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1 UVOD

Koronavirusi su uzro¢nici brojnih bolesti u Zivotinja. Sedam koronavirusa uzrokuje ljudske
respiratorne bolesti, od toga su tri (SARS-CoV, MERS-CoV, SARS-CoV-2) uzrokovala epidemije
u zadnjih dvadeset godina. Epidemija SARS-a trajala je od 2002. do 2003. a oboljelo je 8096 ljudi,
(Domanska-Blicharz i sur. 2020), epidemija MERS-a zapocela je 2012. i traje do danas, a oboljelo
je 2574 ljudi (podaci Svjetske zdravstvene organizacije) (http://www.emro.who.int/health-
topics/mers-cov/mers-outbreaks.html). U prosincu 2019. pocela je epidemija SARS-CoV-2, da bi
u ozujku 2020. Svjetska zdravstvena organizacija proglasila pandemiju koja je jo$ u tijeku.
Zabiljezeno je preko 220 milijuna slucajeva i preko 4 milijuna uzrokovanih smrti (podaci
Sveucilisa  John  Hopkins, Center for Systems Science and Engineering)

(https://coronavirus.jhu.edu/map.html).

Nakon epidemije SARS-CoV 2003. pocelo se intenzivno istrazivati koronaviruse $iSmisa, za koje
se smatra da su ishodiste i rezervoari vecine koronavirusa (Drexler i sur. 2014). Genski raznoliki
koronavirusi sliéni SARS-CoV virusu pronadeni su u kineskih $iSmiSa roda Rhinolophus (Lau i
sur. 2010), a najblizi srodnik SARS-CoV-2 takoder je koronavirus ovih $ismiSa. Sismisi su
nositelji i prenositelji koronavirusa goleme raznolikosti. Smatra se da su koronavirusi §iSmisa izvor
svih alfakoronavirusa i betakoronavirusa koji zarazavaju Zivotinje, a ptice izvor gamakoronavirusa
1 deltakoronavirusa (Woo 1 sur. 2012). Pokazuje se da §iSmiSe njihova sposobnost leta, heterogene
kolonije i specifi¢an imunosni sustav ¢ine jedinstvenim domacinima za koronaviruse (Hayman
2019). Bioloska raznolikost $iSmiSa, a time 1 njihovih koronavirusa, medu najve¢ima je u Kini

odakle su brojne epidemije potekle (Lin i sur. 2017; Fan i sur. 2019).

Koronavirusi zivotinja poznati su od 1930-ih i sluze kao paradigmatski primjer prijenosa,
patologije i evolucije koronavirusa (Decaro i sur. 2020). Na virusu epidemijskog proljeva svinja
(PEDV) utvrdeno je da su $iSmisi i izvor i prenositelj koronavirusa (Huang i sur. 2013). Pojava
novih sojeva s razliCitom viruelncijom i patologijom ocituje se u nastanku respiratornog
koronavirusa svinja (PRCV) iz virusa transmisivnog gastroenteritisa svinja (TGEV) (Wang i sur.
2019). Znanje o zivotinjskim koronavirusima je klju¢no u razumijevanju zoonotskih koronavirusa

i temelj za prevenciju.



Za razliku od ostalih emergentnih virusa koji su se pojavili u zadnja dva desetljeca, koronavirusi
imaju veliku sposobnost rekombinacije (Boni i sur. 2020). Njihov veliki jednolantani RNA
genom, zdruzen s visokom stopom mutacija i rekombinacijskim potencijalom ¢ini koronaviruse

podloznima ,,skokovitom* prijenosu s jedne vrste na drugu (Woo i sur. 2009; Kenney i sur. 2021).

2 OSNOVE BIOLOGIJE KORONAVIRUSA

Pripadnici porodice Coronaviridae su veliki virusi s vanjskom ovojnicom i jednolancanim
RNA genomom. Koronavirusi su najveéi poznati RNA virusi s genomima veli¢ine od 28 do 32 kb
i virionima od 80 do 220 nm u promjeru (Lai i Cavanagh 1997; Brownlie i Whittaker 2010).
Strukturno su pleomorfni i pokazuju veliku plasti¢nost genoma te sposobnost rekombinacije i

interspecijskog prijenosa (Woo i sur. 2009a; Decaro i sur. 2020).

2.1  Svojstva genoma koronavirusa

Genomska ssRNA je pozitivna (eng. positive-sense), nesegmentirana, u kompleksu s
proteinom nukleokapside i naj¢esce sadrzi 10 i viSe otvorenih okvira ¢itanja (ORF (Wang i sur.
2020). Svi koronavirusi posjeduju sli¢nu organizaciju genoma ukratko opisanu kao 5'-pollab-S-
E-M-N-3' (Slika 1.) (Domanska-Blicharz i sur. 2020). Gotovo dvije tre¢ine genoma kodiraju
proteine Kkoji sudjeluju u replikaciji i transkripciji, a preostala tre¢ina kodira strukturne te

niskomolekularne pomo¢ne proteine (Fehr i Perlman 2015).

2.2 ORFlab

Nestrukturni proteini (nsp - eng. nonstructural protein) koronavirusa se sintetiziraju kao
dugacki prekursorni poliproteini ppla i pplb (kodirani otvorenim okvirom citanja ORFlab)
(Slikal.) koji se cijepaju i aktiviraju proteazama (Fehr i Perlman 2015; O'Leary i sur. 2021).
Pocetak sekvence za ORFI1b preklapa se sa zavrSetkom sekvence za ORFla pa do transkripcije
dolazi ribosomalnim pomicanjem okvira ¢itanja (Jungreis i sur. 2021a). Prvi dio prekursora je
poliprotein ppla (kodiran otvorenim okvirom ¢itanja ORF1a) ¢ijim rezanjem nastaju mali proteini
nspl-nspll vidljivi na Slici 1. Oni sluze kao papainu slicna proteaza (Plpro), glavna proteaza
(Mpro), cink vezuju¢i kofaktor za aktivnost nsp16 i ostali sudionici u replikaciji. Poliprotein pplb
(kodiran otvorenim okvirom ¢itanja ORF1b) je drugi dio koji rezanjem daje nsp12-nsp16 (Slika

1.) koji imaju uloge: RdRp (nsp12), protein s helikaznom i fosfataznom aktivnosti (nsp13), protein



s egzonukleaznom i metiltransferaznom aktivnosti, (nspl4), endonukleaza (nspl5) i druga
metiltransferaza (nsp16) (Sawicki i sur. 2007). Uloge svih nsp-ova nisu do kraja poznate i potrebno

je daljnje istrazivanje.
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Slika 1. Shematski prikaz strukture viriona (gore), strukture genoma (sredina)
i transkriptoma (dolje) SARS-CoV-2 (preuzeto iz: Rastogi i sur. 2020).

2.3 Strukturni i pomoc¢ni proteini

Strukturni proteini u genomu kodirani su u visoko konzerviranom redoslijedu S, E, M, N (Slika
1.). Redoslijedom proteini siljka (eng. spike), vanjske ovojnice (eng. envelope), membrane (eng.
membrane) i nukleokapside (eng. nucleocapsid). Medu genima za strukturne proteine razbacani
su geni za pomoc¢ne proteine (eng. accessory proteins) koji su manje konzervirani i smatra se da
svi nisu nuzni za replikaciju koronavirusa u kulturi stanica (Narayanan i sur. 2008). Unato¢ tome,
pokazalo se da mutacije u genima za pomoéne proteine bitno utjecu na replikaciju i virulenciju u
organizmu domacina (Payne 2017). Pomo¢ni proteini virusa SARS-CoV-2 imaju ulogu u
patogenzi i supresiji imunosnog sustava, a oni kodirani slijedovima ORF3b, ORF6, ORF7a i ORF8

djeluju kao antagonisti interferona (Redondo i sur. 2021).



Virioni koronavirusa su sferi¢nog oblika (Slika 1.) naj¢esce veli¢ine od 118 do 140 nm. Vanjska
ovojnica je najprominentniji dio viriona s velikim proteinima Siljka (protein S) (Slika 1.) izgledom
poput toljage (Slika 2.), koji izbijaju s povrsine ovojnice. Od tuda potjeCe ime cijele porodice
Coronaviridae jer izraZeni proteini ovojnici daju izgled sunéeve korone. Protein S (~150 kDa) je
homotrimer (Slika 2.) koji se funkcionalno sastoji od S1 i S2 domene (Beniac i sur. 2006). U
vec¢ine koronavirusa protein S se cijepa stani¢nom proteazom na furinskom S1/S2 restrikcijskom
mjestu. Osim S1/S2 restrikcijskog mjesta neki koronavirusi poput SARS-CoV i SARS-CoV-2
posjeduju i S2'restrikcijsko mjesto. Oba restrikcijska mjesta vide se na Slici 2. Protein je aktiviran
za fuziju tek kada je pocijepan na oba mjesta (Belouzard i sur. 2009; Peacock i sur. 2021).

uS1
Globular
Receptor-binding

W S1/S2 cleavage site
W S2' cleavage site
Putative fusion peptide

S2
Stalk
Fusion

Slika 2. Pretpostavljena trodimenzionalna struktura SARS-CoV proteina Siljka (eng. spike
protein) tj. proteina S. Oznacene su S1 i S2 domene monomera te S1/S2 i S2' furinsko
restrikcijsko mjesto. Narandzastom bojom je oznacen navodni peptid odgovoran za fuziju. U
kutu dolje lijevo vidi se trimerni oblik proteina (preuzeto iz: Belouzard i sur. 2012).

