festivals/celebracions, la seva carn/llet
constitueixen aliments apreciats en la seva dieta (s’ha detectat el virus en la llet de
camells infectats(se)), la seva orina és apreciada per propietats medicinals, etc. Per tant,
és un animal que juga el paper de principal via en la transmissié ratpenat—home(4°’56'57),
ja sigui per contacte directe estret (aerosols, gotetes i saliva) o indirecte (aliments i
medicines derivades). Evidentment, les persones amb major risc sén els que estan més

exposades a aquests animals!*>*”) (cuidadors, comerciants, etc.).

Respecte la transmissid entre persones, aquesta es descriu com esporadica ja que no
sembla ser gaire efectiva (comparat amb el SARS-CoV) i moltes vegades esta associada

al cuidat d’un pacient ja infectat (hospitals o el cas del brot de Corea) o contactes molt

(12,20,40,44,48,57)

estrets com familiars Com molts altres coronavirus, el mecanisme

principal de transmissié és via aeéria mitjancant gotetes/aerosols formats al
esternudar/tossir. També s’ha demostrat que el virus sobreviu unes 8-48h en

superficies inerts, possibilitant aixi la transmissié via fomits'*®*®).

6.3.4 Patogénia

Tal i com es menciona en la Taula 1, el receptor del MERS-CoV és I'enzim dipeptidil

peptidasa-4 (DPP4) ja que és reconegut especificament per la subunitat S; del

(46,59,60)

virus . Aguest enzim també se’l coneix com CD26 i regula certes activitats

. . . . 59,60
hormonals (com la de la glucosa) i determinades citocines®%%%.

La DPP4 és el punt d’'unié del patogen en determinats teixits on s’expressa: epiteli
respiratori, renal i macrofags alveolars®4®) (tot i que no és sap el motiu exacte del

(40,60)

tropisme per aquests ja que també és present en intesti, fetge, prostata, etc.).

Quan infecta a les cél-lules respiratories (pneumocits i epiteli bronquial) s’activen les

defenses immunitaries de I'organisme (interferons, cel-lules dendritiques, limfocits T,
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etc.) pero no sén efectives perque el MERS-CoV gaudeix de mecanismes que

contraresten la seva produccié/activacié(2°'46)

i li permeten evadir-les; és capac¢ de
replicar-se dins dels propis macrofags, contraresta els efectes de les citocines
antivirals, indueix I'apoptosi en les cél-lules T, etc. El conjunt d’aquests mecanismes

contribueix a la seva elevada patogenicitat i mortalitat®®,

Encara que encara resten mecanismes que cal investigar (sobretot els relacionats amb
els teixits no pulmonars), se sap que el sumatori de la replicacid en el tracte respiratori
i de I'evasid del sistema immune confereixen al virus la capacitat de produir la mort
cel-lular del teixit pulmonar: a nivell de laboratori produeix efecte citopatic i

degrada/altera la membrana, les cromatines i les unions cel-lulars'®).

6.3.5 Clinica

La clinica del MERS-CoV comparteix certes caracteristiques comunes amb la del SARS-

CoV: infecten a ambdds sexes i a totes les edats, pero desgraciadament és més greu.

El periode d’incubacié és de 5 dies i, com cabria esperar-se d’un coronavirus, els

20,40,57 ex s
(20,40,57), febre, tremolors, mal de coll, tos, mialgies,

simptomes inicials inclouen
artralgies, malestar i simptomatologia gastrointestinal (vomits i diarrea), tot i que
també s’han descrit casos asimptomatics. A continuacid, durant la primera setmana, el
pacient desenvolupa una rapida pneumonia coneguda com MERS, la qual acostuma a
requerir ventilacio assistida i poden apareixer alteracions estructurals a nivell

40,48), . g .
puImonar( /48), infiltracions, vessaments, exsudats, etc.

A nivell de laboratori es detecta principalment limfopénia, presencia del virus en orina

(en casos de xoc septic també en sang) i increment de lactat deshidrogenasa.

En els casos més greus (sobretot persones amb comorbiditats), la infeccié per MERS-
CoV pot desembocar en una ARDS, una fallada multiorganica (s’han descrit casos de
fallades renals) o un xoc séptic(2°’57). A més, hi ha la possibilitat d’adquirir coinfeccions
per altres virus respiratoris com el de la grip i bacteris nosocomials com
Staphylococcus aureus o Klebsiella pneumoniae; gracies al fet de rebre ventilacid
mecanica i a la intubacié requerida, s’obre una potencial via d’entrada d’aquests

. . 2
mlcroorganlsmes( O).

