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Popis kratica

CDC - Centar za kontrolu i prevenciju bolesti, engl. Centers for Disease Control and Prevention
cRF DNA — zatvoreni replikativni oblik DNA, engl. closed replicative form of DNA

DNA — deoksiribonukleinska kiselina, engl. deoxyribonucleic acid

dNTP — deoksinukleotid trifosfat, engl. deoxyribonucleotide triphosphate

ddNTP — dideoksinukleotid trifosfat, engl. dideoxyribonucleotide triphosphate

ITR — obrnuti terminalni ponavljajuéi slijed, engl. inverted terminal repeat

MEGA X — Analiza molekularne evolucijske genetike X, engl. Molecular Evolutionary Genetics
Analysis X

MRNA — glasnicka ribonukleinska kiselina, engl. messenger ribonucleic acid

NCBI — Nacionalni centar za biotehnoloske informacije, engl. National Centre for Biotechnology
Information

NS1 — nestrukturni protein 1, engl. nonstructural protein 1

NZJZ — Nastavni zavod za javno zdravstvo ,,Dr. Andrija Stampar®

ORF — otvoreni okvir ¢itanja, engl. open reading frame

PCR — lan¢ana reakcija polimerazom, engl. polymerase chain reaction

PLA2 — fosfolipaza A2, engl. phospholypase A2

RF DNA — replikativni oblik DNA, engl. replicative form of DNA

RNA — ribonukleinska kiselina, engl. ribonucleic acid

trs — mjesto krajnje razlucivosti, engl. terminal resolution site

VP1 — strukturni protein VP1, engl. viral protein 1

VP1u - VP1-jedinstvena regija, engl. VP1-unique region

VP2 — strukturni protein VP2, engl. viral protein 2



1. Uvod

1.1 Parvovirus B19

Ljudski parvovirus B19 pripada rodu Erythroparvovirus unutar porodice Parvoviridae
(Cotmore i sur., 2019). Ime porodice dolazi od latinske rije¢i parvus, §to zna¢i malen, a sukladno
tome parvovirus B19 smatra se jednim od najmanjih virusa patogenih za ¢ovjeka (Jain i Kant,
2018). Izometri¢na virusna Cestica promjera nesto veéeg od 20 nm sadrzi linearnu jednolanc¢anu

molekulu DNA (engl. single-stranded DNA, ssDNA) genoma od oko 5,6 kb (Ganaie i Qiu, 2018).

Jedini domacdin parvovirusa B19 je ¢ovjek, a primarno zarazava stanice prekursore eritrocita
u kostanoj srzi u ¢ijoj se jezgri replicira (Carter i Saunders, 2007). Virus koristi stani¢ne enzime
poput DNA-polimeraze, RNA-polimeraze Il i DNA-ligaze, prisutne u jezgri diobeno aktivnih
stanica (Carter i Saunders, 2007; Luo i Qiu, 2015). Prisutnost receptora, krvnog antigena P, na
povrsini prekursora eritrocita uzrok je virusnog tropizma prema toj vrsti stanica (Zakrzewska i sur.,
2023). Leisi i sur. (2013) iznose mogucnost postojanja i sekundarnog receptora (koreceptora)
nuznog za ulazak virusa u stanicu Koji i dalje nije definiran. Parvovirus B19 moze zarazavati i
druge vrste stanica, poput stanica endotela ili vezivnog tkiva, no one nisu permisivne. Prilikom
infekcije takvih stanica virus potencijalno koristi neki drugi jo$ neotkriveni receptor ili ulazi stanicu

drugim mehanizmima (Pydria i sur., 2017; Zakrzewska i sur., 2023).

Zaraza ovim virusom naj¢e$c¢e dovodi do razvoja ,,pete bolesti*, koja se jos§ naziva erythema
infectiosum ili bolest ispljuskanih obraza (engl. slapped cheek disease) (Carter i Saunders, 2007).
Ovaj je naziv dobila zbog svog glavnog obiljeZja, pojave crvenila na obrazima karakteristi¢nog
mreZastog izgleda. Naziv ,,peta bolest” (engl. fifth disease) odnosi se na poredak u nizu zaraznih
bolesti koje izazivaju osip, poput ospica i rubeole (CDC, 2024). Obolijevaju najcesce osobe
pedijatrijske dobi koje razvijaju blage simptome, dok u trudnica, imunokompromitiranih

pojedinaca i osoba s hematoloSkim poremecajima klinic¢ka slika moze biti teza (Qiu i sur., 2016).

Parvovirus B19 otkriven je igrom slucaja 1974. godine, kada su australska virologinja
Yvonne Cossart i suradnici analizirali uzorke pacijenata u kojih se sumnjalo na zarazu virusom

hepatitisa B (HBV). Tijekom testiranja uzoraka seruma na povrSinski antigen HBV-a (engl.



hepatitis B virus surface antigen, HBVsAQ) detektirane su anomalije u uzorku broj 19 na panelu
B. Kasnije su u navedenom uzorku elektronskom mikroskopijom otkrivene ¢estice promjera 23 nm
sliéne animalnim parvovirusima (Cossart i sur., 1975; Jain i Kant, 2018). Cestice parvovirusa B19

vizualizirane elektronskom mikroskopijom prikazane su na Slici 1.

0nm » 200,000

Slika 1. Prikaz virusnih Cestica parvovirusa B19 izoliranih iz seruma dobiven transmisijskom
elektronskom mikroskopijom pod povec¢anjem od 200 000 x. Preuzeto iz Servant-Delmas i sur. (2010).

1.1.1 Struktura viriona

Cestica parvovirusa B19 izometri¢nog je oblika, promjera 23 — 26 nm i ne sadrzi ovojnicu.
Virion se sastoji od kapside unutar koje se nalazi virusni genom. Kapsida sadrzi 5% manjeg
strukturnog proteina VP1 (engl. viral protein 1) i 95% veceg strukturnog proteina VP2 (engl. viral
protein 2) (Zakrzewska i sur., 2023). Izometri¢na kapsida triangulacijskog broja T = 1 sastavljena
je od 60 proteinskih podjedinica organiziranih u 12 peterokutnih struktura (engl. penton) (Slika
2.). Triangulacijski broj u virologiji oznacava broj razli¢itih strukturnih jedinica koje tvore svaku
stranicu ikozaedra (Manaresi i Gallinella, 2019; Zakrzewska i sur., 2023). Primarna je uloga
kapside zastita genoma i izbjegavanje imunosnog odgovora organizma da bi se omogucio prijenos

viriona do jezgre, gdje se odvija replikacija (Carter i Saunders 2007; Zakrzewska i sur., 2023).



Slika 2. Strukturni model kapside parvovirusa B19. Kapsida je izometri¢na i sastavljena u konformaciji s

triangulacijskim brojem 1. Preuzeto iz Zakrzewska i sur. (2023).

1.1.2 Organizacija genoma

Linearna ssDNA od 5596 nukleotida pakira se u izometri¢ne kapside (Zakrzewska i sur.,
2023), a virioni jednako ucestalo sadrze genome pozitivnog i negativnog smisla (Qiu i sur., 2016).
Genom je organiziran u tri otvorena okvira ¢itanja (engl. open reading frame, ORF). Prvi kodira
za dva strukturna proteina VVP1 i VP2 koji formiraju kapsidu i nestrukturni protein mase 7,5 kDa.
Drugi kodira za nestrukturni protein mase 11 kDa, a treci za nestrukturni protein NS1 (Luo i Qiu,
2015). Sva tri okvira Citanja pod regulacijom su promotora P6, a na krajevima genoma nalaze se
identi¢ne regije obrnutih terminalnih ponavljajuéih sljedova (engl. inverted terminal repeats, ITR)
od 401 nukleotida koje tvore nepotpune palindrome u obliku om¢a (Slika 3.). Omce se uvijaju na
nukleotidnim polozajima 199 i 5410 (Luo i Qiu, 2015; Qiu i sur., 2016).

ITR nt1 5596 ITR

199 Go—— ot ¥ Y R 5410

Slika 3. Prikaz strukture genoma parvovirusa B19. Na krajevima genoma regije obrnutih ponavljaju¢ih
sljedova (ITR) tvore nepotpune palindrome u obliku om¢a. Na 3’ kraju genoma nalazi se slobodna
skupina OH. Preuzeto iz Qiu i sur. (2016).

Strukturni proteini VP1 i VP2 imaju jednak C-terminalni kraj koji sadrzi jezgrin

lokalizacijski signal (engl. nuclear localization signals, NLS). Protein VP1 sadrzi 273 dodatne

3



aminokiseline na N-terminalnom kraju (Zakrzewska i sur., 2023). Taj dodatni dio naziva se VP1-
jedinstvena regija (engl. VP1-unique region, VP1u), a specifican je jer posjeduje aktivnost
fosfolipaze A2 (engl. phospholipase A2, PLA2) uz pomo¢ koje se virion oslobada iz lizosoma, $to
olakSava njegov ulazak u jezgru (Carter i Saunders 2007; Zakrzewska i sur., 2023). Uslijed prve
interakcije viriona s antigenom P dolazi do ispoljavanja VP1u fragmenata koji se nalaze u sredistu
svake peterokutne strukture kapside. Njihovo im otkrivanje omogucava interakciju s nedefiniranim
koreceptorom koji se takoder nalazi na membrani prekursora eritrocita (Manaresi i Gallinella,
2019). Posljedica interakcije VP1u fragmenta s koreceptorom je ulazak viriona u ciljanu stanicu

procesom endocitoze (Ganaie i Qiu, 2018).

Nestrukturni protein mase 11 kDa vise je lokaliziran u citoplazmi nego u jezgri zarazene
stanice. Prisutan je u otprilike 100 puta vise kopija od proteina NS1 (Ganaie i Qiu, 2018). Sudjeluje
u procesu poticanja apoptoze zarazene stanice jer stupa u interakciju s kaspazom 10, ¢ime se
pokrec¢e kaskada signala u vanjskom putu apoptoze (Chen i sur., 2010). Funkcija nestrukturnog

proteina mase 7,5 kDa do sada nije istrazena (Ganaie i Qiu, 2018).

Istrazivanjima na mutiranim klonovima parvovirusa B19 potvrdeno je da je jedino protein
NS1 nuzan za replikaciju virusnog genoma, dok su strukturni proteini i nestrukturni protein mase

11 kDa neophodni za formiranje viriona nove generacije (Zhi i sur., 2006).

1.1.3 Replikacijski ciklus

Nakon ulaska viriona u jezgru, jednolancani Se genom parvovirusa B19 formira u
dvolancani replikativni oblik DNA (engl. replicative form, RF DNA) koji predstavlja ishodi$ni
intermedijer za replikaciju i za transkripciju. Transkripcijska karta ovog virusa prikazana je na Slici
4. S jedinog se virusnog promotora P6 uz pomoc¢ stani¢ne RNA-polimeraze Il prepisuje zajednicka
prekursorska mRNA (pre-mRNA). Uzvodno od promotora P6 nalazi se pojacivacka regija (engl.

enhancer region) koja veze transkripcijske faktore, kao i NS1-vezujuéi elementi (Qiu i sur., 2016).

Alternativno prekrajanje (engl. alternative splicing) vrlo je vazna evolucijska prilagodba
organizama s malim i vrlo kondenziranim genomima poput parvovirusa B19. 1z pre-mRNA

alternativnim prekrajanjem i poliadenilacijom nastaje 12 zrelih mRNA transkripata u tri ORF-a.