Opseg cijepanja ovisi o koli¢ini bazi¢nih aminokiselina na furinskom restrikcijskom mjestu. S1
postaje N- terminalna, a S2 C-terminalna domena i sparuju se nekovalentnim vezama (Kam i sur.
2009). S1 formira globularnu glavu proteina S te se nalazi na distalnom kraju proteina koji prvi
dolazi u kontakt s receptorom stanice. RBD domena (eng. receptor binding domain) reagira s
receptorom i zapoc€inje infekciju stanice. S2 domena oblikuje drsku proteina S i ukorjenjuje ga u

vanjsku ovojnicu. Ona posreduje prilikom fuzije vanjske ovojnice virusa i plazmaleme stanice (Li



2016). Genska sekvenca S2 domene visoko je konzervirana u cijeloj porodici Coronaviridae
(Madu i sur. 2009). Suprotno tome, sklonost S1 domene mutaciji i rekombinaciji klju¢ je
prilagodavanja koronavirusa novim domacinima $to posljedi¢no vodi do prijenosa s jedne vrste na

drugu (eng. cross-species transmission) (Boni i sur. 2020).

3 FILOGENIJA | TAKSONOMIJA KORONAVIRUSA

Do epidemije izazvane SARS-CoV virusom 2003. godine bilo je sekvencirano svega deset
koronavirusnih genoma; sedam koji zarazavaju sisavce (MHV, BCoV, PHEV, TGEV, PEDV,
PRCV i FCoV), dva ljudska (HCoV-229E i HCoV-0C43) te jedan pti¢ji (IBV). Ovi koronavirusi
podijeljeni su u tri grupe, od kojih su grupa 1 i 2 sadrzavale viruse sisavaca i ljudi, a grupa 3 pticje
viruse (Mclntosh i sur. 1969; Pensaert i sur. 1981). Nakon epidemije SARS-a sekvencirano je i
klasifikaciji pridruzeno jo§ 16 novootkrivenih koronavirusa, od kojih dva ljudska, deset koji
zarazavaju sisavce (osam $iSmisjih), jedan konjski i Cetiri pti¢ja. Taksonomija je proSirena na Cetiri

podgrupe za grupu 2 i tri podgrupe za grupu 3 (Woo i sur. 2009a).

U prosincu 2008. je Coronavirus Study Group of the International Committee for Taxonomy of
Viruses (ICTV) predlozila odmicanje od tradicionalnih grupa i klasifikaciju u rodove
Alphacoronavirus, Betacoronavirus i Gammacoronavirus, a u meduvremenu je dodan rod
Deltacoronavirus (https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_9th_report/positive-sense-rna-
viruses-2011/w/posrna_viruses/222/coronaviridae). Rodovi se dijele na 14 podrodova za
alfakoronavirus, 5 za betakoronavirus, 3 za gamakoronavirus, 3 za deltakoronavirus (Walker i sur.
2019). Sira klasifikacija svrstava porodicu Coronaviridae (ime od latinskog corona $to znaédi
,kruna“) unutar reda Nidovirales (Le i sur. 2007).

3.1  Rod Alphacoronavirus

Alfakoronavirusi (tradicionalno grupa 1 koronavirusa) podijeljenji su na 14 podrodova i svima
je zajednicko da se protein S pri obradi ne cijepa proteazama (Wrapp i McLellan 2019). Podrod
Tegacovirus sadrzava virus transmisivnog gastroenteritisa svinja (TGEV), svinjski respiratorni
koronavirus (PCRV), virus epidemijskog proljeva svinja (PEDV) (Slika 3.) i koronavirus sindroma

akutnog proljeva u svinja (SADS-CoV). Ovi respiratorni i entericki virusi svinja mogu uzrokovati



velike Stete u uzgoju i obi¢no imaju veliku smrtnost, posebno U mladih svinja gdje smrtnost moze

biti i do 100% (Lin i sur. 2016; Kenney i sur. 2021).

Unutar podroda Tegacovirus nalazi se i jedan od najbolje istrazenih primjera nastanka nove vrste
koronavirusa homolognom rekombinacijom postoje¢ih varijanti. Virus macjeg infektivnog
peritonitisa (FIPV) (Slika 3.) rezultat je dvostruke rekombinacije macjeg koronavirusa (FCoV)
serotipa I, te pse¢eg koronavirusa (CCov) (Wesseling i sur. 1994; Brown 2011).

Alphacoronavirus
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Slika 3. Prikaz filogenije Cetiri roda porodice Coronaviridae. Na filogramu se vide istaknuti
pripadnici  rodova  Alphacoronavirus, Betacoronavirus, = Gammacoronavirus |
Deltacoronavirus. Filogram je konstruiran na temelju 371 pb fragmenata RdRp, izraden
MLE metodom (eng. maximum likelihood estimation). Na filogramu tamno otisnuto je osam
deltakoronavirusa ptica otkrivenih na bliskom istoku, ukljuéuju¢i koronavirus sokola
(preuzeto iz: Lau i sur. 2018)

3.2 Rod Betacoronavirus
Betakoronavirusi su daleko najbolje istraZzena skupina koronavirusa. Prije otkrica SARS-CoV

smatralo se da svi pripadaju jednoj evolucijskoj liniji jer se ¢inilo da svi imaju karakteristi¢an nsp1



gen i nizvodno gen za dvije papainu-sli¢ne proteaze (PL1pro and PL2pro) u sklopu nsp3 (kodirano
otvorenim okvirom ¢itanja ORFlab) (Chan i sur. 2015; Min i sur. 2020).

Razli¢itost podroda Embecovirus je u posjedovanju gena za strukturni protein ovojnice,
hemaglutinin esterazu (HE), za koju se smatra da je u genom usla putem rekombinacije s virusom
gripe C (Bakkers i sur. 2017). Dva ljudska koronavirusa spadaju u podrod Embecovirus, HCoV-
HKUL1 i HCoV-043. Oba virusa adheriraju na 9-O-acetilirane sialoglikane preko proteina S, dok
hemaglutinin esteraza (HE) djeluje kao receptor-unistavaju¢i enzim. Smatra se da ovakva
aktivnost HE pospjesuje zaobilazak stani¢nog glikokaliksa te adherenciju proteina S s receptorom
na ciljanoj stanici (Lang i sur. 2020).

Istrazivanja ljudskih i zivotinjskih koronavirusa pokazuju da je HCoV-HKU|1 najsrodniji mi§jem
virusu hepatitisa (MHV) (Slika 3.) sto posljedicno upucuje na glodavce kao vjerojatan izvor i
rezervoar ovog ljudskog koronavirusa (Woo i sur. 2005). Za HCoV-043 pak se pokazalo da se u
ljudskoj populaciji pojavio putem prijenosa s goveda jer najblizi srodnik mu je govedi BCoV (Kin
i sur. 2016; Lang i sur. 2020).

Za viruse podroda Sarbecovirus specifi¢no je da imaju samo jednu papainu-sli¢nu proteazu (Plpro)
kodiranu otvorenim okvirom ¢itanja ORFlab (Woo i sur. 2010). Ovaj podrod najviSe je uzdrmao
svjetsku scenu jer ubraja dva ljudska epidemijska koronavirusa, SARS-CoV i SARS-CoV-2.
Si8misi su rezrvoar virusa podroda Sarbecovirus (Hu i sur. 2015) te se pretpostavlja da ovi
koronavirusi imaju dugu koevoluciju sa §iSmisima iz porodice Hipposideridae. 1z §i$miSa porodice
Hipposideridae presli su u $iSmise porodice Rhinolophidae, a za njih se zna da sadrze ogromnu
raznolikost infektivnih koronavirusa, izmedu ostaloga koronavirusu SARS-CoV sli¢ne viruse

(SARSr-CoV), od kojih su neki prikazani na Slici 3. (Cui i sur. 2007; Gouilh i sur. 2011).

