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gp120- virusni glikoprotein lipidne ovojnice

gp41- virusni glikoprotein lipidne ovojnice
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1. UVOD

Virus macje imunodeficijencije (FIV) uzrocnik je jedne od najznacajnijih zaraznih
bolesti domacih macaka. Pored domac¢ih macaka virus je patogen i za ostale pripadnike
porodice Felidae, a infekcija je dokazana i unutar porodice Hyaenide (TROYER i sur., 2005.).
Zajedno s infekcijom virusom zarazne leukemije macaka predstavlja vode¢i uzrok uginuca
domacih macaka zarazne etiologije.

Virus je prvi puta izoliran 1986. godine iz T-limfocita macaka sa sindromom stecene
imunodeficijencije (PEDERSEN 1 sur., 1987.). Radi svojih biokemijskih i morfoloskih
znacajki, FIV je klasificiran u porodicu Retroviridae te unutar roda Lentivirus (PEDERSEN i
sur., 1987.; YAMAMOTO i sur., 1989.; TROYER i sur.; 2005.). Virusna Cestica sadrzi tri
strukturna gena: gag, pol i env (CRAIGO i MONTELARO, 2010.). Na temelju filogenetskih
razlika virus je podijeljen u Sest osnovnih podtipova, od A do F (WEAVER, 2010.; SYKES,
2014.).

Infekcija FIV-om globalno je rasprostranjena zarazna bolest. Globalna prosirenost
zaraze procjenjuje se od 14 % pa sve do 44 %, ovisno o zemljopisnom podrucju
(HARTMANN, 1998.). Novije istrazivanje na podru¢ju Republike Hrvatske dokazuje infekciju
FIV-om u 13.13% nasumicno pretrazenih slobodnozivuéih macaka u urbanom podrucju, dok
je taj broj 20,88% u vlasni¢kih madaka s klini¢kim znakovima bolesti (PERHARIC, 2018.).

Izvor infekcije jesu zarazene macke, a dominantni put prijenosa bolesti je putem ugriza
jer se virus u slini zarazenih macaka nalazi u visokoj koncentraciji (SHELTON i sur., 1989.;
LEVY i sur., 2006.). Klinicka slika u zaraZenih macaka nespecifi¢na je te dovodi do sindroma
steCene imunodeficijencije kojim dominiraju oportunisticke infekcije i razvoj malignih
novotvorevina (HARTMANN, 2011.). Slicnu pojavu 1 tijek bolesti uocavamo kod ljudi
inficiranih virusom humane imunodeficijencije (HIV).

Zbog nespecifi¢ne klinicke slike, objektivne metode dijagnostike FIV-a ukljucuju
dokaz specifi¢nih protutijela ili dokaz uzroc¢nika u pretraZzivanom klinickom materijalu. U
dijagnostici infekcije FIV-om najcesce se koriste komercijalno dostupni imunoenzimski testovi
koji dokazuju specifi¢na protutijela. Uvodenjem cjepiva protiv FIV-a te nemoguénoscu vecine
imunoenzimskih testova da razlikuju cijepna protutijela od protutijela nastalih kao posljedica
prirodne infekcije, molekularna metoda dijagnostike dobila je svoju prakticnu primjenu.

Najcesce koriStena molekularna metoda dijagnostike temelji se na lancanoj reakciji



polimerazom (PCR) kojom dokazujemo najmanje varijabilne regije gag i env strukturnih gena
FIV-a (STEINRIGL i KLEIN, 2003.).

Etiolosko izlijeCenje zarazenih jedinki do danas nije zabiljeZeno, stoga se lijeCenje
zasniva na suzbijanju oportunistickih infekcija 1 podizanju opce otpornosti. Iako FIV dijeli
mnoge sli¢nosti s HIV-om, patogen je iskljucivo za pripadnike porodica Felidae i Hyaenidae
te do danas nije zabiljeZen slucaj zarazavanja ljudi (BUTERA i sur., 2000.).

Cilj ovog znanstvenog rada je na podrucju Republike Hrvatske (RH) postaviti
molekularnu dijagnostiku FIV-a dokazivanjem prisustva env gena provirusne DNK, te tako
ujedno 1 potvrditi perzistentnu infekciju 1 dozivotno kliconosStvo zarazenih macaka. Nadalje,
cilj ovoga znanstvenoga rada jest i filogenetska analiza FIV-a utvrdenog u macaka s podrucja
RH temeljena na provirusnom env genu. Filogenetskom analizom odsjecka env gena virusa
FIV-a utvrdenih na podru¢ju RH i njihovom usporedbom s env genima pohranjenim u genskoj
banci utvrdit ¢emo pripadnost virusa macje imunodeficijencije s podru¢ja RH odredenom

virusnom podtipu te time uvrstiti nase virusne sojeve na globalnu filogenetsku kartu.