Devet glavnih i tri sporedne virusne mMRNA kodiraju za strukturne proteine VP1 (84 kDa) i VP2

(58 kDa) te za tri nestrukturna proteina: najvec¢i NS1 (78 kDa) i dva manja, od 11 kDa i 7 kDa. Pre-

mRNA sadrzi dva donorska mjesta prekrajanja (engl. splice donor sites), D1 i D2 te Cetiri mjesta

prihvacanja (engl. splice acceptor sites), A1l-1,Al1-2, A2-1i A2-2. Takoder sadrzi dva proksimalna,

(PA)pl i (pA)p2 te jedno distalno poliadenilacijsko mjesto, (pA)d (Ganaie i Qiu, 2018; Luo i Qiu,

2015).
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Slika 4. Transkripcijska karta parvovirusa B19. Tijekom transkripcije virus koristi staniénu RNA-
polimerazu Il. A) struktura dvolancanog genoma s otvorenim krajevima, B) prikaz triju otvorenih okvira
¢itanja i njihovih proteinskih produkata, C) 12 mRNA transkripata nastalih alternativnim prekrajanjem i

njihove molekulske mase; devet glavnih (R1 — R9) i tri sporedne virusne mRNA (R1’, R2' i R3’). Preuzeto
i prilagodeno prema Ganaie i Qiu (2018).



Replikacija parvovirusa B19 odvija se u jezgri stanice prekursora eritrocita prema modelu
kotrljaju¢e ukosnice (Slika 5.). Protein NS1 kljucan je za njegovu replikaciju zbog replikazne,
helikazne i mjesno-specificne endonukleazne aktivnosti. (Zakrzewska i sur., 2023). Sadrzi dva
NLS-a i DNA-vezuju¢u domenu (engl. DNA binding domain) (Ganaie i Qiu, 2018).

Replikacija se zbiva tijekom faze S replikacijskog ciklusa ciljane stanice uz pomoc¢ stanicne
DNA-polimeraze. Polimeraza kao pocetnicu koristi palindromski slijed na 3’ kraju lijeve regije
ITR sa slobodnom skupinom OH (engl. self-priming) u obliku om¢e i sintetizira komplementaran
lanac DNA do stvaranja dvolan¢ane strukture, odnosno RF DNA. Pretpostavlja se da se zatim 3’
kraj novosintetiziranog lanca uz pomoc¢ stanicne DNA-ligaze spaja s 5’ krajem desne regije ITR,
¢ime nastaje zatvoreni replikativni oblik genoma (engl. closed replicative form, cRF DNA) (Luo i
Qiu, 2015).

Virusni protein NS1 specifi¢no se veze na mjesto ishodista replikacije (engl. replication
origin site, Ori) pomocu svoje DNA-vezujuc¢e domene i stvara jednolan¢ani urez (engl. nick) na
mjestu krajnje razlucivosti (engl. terminal resolution site, trs) koje se nalazi u blizini mjesta ligacije
originalne 5’ om¢e i novosintetiziranog lanca DNA. Urezivanjem se poti¢e odmatanje omce, a na
drugom se kraju oslobada nova 3’ skupina OH koja ¢e posluziti kao pocetnica za daljnju sintezu
novosintetiziranog lanca. Time ¢e se formirati dvolan¢ana DNA struktura otvorenog kraja (engl.
open-ended duplex) (Luo i Qiu, 2015).

Helikaznom aktivno$¢u proteina NS1 razdvaja se formirana dvolancana struktura na tome
kraju i ponovno dolazi do stvaranja palindroma u obliku om¢e, ovog puta na oba kraja razdvojene
DNA. Ovaj se korak naziva ponovnim uspostavljanjem omca (engl. reinitiation). Jedan od novih
takvih palindroma ponovno sadrzi slobodnu 3’ skupinu OH koja ¢e posluziti kao pocetnica za
produljenje tog lanca uz istovremeno istiskivanje drugog lanca u procesu umnazanja izmjenom

lanaca (engl. strand-displacement amplification) (Luo i Qiu, 2015; Qiu i sur., 2016).
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Slika 5. Replikacija genoma parvovirusa B19 mehanizmom kotrljajuce ukosnice. Tijekom replikacije
virus koristi stani¢énu DNA-polimerazu. A) jednolan¢ani DNA genom parvovirusa B19 (SSDNA) gdje
palindromski slijed sa slobodnom 3’ skupinom OH u obliku om¢e u lijevoj regiji ITR polimerazi sluzi kao
pocetnica, B) sintezom gornjeg lanca formira se replikativni oblik genoma (RF DNA), C) spajanje
novosinetiziranog lanca s desnom regijom ITR rezultira stvaranjem zatvorenog replikativnog oblika
genoma (CRF DNA), D) protein NS1 specifi¢no se veze na mjesto ishodista replikacije i radi urez gornjeg
lanca na mjestu trs, E) urezivanjem lanca oslobada se nova 3' skupina OH koja ¢e posluziti kao pocetnica,
a struktura ukosnice na toj strani se odmata, F) sintezom gornjeg lanca formira se dvolancana struktura
otvorenog kraja, G) reinicijacija: protein NS1 helikaznom aktivnos$¢u razdvaja dvolanéanu strukturu, $to
rezultira stvaranjem dvaju palindromskih struktura om¢a, od kojih jedna ponovno sadrzi 3’ skupinu OH
koja ¢e posluziti kao pocetnica za produljenje tog lanca, H) umnazanje izmjenom lanaca: produljenje
jednog lanca uz odmicanje drugog. Preuzeto i prilagodeno prema Luo i Qiu (2015).



Virion prvi kontakt s permisivnom stanicom ostvaruje prilikom interakcije s receptorom
antigenom P na njenoj povrSini (Slika 6.). Ova interakcija uzrokuje konformacijsku promjenu
kapside i ispoljavanje domene VP1lu proteina VPI1, koja veze nepoznati sekundarni receptor.
Interakcija sa sekundarnim receptorom poti¢e ulazak viriona u stanicu procesom endocitoze. Oko
virusne Cestice formira se rani endosom, koji dozrijeva u kasni endosom. Kasnije, unutar lizosoma
(pH = 4) dolazi do aktivacije PLA2, koja narusava lizosomalnu membranu (Zakrzewska i sur.,
2023). Oslobodeni virioni u citosolu do jezgre putuju aktivno mikrotubulima (Carter i Saunders,

2007), a u nju ulaze kroz jezgrine pore (Qiu i sur., 2016).

Unutar jezgre dolazi do ispustanja virusnog ssDNA genoma pozitivnog ili negativnog
smisla iz kojeg nastaje dvolan¢ana RF DNA i pokrec¢u se procesi transkripcije i replikacije genoma.
Zreli transkripti izlaze iz jezgre te se translacija odvija u citosolu. Svi proteinski produkti prolaze
posttranslacijske modifikacije i pravilno smatanje, a proteini VP1 i VP2 se dodatno grupiraju u
trimere i Cine kapsidne prekursore (Ganaie i Qiu, 2018; Qiu i sur., 2016).

Formirani virusni proteini zatim ponovno prolaze kroz jezgrine pore i ulaze u jezgru, gdje
kopije proteina NS1 sudjeluju u procesu replikacije (Slika 5.), a strukturni proteini VP1 i VP2 te
nestrukturni protein mase 11 kDa u pakiranju novih virusnih Cestica. Nakon sastavljanja viriona,
protein NS1 inducira zaustavljanje replikacijskog ciklusa stanice prekursora eritrocita u fazi G2 te
uz nestrukturni protein mase 11 kDa sudjeluje u pokretanju procesa apoptoze. Dolazi do lize

jezgrine i stani¢ne membrane i novoformirani se virioni ispustaju iz stanice (Qiu i sur., 2016;

Zakrzewska i sur., 2023).
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Slika 6. Prikaz replikacijskog ciklusa parvovirusa B19. Virion se prvo prihvaca na receptor antigen P,
uslijed Cega dolazi do konformacijske promjene kapside i ispoljavaju se fragmenti VP1u koji stupaju u
interakciju s nedefiniranim koreceptorom. Slijedi ulazak viriona u stanicu procesom endocitoze i
oslobadanje iz lizosoma u citosol uz pomoc¢ fosfolipaze A2 (PLA2). Slobodni virioni kroz jezgrine pore
ulaze u jezgru gdje se virusni genom oslobada i zapocCinju procesi transkripcije i replikacije. Zrele mRNA
izlaze iz jezgre u citosol i translatiraju se. Sintetizirani strukturni i nestrukturni virusni proteini ulaze
nazad u jezgru i sudjeluju u replikaciji genoma (NS1) i sastavljanja novih virusnih Cestica. Sastavljeni
virioni otpustaju se iz stanice koja potom odlazi u apoptozu. Preuzeto i prilagodeno prema Zakrzewska i
sur. (2023).

1.2 Patogeneza parvovirusa B19

,,Peta bolest”, koju uzrokuje zaraza parvovirusom B19, ¢eSca je u osoba pedijatrijske dobi,
no mogu se zaraziti i odrasli. Prenosi se kaplji¢nim putem, krvlju i krvnim derivatima te s majke
na dijete (Zakrzewska i sur., 2023). Zaraza je moguca i prilikom transplantacije koStane srzi i
solidnih organa (Qiu i sur., 2016). Prema informacijama Centra za kontrolu i prevenciju bolesti
(engl. Centers for Disease Control and Prevention, CDC), osim na obrazima, osip se nakon
nekoliko dana moze pojaviti i na prsima, udovima, ledima i straznjici. Nekoliko dana prije pojave
osipa javljaju se simptomi koji nalikuju na prehladu: povisena tjelesna temperatura, opca slabost,
curenje iz nosa, bol u grlu i glavobolja, a Cesto je i bolno oticanje zglobova, odnosno artropatija.

Tijekom njihove manifestacije osoba je zarazna i mogucnost prijenosa patogena je najvisa. U nekih
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pojedinaca bolest moze pro¢i i asimptomatski. Nakon pojave osipa zarazena osoba prestaje biti
zarazna. Period inkubacije bolesti traje od pet do sedam dana, dok sama bolest traje od jednog do
nekoliko tjedna. Iznimka je bol u zglobovima, koja se ¢eSc¢e javlja u odraslih, a moze potrajati i
nekoliko mjeseci nakon oboljenja (CDC, 2024). Bolest se naj¢esce pojavljuje zimi i u rano proljece,
sto ponekad dovodi do epidemija, no u pravilu je obolijevanje moguce u bilo kojem dijelu godine
(Qiuisur., 2016).

Virusna se DNA ne ugraduje u genom domacina, ali poznato je da nakon zaraze moze ostati
prisutna u organizmu. Unato¢ razli¢itim genotipovima postoji samo jedan serotip virusa te se

preboljenjem stjece dozivotna imunost (Jain i Kant 2018; Qiu i sur., 2016).

Prema Adamson-Small i sur. (2014), genom parvovirusa B19 perzistira u mnogim tkivima
poput srca, jetre, Stitnjace, testisa, sinovijalne tekuéine i kolona. Virus se nakon zaraze u tim
tkivima moZe zadrzati i nekoliko desetljeca. Takoder, autori ukazuju 1 na povezanost strukturnih
proteina parvovirusa B19 ili njihovih mRNA s poja¢anom ekspresijom gena uklju¢enih u upalne

procese.

Virus krvlju putuje do koStane srzi gdje zarazava prekursore eritrocita. Zaraza je za njih
citotoksi¢na, a njihova deplecija uzrokuje zastoj eritropoeze (proces stvaranja eritrocita) i pojavu
gigantskih eritroblasta karakteristicnih za parvovirusnu infekciju (Zakrzewska i sur., 2023). U
zdravih pojedinaca zastoj eritropoeze je kratkotrajan (do tjedan dana) i asimptomatski te se rjesava
spontano kroz nespecificni imunosni odgovor (Lindblom i sur., 2005). S druge strane, Cak i
kratkotrajni zastoj eritropoeze moze U imunokompromitiranih pojedinaca i onih s hematoloskim

poremecajima uzrokovati teske i trajne oblike anemije (Zakrzewska i sur., 2023).