3.3 Rodovi Gammacoronavirus i Deltacoronavirus

Rod Gammacoronavirus donedavno je bio slabo poznata skupina koronavirusa. Vise od 50
kokosi, bio je jedini znani gamakoronavirus. U zadnjih tridesetak godina opisano je i sekvencirano
nekoliko novih pti¢jih gamakoronavirusa, ukljucujuci pureé¢i koronavirus (TCoV) (Gomaa i sur.
2008). Velicina, sadrzaj G + C baza te organizacija genoma tih pti¢jih koronavirusa je sli¢na,

sugerirajuc¢i nedavno odvajanje od zajednockog pretka (Woo i sur. 2009a).



Zatim su 2008. napravljena vazna otkri¢a kada su pronadeni koronavirus s najve¢im poznatim
genomom izoliran iz beluge (BWCoV-SW1) (Slika 3.) te koronavirusi s najmanjim poznatim
genomom iz triju razli¢itih pti¢jih porodica (Pycnonotidae BuCoV HKU11, Thurdidae ThCoV
HKU12 i Estrildidae MuCoV HKU13) (Mihindukulasuriya i sur. 2008; Woo i sur. 2009b).
Zanimljivo je da su ova tri gamakoronavirusa filogenetski u istoj grupi s koronavirusom izoliranim
2007. iz leoparda (ALC-CoV) (Dong i sur. 2007), Sto je najbliza zabiljezena veza koronavirusa
ptica i sisavaca.

Kao dokaz zahtjevnosti i sloZenosti virusne taksonomije primjer je da su ranije navedeni pticji
koronavirusi (BuCoV HKU11, ThCoV HKU12 i MuCoV HKU13) i koronavirus leoparda (ALC-
CoV) ICTV-ovim povjerenstvom predlozeni da budu klasificirani u rod Deltacoronavirus, dakle
prebaceni iz roda Gammacoronavirus (Slika 3.) (de Groot i sur. 2011). U rod Gammacoronavirus
pak dodani su tada novootkriveni koronavirusi pataka i gusaka (Chu i sur. 2011).

Za rod Deltacoronavirus svojstven je nastanak novih sojeva putem rekombinacije, koja takoder
potiCe prijenos s jedne vrste na drugu. Tako je rekombinacijom gena za protein S nastao
koronavirus sokola (FalCoV UAE-HKU27) kada su pticu koinficirali koronavirusi vrapcarki iz
porodice Zosteropidae (WECoV HKU16) i Muscicapidae (MRCoV HKU18) od kojih su svi
prikazani filogenetski na Slici 3. (Lau i sur. 2018).

4 KORONAVIRUSI SISMISA

Otkrice SiSmisjeg SARS-CoV, slicnog ljudskom SARS-CoV, oznacilo je pocetak ,,lova“ na
koronaviruse SiSmisa. Intenzivna potraga za evolucijskom proslosti koronavirusa navela je na
zaklju¢ak da koronavirusi $imiSa posjeduju najvecu gensku raznolikost te da su stariji od
koronavirusa prisutnuh u drugih Zivotinja (Woo i sur. 2009a). Koronavirusi u $i$miS§ima imaju
stabilnu razinu populacije dok koronavirusi u ostalim zivotinjama pokazuju eksponencijalan rast
populacije. Ova ¢injenica upucuje na zakljucak da koronavirusi nisu endemicni za divlje Zivotinje
odnosno da su one koronaviruse stekle relativno nedavno. Sukladno tome, postoje indicije da je
hipotetski predak svih koronavirusa §iSmisji koronavirus (Vijaykrishna i sur. 2007). Ovaj predak

svih koronavirusa (MRCA) datiran je na ~8100 godina pr. n. e., predak Alphacoronavirus na



~2400 pr. n. e., Betacoronavirus na ~3300 pr. n. e., Gammacoronavirus na ~2800 pr. n. e. i
Deltacoronavirus na ~3000 pr. n. e. (Woo i sur. 2012).

4.1 Raznolikost koronavirusa SiSmiSa
Koronavirusi koji zarazavaju §iSmiSe pripadaju rodovima Alphacoronavirus i Betacoronavirus
(Wong i sur. 2019) te vecinu rodova $iSmisa zarazavaju oba roda koronavirusa (Latinne i sur.
2020). Bajezijanska analiza filogenije pokazala je da porodica Rhinolophidae (rod Rhinolophus) i
Miniopteridae (rod Miniopterus) igraju klju¢nu ulogu u evoluciji i interspecijskom prijenosu virusa
roda Alphacoronavirus. Uz Rhinolophidae vaznu ulogu u evoluciji virusa roda Betacoronavirus
ima porodica §iSmisa Hipposideridae. Smatra se da pradavno podrijetlo Rhinolophidae u Aziji
upucuje na koevoluciju i diverzifikaciju §iSmiSa i koronavirusa, ukljucujuci viruse sli¢ne SARS-

CoV (Vijaykrishna i sur. 2007; Latinne i sur. 2020).

4.2  Kina kao mjesto visoke raznolikosti §iSmiSa i koronavirusa

Obzirom da se nalazi na dodiru Palearkticke i Orijentalne zoogeografske regije, Kina je mjesto
velike bioloSke raznolikosti §iSmisjih CoV 1 intenzivna znanstvena istrazivanja na tom podrucju
traju ve¢ dvadesetak godina (od epidemije SARS-a). Raznolika fauna $iSmisa broji vise od 100
vrsta od kojih su neke endemi¢ne te omogucava kolanje i evoluciju CoV-a kao nigdje drugdje (Lin
isur. 2017, Lattine i sur. 2020). Kina je mjesto ubrzanog rasta gospodarstva i populacije $to dovodi
ljude i pitome Zivotinje sve blize divljini koja je rezervoar potencijalno emergentnih virusa.
Specifi¢an odnos ljudi, divljih zivotinja i emergencije potvrduje Cinjenica da su ¢ak tri (SARS-
CoV, SADS-CoV, SARS-CoV-2) od ¢etiri recentne epidemije uzrokovane Sirenjem koronavirusa
zapo¢ele u Kini (Fan i sur. 2019). Stovise, smatra se da su sve &etiri epidemije uzrokovane
,skokom* koronavirusa sa §iSmisa na druge Zivotinje (Hu i sur. 2015; Zhang i Holmes 2020). U
juznim provincijama Kine zabiljeZen je najveci broj §iSmisjih koronavirusa (Ge i sur. 2016; Lin i

sur. 2017).

4.3  FizioloSki i imunoloski ¢imbenici odnosa SiSmisa i koronavirusa

Cimbenici koji rezultiraju §i§mi§ima kao izvorom koronavirusa (i drugih zoonotskih virusa) su
zivot u gusto napucenim kolonijama, mijeSanje razli¢itih kolonija, bliske socijalne interakcije te
sposobnost leta (Calisher i sur. 2006). Upravo let ima klju¢an utjecaj u odnosu §i§misa i njihovih
virusa. Smatra se da let iziskuje tako veliku potrebu za energijom da je oksidativna fosforilacija

pod jakom pozitivnom selekcijom u $ismisa (Shen i sur. 2010). Let takoder uzrokuje op¢i fizioloski
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stres u organizmu i uzrokuje oste¢enje tkiva. Stetni produkti oksidativnog metabolizma i stresa
uzrokuju ostecenje stanicne DNA. Fragmenti oStecene vlastite DNA te nukelinske kiseline

mikroorganizama snazno aktiviraju imunosni sustav i poti¢u upalu (Abbas i sur. 2016).

Jedno istrazivanje otkrilo je da mutacija koja vodi do supstitucije serina u STING proteinu
§iSmiSima omogucuje smanjenu upalu odnosno suprimirani imunosni odgovor (Xie i sur. 2018).
STING je citosolni receptor za nukleinske kiseline i pokreée autokrino i parakrino lucenje
interferona tipa | (IFN-a), proteina koji promicu upalno i antivirusno stanje (Andreis i sur. 2010).
Nefunkcionalni STING ne pokre¢e snaznu upalu u stresnom ili patoloSkom stanju, Sto je
evolucijski nastalo kao prilagodba na let, ali rezultiralo i visokom virusnom optere¢enoscu (eng.
viral load) (Xie i sur. 2018). Takoder, smatra se da je dugacak Zivotni vijek §iSmisa posljedica ove

prilagodbe (Hayman 2019).

Suprotno znanstvenim rezultatima koji ukazuju na slabu ekspresiju IFN-a u §iSmisa, drugo
istrazivanje pokazalo je da konstitutivna ekspresija IFN-a §titi $iSmiSe od infekcije virusom bez
potrebe za velikim titrima antitijela, omogucujuci koegzistenciju virusa i §iSmisa (Zhou i sur. 2016;
Fan i sur. 2019). Smatra se da $iSmiSji koronavirusi imaju veliku patogenost u neSiSmis$jem
domacinu upravo zbog koevolucija virusa i imunosnog sustava $iSmiSa u kojem je stvaranje
interferona konstitutivno pa interferon u novom domaéinu nema uobiCajen utjecaj na virus

(Hayman 2019).