2. PREGLED DOSADASNJIH SPOZNAJA
2.1 POVIJEST

Porodica Retroviridae otkrivena je pocetkom 20. stoljeca, 1908. godine, kada su danski
lijecnik i1 veterinar dokazali virusnu etiologiju leukemije u kokoSi (ELLERMANN i BANG,
1908.). Prvi opis bolesti uzrokovane pripadnikom porodice Retroviridae, roda Lentivirus,
zabiljezen je 1843. godine u Francuskoj, a odnosio se na infekcioznu anemiju kopitara
(LIGNEE, 1843.). Detaljniji opis bolesti objavljen je 1904.godine, uklju¢ivao je opis akutnog,
subakutnog i kronicnog tijeka bolesti, no virusna etiologija i klasifikacija uzro¢nika dokazane
su naknadno (VALLEE i CARRE, 1904.).

Sredinom proslog stolje¢a zapocinje taksonomska klasifikacija virusa porodice
Retroviridae i roda Lentivirus nakon otkri¢a maedi- visna virusa u ovaca (MVV) na Islandu,
odnosno etiologije zarazne bolesti s neuroloskim znakovima u ovaca. Zbog tipi¢no Sporog
tijeka te bolesti i sporog razvoja klinickih znakova, rod Lentivirus dobio je ime od latinske
rijeci lenti (hrv. sporo) (SIGURDSSON, 1954.; LIN i THORMAR, 1972.). Prva retrovirusna
zarazna bolest domacih zivotinja dijagnosticirana na podru¢ju Republike Hrvatske bila je

infekciozna anemija kopitara 1934. godine (BOSNIC, 1936.).

Virus macje imunodeficijencije otkriven je medu posljednjima od virusa porodice
Retroviridae, roda Lentivirus. Izoliran je 1986. godine u SAD-u u Saveznoj drzavi Kaliforniji
iz T-limfocita macaka sa sindromom steéene imunodeficijencije (PEDERSEN i sur., 1987.).
Taj izolat prozvan je Petaluma soj, po imenu grada u kojem je otkriven. Petaluma soj jos od
tada jedan je od najce$cih laboratorijskih sojeva koriStenim u istrazivanjima (WEAVER,
2010.). Dvije godine nakon prve izolacije, tj.1989. godine, virus je po prvi puta izoliran iz sline
zarazenith macaka (PEDERSEN 1 sur.,1989.). Od tada je virus izoliran u mnogih pripadnika
porodice Felidae kao Sto su puma (Puma concolor), lav (Panthera leo), leopard (Panthera
pardus), pallasova macka (Otocolombus manul) i ris (Lynx rufus) (OLRNSTED i sur., 1992.;
BROWN i sur, 1994.; CARPENTER i sur., 1996.; BARR i sur, 1997.; ROELKE i sur., 2009.;
LAGANA i sur, 2013.). Infekcija FIV-om u populaciji hijena otkrivena je 2005. godine
(TROYER i sur., 2005.). U Republici Hrvatskoj, infekcija FIV-om prvi je puta sluzbeno
potvrdena na klinikama Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu upotrebom seroloskih

pretraga (KUCER i sur., 2000.).



2.2 ZEMLJOPISNA PROSIRENOST

Nakon otkrica FIV-a u SAD-u 1986. zanimanje za njega raste te je ubrzo infekcija
unutar populacije domac¢ih macaka dokazana diljem svijeta, na svim kontinentima osim
Antarktike (HARTMANN, 1998.; SYKES, 2014.). Rasprostranjenost i prevalencija FIV-a
ovisi o zemljopisnom podrucju, gusto¢i prijemljive populacije i na¢inu drzanja macaka (LEVY
I sur., 2006.; SELLON i HARTMANN, 2012.). Procjena globalne seroprevalencije infekcije
FIV-om je 44% medu populacijom bolesnih te varira od 1% dol14% u populaciji klinicki
zdravih domacih macaka (HARTMANN, 1998.).