Osim stanica prekursora i zreli eritrociti na svojoj povrsini ispoljavaju antigen P, no u njima
ne dolazi do replikacije zbog nemoguénosti ulaska parvovirusne Cestice (nepermisivni su) (Ganaie
I Qiu, 2018). Tijek infekcije u nepermisivnim stanicama vrlo je slabo istrazen, no postoje
istrazivanja koja potvrduju da postoje posljedice zaraze takvih stanica parvovirusom B19, kao $to
su poticanje proizvodnje raznih citokina i aktivacija nespecificnog imunosnog odgovora (Arvia i

sur., 2020; Zakrzewska i sur., 2019).

Jedna od rizi¢nih skupina su 1 trudnice koje nisu ranije bile zarazene, a rijec je o otprilike

25 do 50% zena reproduktivne dobi (Gigi i Anumba, 2021). Cestice parvovirusa B19 dovoljno su
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malene za prolazak kroz placentarnu barijeru. Time je omoguéena zaraza fetusa u maj¢inoj utrobi,
s pretpostavljenom vjerojatnoscu zaraze od 25 do 50% (Qiu i sur., 2016). U veéini slucajeva, zaraza
prolazi asimptomatski za fetus, no moze do¢i i do teskih komplikacija. Posljedice zaraze fetusa
ovise o stadiju trudnoce 1 razvitku fetalne eritropoeze, a ukljuuju akutnu i1 kronicnu fetalnu
anemiju, hipoksiju tkiva, razvitak sindroma hydrops fetalis (prekomjerno nakupljanje tekucine,
odnosno pojava edema u tkivima i organima fetusa) i Spontane pobacaje (Xiong i sur., 2019;
Zakrzewska i sur., 2023). Posljedice su teze ako Se zaraza pojavi U prva dva tromjesecja trudnoce
(Enders i sur., 2004). Procjenjuje se da je vjerojatnost prekida trudnoce u zarazenih trudnica oko

10% (Qiu i sur., 2016).

Vakcina, kao ni bilo koji oblik direktno djelujuce antivirusne terapije zasad nisu razvijeni
zbog toga Sto je zaraza u vecini sluCajeva subkliniCka; simptomi su kratkotrajni 1
samoograni¢avajuci (Zakrzewska i sur., 2023). Ukoliko je potrebno, lijeCenje se provodi
simptomatski; u ponekim slu¢ajevima anemije potrebne su transfuzije, a u slucajevima artropatije

prepisuju se protuupalni lijekovi i analgetici (Zakrzewska i sur., 2023).

Ne postoje specificne mjere prevencije zaraze, ve¢ se preporuca postupati kao i u slucaju
drugih respiratornih bolesti. Ovdje spadaju uobicajeni postupci prevencije svih zaraznih bolesti
poput ¢estog pranja ruku i ograni¢avanja kapljiénog prijenosa patogena te izbjegavanje direktnog

kontakta s oboljelima, trudnicama i imunokompromitiranim osobama (NZJZ, 2023).

1.3 Epidemiologija parvovirusa B19

Zaraza parvovirusom B19 globalno je rasprostranjena (Zakrzewska i sur., 2023). Najcesca
je u pedijatrijskoj dobi, posebno od pet do 15 godina starosti, no zaraziti se mogu i odrasli koji
ranije nisu bili zaraZeni. Osobe koje Zive i rade u stalnom i bliskom kontaktu s djecom pod

povecanim su rizikom od zaraze (Qiu i sur., 2016).

Pretpostavlja se da je otprilike polovica odrasle populacije bila izlozena ovom virusu.
Prisutnost specifi¢nih antitijela na parvovirus B19 varira u odnosu na dob ispitanika. U prosjeku
su zastupljena u manje od 20% osoba mladih od pet godina, u oko 40% osoba izmedu pet i 18

godina starosti te u 40 do 80% odraslih (Qiu i sur., 2016).
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Na temelju filogenetske analize regije NS1 virusnog genoma, parvovirus B19 moze se
podijeliti u tri genotipa: 1, 2 i 3 (Jain i Kant, 2018). Najrasprostranjeniji je genotip 1, Kkoji
predstavlja prototip genoma parvovirusa B19. Genotipovi 2 i 3 razlikuju se od referentnog genoma
(genotipa 1) u vise od 10% nukleotida, a medusobno u oko 5% nukleotida (Corcoran i sur., 2010;
Seetha i sur., 2021). Genotipovi 1 i 3 klasificirani su u dodatna dva podtipa: 1A i 1B te 3ai 3b
(Parsyan i sur., 2007; Toan i sur., 2006) s razlikom od oko 5% nukleotida medu podtipovima
(Seetha i sur., 2021). Sukladno tome, genotip 3 ima najvi$u stopu razli¢itosti (Qiu i sur., 2016).
Pretpostavlja se da je genotip 1 nastao iz genotipa 2, koji je u danaSnje vrijeme manje prisutan i
¢es¢i u gerijatrijskih ispitanika (Jain i Kant 2018; Zakrzewska i sur., 2023). S druge strane,
rasprostranjenost genotipa 3 uglavnom je epidemijska i ograni¢ena na podrucje Juzne Amerike i

subsaharske Afrike (posebno Gane), no pojavljuje se sporadi¢no u Europi i Indiji (Qiu i sur., 2016).

Takoder, grupa njemackih znanstvenika dokazala je da zaraza jednog pojedinca nije
ograni¢ena samo na jedan od parvovirusnih genotipova. Analizirali su prisutnost virusne DNA u
uzorcima jetre 87 odraslih ispitanika. Prisutnost dvaju genotipova zabiljeZili su u Cetiri uzorka, od
¢ega su u tri uzorka bili prisutni genotipovi 1 i 2, dok su u jednome uzorku detektirani genotipovi
1 3 (Schneider i sur., 2008).

1.4 Dijagnostika i karakterizacija parvovirusa B19

Glavni dijagnosti¢ki parametar zaraze parvovirusom B19 proizvodnja je specifi¢nih
protutijela. Otprilike tjedan dana nakon zaraze zapoCinje proizvodnja protutijela IgM, koja u
serumu zaostaju nekoliko mjeseci. Proizvodnja neutralizirajucih protutijela IgG zapocinje oko dva
tjedna nakon zaraze i vrlo su u¢inkovita u suzbijanju virusa. Akutna faza zaraze odreduje se dakle
dokazivanjem IgM protutijela u serumu (Al Shukri i sur., 2015). Tijekom iducih nekoliko mjeseci
razine protutijela IgM opadaju sve do nedetektabilne razine, dok IgG zaostaje trajno (Manaresi i
sur., 2002), sto je prikazano na Slici 7. Takoder su detektirana i protutijela IgA koja se razvijaju
radi zaStite nazofaringealne sluznice (Zakrzewska i sur., 2023). Humoralna imunost, odnosno
proizvodnja protutijela velikom je ve¢inom usmjerena na epitope strukturnih proteina VP11 VP2

(Heegaard i Brown, 2002; Qiu i sur., 2016).
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Slika 7. Tijek infekcije parvovirusom B19. Prikazane su razine viremije i specifi¢nih protutijela IgM i 1gG
u serumu kroz nekoliko mjeseci od zaraze. Stopa viremije najvisa je otprilike sedam dana nakon zaraze,
kada zapocinje i proizvodnja protutijela IgM. Proizvodnja neutralizirajuéih protutijela IgG zapo¢inje
otprilike 14 dana nakon zaraze. IgM u serumu zaostaje nekoliko mjeseci, dok IgG ostaje trajno prisutan.
Preuzeto i prilagodeno prema Heegaard i Brown (2002).

Osim seroloskih metoda za detekciju antitijela, u dijagnostici zaraze parvovirusom B19
Siroko su rasirene i molekularne metode detekcije virusne DNA poput in situ hibridizacije razmaza
uzorka koStane srzi, lan¢ane reakcije polimerazom (engl. polymerase chain reaction, PCR-a) ili
lan¢ane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu (engl. quantitative polymerase chain reaction,
gPCR-a). Navedene metode sluze za potvrdivanje rezultata seroloskih pretraga, a koriste se i za
analizu doniranih uzoraka krvi i krvnih derivata. No, zbog zadrzavanja genoma virusa u organizmu,

sama detekcija parvovirusne DNA ne mora nuzno ukazivati na akutno stanje zaraze (Qiu i sur.,
2016).

13



2. Cilj istrazivanja

Ovo istrazivanje pruzit ¢e uvid u raspodjelu genotipova i podtipova parvovirusa B19 u Republici
Hrvatskoj, temeljeno na molekularnoj karakterizaciji izolata virusa prikupljenih tijekom epidemije

iz 2023. godine. Ciljevi ovog istrazivanja Su:

— Sangerovom metodom sekvenciranja odrediti slijed nukleotida regije NS1 parvovirusa B19
izoliranog iz uzoraka krvi osoba zarazenih u Hrvatskoj u periodu od ozujka do rujna 2023.
godine;

— koriste¢i dobivene sekvencije izraditi filogenetsko stablo s ciljem retrospektivnog

utvrdivanja srodnosti virusnih izolata i njihove genotipizacije.
Ocekujem da ¢ée se sekvencije virusnih izolata zbog lokalizacije epidemije na podrucju

Republike Hrvatske i vrlo niske genetske varijabilnosti ovog virusa pokazati filogenetski srodnima

te da ¢e pripadati istom genotipu, @ moguce i podtipu.
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3. Materijali i metode
3.1 Ispitanici i bioloski uzorci

U istrazivanje je uklju¢eno 107 ispitanika zaraZenih parvovirusom B19 ¢iji su uzorci
zaprimljeni u Kliniku za infektivne bolesti ,,Dr. Fran Mihaljevi¢* u periodu od ozujka do rujna
2023. godine.

Svim osobama ¢iji su simptomi ukazivali na infekciju parvovirusom B19 su pri ulasku u
klini¢ku obradu u Klinici venepunkcijom prikupljeni uzorci periferne krvi u Vacutainer epruvete
od 3,5 ml s antikoagulansom K3EDTA te su pohranjeni pri temperaturi od -20 °C. Virusna je DNA
izolirana koriStenjem standardiziranog komercijalnog kompleta reagensa QI4damp® DNA Blood
Mini Kit (250) (Qiagen, Hilden, Njemacka) i sac¢uvana u Klinici pri temperaturi od -80 °C do daljnje
uporabe. Prisutnost i koncentracija parvovirusne DNA (viremija), odredene su iz uzoraka pune Krvi
pomoc¢u komercijalnog kompleta reagensa AltoStar® Parvovirus B19 PCR Kit 1.5 (Altona
Diagnostics, Hamburg, Germany), prema uputama proizvodaca na uredaju The LightCycler® 480

Instrument Il (Roche Diagnostic, Pleasanton CA, USA).

U ovo istrazivanje uvrsteni su ispitanici ¢iji su uzorci bili raspolozivi i kojima je detektirana
parvovirusna DNA u koncentraciji vi$oj od 5000 IU/ml krvi (internacionalnih jedinica, engl.
international units). Istrazivanje je provedeno na Odjelu za imunolosku i molekularnu dijagnostiku

Klinike.