Ocigledno je da imunosni sustav §iSmisa ima specifiéne adaptacije vezane uz na¢in zivota §iSmisa,
no takve adaptacije omogucuju visoku stopu replikacije virusa i dopustaju koegzistenciju vise
razli¢itih koronavirusa unutar kolonije SiSmiSa (Ge i sur. 2016). Homologna rekombinacija

koronavirusa u §i$miSima javlja se i unutar roda i izmedu rodova virusa (Stanhope i sur. 2004).

5 MUTACIJA, REKOMBINACIJA | PRIRODNA SELEKCIJA
KAO MEHANIZMI EVOLUCIJE KORONAVIRUSA NA
PRIMJERU SARS-COV-2

SARS-CoV-2 vjerojatno je najbolji primjer za prikaz molekularne evolucije koronavirusa.

Postoji velik broj analiza genomske strukture SARS-CoV-2, mogu¢ih dogadaja rekombinacije i
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svojstava potrebnih za Sirenje na novog domacina. Takoder to je najaktualniji primjer bolesti
uzrokovane koronavirusom te najozbiljniji jer do sada je uzrokovao preko 200 milijuna slucajeva
zaraze ljudi i preko 4 milijuna smrtnih slucajeva (podaci SveuciliSa John Hopkins, Center for

Systems Science and Engineering) (https://coronavirus.jhu.edu/map.html).

5.1 Mutacije

Genom SARS-CoV-2 sastoji se gotovo potpuno od protein-kodiraju¢ih sekvenci (Jungreis i
sur. 2021b), isto kao u svih pripadnika porodice. Kada se promatra evolucija protein kodiraju¢ih
sekvenci moraju se odvojeno uzeti u obzir supstitucije nukleotida koje promijene aminokiselinu te
one koje ne utjeCu na aminokiselinu. Prvi tip supstitucije naziva se pogresna supstitucija, a drugi

neutralna ili ,.tiha supstitucija (Graur 2003) pa je za ocekivati da razli¢ito pogone evoluciju.

Pogresna supstitucija, zato $to mijenja aminokiselinsku podjedinicu proteina, modificira biolosku
funkciju proteina. Stoga pogre$na mutacija je posljedi¢no pod jacom prirodnom selekcijom, nego
Sto bi to bila neutralna mutacija gdje se funkcija ne mijenja pa supstitucija ostaje ,tiha* ili
,.skrivena“ (Chamary i sur. 2006). Ipak neutralna supstitucija u nekim slu¢ajevima moze biti pod
selekcijom, no u pravilu utjecaj mutacija i nasumi¢nog genskog drifta je znacajniji (Singh 1 Soojin

2021).

U genomima se pogresne supstitucije dogadaju mnogo rjede zbog negativne (,,prociS¢avajuce®)
selekcije koja se nastoji rijesiti pogre$nih mutacija jer potencijalno mogu uzrokovati gubitak ili
modifikaciju funkcije proteina. Omjer pogres$nih prema neutralnim mutacijama (dN/dS ili ®) u
genomu SARS-CoV-2 je 0.028 za devet ORF-ova SARS-CoV-2 (Tang i sur. 2020). Inace
koronaviruse karakterizira visoka stopa mutacija (Lio i Goldman 2004) i na primjer dovoljne su
samo dvije toc¢kaste mutacije u genu za protein S da promijeni tropizam svinjskog TGEV s
probavnog sustava crijeva na respiratorni sustav Sto je karakteristika PRCV serotipa TGEV-a

(Balllesteros i sur. 1997; Domanska-Blicharz i sur. 2020).

U istrazivanju supstitucija u genomu SARS-CoV izracunato je da dS iznosi 0.0016-0.003
supstituiranih nukleotida po mjestu po godini (Zhao i sur. 2004), a drugo istrazivanje za SARS-
CoV-2 otkrilo je 0.0015-0.0033 supstituiranih nukleotida po mjestu u genomu, po godini (Chaw i
sur. 2020). Rezultati zajedno sugeriraju da je stopa mutacije SARS-CoV i SARS-CoV-2

uobicajena za Coronaviridae, no umjerena u odnosu na ostale RNA viruse (Zhao i sur 2014).
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5.2  Adaptivna evolucija

Magnituda pandemije SARS-CoV-2 nameée pitanje je li zarazavanje Covjeka podrzano
adaptivnom evolucijom? Na prvi mah moze se tako €initi jer protein S ovojnice SARS-CoV-2 veze
svoj receptor, angiotenzin-konvertiraju¢i enzim 2 (ACE2), velikim afinitetom $to nije uoceno u
srodnih SiSmisjih koronavirusa (Shang i sur. 2020). Usporedbom genoma srodnih koronavirusa
putem omjera dN/dS (w) moze se utvrditi ja¢ina pozitivne (veliki dN/dS) ili negativne selekcije
(malen dN/dS). 1z omjera se moze izvuci zakljuc¢ak pogoduje li pozitivna selekcija zadrzavanju
pogresnih supstitucija ili pak negativna selekcija odbacuje Stetne mutacije iz populacije (Singh i
Soojin 2021).

5.3  Prirodna selekcija

Rezultati istrazivanja selekcije nad SARS-CoV-2 ukazuju na negativnu selekciju i relativno
sporu evoluciju. Tang i sur. usporedili su nekoliko blisko srodnih koronavirusa §iSmisa i ljuskavaca
s ljudskim SARS-CoV (Tang i sur. 2020). Jedan od koronavirusa $iSmisa je RaTG13 (naden 2013.
u $iSmiSjem uzorku iz $pilje u provinciji Yunnan, Kina) koji sa SARS-CoV-2 dijeli 96% identi¢nu
sekvencu nukleotida (Ge i sur. 2016; Latinne i sur. 2020; Zhou i sur. 2020), iako prosjek genomske
dS vrijednosti iznosi 0.17 §to znaci da je divergencija na neutralnim mjestima 17% izmedu ova
dva virusa. Neutralna mjesta ne nalaze se pod selekcijom, stoga ih u analizi divergencije treba
razdvojiti od dogadaja pogresSne supstitucije koji su pod snaznom negativhom selekcijom
(Chamary i sur. 2006). Uparena usporedba sekvenci metodom dN/dS iznosi 0.044-0.124 §to je

znacajno manje od 1, ukazuju¢i na snaznu negativnu selekciju (Tang 1 sur. 2020).

Ipak, kako bi provjeri postoje li pokazatelji pozitivne selekcije na specifiénim pozicijama
aminokiselina, izvrsili su analizu dS vrijednosti za gen proteina S u odnosu na ostale gene.
PoviSena vrijednost dS za protein S najvjerojatnije je uzrokovana visokom stopom mutacije (Tang
i sur. 2020), a to je bioloski podrzano ulogom proteina S u adheziji i fuziji sa stanicom pa mutacija

moze povecati Sansu za prijenos na novog domacina (Li 2016).

Cijeli genom ne pokazuje pritisak pozitivne selekcije k infekciji ¢ovjeka, no tragovi pozitivne
selekcije uoceni su na receptor-vezujuc¢oj domeni (RBD) SARS-Cov-2. Pet od Sest kljucnih
aminokiselina u RBD-u su razli¢ite izmedu SARS-CoV i SARS-CoV-2 (Slika 4.), a 3D strukturna
analiza indicira da protein S virusa SARS-Cov-2 ima znatno ve¢i afinitet prema ACE2 nego $to to

ima SARS-CoV (Wrapp i sur. 2020). Zanimljivo je da je istih Sest aminokiselina u S1 podjedinici
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proteina identi¢no izmedu GD Pangolin-CoV i SARS-CoV-2, no iznenaduju¢e RaTG13 dijeli
samo jednu od tih sest aminokiselina sa SARS-CoV-2, unato¢ tome §to je RaTG13 blizi SARS-
CoV-2 nukleotidnom sekvencom genoma nego koronavirus ljuskavca GD Pangolin-CoV (Slika
4.) (Wong i sur. 2020; Zhou i sur. 2020).

S:455L S:486F 493Q494S 501N 505Y
v vy v v
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Slika 4. Prikaz sekvenci aminokiselina u RBD domeni proteina $iljka za trinaest koronavirusa,
ukljucujuéi viruse SARS-CoV i SARS-CoV-2 te viruse ljuskavaca i $i§misa. Oznaceno je Sest
kljuénih aminokiselinskih mjesta za SARS-CoV-2 (L455, F486, Q493, S494, N501, Y505).
SARS-CoV-2 s RaTG13 dijeli samo jedno identi¢no mjesto, dok s GD Pangolin-CoV ¢ak pet
mjesta (preuzeto i prilagodeno prema: Tang i sur. 2020)

54  Rekombinacija

Sli¢nost proteina S koronavirusa ljuskavca GD Pangolin-CoV sa SARS-CoV-2 navela je na
pretpostavku da je uzrok tome nedavna rekombinacija u domacinu ljuskavcu (Zhang i sur. 2020).
lako postoje pokazatelji o drevnoj rekombinaciji unutar proteina S (Ji i sur. 2020), vjerojatniji je
slu¢aj da slicnost u RBD domeni S1 podjedinice potje¢e od konvergentne evolucije, pogonjene
visokom stopom mutacije u proteinu S i prirodnom selekcijom nad mutacijama (Tang i sur. 2020).
Ako je i doslo do rekombinacije, izracunato je da se morala dogoditi prije 19.2-53.7 godina, a to
se ne slaZe s ¢injenicom da se SARS-CoV-2 odvojio vrlo nedavno §to dokazuje sli¢nost genoma

osam izoliranih virusa od 99.98% na samom pocetku pandemije (Lu i sur. 2020).