Qualsevol de les 3 conseqliencies esmentades poden ser mortals pel pacient (40% dels
casos) i la seva progressié és molt més rapida que en el SARS (12 dies vs. 21 dies).
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6.3.6 Tractament i prevencié

Actualment no es disposa de cap vacuna ni tractament especific contra el MERS-CoV i

2 . .y
£(204057). yantilacié

les mesures es basen en la higiene personal i terapia de supor
assistida, antibiotics profilactics per evitar coinfeccions, etc. En casos de fallada renal

es pot recdrrer al transplantament de ronyé.

Encara que no hi ha cap farmac especific, existeixen alguns eficacos a nivell de

.. . . . 20,40,44,4 1
laboratori i possibles estratégies per obtenir-ne de nous!2040:44:48,59,61),

- Inhibidors de la unié: S’han desenvolupat 2 anticossos (denominats REGN3051 i

REGN3048) que bloquegen la subunitat S, i eviten que s’uneixi a la DPPA4.
Per altra banda, s’han dissenyat péptids i anticossos que s’uneixen a la DPP4 i també
inhibeixen competitivament la unié (amb la subunitat en aquest cas).

- Inhibidors de la replicacid: Un dels passos durant la replicacio dels coronavirus és el

processament de la poliproteina per part d’unes proteases per obtenir la RNA
polimerasa (Figura 2 - Fase 3). Partint d’aquesta premissa, s’han aillat inhibidors
covalents de les proteases PLpro i 3CLpro, les quals intervenen en el procés i
constitueixen dianes terapéutiques especifiques del virus.

- Inhibidors de les proteines accessories: Un dels mecanismes de defensa del MERS-

CoV és el bloqueig de la resposta immune de I'hoste. Aixo és gracies a unes proteines
anomenades accessories que confereixen major viruléncia al patogen; la proteina M, la
43, la 4b i la 5. Concretament, s’ha vist que la 4a és la que té un major paper en el
bloqueig dels interferons i la seva inhibicié permetria a la cél-lula hoste generar de nou
la resposta immunitaria contra el virus.

- Farmacs aprovats inespecifics: inhibeixen la seva replicacid in vitro: lopinavir,

ribavirina, cloroquina, clorpromazina, loperamida, acid micofenolic, ciclosporina Ai els

interferons alfa i beta.

Desgraciadament pero, actualment no es disposa de suficient evidencia cientifica per

P . 2
assegurar que aquests tractaments son efectius en les persones .

Es requereix de més investigacions, assajos i proves per aillar tractaments especifics i

efectius, perod al ser un virus que afecta a paisos amb poc nivell econdmic, I'industria

farmacéutica no veu rentable la seva inversid i el desenvolupament(44).
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7. Discussio

En vista dels resultats, es pot afirmar que en cap dels dos casos la humanitat estava

realment preparada per manejar les epidémies provocades per aquests virus.

Inicialment, va ser més dificil controlar al SARS-CoV i no es va poder evitar que
s’estengués a altres paisos féra d’Asia. En els darrers anys s’ha vist molt incrementat la
mobilitat de les persones (sobretot el transport aeri), cosa que facilita enormement la
propagacid d’agents infecciosos. A més, altres motius que també van dificultar el
control del virus podrien haver sigut el fet de que la comunitat cientifica no s’esperava
gue una familia de virus tant coneguda pogués ser responsable de tantes morts i que
no atribuien tanta importancia als mecanismes de recombinacié genética de virus

zoonotics.

En ambdds virus, les notificacions dels continus brots de pneumonies atipiques van ser
el desencadenant clau que va permetre iniciar les corresponents investigacions
posteriors per determinar el mecanisme de transmissié, reservoris, origen i altra
informacié essencial perque autoritats internacionals (OMS) i nacionals (CDC i altres)
poguessin actuar adequadament. Destacar la importancia de les técniques de
diagnostic molecular; gracies a elles es va poder confirmar la preséncia dels virus en
pacients i animals sospitosos, aixi com establir relacions filogenetiques amb espécies

genéticament similars per, finalment, aillar I'origen.

Es possible que en époques passades haguessin sorgit virus que causessin epidémies
similars perd no es documentessin per manca de técniques diagnostiques, manca
d’eines de comunicacié, menor consciencia de la comunitat cientifica, menor

moviment migratori de les persones, menor densitat poblacional, etc.