Demografski podaci o ispitanicima prikazani su u Tablici 1. Ispitanika muskog spola bilo
je gotovo dvostruko vise od ispitanika Zenskog spola (64,5% naspram 35,5%). Raspon starosti
ispitanika krece se od svega nekoliko mjeseci pa do 76 godina s medijanom od 13 godina. Medijan
detektiranih logaritamskih vrijednosti viremije iznosi 6,81. Ukupno 58%, odnosno 62 ispitanika
bila su mlada od 18 godina u vrijeme prikupljanja uzoraka, dok su ostalih 42%, odnosno 45
ispitanika bili odrasli. 1z omjera pedijatrijskih i odraslih ispitanika vidljivo je da prevladavaju
pedijatrijski. Medijan logaritamskih vrijednosti viremija pedijatrijskih ispitanika iznosi 12,1, a
odraslih ispitanika 12,38.

Provedba ovog istrazivanja odobrena je od strane Etickog povjerenstva Klinike 6. veljace

2024. godine pod urudzbenim brojem 01-304-3-2024.
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Tablica 1. Bioloski i demografski parametri ispitanika.

Ukupan broj ispitanika (n)

107

Dob (godine: medijan, minimum — maksimum)

13,0-76

Vrijednosti viremije (log(IU/ml); medijan, minimum — maksimum)

6.81, 3,96 -13.97

Muskarci Zene

Spol (n, %)

38 (35,5%)

69 (64.5%)

Omjer spolova (M/Z)

=1:2 (0.55)

Pedyjatryyski 1spitanici

Odrasli 1spitanici

Broj (n, %) 62 (58%) 45 (42%)
Omyjer (pedijatrijski/odrasli) =~13:10 (1,38)
Medijan vrijednosti viremija u log(IU/ml) 12,10 12,38

3.2 Materijali

3.2.1 Reagensi i otopine

Tablica 2. Reagensi koristeni tijekom provedbe eksperimenta.

NAZIV KRATAK OPIS PROIZVOPAC
puferska otopina natryjevog sol za talozenje DNA Sigma-Aldrich, St. Lows, Missours, SAD

acetata, pH = 5 (NaAc)

70% etanol (EtOH)

96% etanol (EtOH)

etilni alkohol za taloZzenje DNA

Claro-prom d.o.o., Zagreb, Hrvatska

visoko detonizirani formamaid,
[ Hi-Di™ Formamide™

reagens za otapanje taloga 1
denaturaciju

Applied Biosystems, Warrington, UK

polimerni matriks,  _POP-7TM
(384) Performance Optimized
Polymer 3500 Series

matriks za razdvanjanje DNA
fragmenata tyekom kapilarne
elektroforeze

Applied Biosystems, Warnngton, UK

anodm pufer, ,, Anode Buffer
Container. 3500 Series™

katodm pufer, ., Catode Buffer
Container, 3500 Series ™

pufer za kapilarmu elektroforezu

Applied Biosystems, Warrington, UK

Applied Biosystems, Warnngton, UK

voda za PCR, engl. PCR grade
H,0

prociécena voda za konstenje u PCR-u

Roche Diagnostics, Mannheim,
Njemacka
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3.2.2 Kompleti reagensa

Tablica 3. Kompleti reagensa koristeni tijekom provedbe eksperimenta.

NAZIV

SADRZAJ PROIZVODAC

komplet reagensa za umnazanje
PCR-om i ugnijezdenim PCR-om,
FastStart™ High Fidelity PCR

System™

smjesa enzima ,.FastStart High Fidelity
Enzyme Blend (3U/ul)*

reakeijski pufer ..FastStart High Fidelity®,
10 koneentriran uz 18 mM MgCl
reakcijski pufer ,, FastStart High Fidelity “,
10 koncentriran bez 18 mM MgCl
otopina MgCl, 25 mM

dimetil sulfoksid (DMSQO)

otopina dNTP-ova (10 mM)

Roche Diagnostics,
Mannheim, Njemacka

komplet reagensa za reakciju
sekvenciranja, ..BigDyve™ Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kir*

reakcijska smjesa . .BigDve™ Terminator

v3.1. Ready Reaction Mix* Applied ]E.Siosystems._
pufer za sekvenciranje ,,BigDye™ W ar{l]f;fton’

Terminator vl.1 & v3.1%, 5% koncentriran

3.2.3 Oligonukleotidne pocetnice

Prilikom umnazanja fragmenata gena NS1, Koristila sam dva para pocetnica

komplementarnih sekvencijama unutar gena NS1, preuzetih iz Corcoran i sur. (2010). Sekvencije

i ostali podaci o po¢etnicama navedeni su u Tablici 4. Po¢etnice ,,PVB-1*i,,PVB-2* koristila sam

za provodenje inicijalnog PCR-a, a pocetnice ,,PVB-3“ i, PVB-4, koje se nazivaju i unutra$njima,

koristila sam za umnazanje prvotnih produkata PCR-a tijekom ugnijezdenog PCR-a.

Tablica 4. Oligonukleotidne pocetnice koriStene za lan¢anu reakciju polimerazom i ugnijezdenu lan¢anu
reakciju polimerazom, preuzeto iz (Corcoran i sur., 2010).

POCETNICA SEKVENCIJA POCETNICE POZICIJA U GENOMU ORIJENTACIJA
PVB-1 5' CACTATGAAAACTGGGCAATAAAC 3’ 1747 - 1770 nizvodna
PVB-2 5" AATGATTCTCCTGAACTGGTCC 3’ 1988 - 1967 uzvodna
PVB-3 5' ATAAACTACACTTTTGATTTCCCTG 3' 1765 - 1789 nizvodna
PVB-4 53' TCTCCTGAACTGGTCCCG 3’ 1982 - 1965 uzvodna
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3.2.4 Laboratorijski uredaji i pribor

Tablica 5. Laboratorijski uredaji koriSteni prilikom provedbe eksperimenta.

NAZIV PROIZVODAC
mikrobiolotki zadtitni kabinet Klimaoprema d.d., Zagreb. Hrvatska
centrifuga, ,, Centrifuge 5430 Eppendorf, Hamburg, Njemaéka
uredaj za PCR, ,, ProFlex™ PCR System, 96-well * Applied Biosystems, Warrington, UK
uredaj za PCR, ,, ProFlex™ 3 % 32-well PCR System“ Applied Biosystems, Warrington, UK
vrtloZzna mije$alica, ,, Agitatewr Top-Mix 11118* Fisher Bioblock Scientific S.A.. Illkirch, Francuska
uredaj za sekvenciranje. ,, ABI Hitachi 3300 Series Genetic Analyzer* Applied Biosystems, Warrington, UK

Tablica 6. Laboratorijski pribor koristen prilikom provedbe eksperimenta.

NAZIV PROIZVODAC
automatske pipete razli¢itih volumena Eppendorf, Hamburg, Njemacka
automatske pipete razliéitih volumena Thermo Fisher Scientific, Waltham. Massachusetts, SAD
multikanalne automatske pipete Eppendorf, Hamburg, Njemacka
nastavci za automatske pipete s filterom raznih veli¢ina Eppendorf, Hamburg, Njemacka
mikroepruvete od 1,5 ml i 2 ml Sarsted, Numbrecht, Njemacka
blok za hladenje Eppendorf, Hamburg, Njemacka

plastiéni stalei za ploéice od 96

jazica, engl. 96-well PCR plates racks Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD

8 mikroepruveta za PCR u nizu, ,, MicroAmp® 8-Tube

Strip*, 0.2 ml Applied Biosystems, Warrington, UK

cepovi za 8 mikroepruveta za PCR u nizu, ,, MicroAmp® 8-

Tube Caps “ Applied Biosystems, Warrington, UK

ploéice od 96 jaZica, ,, MicroAmp® Oprical 96-Well

Reaction Plate with Barcode Applied Biosystems, Warrington, UK

gumeni pokrovi za plogice od 96 jaZica, ,, Septa for 96-Well

Plates, 3500 Series™ Applied Biosystems, Warrington, UK

kapilare za elektroforezu, ,, 3500 Genetic Analyzer §-

Capillary Array, 50 cm*” Applied Biosystems, Warrington, UK

baza i poklopac za ploéice od 96
jaZica, ,, Retainer & Base Ser (Standard) for 3500/3500xL Applied Biosystems, Warrington, UK
(Genetic Analyzers, 96-Well
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3.2.5 Racunalni programi

Tablica 7. Racunalni programi koristeni za analizu rezultata.

KRATAK OPIS NAZIV

PROIZVODAC

racunalni program za analizu 1

GSL Biotech LLC, Boston,

sekvencija i filogenetsku analizu

Genetics Analysis

uredivanje sekvencija SnapGene Massachusetts, SAD
Institute for Genomics and
paket rafunalnih programa za obradu MEGA X Molecular Evolutionary Evolutionary

Medicine, Philadelphia, Pennsylvania,
SAD

racunalni program za statistifku
selekeyyu modela supstitucije

JModelTest 2

Free Software Foundation, Boston,
Massachusetts, SAD

3.3 Metode

3.3.1 Lancana reakcija polimerazom

Viremije ispitanika bile su razli¢ite te sam volumene izolirane DNA parvovirusa B19 koje

sam dodavala reakcijskoj smjesi prilikom provodenja oba PCR-a prilagodila na nacin koji je

prikazan u Tablici 8., kako bih postigla optimalnu koncentraciju DNA u reakciji.

Tablica 8. Prikaz raspona viremije i volumena izolirane DNA parvovirusa B19 koristene u obje lanane
reakcije polimerazom (PCR).

RASPON VIREMIJE VOLUMEN DNA PARVOVIRUSA VOLUMEN DNA PARVOVIRUSA B19
(IU/ml) B19 KORISTEN U PCR-u (ul) KORISTEN U UGNIJEZDENOM PCR-u (ul)
<10% 3 2
104 - 107 2 1
107 - 1010 1 0.5
1010- 1012 0.5 0.25
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Reakcijske smjese za umnazanje ciljane regije unutar gena NS1 pripremila sam koristeci

komercijalni komplet reagensa FastStart™ High Fidelity PCR System (Tablica 3) i specificne

pocetnice ,,PVB-1“i,PVB-2“iz Tablice 4. Volumeni vode za PCR i izolirane parvovirusne DNA

varirale su za svaku skupinu uzoraka prema rasponu viremija iz Tablice 8. Pripremila sam

reakcijsku smjesu i stavila je u blok za hladenje. Sastav i volumen svih komponenti reakcijske

smijese za skupinu uzoraka u kojima je viremija detektirana u rasponu 10* — 10" 1U/ml, kada sam

pomijesala 23 ul reakcijske smjese i 2 pl izolirane DNA, prikazani su u Tablici 9.

Tablica 9. Sastav reakcijske smjese za lancanu reakciju polimerazom (PCR) za skupinu uzoraka u kojima

je viremija detektirana u rasponu 10* — 107 1U/ml.

KOMPONENTE REAKCIJSKE SMJIESE VOLUMEN (pl)
voda za PCR 19
reakeijski pufer  FastStart High Fidelity ™, 25
10x koncentriran uz 18 mM MgCl, -
smjesa ANTP-ova, 10 mM 0.8
podetnica PVB-1, 50 mM 0.6
podetmica PVB-2, 50 mM 0,6
smjesa enzima , FastStart High Fidelity 0.6
Enzyme Blend”, 5U/ul ’
konaéni volumen reakecijske smyese 23
DNA parvovirusa B19 2
ukupno 25

Uzorke sam stavila u uredaj za PCR ,, ProFlex™ 3 x 32-well PCR System *, a uvjeti reakcije

prikazani su na Slici 8. Nakon zavrSetka reakcije, dobivene sam amplikone Kkoristila u

ugnijezdenom PCR-u.
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1X 45X 1X

94°C 94°C
2 min 30 sek 72°C 72°C

60°C 60 sek 7 min

30 sek

4°C

Slika 8. Uvijeti obje lanc¢ane reakcije polimerazom: inicijalna denaturacija pri 94 °C u trajanju od dvije
minute, denaturacija pri 94 °C u trajanju od 30 sekundi, prianjanje specifi¢nih pocetnica pri 60 °C u
trajanju od 30 sekundi, elongacija pri 72 °C u trajanju od 60 sekundi, zavr$na elongacija pri 72 °C u

trajanju od sedam minuta, hladenje pri 4 °C. Procesi denaturacije, prianjanja i elongacije ponavljaju se u
45 ciklusa. Izradeno u programu BioRender.