U Europi su podaci sljedeci: seroprevalencija FIV-a u Italiji varira izmedu 24% 1
30,90% u bolesnih macaka (BANDECCHI i sur., 1992.; PENNISI i BO, 1994.), dok su u
klinicki zdravoj populaciji anti-FIV protutijela dokazana u 10,70% do 14,10% macaka
(PENNISI 1 BO, 1994.; MAGI i sur.,2002.). U Srbiji seroprevalencija FIV pozitivnih macaka
iznosi 27% (POTKONJAK i sur., 2014.), u Sloveniji 33,30% (TOZON i sur., 2008., u
Engleskoj 10,40% (MUIRDEN, 2002.), a u Njemackoj izmedu 3,20% i 8,40% (FUCHS i sur.,
1994.; GLEICH i sur.,2009.).

Posljednji podaci iz Hrvatske o infekciji FIV-om su 13,13% pozitivnih medu
slobodnoZivu¢im nasumicno pretrazenim mackama u urbanom podrucju, dok je taj broj
20,88% u vlasnickih macaka s ocitovanjem klinickih znakova. Isto istrazivanje navodi
znacajno veci postotak infekcije u muzjaka (31,20%), nego u zenki (8%), u skupini vlasnickih
macaka, a unutar navedene skupine muZzjaka, znacajna je razlika u prevalenciji infekcije medu

kastriranim (18,75%) i nekastriranim muzjacima (35,48%) (PERHARIC i sur., 2018.).



2.3 ETIOLOGIJA

Zbog svojih biokemijskih 1 morfoloskih znacajki, FIV je klasificiran u porodicu
Retroviridae te unutar roda Lentivirus (PEDERSEN i sur., 1987.; YAMAMOTO i sur., 1989.).
Navedena porodica nije svrstana ni u jedan taksonomski red, a ime je dobila po enzimu
reverzna transkriptaza koji je zajednicki za sve viruse ove porodice. Podjela unutar porodice

prikazana je u sljedecoj tablici:

PORODICA PODPORODICA

Retroviridae Orthoretrovirinae Alpharetrovirus

Betaretrovirus

Gammaretrovirus

Deltaretrovirus

Epsilonretrovirus

Lentivirus

Spumaretrovirinae Spumavirus

Tablica 1. Taksonomska podjela unutar porodice Retroviridae. KING i sur., 2012.

Kao i kod ostalih retrovirusa, virusna ¢estica FIV-a je okrugla do elipsoidna oblika,
promjera 100 do 125 nm te ima troslojnu strukturu, a ¢ine ju fosfolipidna ovojnica (envelope)
s glikoproteinima, proteinski matriks te ikozaedralna kapsida koja sadrZzava genom
(nukleokapsida). Genom FIV-a ¢ine dvije pozitivno orijentirane jednolancane ribonukleinske
kiseline, sSRNA (+), u obliku dvije heliks zavojnice (BENDINELLI i sur., 1995; SYKES,
2014.). Virusna RNK sadrzava 9,2 kilobaznih parova (kbp). Genom FIV-a sastoji se od tri
strukturna gena, a to su gag (kodira protein nukleokapside/ p24/ i matriksni protein /p17/), pol
(kodira enzime reverzna transkriptaza, proteaza i integraza) i env (kodira povrsinski gp120 i
transmembranski gp41-glikoproteini ovojnice). Osim navedena 3 glavna, prisutni su jo§ neki
akcesorni i regulatorni geni (CRAIGO i MONTELARO, 2010., SYKES, 2014.).

FIV invadira stanice putem njihovog primarnog receptora CD134, koji je eksprimiran
na macjim T-limfocitima, B-limfocitima i aktiviranim makrofagima te sekundarnog receptora
CXCR4 koji je u normalnim okolnostima kemokinski receptor (SYKES, 2014.). Primarno