Unato¢ nepobitnom stjecanju specifi¢nih aminokiselina u RBD-u proteina S SARS-CoV-2 koje

omogucavaju interakciju ljudskog ACE2 receptora i receptor-vezujuc¢e domene virusa, trenutno se
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ne smatra da su stecene rekombinacijom. Rezultati ukazuju na emergenciju pretka SARS-CoV-2
unutar SiSmisa potkovnjaka (rod Rhinolophus) za koje se sve vise utvrduje da su rezervoar
$i8misjih koronavirusa podroda Sarbecovirus (Boni i sur. 2020; Latinne i sur. 2020). Adaptacija
vezanja RBD-a i ACE2 mogla je nastati u nekom od srodnika virusa slicnih SARS-CoV-2 i
RaTG13, jer je raznolikost tih virusa velika; RaTG13 dijeli genomsku razliku od ~4% sa SARS-
CoV-2, a razlika je jo§ veca kada se u obzir uzmu pogreSne i neutralne supstitucije pa je

divergencija na neutralnim mjestima 17% (Tang i sur. 2020).

Mogucénost direktnog srodstva dodatno otezava velika geografska udaljenost provincije Hubei,
gdje je prviput zabiljezen SARS-CoV-2, i provincije Yunnan gdje je zabiljeZena velika raznolikost
koronavirusa te izmedu ostalih i virus RaTG13. Stoga se nastavlja potraga za domac¢inom izvorom
i koronavirusom srodnikom SARS-CoV-2. UspjeSnost potrage bit ¢e osigurana samo ako se
nastavi istrazivanje raznolikosti §iSmiSjih koronavirusa. Rezultati su neskloni rekombinantnom
porijeklu SARS-CoV-2, no koronavirusi kao porodica pokazuju veliku mo¢ rekombinacije i
bogatu povijest iste (Graham i Baric 2010), sto je najbolje vidljivo na koronavirusima ostalih
zivotinja koji su takoder $iSmisjeg (te neki pti¢jeg) porijekla (Woo i sur. 2009a; Wertheim i sur.
2013).

6 KORONAVIRUSI OSTALIH ZIVOTINJA

6.1 Koronavirusi svinja

Cini se da su svinje ¢esta meta infekcija koronavirusima. Koronavirusi svinja spadaju u est
razli¢itih vrsta: virus epidemijskog proljeva svinja (PEDV), virus transmisivnog gastroenteritisa
svinja (TGEV), respiratorni koronavirus svinja (PRCV), koronavirus sindroma akutnog proljeva
svinja (SADS-CoV), svinjski hemaglutiniraju¢i virus encefalomijelitisa (PHEV) i svinjski
deltakoronavirus (PDCoV). Na Slici 3. i 5. vidljivi su filogenetski odnosi ovih koronavirusa
(Kenney i sur. 2021). Cetiri od njih, poimence PEDV, TGEV, PRCV, SADS-CoV, spadaju u rod
Alphaacoronavirus, dok PHEV spada u Betacoronavirus te PDCoV u Deltacoronavirus
(Domanska-Blicharz i sur. 2021). Svi osim PRCV-a uzrokuju svinjsku entericku koronavirusnu
bolest (SECD) koju je po patoloskim manifestacijama gotovo nemoguce povezati s tocnim

virusnim uzro¢nikom bez seroloskog ili molekularnog testa (Kenney i sur. 2021).
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Slika 5. Filogenetsko stablo ¢estih koronavirusa zivotinja, svih sedam ljudskih koronavirusa te
nekoliko koronavirusa §iSmisa (za koje se smatra da su ukljuéeni u prijenos na ljude) (preuzeto
iz: Kenney i sur. 2021).

Sto se ti¢e gubitaka, virus epidemijskog proljeva svinja (PEDV) je gospodarski zna¢ajan s visokom
stopom zaraze i visokom stopom smrtnosti, u prasci¢a ¢ak do 100% (dok je u odraslih svinja niza
s oko 20%). Kao uzroc¢nik bolesti otkriven je 1971. u Engleskoj (Oldham 1972; Pensaert i Martelli
2016) te je opisana bolest sli¢ila TGEV-u, a 1977. godine u Belgiji je determiniran PEDV kao
zaseban virus (Wood 1977). Do danas je diagnosticiran u SAD-u i Europi, a stvara sve vece
probleme u zemljama Azije (Li i sur. 2012). Postoji samo jedan serotip PEDV-a klasificiran u
dvije genske grupe (G1 i G2); G1 je europska grupa i uzrokuje blage simptome, dok je G2 nadena
u Americi i Aziji te je znatno virulentnija. Moguce da je uzrok tome insercija ili delecija u S genu
nazvana S-INDEL koju klasi¢ni soj CV777 iz Belgije nema (Chen i sur. 2016; Rasmussen i sur.
2018; Domanska-Blicharz i sur. 2021).

PEDV se moZe lako prenositi preko asimptomatski zarazenih svinja koje u okolinu ispustaju virus
putem fekalija te on potencijalno moze kontaminirati hranu, vodu ili predmete (Lee 2015).

Otprilike 36 sati nakon infekcije virus ozbiljno ostecuje crijevne resice §to se oCituje loSom
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apsorpcijom hrane, disbalansom elektrolita, proljevom i ¢ak ugibanjem prascica (Popischil i sur.
2002).

Za lijeCenje najvaznije je dijagnosticki razlikovati PEDV od TGEV-a, ¢emu obi¢no sluze seroloski
ELISA ili molekularni PCR testovi. Za PEDV postoji opasnost emergencije u ljudskoj populaciji
jer pokazalo se da protein S moze reagirati s ljudskim ACE2 (Liu i sur. 2015). Obrnuto, moguca
je zaraza svinja ljudskim SARS-CoV-2 zbog adsorpcije na isti receptor (Schlottau i sur. 2020; Wan
i sur. 2020). Za profilaksu se, osim visoke razine higijene na farmama, Koriste cjepiva najcescée s
inaktiviranim virusom ili podjedinicom ovojnice te povratna imunizacija suprasnihkrmaca

homogenatom crijeva pras¢i¢a uginulih od PEDV-a. (Domanska-Blicharz i sur. 2021).

Virus transmisivnog gastroenteritisa svinja (TGEV) otkriven je 1946. u SAD-u (Doyle i Hutchings
1946). Od tada virus je potvrden u cijelom svijetu, posebice u zemljama s velikim uzgojem svinja.
Smrtnost pras¢i¢a do dva tjedna starosti moze biti do 100%, usporedivo sa smrtno$¢u od PEDV-
a. Razlika je u kracoj inkubaciji TGEV-a koja traje od 24 do 36 sati (Domanska-Blicharz i sur.
2021). Simptomi su patoloski nerazlu¢ivi od onih PEDV-a i uzrok ugibanja je takoder ozbiljna
dehidracija uzrokovana proljevima i oSte¢enjem crijevnog epitela (Saif 1999). No, bolest takoder
moze biti subakutna ili asimptomatska. TGEV osim enterickog sustava moze inficirati i gornje
diSne puteve uz prolazno otpustanje viriona preko sekreta, no rijetko uzrokuje upalu pluca ili lezije

na plu¢ima (Saif 2004).

Respiratorni koronavirus svinja (PRCV) je zapravo varijanta TGEV-a (dijele 98% istih
nukleotidna u mnogim otvorenim okvirima ¢itanja) (Britton i sur. 1991) nastala velikom delecijom
(207-227 aminokiselina) na genu za protein S, rezultiraju¢i okrnjenim proteinom (Wang i sur.
2019). Posljedica je promjena tkivnog tropizma od enterickog sustava na di$ni sustav (Sanchez i
sur. 2020). Inficira stanice gornjih i donjih di$nih puteva poput SARS-CoV i SARS-CoV-2 i
obi¢no uzrokuje blage simptome, no moze se razviti atipicna upala pluca ili sekundarna upala
uzrokovana koinfekcijom i potaknuta stresom (Jung i sur. 2009; Kenney i sur. 2021). Upala pluca
zna zadesiti ¢ak do 60% povrsine. PCRV se replicira u alveolarnim makrofazima te pneumocitima
tipa | i Il te istovremeno u sluznici crijeva, no nema unistavanja crijevnih resica i otpustanje viriona

fekalijama je ograni¢eno (Cox i sur. 1990; Saif 2004).