3.3.2 Ugnijezdena lancana reakcija polimerazom

Nakon provodenja prvog PCR-a, dobivene sam produkte specificno umnozila ugnijezdenim
PCR-om. Unutarnje pocetnice ,,PVB-3“ i ,PVB-4“ (Tablica 4.) vezu se na dio prethodno
umnozene regije NS1, od oko 240 parova baza, §to rezultira veCom specifi¢no$¢u umnozenih
fragmenata. Produkti ove reakcije imali su oko 220 parova baza. Reakcijske smjese pripremila sam
koriste¢i isti komercijalni komplet reagensa kao i u prethodnom umnazanju, FastStart™ High
Fidelity PCR System (Tablica 3.).

Ponovno su volumeni vode za PCR i produkata prvog PCR-a varirali za svaku skupinu
uzoraka prema rasponu viremija iz Tablice 8. Pripremila sam reakcijsku smjesu i stavila je u blok
za hladenje. Sastav i volumen svih komponenti reakcijske smjese za skupinu uzoraka u kojima je
viremija detektirana u rasponu 10% — 107 IU/ml, kada sam pomijesala 24 pl reakcijske smjese i 1

ul PCR produkta, prikazani su u Tablici 10.
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Tablica 10. Sastav reakcijske smjese za ugnijezdenu lan¢anu reakciju polimerazom (PCR) za skupinu
uzoraka u kojima je viremija detektirana u rasponu 10* — 107 IU/ml.

KOMPONENTE REAKCIISKE SMJESE VOLUMEN (ul)

voda za PCR 20

reakeiyski pufer |, FastStart High Fidelity ™,
10x koncentriran uz 18 mM MgCl,

—
2.3

smjesa ANTE-ova, 10 mM 0.6
podetnica PVE-1, 50 mM 0.6
podetmica PVE-2, 50 mM 0,6

smjesa enzima , FastStart High Fidelity

Ernzvme Blend”, 5U/ul 0.6

konaém volumen reakcyske smjese 24
produkt prvog PCR-a 1

ukupno 25

Uzorke sam stavila u uredaj za PCR ,, ProFlex™ 3 x 32-well PCR System “, a uvjeti reakcije bili
su isti kao i u prvom PCR-u (Slika 8.). Nakon zavrsetka reakcije, dobivene sam amplikone

pohranila pri -20 °C te kasnije koristila za reakciju sekvenciranja.

3.3.3 Reakcija sekvenciranja

Produkte ugnijezdenog PCR-a upotrijebila sam za ocitavanje primarne strukture umnozene
regije NS1 DNA parvovirusa B19 Sangerovom dideoksi metodom sekvenciranja, temeljenoj na
terminaciji PCR sinteze komplementarnog lanca DNA uzrokovanoj ugradnjom fluorescentno

obiljezenog dideoksinukleotid trifosfata (ddNTP-a) na njegovom 3’ kraju.

Reakcijske smjese za reakciju sekvenciranja pripremila sam koriste¢i komercijalni komplet
reagensa ,, BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit“ (Tablica 3.). Pripremila sam dvije
reakcijske smjese (Tablica 11.), tako da svaka sadrzZi po jednu od pocetnica, nizvodnu ,,PVB-3* ili
uzvodnu ,,PVB-4“. Stok otopine podetnica koncentracije 20 mM sam za reakciju sekvenciranja
razrijedila 20 puta. Za svaki uzorak pripremala sam dvije reakcije, u prvu sam mikroepruvetu

dodala 9 pl reakcijske smjese s nizvodnom, a u drugu jednaki volumen reakcijske smjese s
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uzvodnom pocetnicom, s obzirom da se fragmenti DNA ovom metodom mogu sekvencirati samo
u jednom smjeru. Po potrebi sam uzorak razrijedila u vodi za PCR u odgovaraju¢em omjeru u
odnosu na pocetni raspon viremije 1 u obje mikroepruvete dodala po 1 ul razrijedenog produkta.
Uzorke sam stavila u uredaj za PCR , ProFlex™ PCR System, 96-well“. Uvijeti reakcije

sekvenciranja prikazani su na Slici 9.

Tablica 11. Sastav reakcijske smjese za jednu reakciju sekvenciranja.

KOMPONENTE REAKCIJSKE SMJESE VOLUMEN (ul)

voda za PCR 5.9

pufer za sekvenciranje , BigDye™ Terminator v1.1 & v3.17,
5% koncentriran

=]

nizvodna (PVB-3) ili uzvodna (PVB-4) poéetnica 0.6
reakcijska smjesa ,, BigDve™ Terminator v3.1. Ready Reaction Mix™ 0,5
konaém volumen reakeyske smjese g
produkt ugniyjefdenog PCR-a, razrijeden po potrebi 1
ukupno 10
25X 1X
96°C
10 sek
60°C
4 min
50°C
5 sek
4°C
o0

Slika 9. Uvijeti reakcije sekvenciranja: denaturacija pri 96 °C u trajanju od deset sekundi, prianjanje
pocetnica pri 50 °C u trajanju od pet sekundi, produzena elongacija pri 60 °C u trajanju od Cetiri minute,
hladenje pri 4 °C. Procesi denaturacije, prianjanja i elongacije ponavljaju se u 25 ciklusa. Izradeno u
programu BioRender.
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Produkte reakcije sekvenciranja potrebno je prije postavljanja u uredaj za sekvenciranje
prodistiti od neiskoristenih ili krivo spojenih pocetnica i neugradenih deoksinukleotid trifosfata
(dNTP-ova) i ddNTP-ova. Za prociS¢avanje se koristi smjesa natrijevog acectata (NaAcC) i
apsolutnog (96%-tnog) etanola (EtOH).

U svaku od osam mikroepruveta za PCR u nizu dodala sam po 2 pl NaAc i 50 ul EtOH,
ukupno 52 ul smjese. Uzorke sam poklopila odgovaraju¢im ¢epovima u nizu, dobro promijesala
okretanjem niza epruveta u plasti¢nome stalku te centrifugirala 20 minuta pri 2000 x g. Odmah po
isteku vremena uklonila sam cepove u nizu i otvorene mikroepruvete prekrila papirnatim
ru¢nicima. Uzorke sam u stalku preokrenula i s otvorom okrenutim prema dolje centrifugirala jednu
minutu pri 150 x g. Zatim sam u svaku od mikroepruveta dodala po 150 ul hladnog 70%-tnog
etanola, zatvorila novim nizom C&epova, dobro promijeSala okretanjem u stalku te ponovno
centrifugirala, ovog puta pet minuta pri 2000 x g. Nakon centrifugiranja odmah sam uklonila
¢epove u nizu, prekrila mikroepruvete papirnatim ruc¢nicima i jo$ jednom centrifugirala

preokrenute uzorke jednu minutu pri 150 x g.

Uzorke sam denaturirala tako §to sam svaki talog dobiven posljednjim centrifugiranjem
resuspendirala u 20 pl visoko deioniziranog formamida. Poklopila sam uzorke odgovaraju¢im
&epovima u nizu te ih postavila u uredaj za PCR ,, ProFlex™ PCR System, 96-well “. Uvjeti reakcije
denaturacije prikazani su na Slici 10. Nakon zavrSetka programa, multikanalnom automatskom
pipetom razdijelila sam po 10 pl svakog uzorka u jazice plo¢ice od 96 jazica koja se nalazila na
odgovarajucoj bazi, poklopila ju gumenim pokrovom i poklopcem te stavila u uredaj za
sekvenciranje ,,ABI Hitachi 3500 Series Genetic Analyzer*. Pokrenula sam uredaj kako bi se
kapilarnom elektroforezom razdvojili fragmenti DNA s ugradenim fluorescentno obiljeZenim
ddNTP-ovima. Koristila sam skra¢eni program analize FastSeq50_POP7_Z u trajanju od jednog
sata.
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1X

90°C

2 min

4°C
co

Slika 10. Uvijeti reakcije denaturacije uzoraka koja prethodi reakciji sekvenciranja: denaturacija pri 90 °C
u trajanju od dvije minute, hladenje pri 4 °C. Izradeno u programu BioRender.

3.3.4 Analiza rezultata

Rezultate sekvenciranja analizirala sam u racunalnom programu SnapGene. Obradila sam i
sastavila ukupno 107 eksperimentalno dobivenih sekvencija adekvatne duljine koje obuhvacaju dio

regije NS1 u genomu parvovirusa B19.

Radi preciznije analize rezultata, skratila sam necitke krajeve sekvencija te preklopila
oditanja iz obje orijentacije kako bih dobila sastavljenu sekvenciju (engl. contig). Pregledala sam
kromatograme sastavljenih sekvencija i ru¢no ispravila moguée greske, poput preklapanja dviju

baza, preskoCenog ili pogreSno zabiljezenog signala.

Uredne sam sekvencije pohranila u formatu FASTA i sravnila koriste¢i program ClustalW unutar
paketa racunalnih programa MEGA X zajedno s cetiri referentne sekvencije preuzete iz baze
podataka NCBI. Spomenute referentne sekvencije posluZile su mi za odredivanje genotipa i podtipa
dobivenih sekvencija usporedbom njihovih sljedova. Ujednacila sam duljinu svih obradenih
sekvencija na 181 nukleotid. Filogenetsko stablo konstruirala sam metodom najvece vjerojatnosti
(engl. maximum likelihood, ML) unutar paketa MEGA X, koriste¢i metodu samoucitanja (mjera
podrzanosti grananja, engl. bootstrapping) s 1000 ponavljanja i General Time Reversible (GTR)
model nukleotidne supstitucije, kojeg sam prethodno odabrala pomocu racunalnog programa
jModelTest 2.
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4. Rezultati

4.1 Analiza sekvencija

U istrazivanje je ukljuceno 107 ispitanika kojima je u sklopu rutinske dijagnosti¢ke obrade
u perifernoj krvi detektirana parvovirusna DNA u koncentraciji ve¢oj od 5000 IU/ml. Izoliranu
virusnu DNA prvo sam umnozila PCR-om pa ugnijezdenim PCR-om, a zatim amplikone
podvrgnula reakciji sekvenciranja. Umnazanje svih uzoraka odmah se pokazalo uspje$nim, dok
sam reakciju sekvenciranja u nekih uzoraka morala ponoviti. Reakcije sekvenciranja istih uzoraka
ponavljala sam sve dok uzorke nisam razrijedila u odgovaraju¢em omjeru u odnosu na pocetni
raspon viremije, $to je rezultiralo jasnim kromatogramima u oba smjera. Kromatogram dobiven
sekvenciranjem jednog uzorka u reakciji koja je sadrzavala nizvodnu pocetnicu vizualiziran u
ra¢unalnom programu SnapGene prikazan je na Slici 11. a), dok je na Slici 11. b) prikazan primjer

sastavljanja sekvencije preklapanjem ocitanja iz obje orijentacije.

[CCTCCAAACCACCCCAATTGTCACAGACACCAGTATCAGCAGCAGTGGTGGTGAAAGCTCTGAAGAACTCAGTGAAAGCAGCTTTTTTAACCTCATCACCC(

GCCCTCCACCCAGACCTCCAAACCACCCCAATTOTCACAGACACCAGTATCAGCAGCAGTOOTOOTOAAAGCTCTOAAGAACTCAGTOAAAGCAGCTTTTTTAACCTCATCACCCCAGGCOCCTOOAACACTOAAACECCGE

CCCADACCTYCCAAACCACCCCAATTOTCACAOACACCAOTATCAOCAOCAOTOOTOOTOAAAOCTCETOAAOAACTCAOTOAAAOCAOCTYTTYTTAACCTCATCACCCCAOOCOCCTOOAACACTOAAACCECOE!