mjesto umnazanja FIV-a upravo su CD4. limfociti. Prva je faza virusnog umnoZzavanja
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prepoznavanje ciljne stanice 1 vezanje virusne Cestice na nju Sto je regulirano specificnom
medusobnom interakcijom izmedu glikoproteina lipidne ovojnice virusa (gp120) i stani¢nih
receptora na povrsini T-limfocita, navedenih CD134 i kemokinog receptora CXCR4. Nekim
lentivirusima, poput virusa infekciozne anemije kopitara, dovoljan je primarni receptor kako
bi se vezali, no drugima poput FIV-a i HIV-a potreban je i navedeni kemokinski receptor
(CRAIGO i MONTELARO, 2010.). Slijede ulazak virusne ¢estice u citoplazmu stanica
domacina, otapanje lipidne ovojnice i proteinskog matriksa te oslobadanje virusne RNK u
citoplazmu koju zatim enzim reverzna transkriptaza, svojstven porodici Retroviridae, prevodi
u dvolan¢anu DNK. Novostvorena DNK transportira se u jezgru stanice domacina gdje se
integrira u genom domacina te se tada naziva provirusna DNK. Slijedi transkripcija provirusne
DNK u virusnu glasnicku RNK (mRNK) u jezgri i njena evakuacija u citoplazmu te posljedi¢na
sinteza gag i1 env virusnih gena nuznih za formiranje nukleokapside i lipidne ovojnice s
pripadajué¢im virusnim proteinima. Zavr$na faza podrazumijeva sklapanje kompletne virusne
Cestice izlaskom iz stanice domacina procesom pupanja (budding) (CRAIGO i MONTELARO,
2010., SYKES, 2014.).

Terenski izolati FIV-a podijeljeni su u nekoliko genetski razli¢itih podtipova (A-F). Ta
filogenetska raznolikost rezultat je velikog broja genetskih rekombinacija, osobito unutar
hipervarijabilne regije env gena (STEINRIGL i KLEIN, 2003., SELLON i HARTMANN,
2012.). Glavnu prepreku u razvijanju djelotvorne vakcine protiv lentivirusa predstavlja upravo
njihova velika podloznost mutacijama 1 heterogenost virusa te je zbog toga vrlo vazno odrediti
genetsku raznolikost lentivirusa u svakom podrucju u kojem se planira vakcinacija protiv istih
kako bi se vakcina prilagodila regionalno prevalentnim podtipovima (STEINRIGL i KLEIN,
2003.; SYKES, 2014.). Svojstva env gena takoder su i klini¢ki relevantna jer odreduju stani¢ni
tropizam prema virusu i utjecu na patogenezu. Interakcija izmedu glikoproteina koje kodira
env gen 1 stanice domacina je inicijalni kriti¢ni korak za infekciju, $to ih ¢ini potencijalnim
metama za terapijske intervencije. Europske macke inficirane su podtipovima A, B, Ci D, s
time da podtip A prevladava na podrucju sjeverne Europe (Njemacka, Nizozemska), a podbtip
B znacajniji je u juznoj Europi, na primjer Italiji, gdje je prisutna i velika heterogenost unutar
podtipa (PISTELLO i sur., 1997.; SELLON i HARTMANN, 2012.). Istrazivanje Adolfa
Steinrigla iz 2010.godine provedeno na 66 FIV pozitivnih macaka pokazalo je da podtip A
dominira u Njemackoj, dok podtip B dominira u susjednoj Austriji. Uz to, austrijski sojevi
podtipa B vrlo su divergirali od klasi¢nih sekvenci podtipa B, §to indicira relativno dug period
lokalne evolucije (STEINRIGL i sur., 2010.). Takoder, istrazivanje na podrucju RH iz 2016.

godine provedeno na 29 uzoraka seruma FIV pozitivnih macaka filogenetskom analizom

6



odsje¢ka gag gena svrstalo je ih je u podtip B (PERHARIC i sur., 2016.). Rasprostranjenost

pojedinih podtipova FIV-a u svijetu prikazana je u sljedecoj tablici:

A Novi Zeland, Australija, zapadni SAD, juzna Afrika, sjeverozapadna Europa,
Japan, UK

B Sredis$nji 1 isto¢ni SAD, Karibi, srediSnja i zapadna Europa, Brazil, isto¢ni
Japan

C SAD, Kanada, Novi Zeland, jugoisto¢na Azija

D Vijetnam, rijetko SAD

E Argentina

F SAD (podrucje Teksasa)

Tablica 2. Rasprostranjenost pojedinih podtipova FIV-a u svijetu. SYKES, 2014.

Otpornost uzrocnika je slaba, retrovirusi prezivljavaju samo nekoliko minuta izvan
domacina pa tako i FIV vrlo brzo gubi svoju patogenost i virulenciju te je inaktiviran uporbom
standardnih dezinficijensa (klor, etanol, kvarterni amonijevi spojevi) i zagrijavanjem na 60 °C
(SYKES, 2014.).