Zanimljivo da je Sirenje PRCV-a smanjilo pristunost TGEV-a na farmama diljem Europe,

ukazujuéi na unakrsnu zastitu (eng. cross-protection) protiv TGEV-a nakon infekcije PRCV-om.
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U pokusima, PRCV je inducirao humoralnu zastitu IgA i IgG antitijelima u sluznici crijeva, a
nakon probne infekcije TGEV-om, steCena imunost dala je djelomi¢nu zastitu i uzrokovala
smanjeno otpustanje TGEV-a fekalijama (VanCott i sur. 1994; Brim i sur. 1995). Pojedina¢na
infekcija suprasnih krmac¢a PRCV-om inducira samo djelomi¢nu, pasivnu imunost prema TGEV-

u, s tim da se odgovor pojacava nakon viSetrukih infekcija (Sestak i sur. 1996).

Svinjski hemaglutiniraju¢i virus encefalomijelitsa (PHEV) uzro¢nik je bolesti povracanja,
defekacije i encefalomijelitisa. Virus je prvi put dijagnosticiran 1957. u Kanadi (Roe i Alexander
1958). Iako je PHEV c¢est na farmama diljem svijeta i obi¢no ne uzrokuje nikakve simptome, u
pras¢i¢a do Cetiri mjeseca starih moze dosegnuti smrtnost i do 100% (Mora-Diaz i sur. 2019).
PHEV se primarno replicira u gornjim 1 donjim diSnim putevima s nesto replikacije u tankome
crijevu. Virus putuje iz respiratorne mukoze preko Zivaca u srediSnji ziv€ani sustav (CNS) gdje
zarazava 1 oSte¢uje ganglije produzene mozdine 1 kraljeZnicne mozdine, ¢ak 1 malog i velikog
mozga (Kenney i sur. 2021). Simptom §irenja na CNS je manjak motori¢ke koordinacije. Jedina
metoda dostupne profilakse je prijenos antitijela krmace na prasci¢e preko kolostruma §to ih Stiti
do Cetiri tjedna starosti nakon Cega su manje podloZzni zarazi i razvijaju lakSe simptome

(Domanska-Blicharz i sur. 2021; Li i sur. 2016).

Koronavirus sindroma akutnog proljeva svinja (SADS-CoV) je takoder uzro¢nik Ceste svinjske
enteri¢ke koronavirusne bolesti (SECD). Prva epidemija pogodila je 2016. farme u kineskoj
provinciji Guangdong, nakon cega je val epidemije splasnuo (Zhou i sur. 2018). Ponovno
pojavljivanje 2018. 12019. u provincijama Fujian i Guangdong podsjec¢a na epidemiju SARS-CoV
zbog snaznog vale zaraze nakon ¢ega je doSlo naglo jenjavanje (Li i sur. 2018; Zhou i sur. 2019).
Simptomi enteri¢ke bolesti sli¢ni su bolestima uzrokovanim PEDV-om i TGEV-om, a pras¢i¢i
mladi od pet dana imaju smrtnost do 90%. SADS-CoV je srodan koronavirusu $iSmisa potkovnjaka
HKU2-CoV te s njime dijeli 95% nukleotidne sli¢nosti genoma (Zhou i sur. 2018; Yang i sur.
2020). Smatra se da je prijenos sa §iSmiSa na svinje uzrokovan kontaminacijom §iSmisjim
fekalijama.. Eksperimentalno majmunske i ljudske kulture stanica su efikasno zarazene SADS-
CoV virusom §to opucuje na nuzan oprez i pracenje situacije zbog opasnoti od emergencije za
ljude (Cui i sur. 2019).
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6.2  Koronavirusi goveda

Govedi koronavirus (BCoV) pripadnik je roda Betacoronavirus (podroda Embecovirus) te se
njegov filogenetski polozaj medu ostalim koronavirusima zivotinja vidi na Slici 3. i 5. Uzro¢nik
je teleceg neonatalnog proljeva, zimske dizenterije (hemoragi¢nog proljeva) te infekcije disnog
sustava goveda svih Zivotnih dobi. BCoV je pneumoentericki virus ¢esto izoliran iz uzoraka uzetih
od telica s proljevom i starije stoke s respiratornim simptomima. Virus je prvi put zabiljezen 1973.
u SAD-u i od tad je dijagnosticiran po cijelom svijetu (Mebus i sur. 1973). Patogeneza entericke
bolesti sli¢na je kao u svinjskih koronavirusa (Benfield i Saif 1990).

Specifiénost BCoV koronavirusa (kao i ostalih pripadnika podroda Embecovirus) je posjedovanje
hemaglutinin-esteraze (HE) proteina na vanjskoj ovojnici, svojstvo koje ostali pripadnici roda
Betacoronavirus nemaju. HE (uz protein S) sluzi kao protein za adsorpciju i fuziju sa stanicom pa
u kombinaciji sa proteinom S omoguéuje zarazavanje veceg broja domacina (Keha i sur. 2019).
Pretpostavlja se da je gen za protein HE stecen nedavnom heterolognom rekombinacijom izmedu
pretka podroda Embecovirus i virusa gripe tipa C, $to je samo jo$ jedan dokaz sposobnosti

rekombinacije porodice Coronaviridae (Zeng i sur. 2008; Domanska-Blicharz i sur. 2021).

Virus uniStava crijevne resice i sluznicu $to vodi nepotpunoj apsorpciji hrane te gubitku vode i
elektrolita. NajceS¢e zarazava telice od jednog do tri tjedna starosti, nakon Sto titar majcinskih
antitijela u mlijeku poéne opadati. Bolest je simptomati¢na u 20% do 100% slu¢ajeva, no smrtnost
je obi¢no oko 2% (Saif 2010). Respiratorni simptomi dolaze u obliku kaslja, sekreta iz nosa, upale
plu¢a i temperature. Virus se replicira u epitelu nosa i dusnika te nekad u plu¢ima. Bakterijska
koinfekcija vodi do nekrozne upale pluénih krila, ¢esto zahvacajuc¢i od 50% do 80% volumena
pluca (Kenney i sur. 2021). Otpustanje virusa prilikom respiratorne infekcije dogada se kapljicnim
putem i fekalno (Heckert i sur. 1990). Respiratorne reinfekcije su Ceste, mogu doc¢i bez pojave

simptoma, no uz povisen titar antitijela i nekoliko ciklusa §irenja virusa.

Sve zajedno sugerira manjak dugoro¢ne imunosti u sluznici gornjih di$nih puteva ¢ak i nakon
ponovnih infekcija, a nesto sli¢no se primjecuje i u ljudskih respiratornh koronavirusa te SARS-
CoV-2 (Callow i sur. 1990; Saif 2004). Jo$ jedna paralela s ljudskim koronavirusima je pojava
ozbiljnijih patoloskih simptoma u goveda starije zivotne dobi oboljelih od zimske dizenterije
uzrokovane BCoV, kao §to stariji ljudi lakSe oboljevaju i razvijaju tezu bolest prilikom zaraze

virusima SARS-CoV i SARS-CoV-2 (Donnelly i sur. 2003; Saif 2004; Landi i sur. 2020).
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Postoje pokazatelji zoonotskog potencijala BCoV-a i opasnosti za ljude. In vitro istrazivanja
pokazala su da velik broj kvazivrsta BCoV-a ima predispoziciju za infekciju ljudske kulture
stanica, preko selekcije varijanti s promjenama u proteinu S (Borucki i sur. 2013). Moguce da se
skok na ljude ve¢ i dogodio jer visoka nukleotidna slicnost genoma od 96% izmedu BCoV i
ljudskog HCoV-OC43 upucuje na zajednic¢ko podrijetlo (Kin i sur. 2016). Usporedba
molekularnog sata genoma sugerira da se dogodio zoonotski prijenos virusa s goveda na ¢ovjeka
u 1890-ima. Pretpostavilo se da je vjerojatna adaptacija za prijenos na ¢ovjeka osigurana 290
nukleotida dugackom delecijom nizvodno od gena za protein S (Vijgen i sur. 2004). Ipak, kada je
koronavirusu nego HCoV-OC43, pokazalo se da BCoV moze zaraziti ¢ovjeka i bez radikalnih
promjena u genskoj strukturi virusa (Zhang i sur. 1994; Domanska-Blicharz i sur. 2021).