Per sort, en el cas del MERS-CoV, gracies a I’experiéncia adquirida amb el primer, es va
aconseguir identificar I'origen més rapid, les zones geografiques afectades i el paper
del dromedari. Conseqlientment, es van poder establir mesures i alertes sanitaries per
dificultar la propagacio; tot i que actualment es segueixen reportant casos de MERS,

aquests sén només a nivell de peninsula arabiga i de naturalesa espontania.
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Tot i que inicialment no és consideraven tant rellevants als coronavirus, actualment
tenen major interes clinic després de veure que 'origen del SARS-CoV i MERS-CoV ha
sigut probablement a partir de mutacions de les espécies animals: sén els virus RNA
amb el major genoma, la seva RNA polimerasa té major taxa d’errors que una DNA
polimerasa, el seu mecanisme de replicacié és mitjancant diversos RNA subgenomics
monocistronics i infecten tant animals com humans. El sumatori d’aquestes
caracteristiques faciliten la mutacié per recombinacié genética i com a conseqiiéncia,

I’aparicié de noves especies (un exemple similar seria el virus de la grip).

Per finalitzar, encara que s’ha realitzat moltes investigacions d’aguestes noves
especies, segueixen havent incognites i hipotesis no demostrades totalment. Es
requereixen més estudis i més recerca per tal de desenvolupar tractaments realment
efectius; malgrat la mortalitat que presenten aquests coronavirus, no es disposa de
mesures especifiques ni vacunes, possiblement degut al fet de que el desenvolupament
d’antivirals és molt més complicat que el d’antibiotics: els virus sén més dificils de
manipular que els bacteris, presenten major taxa de mutacié, major variabilitat
genetica i cal establir dianes viriques especifiques perqué s’actua a nivell intracel-lular.
A més, també poden haver motius econdmics; com que en principi s’ha finalitzat
I’historia del SARS-CoV i sén virus que han infectat a paisos poc desenvolupats (paisos
de I'Est), és possible que I'industria farmacéutica tingui major interes en invertir el seu
capital en desenvolupar antivirals per aquelles infeccions que afecten més a nivell

mundial o als paisos més desenvolupats, com sén el VIH o I'hepatitis.
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8. Conclusions

1. EI SARS-CoV i el MERS-CoV sén coronavirus nous i recentment descrits.

2. El SARS-CoV i el MERS-CoV son d’origen zoonotic i provenen de mutacions de
coronavirus de ratpenats.

3. El SARS-CoV pot tenir com reservori el ratpenat ja que algunes soques de SARS-like
poden infectar a cel-lules humanes, fet que no s’ha demostrat en condicions no
experimentals.

4. El MERS-CoV també sembla presentar com a reservori el ratpenat.

5. La transmissié d’ambdds virus des del reservori fins a ’lhome és mitjancant hostes
intermediaris: la civeta i el dromedari. Ambdés animals tenen importancia en la cultura
i la societat on es van originar els nous agents.

6. La via principal de transmissié d’ambdds virus entre persones son les secrecions
respiratories. Els fomits constitueixen mecanismes secundaris de transmissid.

7. La transmissié del MERS-CoV és menys efectiva que la del SARS-CoV.

8. El receptor cel-lular especific del SARS-CoV és I’ACE-2. En canvi, el del MERS-CoV és
la DPPA4.

9. Ambdés virus provoquen una simptomatologia respiratoria inicial amb evolucié
posterior a una pneumonia atipica (SARS i MERS). Si aquesta s’agreuja pot ser mortal
(major en MERS i en pacients amb comorbiditats).

10. Ambdés virus infecten a totes les edats i als dos sexes. Logicament, la poblacid de
major risc sén els que estan en contacte amb els hostes intermediaris o amb els
infectats.

11. Actualment no es reporten més casos de SARS-CoV pero si de MERS-CoV.

12. Actualment no es disposa de tractament especific ni vacuna per cap dels dos.
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10. Agraiments

Per finalitzar, com tots els treballs, hi ha un apartat dedicat a aquelles persones que
segurament sense la seva intervencio, no s’hagués pogut redactar aquest Treball de

Final de Grau amb la mateixa facilitat, interes i qualitat.

Encara que en el pla docent s’especifica que la responsabilitat recau en I'alumne, part
del mérit també ha sigut gracies a:

- El suport rebut per part de la familia i amics.

- Les indicacions, suggeriments, aclariments, correccions i comentaris aportats per part
de la tutora.

- Les sessions de cerca, citacié i maneig del gestor bibliografic per part del personal de
la Biblioteca de la Facultat de Farmacia, els quals m’han aclarit posteriorment molts
dubtes respecte la bibliografia.

- L’ajuda per part dels farmaceutics de I'Hospital del Mar; em van deixar consultar els
llibres de microbiologia i virologia que disposaven, aixi com també van escoltar la
peticié de realitzar una entrevista amb un metge especialista en infeccions o en
pneumologia. Malauradament, no va ser factible ja que en aquest hospital mai havien
tingut cap cas de SARS ni MERS, no els havien sol-licitat cap medicacié des d’un altra

centre per intentar pal-liar-los ni coneixien de cap hospital proper que n’hagués tingut.
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