2.4 EPIZOOTIOLOGIJA

Virus macje imunodeficijencije sposoban je inficirati domace i1 divlje macke te hijene,
a rasprostranjen je po cijelom svijetu. Na infekciju su primljive macke oba spola, svih pasmina
i dobnih skupina, a inficirane zivotinje predstavljaju izvor infekcije. Gotovo sva istrazivanja
spominju prevalenciju koja je visa u muskih macaka, $to se smatra rezultatom prijenosa virusa
ugrizom, a macci ¢eS¢e sudjeluju u borbama pa su i CeS¢e izlozeni ugrizu (SELLON 1
HARTMANN, 2012.).

FIV se u slini nalazi u velikim koncentracijama i prijenos putem ugriza razmjenom
zarazene krvi i sline najznacajniji je oblik prijenosa medu mackama. Do ugriza najcesée dolazi
prilikom borbe i parenja, za vrijeme kojeg muZzjak grize Zenku za kozu vrata (PONTIER 1i sur.,
2009.). Virus se moZe prenijeti i transplacentarno, prilikom partusa i laktogeno, no ovi nacini
prijenosa smatraju se rijetkima u prirodnim uvjetima (SYKES, 2014.). Jatrogeni prijenos
infekcije takoder je dokazan uporabom kontaminiranih kirurSkih konaca i transfuzijom pune
krvi (DRUCE i sur., 1997.). Virus je takoder dokazan u celularnim i acelularnim frakcijama
ejakulata macaka, no doprinos veneralne transmisije Sirenju virusa u prirodnim uvjetima je
nepoznat i smatra se rijetkim. Eksperimentalnom laparoskopskom inokulacijom inficiranog
sjemena u neizlozenu macku dokazano je da je takav prijenos mogu¢ (JORDAN i sur., 1996.).
Potvrden je i sluzni¢ki put prijenosa infekcije u kontroliranim uvjetima (inokulacijom
infektivnog materijala oralno, vaginalno i rektalno), ali u prirodnim uvjetima nema vece
vaznosti u epizootiologiji FIV-a (OBERT i HOOVER, 2002., SELLON i HARTMANN,
2012.).

Ponekad se javlja koinfekcija s virusom macje leukemije (FeLV) te je infekcija jednim
od ta dva retrovirusa rizini faktor za infekciju drugim. Neki od ostalih rizi¢nih faktora za
infekciju FIV-om su muski spol, starija dob, mijeSana pasmina, mogucnost izlaska iz kuce/

stana, agresivnost i nekastrirane jedinke (GLEICH i sur., 2009.).



2.5 PATOGENEZA

FIV u macaka moze uzrokovati sindrom steCene imunodeficijencije, usporediv s
infekcijom HIV-om u ljudi, ukljucujuéi poveéan rizik za oportunisticke infekcije, neuroloske
bolesti i neoplazije, dakle dominantan patoloski uc¢inak FIV-a jest progresivno ometanje i
narusavanje normalnog funkcioniranja imunosnog sustava (HARTMANN, 2011.). Patogeneza
infekcije FIV-om ovisi o mnogo faktora, a naj¢e$¢e opisivani ¢imbenici koji utjeu na razvoj,
tijek 1 ishod bolesti su dob zivotinje u vrijeme infekcije (mlade jedinke ranije razviju klinicke
znakove), svojstvima soja virusa (neki sojevi su mnogo patogeniji od drugih, a neki specifi¢no
neurotropni), koli¢ina virusa, ulazna vrata infekcije, zdravstveno stanje domacina (SELLON i
HARTMANN, 2012.). Glavna meta FIV-a su CD4+ T-limfociti. Takoder, inficira i CD8+ T-
limfocite, B-limfocite, makrofage, dendriti¢ne stanice, mikrogliju i astrocite (SYKES, 2014.).
S ulaznih vrata infekcije, virus makrofagima i limfocitima bude diseminiran do limfnih organa
(timus, slezena, limfni ¢vorovi) gdje se umnaza, a zatim se limfocitima i makrofagima $§iri po
organizmu te je dokazan u kosStanoj srzi, mozgu, plu¢ima, crijevima, bubrezima (BEEBE i sur.,

1994.).