Slika 11. Djelomi¢ni prikaz sekvencije DNA regije NS1 parvovirusa B19 vizualiziran u raéunalnom
programu SnapGene. A) prikaz sekvencije dobivene umnazanjem u reakciji koja je sadrzavala nizvodnu
pocetnicu, B) prikaz preklapanja sekvencija dobivenih umnazanjem u nizvodnoj i uzvodnoj orijentaciji s

ciljem dobivanja sastavljene sekvencije.
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4.2 Filogenetska analiza

Filogenetsku analizu provela sam s ciljem odredivanja virusnih genotipova i podtipova.
Sastavljene sam sekvencije sravnila pomocu alata ClustalW unutar racunalnog programa MEGA X
te usporedila s referentnim sekvencijama preuzetima iz baze podataka NCBI, koje odgovaraju
genotipovima 1A, 1B, 2 i 3. Uzorci se u genotipove, odnosno podtipove, svrstavaju na temelju
sli¢nosti u nukleotidnom slijedu. Uzorci koji pripadaju istome genotipu podudaraju se u vise od
90% nukleotida, a medu uzorcima koji pripadaju istome podtipu razlike u sekvenciji nisu vece od
5% nukleotida. Sravnjene sekvencije parvovirusa B19 koristene pri izradi filogenetskog stabla

uniformne su, duge 181 nukleotid i kodiraju za peptidne lance od 60 aminokiselina (Slika 12.).

Cetiri koristene referentne sekvencije oznacila sam odgovarajuéim pristupnim brojevima i
odgovaraju¢im genotipom iz baze podataka NCBI, s oznakama: ,,PARVO B19 NC 0008883.2
GENOTYPE 1A%, ,,PARVO B19 DQ357064.1 Genotype 1B*, ,,PARVO B19 DQ333428.1
Genotype 2“ i ,,PARVO B19 DQ408302.1 Genotype 3. Eksperimentalno dobivenim
sekvencijama pridruzila sam nazive ,,B19VCro23_1 - 107 te ih pod istim nazivima pohranila u
bazu podataka GenBank pod pristupnim brojevima PP839100 - PP839206. Sekvencije su pod

navedenim pristupnim brojevima javno dostupne od 04.06.2024.

91.819VCro23 1
#2.B19VCro23 2
93.819VCro23 3
914.819VCro23 4
75, B19VCro23 5
76 B19VCro23 6
97.819VCro23 7
78 B19VCro23 8
99.819VCro023 9
410 B19VCro23 10
211, B19VCro23 11
712, B19VCro23 12
%13, B19VCro23 13
914, B19VCro23 14
215, B19VCro23 15
416.B19VCro23 16
217, B19VCro23 17
218 B19VCro23 18
719, B19VCro23 19
#20.819VCro23 20
421, B19VCro23 21
#22.B19VCro23 22
923, B19VCro23 23
%124, B19VCr023 24
225, B19VCro23 25
926, B19VCro23 26
427, B19VCro23 27
£28.B19VCro23 28
929, B19VCr023 29
430, B19VCro23 30
231, B19VCro23 31
932, B19VCro23 32
£33, B19VCro23 33
734, B19VCro23 34
935, B19VCro23 35

Slika 12. Prikaz visestrukog sravnanja sekvencija regije NS1 parvovirusa B19 u ratunalnom programu
MEGA X.
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Svi genotipizirani uzorci pripadaju genotipu 1A (Slika 13.), od kojih se 101 uzorak s
referentnom sekvencijom poklapa u 100% nukleotida, dok su u Sest uzoraka detektirane
nukleotidne supstitucije. U svakom je od tih uzoraka zabiljezena po jedna supstitucija te ni u
jednome uzorku nisu zabiljeZzene nukleotidne insercije ni delecije. Sve detektirane supstitucije su
ujedno i tranzicije, odnosno mutacije u kojima se purinska dusi¢na baza zamjenjuje purinskom ili

pirimidinska pirimidinskom.

B19VCro23 70
B19VCro23 71
B19VCro23 72
B19VCro23 73
B19VCro23 74
B19VCro23 75
B19VCro23 76
B19VCro23 77
PARVO 819 NC 0006332 GENOTYPE 1A
B19VCro23 78
B19VCro23 79
B19VCro23 80
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Slika 13. Usporedba referentne sekvencije genotipa 1A (oznacena plavo) s eksperimentalno dobivenim
sekvencijama regije NS1 parvovirusa B19. Sekvencije se u potpunosti podudaraju. Izradeno u ra¢unalnom
programu MEGA X.

Od sest uzoraka s nukleotidnim supstitucijama, pet je istozna¢nih, odnosno tihih mutacija
(engl. samesense or silent mutation), dok je jedna detektirana mutacija zamjenska (engl. missense
mutation). Istozna¢ne mutacije ne dovode do promjene u aminokiselinskom slijedu, a zamjenske
uzrokuju promjenu aminokiseline. Istoznacne mutacije detektirane su u uzorcima: B19VCro23 10,
B19VCro23 21, B19VCro23_32, B19VCro23 56 i B19VCro23 82, a zamjenska mutacija u
uzorku B19VCro23 37. Sve zabiljezene istoznacne mutacije supstitucije su treceg nukleotida u

tripletu, dok je kod zamjenske mutacije doslo do supstitucije prvog nukleotida u tripletu.

Tri od pet istozna¢nih mutacija odnose se na supstituciju istog nukleotida, adenina (A) u
gvanin (G) na polozaju 63 (63A>G), a radi se o uzorcima B19VCro23_10, B19VCro23 32 i
B19VCro23 82. U navedenim uzorcima doslo je do promjene tripleta AAA u triplet AAG, koji
oba odgovaraju aminokiselini lizin (Lys, K). Supstitucija u uzorku B19VCro23 21 je promjena
timina (T) u citozin (C) na polozaju 171 (171T>C), a radi se o promjeni tripleta ATT u ATC, gdje
oba odgovaraju aminokiselini izoleucin (Ile, I). Posljednja istoznacna mutacija detektirana je u
uzorku B19VCro23 56 i odnosi se na supstituciju citozina (C) u timin (T) na poziciji 30 (30C>T),
gdje je rije¢ o promjeni tripleta TTC u triplet TTT, koji oba odgovaraju aminokiselini fenilalanin
(Phe, F).
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Kod zamjenske mutacije u uzorku B19VCro23 37 doslo je do promjene gvanina (G) u
adenin (A) na poziciji 136 (136G>A). Radi se o promjeni tripleta GGC, koji odgovara
aminokiselini glicin (Gly, G) u triplet AGC koji odgovara aminokiselini serin (Ser, S).
Aminokiselina glicin sadrzi nepolarni bo¢ni lanac, a aminokiselina serin polarni nenabijeni. Na
Slici 14. opisana je promjena vidljiva na prikazu translatiranih sekvencija iz ra¢unalnog programa

MEGA X, gdje je navedeni uzorak oznacen plavom bojom.

Pet od Sest uzoraka u kojima su detektirane nukleotidne supstitucije potjecu od
pedijatrijskih ispitanika Zenskog spola, dok samo uzorak B19VCro23 10 potjece od odraslog
ispitanika muskog spola. Svi uzorci u kojima su detektirane nukleotidne supstitucije zaprimljeni su
u svibnju 1 lipnju 2023. godine. Kronoloski su posebno bliska tri uzorka koja sadrze istoznacnu

mutaciju na istome polozaju u genomu, a zaprimljeni su u istome tjednu u lipnju.

w
W

Slika 14. Prikaz dijela visestrukog sravnanja translatiranih sekvencija parvovirusa B19. Uzorak
B19VCro23 37, u kojem je detektirana zamjenska mutacija, obiljeZen je plavom bojom. Radi usporedbe
je prikazana i referentna sekvencija koja odgovara genotipu 1A ovog virusa. Izradeno u ra¢unalnom
programu MEGA X.
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Koristenjem sravnjenih sekvencija koje obuhvacaju dio regije NS1 u genomu parvovirusa
B19, takoder u raéunalnom programu MEGA X, konstruirala sam filogenetsko stablo (Slika 15.)
metodom najvece vjerojatnosti. Pri izradi stabla koristila sam model nukleotidne supstitucije GTR
s parametrom gama i metodu samoucitanja s 1000 ponavljanja. Metoda samoucitanja koristi se za
procjenu vjerodostojnosti konstruiranog filogenetskog stabla. Vrijednosti samoucitanja vise od
50% prikazala sam ispod odgovarajucih grana. Grane filogenetskog stabla za ¢iju su izradu
koriStene filogenetski istovjetne sekvencije znatno su nize podrzanosti i imaju vrlo niske
vrijednosti samoucitanja, kao $to je vidljivo i u rezultatima ovog istrazivanja. Prema Ojha i sur.
(2022), na filogenetskim je stablima uobicajeno prikazivati samo Vvrijednosti samoucitanja vece od

70%, koje otprilike odgovaraju statistickoj zna¢ajnosti od 95%.
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Duljina grana na stablu proporcionalna je broju supstitucija, koji je izrazen pomo¢u mjerne
crtice. PriloZzeno je stablo s najveCom logaritamskom vjerojatnosti, koja iznosi -355,93. Za
ukorjenjivanje stabla koristene su referentne sekvencije genotipova 2 i 3. Referentna sekvencija
genotipa 1A grupirala se zajedno sa svim eksperimentalno dobivenim sekvencijama, $to ukazuje
na njihovu filogenetsku srodnost. Od njih je izdvojena referentna sekvencija genotipa 1B, no ona

se i dalje se nalazi na istoj grani §to ukazuje na visoku srodnost genotipova 1A i 1B.
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Slika 15. Filogenetsko stablo dobiveno analizom dijela regije NS1 parvovirusa B19 metodom najvece
vjerojatnosti u programu MEGA X. Vrijednosti samoucitanja iznad 50% prikazane su na granama stabla.
Duljina grana proporcionalna je broju supstitucija; mjerna crtica oznacava 0,01 supstituciju. Sekvencije
referentnih genotipova oznacene su zelenom bojom, a sekvencije koje sadrZze mutacije crvenom bojom.
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Na filogenetskom stablu (Slika 15.) moze se uociti grupa sekvencija, odnosno klaster, koji
se odvojio od ostalih. Klaster je uve¢ano prikazan na Slici 16. Rije¢ je o Sest uzoraka s nukleotidnim
supstitucijama. Uzorci B19VCro23 10, B19VCro23 32 i B19VCro23 82 izdvojeni su na
zajednickoj grani unutar klastera i oznac¢eni naran¢astom bojom jer sadrze istozna¢nu mutaciju na
istome polozaju, $to ukazuje da su te tri sekvencije istog slijeda. Uzorci B19VCro23 21 (oznacen
plavo) i B19VCro23 56 (oznaen zeleno) odvojeni su jer sadrze istozna¢ne mutacije na drugim
polozajima u sekvenciji. lzdvojen je i uzorak B19VCro23 37, koji jedini sadrzi zamjensku

mutaciju, a na Slici 16. oznacen je crveno.
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B19VCro23 56