6.3  Koronavirusi pasa

Psece koronaviruse predstavljaju pseci koronavirus (CCoV) 1 pseci respiratorni koronavirus
(CRCoV). CCoV je prvi put zabiljezen 1971. u Njemackoj i od tada je dijagnosticiran po cijelom
svijetu kao uzro¢nik psece entericke bolesti (Decaro i Buonavoglia 2011). Inficira enterocite, koji
oblazu crijevne resice u tankom crijevu, putem interakcije s aminopeptidazom (APN) stanice
domacina. Patogeneza je posredovana apoptozom enterocita §to je indcuirano virusima (Ruggieri
i sur. 2007). Simptomi pseceg gastoenteritisa su povracanje, proljev, manjak apetita i dehidracija,
a put rasprostranjivanja virusa je posljedi¢no preko fekalija. Opisani su pantropski sojevi CCoV -
a, nastali delecijama na genu za S i NSP proteine, kao moguci uzroc¢nici psece sistemske bolesti
sa simptomima pireksije, anoreksije, depresije, povrac¢anja, a ponekad nastupa i smrt.

(Buonavoglia i sur. 2006).

CCoV spada u rod Alphacoronavirus (Slika 3. i 5.). Smatra se da je u rekombinaciji s TGEV-om
(takoder Alphacoronavirus) stekao novu varijantu gena za protein S, otkrivsi rekombinaciju kao
mehanizam evolucije CCoV 1 moguce kolanje koronavirusa izmedu svinja 1 pasa (Zhang 1 sur.
2020). Zamijeceno je da protein S koronavirusa CCoV tipa II moze interagirati osim S pseéim i s
macjim APN-receptorom. Ova bioloSka karakteristika je u suprotnosti s tezom da virusi koriste
vrsno-specificne receptore 1 izravan je pokazatelj potencijala CCoV za prijenos s jedne vrste na

drugu (Buonavoglia i sur. 2006; Decaro i sur. 2009). Postoje cjepiva s deaktiviranim ili
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atenuiranim virusom od 1980-ih, no veterinari ih ne koriste Cesto zbog uglavnom umjerenih

simptoma infekcije.

Nesto novije opisan je pseéi respiratorni koronavirus (CRCoV). lzoliran je iz uzoraka pluca
zarazenih pasa u Ujedinjenom Kraljevstvu 2003. (Erles i sur. 2003) te je kasnije naden u Europi,
Japanu, SAD-u i Kanadi (Kenney i sur. 2021). Taksonomski spada u rod Betacoronavirus §to ga
¢ini filogenetski blizim srodnikom virusima BCoV-u i HCoV-OC43 nego virusu CCoV-u (Erles i
sur. 2007). Cak se smatra da je predak CRCoV-a govedi koronavirus ili su CRCoV i BCoV imali
zajednickog pretka (Lorusso i sur. 2009). Sialicne kiseline 1 mogué¢e HLA1 sluZe kao receptori za
adsorpciju i fuziju CRCoV. CRCoV uzrokuje brojne simptome, od respiratirnih do probavnih, no
karakteristicne su lezije u organima s detektiranim CRCoV antigenom npr. pluca, bubrezi, jetra,

limfni ¢vorovi itd. (Kenney i sur. 2020).

6.4 Koronavirusi macaka

Koronavirusi mac¢aka (FCoV) pripadaju rodu Alphacoronavirus (Slika 3. i5.) i dolaze u dva
razli¢ita biotipa (macji probavni koronavirus (FECV) i1 virus macjeg infektivnog peritonitisa
(FIPV)) i dva serotipa (I i Il). Prvi je zabiljezen FIPV jo§ 1950-ih kao uzro¢nik bolesti macjeg
infektivnog peritonitisa (FIP) (Holzworth 1963).

Antigenski, koronavirusi macaka klasificiraju se u dva serotipa temeljeno na diferencijalnoj
neutralizaciji antitijelima zbog varijabilnosti aminokiselina u proteinu S (Kipar i Meli 2014).
Serotip I je prevladavajuci cirkulirajuci soj, dok je serotip II rjedi i nastao je kao rezultat dvostruke
rekombinacije izmedu FCoV tipa I i pseCeg coronavirusa CCoV, kada je gen za protein S pseceg
koronavirusa ukorporiran u genom macjeg koronavirusa. Oba serotipa uklju¢uju viruse i FECV i
FIPV biotipova (Jaimes i sur. 2020), no 70-85% infekcija FIPV-om je uzrokovano koronavirusom

serotipa I (Herrewegh i sur. 1995; Domanska-Blicharz i sur. 2021).

Biotip FECV obi¢no uzrokuje enteritis s umjerenim simptomima, nekad subklini¢an. No, macji
koronavirus koji zaraZzava enterocite moze razviti specificne mutacije postavsi macji koronavirus
infektivnog peritonitisa (FIPV) (Kenney i sur. 2021). Mutacija odgovorna za prijelaz nalazi se u
ORF-ovima za 3c i 7b za nestrukturne pomoéne proteine (nsp) (Zhang i sur. 2020) i proksimalnu
domenu proteina S (Rottier i sur. 2005). Vjerojatnije je da FIP iz FECV-a nastaje mutacijama
unutar domacina te potom zarazava jedinku autoinfekcijom nasuprot pretpostavci da je prijenos

od jedinke do jedinke primarni put zaraze (Pedersen 2009).
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Uz prijelazak FECV-a u FIPV dolazi promjena tropizma virusa od epitelnih stanica probavnog
sutava do monocita i makrofaga. Sposobnost da zarazi krvne monocite ¢ini FIPV visoko
virulentnim 1 patogenim te omogucuje sistemsku infekciju (Rottier i sru. 2005). Infekciju FIPV-
om karakterizira sistemska pirogranulomatozna upala. Bolest je neizljeciva i fatalna za macke
(Jaimes i Whittaker 2018). Cjepivo protiv FIPV-a postoji, no efikasnost je upitna jer postoji rizik
od razvoja pojacanih simptoma ovisnih o antitijelima (eng. antibody-dependent enhancement,

ADE) $to vodi jo$ ozbiljnijoj upali (Day i sur. 2016).

6.5 Koronavirusi ptica

Koronavirusi ptica (eng. avian coronavirus, AvCoV) spadaju u rodove Gammacoronavirus i
Deltacoronavirus. Virus infektivnog bronhitisa (IBV) je najistaknutiji gamakoronavirus ptica
(Slika 3. 1 5.). IBV je opéenito prvi ikad zabiljezeni koronavirus, a otkriven je 1931. u pilica
(Fabricant 1998). Duge godine istrazivanja IBV-a pokazale su da se radi o kompleksu seroloski i
genski vrlo heterogenih sojeva klasificiranih u genotipe i srodstvene loze na temelju strukture gena
za S1 (Valastro i sur. 2016). Trenutno se zna za 7 genotipova podijeljenih na 34 loze, s time da su
neki genotipovi kozmopolitski rasprostranjeni dok ostali kolaju lokalno (de Wit i sur. 2011) te

osim kokosi mogu zarazavati purice, biserke 1 prepelice (de Wit i Cook 2020).

Svi uzrokuju infektivni bronhitis s tropizmom virusa za di$ni sustav, no moguca je infekcija
probavnog, ekskretornog ili reproduktivnog sustava od strane razli¢itih sojeva (Cook 1 sur. 2012).
IBV se inicijalno replicira u respiratornim tkivima uzrokuju¢i bolesti diSnog sustava s klasi¢nim
simtpomima. U infekcije rektuma i ne€isnice bolest je Cesto asimptomatska $to potice perzistenciju
virusa u organizmu, uz ponovnu pojavu bolesti tijekom polaganja jaja zbog stresa i time
suprimiranog imunosnog sustava (Cavanagh 2003; Kenney i sur. 2021). Virus se replicira i u

jajovodu $to smanjuje proizvodnju jaja i nanosi ekonomsku Stetu farmama (Saif 2004).

Cjepivo protiv IBV-a je najrasirenije i najvise koriSteno cjepivo protiv Zivotinjskih koronavirusa
te su cjepiva s atenuiranim virusom (proizvedena pasaziranjem) dostupna jo$ od 1950-ih (de Wit
i sur. 2011; Laconi i sur. 2020). Cjepiva su i do 100% djelotvorna protiv bolesti, ali svejedno neke
kokosi ne dosegnu potrebnu imunost i sposobne su dalje $iriti virus (Kenney i sur. 2021). Dodatni
problem je $to cjepivo na bazi jednog serotipa ¢esto ne $titi protiv infekcije drugim serotipovima

(Bandi i sur. 2015; Zhang i sur. 2020).
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6.6  Koronavirusi kukaca i kukcojeda
Koronavirusi su nedavno nadeni i u kukcojednim Zivotinjama, poput jezeva (Drexler i sur. 2014).
Na temelju proucavanja koronavirusa kukcojednih Zzivotinja i otkrica koronavirusa iz reda
Nidovirales u kukcima, postavljena je zanimljiva hipoteza o kukcima kao ishodistu koronavirusa
(Ngaisur. 2011; Drexler i sur 2014).