2.6 KLINICKA SLIKA

Tijek bolesti dijeli se na tri faze: akutnu (primarnu), subklinicku i terminalnu, tj. FAIDS,
no kod prirodnih infekcija pojedine faze mogu izostati. Akutna faza uglavhom ima blage
klini¢ke znakove: vrucica, letargija, znakovi enteritisa, stomatitis, dermatitis, konjunktivitis,
znakovi respiratornih bolesti i generalizirana limfadenopatija (GOTO 1 sur.,, 2000,
HARTMANN, 2011.). U drugoj, subklinickoj/ asimptomatskoj, fazi bolesti broj CD4+
limfocita se popravlja, a koli¢ina virusa u plazmi izrazito je mala, no infekcija nije latentna jer
se produkcija virusa nastavlja u vrlo malim koli¢inama. Ova faza moze potrajati godinama, ¢ak
dozivotno (SYKES, 2014.). Cimbenici koji imaju utjecaj na trajanje asimptmatske faze
ukljucuju patogenost virusa kojime je macka inficirana (ovisi o podtipu FIV-a), izloZenost
sekundarnim patogenima i starost macke u vrijeme infekcije (PEDERSEN 1 sur, 2001.). U
zadnjoj simptomatskoj fazi bolesti, FAIDS-u, klini¢ki znakovi odraz Su oportunisti¢kih
infekcija, neoplazmi, mijelosupresije i neuroloskih poremecaja. Unato¢ izrazito nespecifi¢noj
klini¢koj slici, najucestaliji simptom koji se javlja u oko 50% zaraZenih macaka jest kroni¢ni
ulcerozni proliferativni stomatitis koji se moze javiti u bilo kojoj fazi infekcije. Takoder, macke
inficirane FIV-om imaju oko pet puta veCe Sanse da obole od limfoma ili leukemije od

neinficiraih ma¢aka (HARTMANN, 2011.).
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2.7 PATOLOSKE PROMJENE

Brojne patoloske promjene zabiljezene su macaka inficiranih FIV-om, a neki od njih su
kaheksija, stomatitis (Cesto limfoplazmocitni ulcerozni) s gingivitisom, upale
gastrointestinalnog trakta i znakovi sekundarnih neoplazija i sekundarnih infekcija (SELLON
i HARTMANN, 2012., SYKES, 2014.). Limfni ¢vorovi u akutnoj su fazi hiperplasti¢ni dok su
terminalnoj fazi narusene strukture uz gubitak folikula i celularnu depleciju. Kostana srz moze
biti nepromijenjena ili je prisutna displazija s podru¢jima granulocitne hiperplazije i
limfoidnim agregatima (CVETNIC, 2005.; SYKES, 2014.). Mogu biti prisutne i lezije na
bubrezima zbog hipergamaglobulinemije i posljedicnog odlaganja imunokompleksa u vidu
intersticijskog nefritisa, membranoznog glomerulonefritisa i glomeruloskleroze (CVETNIC,
2005.; SELLON i HARTMANN, 2012.). Lezije na jetri uklju¢uju kolangiohepatitis i
centrolobularnu nekrozu, a na plu¢ima alveolitis i1 intersticijsku limfocitnu pneumoniju
(CVETNIC, 2005.). Ostale zabiljezene promjene obuhvacaju neuroloske promjene (blagi
limfoplazmacitni meningitis, difuzna glioza, perivaskularna limfocitna infiltracija te blaga
neuronalna degeneracija i apoptoza) te miopatiju povezanu s FIV-om (CVETNIC, 2005.;
SELLON i HARTMANN, 2012.; SYKES, 2014.). Vazno je napomenuti da ni jedna navedena
patoloska promjena nije patognomonicna i da na osnovi makroskopskih i histoloskih promjena

nije moguce postaviti objektivnu dijagnozu, odnosno potvrditi infekciju (SYKES, 2014.).
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2.8 DIJAGNOSTIKA