B19VCro23 10

B19VCro23 32
62

B19VCro23 82

B19VCro23 21
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Slika 16. Uvecani dio filogenetskog stabla dobivenog analizom dijela regije NS1 parvovirusa B19
metodom najvece vjerojatnosti u ra¢unalnom programu MEGA X, s naglaskom na izdvojeni klaster
sekvencija koje sadrze nukleotidne supstitucije. Crveno oznaceni uzorak B19VCro23 37 jedini sadrzi
zamjensku mutaciju, dok ostalih pet uzoraka sadrzi istoznacne mutacije. U zasebno izdvojenim
narancasto ozna¢enim uzorcima B19VCro23_10, B19VCr023_32 i B19VCro23_82 detektirana je
nukleotidna supstitucija na istome polozaju, dok su u uzorcima B19VCro23_56 i B19VCro23_21
detektirane nukleotidne supstitucije na drugim polozajima. Potonji uzorci oznaceni su zeleno, odnosno
plavo.
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5. Rasprava

Istrazivanja genetske raznolikosti parvovirusa B19 zapocela su tek devedesetih godina
prosloga stoljec¢a (Qiu i sur., 2016). Zahvaljujuéi napretku znanosti i usavrSavanju molekularnih
metoda, u vrlo su kratkom periodu opisana i okarakterizirana tri genotipa i nekoliko podtipova
ovog virusa. IstraZzena je njihova ucestalost i globalna rasprostranjenost, a temelje se na raznolikosti
regije NS1. Genotip 1 je najrasprostranjeniji na svim kontinentima, a uglavnom ga slijede genotip
2 pa genotip 3. No, postoje podrucja u kojima je genotip 3 zastupljeniji od genotipa 2, poput vecine
africkih i juznoameric¢kih zemalja. Sva tri genotipa ovog virusa zabiljezena su i u simptomatskih i
u asimptomatskih ispitanika. Razli¢iti detektirani genotipovi nemaju ucinka na Vrstu zaraze

(simptomatska ili asimptomatska) niti na razvoj odredenih simptoma (Jain i Kant, 2018).

Ovim je istrazivanjem prvi puta odredena raspodjela genotipova i podtipova parvovirusa
B19 u Republici Hrvatskoj. Pritom je potvrdena postavljena hipoteza; sve dobivene sekvencije
odgovaraju genotipu 1A te su genetski vrlo sli¢ne. Cak 101 od 107 sekvencija identi¢ne su
referentnoj za podtip 1A. Lokalizacija epidemije na podru¢ju Hrvatske, niska stopa mutacija zbog
malog vanjskog selekcijskog pritiska (nedostatak razvijenih antivirusnih lijekova i vakcina) te
Cinjenica da virus koristi replikacijsku masineriju stanice koju zarazava (potencijalno moze
pridonijeti smanjenju greSaka i to¢nijoj replikaciji) ¢imbenici su koji pridonose vrlo niskoj
genetskoj varijabilnosti parvovirusa B19. Nukleotidne supstitucije zabiljezene su u samo Sest
uzoraka, od toga pet istoznacnih te samo jedna koja dovodi do promjene u aminokiselinskom
slijedu. U tri sam uzorka detektirala istozna¢nu supstituciju istog nukleotida na istome poloZaju u

genomu.

Pet od Sest uzoraka s nukleotidnim supstitucijama potjecu od pedijatrijskih ispitanika
zenskog spola, dok samo jedan uzorak potjece od odraslog ispitanika muskog spola, no da bismo
mogli zakljuditi javljaju li se mutacije ¢eSc¢e u pedijatrijskih ispitanika istraZivanje treba provesti
na vectem broju uzoraka. Takoder, bitno je naglasiti da su navedeni rezultati dobiveni
genotipizacijom uzoraka iz epidemije te da bi sekvencije potencijalno bile raznolikije ukoliko bi
se analizirali svi pozitivni uzorci prikupljeni u odredenom vremenskom periodu, a ¢ija zaraza nije

nuzno povezana kao §to je to slu¢aj u vrijeme epidemije. Sekvencije dobivene ovim istraZivanjem
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nesto su krace od 200 nukleotida te bi genetska raznolikost vjerojatno bila veca da je analiziran

veéi dio gena regije NS1.

Istrazivanja 0 raspodjeli genotipova i podtipova parvovirusa B19 provedena su u mnogim
drzavama. Corcioli i sur. (2008) su u Italiji u asimptomatskih ispitanika detektirali sva tri genotipa
parvovirusa B19. Njihovo je istrazivanje uklju¢ivalo 120 odraslih u kojih je postojala moguénost
zaraze parvovirusom B19. Analizirano je 139 uzoraka tkiva i 102 uzorka seruma prikupljenih u
2006. godini, a ispitanici su bili podijeljeni u Cetiri skupine (A — D). Skupina A ukljucivala je 44
ispitanika medijana dobi od 61 godine, skupina B 38 ispitanika medijana dobi od 71 godine,
skupina C 38 ispitanika medijana dobi od 70 godina, a skupina D 19 ispitanika medijana dobi od
60 godina. Ispitanicima iz skupine A uzeti su uzorci koStane srzi, ispitanicima iz skupine B uzorci
sinovijalne tekucine, ispitanicima iz skupine C uzorci koze te ispitanicima iz skupine D uzorci
sréanog tkiva. Uzorci seruma nisu uzimani jedino ispitanicima iz skupine D. Parvovirusna DNA
detektirana je u 71 prikupljenom uzorku tkiva (51% uzoraka), od ¢ega tek 20% u uzorcima kostane
srzi. Seroloskom analizom uzoraka seruma metodom ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent
assay) zabiljezena je parvovirus B19 IgG seroprevalencija u 73,5% uzoraka, dok protutijela I[gM
nisu bila detektirana niti u jednom uzorku. Genotipizaciju uzoraka proveli su na temelju dvije
razli¢ite regije genoma koriste¢i razli¢ite metode: RFLP (engl. restriction fragment length
polymorphysm) te Sangerovu metodu sekvenciranja. Za izvodenje metode RFLP koristili su
umnozene fragmente regija VP1u 1 NS1, a za sekvenciranje samo umnoZene fragmente regije NS1.
Genotip 1 detektiran je u 28% uzoraka tkiva, genotip 2 u 68%, a genotip 3 u samo 3% uzoraka.

Podtipovi virusa nisu bili odredeni, a svi su ispitanici bili asimptomatski.

Godinu kasnije, ista je grupa znanstvenika provela istrazivanje u ispitanika oboljelih od
sistemske skleroze, autoimune bolesti koju se povezuje sa zarazom parvovirusom B19
(Zakrzewska i sur., 2009). Istrazivanje je provedeno na uzorcima koze 49 ispitanika oboljelih od
sistemske skleroze te 28 zdravih kontrola, kao i na uzorcima kostane srzi 29 oboljelih ispitanika te
10 zdravih kontrola. Uzorci su bili prikupljeni u Italiji izmedu 1999. 1 2007. godine, dok je medijan
dobi osoba ukljucenih u istrazivanje iznosio 54 godine. Parvovirusna DNA detektirana je u 80%
uzoraka koze 1 59% uzoraka koStane srzi. Genotipizacija uzoraka provedena je metodom RFLP
umnozenih fragmenata regije VP1, a uzorci su svrstani u genotipove 1 i 2. Genotip 1 se pokazao

ucestalijim u obje vrste uzoraka. Podtipovi virusa nisu bili odredeni, no u 20% uzoraka koze te
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31% uzoraka kostane srzi zabiljeZena je istovremena prisutnost oba navedena genotipa. Veca
podloznost koinfekcijama te perzistenciji parvovirusa B19 u tkivima potencijalno moze biti

posljedica imunokompromitiranog stanja, primjerice u osoba oboljelih od sistemske skleroze.

Bugarski znanstvenici proveli su nekoliko detaljnih istrazivanja na ovu temu. Toshev i sur.
(2014) proveli su retrospektivno istrazivanje koje je ukljucivalo 194 ispitanika sa simptomima
osipa koji nisu bili zaraZeni rubeolom prikupljeni tijekom epidemije rubeole 2005. godine. Medijan
dobi ispitanika iznosio je 29 godina, a bili su podijeljeni u ¢etiri grupe prema dobi. Genotipizacija
uzoraka provedena je metodom RFLP umnozenih fragmenata regije NS1. Medu njihovim je
uzorcima dominirao genotip 1, dok je genotip 3 bio potvrden u samo 3 uzorka. Genotip 2 nije bio
detektiran niti su odredeni podtipovi virusa. Dvije godine kasnije Ivanova i sur. (2016) objavljuju
rezultate opseznog istrazivanja provedenog na vise od 1000 uzoraka seruma ispitanika takoder sa
simptomima osipa negativnih na rubeolu, prikupljenih u Bugarskoj od 2004. do 2013. godine.
Uzorke su genotipizirali koriste¢i Sangerovu metodu sekvenciranja fragmenata NS1/VP1u regije.
Dobivene sekvencije duljine 994 nukleotida, koriStene su za provedbu filogenetske analize u
raGunalnom programu MEGAA4. Filogenetsko su stablo ukorijenili referentnim sekvencijama
genotipa 3. Od 55 dobivenih sekvencija, 54 je uzoraka pripadalo genotipu 1A, a samo jedan uzorak
genotipu 2. No, prilikom usporedbe dobivene sekvencije genotipa 2 s referentnima, uoceno je
grupiranje navedenog i jednog od referentnih uzoraka u zasebni klaster s vrlo visokom vrijednosti
samoucitanja. Prema tome je zakljueno da bi formirani klaster mogao predstavljati novi podtip

unutar genotipa 2.

Studija provedena 2008. godine u Njemackoj ukljucivala je 151 ispitanika u ¢ijim je
uzorcima biopsije tkiva srca potvrdena parvovirusna DNA. Genotip 1 detektiran je u gotovo 30%
uzoraka, a genotip 2 u nesto vise od 70%. Tada je prvi puta bila zabiljezena prisutnost genotipa 2
u sr¢anom tkivu, a vecina ispitanika u ¢ijim je uzorcima detektiran su bili stariji od 50 godina. Dok
se genotip 2 pokazao ¢eS¢im, rjedi se genotip 1 povezuje s razvojem tezih sr¢anih tegoba (Kiihl 1

sur., 2008).

Rahiala i sur. (2013) u Finskoj objavljuju retrospektivno istrazivanje provedeno u 53
pedijatrijska ispitanika s raznim oblicima leukemije, ¢iji su uzorci bili prikupljani u razdoblju
izmedu 1977. i 2006. godine. Parvovirusna DNA detektirana je u 16 uzoraka (30%), a

hibridizacijom po Southernu umnozeni fragmenti regije VP1 svrstani su u genotip 1. Slavov i sur.
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2019. godine provode metagenomicku analizu uzoraka donirane krvi u juznome Brazilu, gdje su
svi uzorci s detektiranom parvovirusnom DNA pripadali genotipu 1. Znanstvenici iz Republike
Juzne Afrike (Corcoran i sur., 2010) su na uzorku od 27 ispitanika detektirali oba podtipa genotipa
1 te genotipove 2 i 3. Genotip 1A bio je najzastupljeniji, zatim genotip 3 i najmanje je uzoraka
genotipizirano kao genotip 2. Temeljem navedenih istrazivanja moze se zakljuciti da je raspodjela

genotipova parvovirusa B19 geografski specifi¢na.

Zaraza parvovirusom B19 u pravilu je zastupljenija u osoba pedijatrijske dobi. No, iako je
viSe ispitanika ukljucenih u ovo istrazivanje bilo pedijatrijske dobi, tijekom epidemije je zabiljezen
i znacajan udio odraslih. Ipak, navedena raspodjela ne prikazuje stvarne stope zaraze zbog toga §to

bolest vrlo ¢esto ne bude dijagnosticirana te prijavljivanje oboljenja pri dijagnozi nije obavezno

(NZJZ, 2023).