7 RASPRAVA

Gotovo sva filogenetska istrazivanja koronavirusa koja ukljucuju $iSmise ili druge zivotinje
temelje se na PCR testovima. Za amplifikaciju se ciljaju dijelovi otvorenog okvira ¢itanja ORF1ab,
obi¢no RNA ovisna RNA polimeraza (RdRp). Veli¢ine dobivenih amplikona mogu iznositi 121
do 404 pb (Anthony i sur. 2013; Drexler i sur. 2014). Tako kratki odsjecci DNA mogu omesti
rekonstrukciju filogenije koronavirusa. Takoder, pokazalo se da visoka stopa rekombinacije u
koronavirusa otezava vjerodostojan prikaz evolucijske povijesti koronavirusa (Boni i sur. 2020).
Stoga, treba pristupiti sa sumnjom kada se bilo kakvi zakljucci izvode iz analiza kratkih dijelova

genoma te modulirati filogenetski pristup jer nemaju sve regije genoma jednaku proslost.

Sto se ti¢e interspecijskog prijenosa koronavirusa, naroéito treba voditi ra¢una o koronavirusima
koji imaju Sirok krug domacina, ali ne treba zanemariti ni one koji imaju uzak krug domacina koje
zarazavaju. Primjer koronavirusa koji imaj Sirok krug domacina je BCoV koji uz goveda zarazava
ljude, konje, jelene, antilope, deve, Zirafe, pse i1 purice (Drexler 1 sur. 2014; Kenney i sur. 2021).
Primjer koronavirusa koji imaju uzak krug domacina su alfakoronavirusi i neki sojevi SARSr-CoV
koji zarazavaju rodove SiSmiSa Rhinolophus, Myotis, Miniopterus, Carollia itd. Neki rod-
specifi¢ni virusi detektirani su u jedinkama §iSmisa udaljenima i po viSe tisu¢a kilometara (Tang i

sur. 2006; Corman i sur. 2013).

Pretpostavlja se da velik genom, ucestala rekombinacija te visoka stopa mutacija olak$avaju
interspecijski prijenos koronavirusa (Woo i sur. 2009). Nedavno istrazivanje pokazalo je umjernu
stopu rekombinacije virusa SARS-CoV-2 u prvoj godini pandemije ali nisku u epidemiji SARS-
CoV (Pollet i sur. 2021). Drugo istrazivanje sugerira da afinitet proteina S virusa SARS-CoV-2 za
receptor (angiotenzin-konvertiraju¢i enzim 2) vjerojatno nije steen rekombinacijom veé

pritiskom prirodne selekcije (Tang i sur. 2020).
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Ipak, rekombinacija u RNA virusa je visestruko zabiljezen fenomen. U jednom istrazivanju, u 67
od 68 analiziranih genoma pripadnika roda Sarbecovirus, otkriveni su tragovi homologne
rekombinacije u blizoj ili daljoj evolucijskoj proslosti (Boni i sur. 2020). No, uvjeti i osobitosti

rekombinacije u koronavirusa nisu do kraja poznati.

U odnosu na ostale RNA viruse, stopa mutacija koronavirusa nije drasticna jer posjeduju enzime
koji provjeravaju ugradnju nukleotida (eng. proofreading enzyme) (Minskaia i sur. 2006). Stoga
su koronavirusi vjerojatno evoluirali finom granicom izmedu mutacija i provjere ugradnje
nukleotida (Drexler i sur. 2014). Visoka stopa mutacija koronavirusa javlja se samo u nekim
dijelovima genoma poput gena za protein S za koji se zna da je nisko konzerviran i njegova

sekvenca moze varitati izmedu izolata iste varijante koronavirusa (Payne 2017).

Veci napori moraju se uloziti u pracenje §iSmisjih koronavirusa. Dinamika prijenosa koronavirusa
u populacijama §iSmisa u divljini trenutno je slabo poznata (Latinne i sur. 2020). Ptice su vjerojatan
izvor i rezervoar koronavirusa roda Gammacoronavirus i Detacoronavirus (Woo i sur. 2012),
stoga potrebno je bolje razumijevanje koronavirusa u ptica i mogucnosti interspecijskog prijenosa.
Osim ptica i $iSmiSa, razborito bi bilo ste¢i viSe znanja o koronavirusima ostalih kukcojednih
zivotinja i koronavirusima kukaca (Nga i sur. 2011; Drexler i sur 2014). Veterinarsko pracenje
koronavirusa domacih zivotinja je od pomoci u razumijevanju ljudskih koronavirusa, posebice

aktualnog SARS-CoV-2.
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8 ZAKLJUCAK

Zbog iskoristavanja prirodnih resursa pri cemu ljudi dolaze u kontakt sa Zivotinjama koje su
rezervoari virusa, te konzumiranjem divljih Zivotinja, ljudi doprinose interspecijskom prijenosu
virusa. Potrebna je kvalitetnija i sustavnija strategija prevencije epidemija i treba se raditi na
holistiCkom pristupu ovako sloZzenom problemu; moraju se integrirati mnoge grane ljudske
djelatnosti od politike, zakonodavstva i javnog zdravstva do ekologije, zastite prirode i upravljanja

prirodnim resursima.

Koronavirusi su rasireni u mnogim zivotinjskim vrstama i U ¢ovjeka. Uzrokuju visoko patogene
bolesti 1 rasprostranjuju se brzo, ¢esto kapljcnim putem. Posto su RNA virusi, lako mutiraju i
sposobni su za rekombinaciju s drugim virusima, $to pogoduje emergenciji novih patogena. Mogu

se prenositi asimptomatski za §to su zoran primjer svinjski koronavirusi i ljudski SARS-CoV-2.

Uzevsi u obzir dugorocno iskustvo koje su stekli s Zivotinjskim koronavirusima, veterinari su u
jedinstvenoj poziciji da medicini i biologiji pomognu u slaganju potpunije slike o koronavirusima,

kako bi se unaprijedilo lije¢enje 1 sprijecila ponovna emergencija ovih virusa.
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10 SAZETAK

Koronavirusi su patogeni ljudi, ve¢ine domac¢ih i mnogih divljih Zivotinja. Koronavirusi
SiSmisa zadobili su posebnu paznju nakon epidemije SARS-a, kada se spoznalo da su §i§misi izvor
I rezervoar ogromne raznolikosti koronavirusa sa zoonotskim potecijalom. Taksonomski se
koronavirusi klasificiraju u ¢etiri roda; rodovi Alphacoronavirus i Betacoronavirus zarazavaju
sisavce, a Gammacoronavirus i Deltacoronavirus uglavnom ptice. Si¥misi su se pokazali kao
izvanredan domacin koronavirusima zbog specificnog imunosnog sustava i Zivota u napucenim i
heterogenim kolonijama. Jugoisto¢na Azija dom je velike bioloske raznolikosti §imisa, a time i
njihovih koronavirusa. Tri od ¢etiri nedavne epidemije uzrokovane emergentnim koronavirusima
ljudi ili zivotinja ishodiste su imale u Kini. Mutacija, rekombinacija i prirodna selekcija mehanizmi
su molekularne evolucije koronavirusa. Koronavirusi domacih Zivotinja uzrokuju niz respiratornih
i enteri¢kih bolesti, skloni su nastanku novih sojeva, ¢esto s visokom stopom smrtnosti te niskim
ucinkom profilakse pa mogu predstavljati model za bolje, holisticko razumijevanje koronavirusa

te sprjecavanje pojave buduéih sojeva s epidemijskim potencijalom.

Kljucne rijeci: divlje zivotinje, domace Zivotinje, emergentni virus, protein Siljka, §iSmis
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11 SUMMARY

Coronaviruses are pathogens of humans, most domestic and wild animals. Bat coronaviruses
came into spotlight during SARS pandemic as bats proved to be the source and reservoir of
numerous coronaviruses with zoonotic potential. Taxonomy classifies coronaviruses in four
genera; Alphacoronavirus and Betacoronavirus are pathogens of humans, bats and other
mammals, while genera Gammacoronavirus and Deltacoronavirus predominantly infect birds.
Bats are unique hosts of coronaviruses because they have a specific immune system and live in
diverse and dense colonies. Southeast Asia is characterized by biodiversity of bats and
consequently their coronaviruses; three of four recent outbreaks caused by emergent coronaviruses
of humans and livestock originated in China. Mutation, recombination and natural selection are
mechanisms of molecular evolution of coronaviruses. Livestock and pet coronaviruses cause
respiratory and enteric diseases and are prone to emergence of new strains, resulting in high
mortality rates and low effectivness of prophylaxis. As such they are compelling model for a better,
holistic understanding of coronaviruses and future prevention of new strains with epidemic

potential.

Key words: bat, domestic animals, emergent virus, spike protein, wild animals
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