Laboratorijski nalazi pretraga krvi i krvnog seruma ¢esto ukljucuju anemiju (uglavnom
neregenerativnu), neutropeniju i limfopeniju (smanjen broj cirkuliraju¢ih CD4+ limfocita),
smanjen omjer CD4+ 1 CD8+ limfocita koji je najkonstantniji, ali ne i patognomonican
pokazatelj (LITSTER i sur., 2014.). Objektivna dijagnostika ukljucuje dokaz specifi¢nih
protutijela ili dokaz uzroénika u pretrazivanom klinickom materijalu. Seroloska dijagnostika
najcesce podrazumijeva ELISA test kojim se u pretrazivanom klinickom materijalu dokazuju
specificna protutijela. FIV se moze izolirati iz limfocita iz periferne krvi na primarno macjoj
T-stani¢noj kulturi, no ta metoda je tehnicki zahtjevna, dugotrajna (2-3 tjedna) i skupa pa se
rijetko koristi u rutinskoj dijagnostici (SYKES, 2014.) Molekularna metoda dijagnostike (PCR)
dobiva na vaznosti s uvodenjem vakcine protiv FIV-a, $to je onemogucilo razlu¢ivanje jesu li
specificna protutijela inducirana vakcinacijom ili su nastala zbog infekcije (STEINRIGL i
KLEIN, 2003.). No, ukoliko je vakcina adekvatno inaktivirana njena aplikacija ne smije
rezultirati produkcijom provirusne DNK te stoga ne interferira s PCR testom. Western-blott
metoda smatra se zlatnim standardom u dijagnostici FIV-a (HARTMANN i sur., 2007.). Ve¢
14 dana nakon infekcije moguce je lan¢anom reakcijom polimeraze i kulturelno dokazati virus
u plazmi i limfocitima, a viremija dostize vrhunac izmedu 8. i 12. tjedna nakon infekcije
(MATTEUCCI i sur., 1993.; BEEBE i sur., 1994.). Protutijela protiv FIV-a postaju detektabila
2-4 tjedna postinokulacijski u eksperimentalno zarazenih macaka, iako to moze varirati ovisno
o koli¢ini inokuliranog virusa. Preporuka je provesti objektivnu dijagnostiku u svake macke,
bez obzira pokazuje li klinicke znakove ili ne, jer pravovremena dijagnostika moZze produziti
zivot zarazene macke i1 sprijeciti daljnje Sirenje infekcije unutar populacije (LEVY 1 sur.,
2008.).
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2.9 LIJECENJE

Kao 1 kod ostalih bolesti uzrokovanih pripadnicima roda Lentivirus, etiolosko lijecenje
FIV-a nije provedivo (HARTMANN i sur., 1998.). Terapija macaka zarazenih FIV-om
ukljucuje primjenu antivirusnih lijekova, imunomodulatora te dobru potpornu skrb (SYKES,
2014.). Uz navedeno, FIV pozitivne macke mogu dozivjeti duboku starost uz dobru kondiciju
(GLEICH i sur., 2009.).

Zidovudin (AZT) najistrazivaniji je antivirusni lijek dostupan za primjenu u
veterinarskoj medicini. On inhibira aktivnost enzima reverzne transkriptaze i analog je
nukleozida ¢ime sprjecava infekciju novih stanica, no ne sprjecava replikaciju virusa u vec
inficiranim stanicama (SELLON i HARTMANN, 2012.). No, AZT ima i neke nuspojave koje
ukljucuju supresiju kostane srzi Sto moze dovesti do jake neregenerativne anemije te je tijekom
prvog mjeseca terapije potrebno hematoloske pretrage provoditi svaki tjedan, a u ostalim
mjesecima terapije jednom mjesecno. Ukoliko vrijednosti hematokrita padnu ispod 20%,
terapija se odmah prekida (SYKES, 2014.). Brojni drugi antivirusni lijekovi, kao $to su
stavudin, didanozin, lamivudin, abacavir, suramin, ribavirin i dr., dokazali su svoju
ucinkovitost u in vitro uvjetima, no oni ispitani na zivotinjama doveli su do ucestalih 1 jakih
nuspojava (HARTMANN i sur, 2015.).

Osim klasi¢nih antivirusnih lijekova rabe se i imunomodulatori/ imunostimulatori,
odnosno antioksidansi i interferoni. Interferoni su glikoproteini stanica imunosnog sustava
vecine kraljeZnjaka, koji imaju imunomodulirajuce, a neki i antivirusno djelovanje (SELLON
1 HARTMANN, 2012.). U lijec¢enju se koriste humani rekombinantni interferon (IFN-o) 1 macji
rekombinantni interferon (IFN-o) (SYKES, 2014.).