Uzorci u kojima su zabiljeZene mutacije zaprimljeni su u periodu od dva mjeseca, a tri
uzorka s istim mutacijama u periodu od tjedan dana. Detekcija istih mutacija u toliko kratkom
vremenskom periodu ukazuje da se radi o epidemijskim, a ne sporadi¢nim slu¢ajevima zaraze. U
navedenim uzorcima vjerojatno nije doslo do pojave nasumic¢nih mutacija, ve¢ se radi o uzorcima
troje ispitanika koji su se zarazili medusobno. U svrhu analize tijeka epidemije potrebno je provesti

opseznije istrazivanje na znatno vecem i reprezentativnom broju ispitanika.

Osim genotipizacije parvovirusa B19, provedene su i mnoge seroepidemioloske studije s
ciliem detekcije prisutnosti protutijela protiv ovog virusa u opéoj populaciji. Vilibié-Cavlek i
suradnici (2021) provode prvo istrazivanje takve vrste u Hrvatskoj. Analizirali su seroprevalenciju
parvovirusa B19 u hrvatskoj populaciji u 1538 uzoraka sakupljanih u periodu od 11 godina (od
2010. do 2021.). Serolosko testiranje uzoraka seruma provedeno je metodom ELISA u Hrvatskome
zavodu za javno zdravstvo. Protutijela 1gG detektirana su 64% ispitanika s najve¢im udjelom u
odrasloj populaciji, Sto ukazuje na njihovu izlozenost parvovirusu B19 ranije tijekom zivota.
Zabiljezene razine IgG seroprevalencije povecavale su se proporcionalno dobi ispitanika, a nisu se
razlikovale izmedu muskaraca i Zena. Razina seroprevalencije medu trudnicama nije se razlikovala
od razine detektirane u op¢oj populaciji te je iznosila 65%. Prisutnost protutijela IgM ukazuje na
akutni stadij bolesti, a zabiljezena je u 4% ispitanika, od ¢ega najvise pedijatrijskih starosti od 9

mjeseci do 9 godina.
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Simunov i sur. (2022) proveli su sli¢no istrazivanje nad pojedincima kojima je u periodu
izmedu sijecnja 2021. i svibnja 2022. godine u Klini¢koj bolnici Merkur u Zagrebu transplantiran
bubreg, gusteraca ili jetra. Osim seroloskog statusa, odredivali su i razine viremije parvovirusa B19
131 ispitanika iz uzoraka seruma i pune krvi prikupljenih tijekom predtransplantacijske obrade.
IgG antitijela dokazana su u uzorcima 77% ispitanika, no niti jedan ispitanik nije u uzorku imao
prisutna IgM protutijela niti mjerljivu razinu viremije. Nije uoc¢ena razlika u udjelu seropozitivnih
muskih i1 Zenskih ispitanika. Seroprevalencija se U 0soba s transplantacijama pokazala ¢ak i viSom
od razine detektirane u opéoj populaciji Hrvatske (64%) (Vilibié-Cavlek i sur., 2021), no naglasak
se stavlja na 23% seronegativnih ispitanika koji su kao imunokompromitirani pojedinci bili u
opasnosti od zaraze i razvoja teSkih komplikacija. Autori kao rjeSenje predlazu uvodenje
odredivanja serostatusa donora i primatelja organa na protutijela protiv parvovirusa B19 u pre-

transplantacijskoj obradi.

Seroepidemioloska studija provedena u Srbiji na 8692 ispitanika vojvodanske populacije,
u periodu od 2008. do 2023. pokazala je da 49,5% osoba u serumu nosi 1gG protutijela (Vukovi¢ i
sur., 2024). Seroprevalencija je bila visa u Zenskih (51,9%) nego u muskih ispitanika (42,5%), a
IgM protutijela su detektirana u 8,7% ispitanika. Uoceno je da se razine IgG seroprevalencije
povecéavaju sa Zivotnom dobi ispitanika, Sto su pokazale i studije u Njemackoj (Reinheimer i sur.,
2010), Nizozemskoj (van Rijckevorsel i sur., 2009) i Hrvatskoj (Vilibi¢-Cavlek i sur., 2021), ali se

ne navodi i u rezultatima Simunov i suradnika (2022).

Buduc¢i da se antivirusna terapija protiv parvovirusa B19 ne smatra prijeko potrebnom ni
profitabilnom, do sada nije razvijena te je u primjeni samo simptomatsko lijeCenje.
SamoograniCavajuca infekcija koja prolazi bez tezih i trajnih posljedica za veliku vecinu osoba
koje su je preboljele jedan je od glavnih argumenata. Ipak, znanstvenici ustraju u pronalasku nacina
za suzbijanje zaraze (Zakrzewska i sur., 2023). Istrazuju se mogucénosti zaustavljanja i
onemogucéavanja virusne replikacije u nekoliko kljucnih koraka. Americ¢ki autori Ganaie i Qiu
(2018) isticu sprjecavanje ulaska viriona u prekursor eritrocita te inhibiciju stvaranja
jednolan¢anog ureza u genomu iste. Kako je fragment VP1u nuzan za invaziju stanice domacina,
moguce ga je ciljati primjerice specifiénim neutraliziraju¢im monoklonskim antitijelima ili koristiti
peptidne analoge VP1u regije (Leisi i sur., 2013). Sto se ti¢e drugog pristupa, Sanchez i sur. (2016)

se fokusiraju na pronalazak inhibitora mjesno-specifi¢ne endonukleazne aktivnosti proteina NS1.
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Iz istog razloga kao i u razvoju antivirusne terapije, trenutno na trzistu nema dostupne
vakcine protiv parvovirusa B19. Ipak, postoji nekoliko vakcina kandidata u fazi klini¢kog
ispitivanja koje uglavnom sadrze Cestice sli¢ne virusu (engl. virus like particles, VLPs). Bernstein
i sur. (2011) opisuju rekombinantnu parvovirusnu vakcinu kandidata proizvedenu tako S§to su
strukturni proteini VP1 i VP2 eksprimirani u bakulovirusnom sustavu, gdje samostalno formiraju
VLPs. U ranijim istrazivanjima ove vakcine kandidata veliku je prepreku predstavljala njena slaba
imunogeni¢nosti (sposobnost da pokrene imunosni odgovor) zbog ¢ega je pomijeSana s uljnim
adjuvansom MF59, koji se inac¢e u SAD-u koristi u vakcinama protiv gripe. IstraZivanje je
provedeno u 89 odraslih parvovirus B19 seronegativnih pojedinaca podijeljenih u tri grupe po 26
osoba koje su primale vakcinu (u tri doze, u razli¢itim koncentracijama te sa ili bez adjuvansa) i
jednu grupu od 11 osoba koje su primale placebo. Studija je prekinuta nakon $to su ispitanici primili
drugu dozu vakcina jer je nekoliko ispitanika iz nepoznatih razloga razvilo osip i lezije na rukama
I nogama. Zanimljivo je da su ove simptome razvili i neki od ispitanika koji su primali placebo.
Uzevsi u obzir globalnu rasprostranjenost parvovirusa B19 i rizik od pojave teskih komplikacija
prilikom zaraze, istrazivanja s ciljem pronalaska sigurne i ucinkovite vakcine ¢e se nastaviti U

buduénosti.

Brojne filogenetske analize, razumijevanje interakcija izmedu parvovirusnih cCestica 1
permisivnih stanica na molekularnoj razini te poboljSane 1 osjetljivije metode detekcije virusa
pomogle su dokazati da parvovirus B19 zarazava razne vrste stanica i tkiva te da i u nepermisivnim
stanicama moZe izazivati promjene. Vazno je provoditi daljnja istrazivanja kako bi se spoznao puni
znacaj parvovirusa B19 1 bolesti uzrokovanih ovim virusom. Radi zaStite rizi¢nih skupina iznimno
je vazno nastaviti istraZivanja te teziti razvitku vakcina i djelotvornih antivirusnih lijekova

(Zakrzewska i sur., 2023).
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6. Zakljucak

Na temelju rezultata ovog istraZivanja moze se zakljuciti:

— sukladno ocekivanjima, molekularna analiza regije NS1 parvovirusa B19 iz uzoraka
prikupljenih u Hrvatskoj u periodu od ozujka do rujna 2023. godine ukazuje na prisutnost

genotipa 1, podtipa 1A u svih 107 izolata;

— analizirane su sekvencije filogenetski iznimno sli¢ne: potpuno poklapanje s referentnom
sekvencijom genotipa 1A detektirano je u 101 uzorku, dok su u Sest uzoraka detektirane

nukleotidne supstitucije;

— 0d Sest uzoraka s nukleotidnim supstitucijama, pet je istozna¢nih, dok je jedna zabiljezena

mutacija zamjenska (aminokiselina glicin zamijenjena je serinom);

— istoznacna supstitucija istog nukleotida na istome polozaju u genomu detektirana je u tri
uzorka zaprimljena unutar istog tjedna, sto ukazuje da su se te osobe zarazile jedna od

druge.
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8. Zivotopis

Rodena sam 26. prosinca 2000. godine u Zagrebu, gdje Zivim cijeli svoj Zivot. ZavrSila sam
Osnovnu $kolu Brezovica 2015. godine, a maturirala 2019. godine u I. gimnaziji Zagreb, smjer
Opca gimnazija. Iste godine upisala sam Preddiplomski sveuciliSni studij Biologija na
Prirodoslovno-matemati¢kom fakultetu u Zagrebu. Po zavrSetku preddiplomskog studija 2022.
godine, zvanje sveucilisne prvostupnice biologije stekla sam izradom zavrSnog rada na temu
»Predacija bakterije Bdellovibrio bacteriovorus nad patogenim bakterijama covjeka® pod
mentorstvom izv. prof. dr. sc. Martine Seruge Musi¢. Te godine sam u istoj mati¢noj ustanovi
upisala Sveudilisni diplomski studij Molekularna biologija. Laboratorijsku stru¢nu praksu
odradivala sam u dva navrata, tijekom preddiplomskog studija na Zavodu za mikrobiologiju u
trajanju od listopada 2021. do lipnja 2022. godine pod mentorstvom izv. prof. dr. sc. Martine
Seruge Musi¢ te tijekom diplomskog studija na Odjelu za imunolosku i molekularnu dijagnostiku
Klinike za infektivne bolesti ,,Dr. Fran Mihaljevi¢® u trajanju od veljace do lipnja 2023. godine,
pod mentorstvom nasl. izv. prof. dr. sc. SnjeZane Zidovec Lepej. Kao pasivni sudionik pohadala
sam konferenciju ,,Brain - Gut Axis*“ na Medicinskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu te
internacionalnu konferenciju Hrvatskog drusStva za istrazivanje raka 2022. godine. Na tre¢em
Hrvatskom simpoziju biologa u zdravstvu 2023. godine sudjelovala sam s posterskim priopéenjem
na temu ,,/munofenotipizacijski profil ispitanika zarazenih parvovirusom B19“ kao prvi autor, a
2024. godine na Simpoziju studenata bioloSkih usmjerenja ,,SiSB*“ odrzala sam pozvano
predavanje na temu istrazivanja ,, Changes in the natural killer cells percentage in newly diagnosed
HIV-1 positive individuals “, takoder kao prvi autor. Sudjelovala sam u popularizaciji znanosti na
manifestacijama ,,No¢ biologije* 2021. 1 2022. godine te ,,Dan i no¢ na PMF-u* 2024. godine.
Tijekom trajanja studija bila sam ¢lanica Udruge studenata biologije BIUS. Osim materinjeg, te¢no
govorim engleski jezik, dok se talijanskim jezikom sluZzim na A2 razini, a §panjolskim i njemackim

na Al razini. Posjedujem vozacku dozvolu B kategorije.