Potporna 1 simptomatska terapija macaka u terminalnoj fazi moze ukljucivati
tekuc¢insku terapiju, transfuziju, nutritivnu potporu te dentalnu profilaksu s ekstrakcijom zubi,
otopinom za ispiranje usta na bazi klorheksidina i topikalnom primjenom laktoferina u usnoj
Supljini. LijeCenje stomatitisa ukljucuje antimikrobne lijekove djelotvorne 1 u anaerobnim
uvjetima kao Sto su metronidazol i1 klindamicin. Ostale oportunisticke infekcije takoder
zahtjevaju antimikrobnu terapiju koja po potrebi treba biti prolongirana i ponavljana tijekom
cijelog zivota. Topikalna primjena prednizona ili prednizolona i atropina potrebna je za macke
s anteriornim uveitisom. Sistemski se glukokortikoidi ne primjenjuju ukoliko nije apsolutno
nuzno. Za kontroliranje jake neregenerativne anemije koristi se rekombinantni humani

eritropoetin (rHUEpo) (SELLON i HARTMANN, 2012., SYKES, 2014.).
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2.10 PROFILAKSA

Mjere profilakse dijelimo na mjere opce profilakse i1 imunoprofilaksu. Opce
profilakticke mjere ukljucuju testiranje svih macaka nepoznatog FIV statusa, izolaciju
zarazenih jedinki te kastraciju. Takoder, sve macke koriStene kao donori krvi za transfuziju
moraju biti testirane i imati poznati FIV status. Kako virus u vanjskoj okolini vrlo brzo gubi
svoju patogenost 1 virulenciju, standardna dezinfekcija opreme 1 prostora u kojem je zarazena
macka boravila djelotvorna je mjera opée profilakse (SYKES, 2014.).

Imunoprofilaksa FIV-a otezana je zbog Sest podtipova virusa medu kojima je slaba
unakrizna zastita te zbog velike sklonosti lentivirusa prema mutacijama. Istrazivanjem je
dokazano da promjena od samo dvije aminokiseline unutar env proteina moze rezultirati
neadekvatnim i nedostatnim imunosnim odgovorom (SAMMAN i sur., 2010., BECZKOWSKI
i sur, 2015.). Upravo je iz tog razloga vrlo vazno prije provodenja vakcinacije na nekom
podrucju utvrditi predominantan podtip virusa na tom odredenom teritoriju (STEINRIGL i
KLEIN, 2003.). Eksperimentalna cjepiva koja sadrze jedan podtip virusa rezultirala su
stvorenom imunos$¢u samo protiv homolognih sojeva unutar istog podtipa virusa, bez zastite
od drugih podtipova. U SAD-u je 2002. godine na trziste pusteno prvo cjepivo protiv FIV-a
(Fel-O-Vax®, Fort Dodge Animal Health), inaktivirana vakcina s adjuvansom, a sadrzi podtip
A (soj Pantaluma) i D (soj Shizuoka) i namjenjeno je imunizaciji macica starijih od 8 tjedana
(KUSUHARA 1 sur., 2005.). Iako dostupno cjepivo zaSti¢uje imunizirane macke protiv
pojedinih sojeva virusa i dalje zbog velike heterolognosti i sklonosti virusa mutacijama ne
postoji univerzalno cjepivo protiv svih terenskih sojeva FIV-a. Zbog interferiranja s
dijagnostickim testiranjem, nepouzdane efikasnosti na terenskim sojevima i povecanog rizika
od sarkoma povezanog s adjuvansnim vakcinama, cjepivo se preporuca koristiti samo na
mackama s visokim rizikom izloZenosti FIV-u 1 isklju¢ivo na mackama negativnog statusa.
Zbog navedenog se identifikacija 1 izolacija zaraZenih jedinki i1 dalje smatra najboljom

profilaktickom mjerom (SYKES, 2014.).
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2.11 JAVNO ZDRAVSTVO

FIV je iskljucivo patogen za pripadnike porodica Felidae 1 Hyaenidae i do danas su
nepoznati sluCajevi zarazavanja ljudi, ¢ak 1 onih koji imaju povecan rizik izlozenosti virusu
(BUTERA i sur., 2000.). Nikada nisu dokazana specifi¢na protutijela u osoba koje je ugrizla
FIV pozitivna macka niti u osoba koje su si nehotice ubrizgale infektivni materijal koji je
sadrzavao FIV (YAMAMOTO i sur., 1989.; SELLON i HARTMANN, 2012.).
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3. MATERIJALI | METODE

Materijal koriSten za potrebe ovog istrazivanja bila je puna krv domacih macaka.
Ukupno 14 uzoraka pune krvi macaka, koje su polucile pozitivne rezultate seroloskih pretraga
na infekciju virusom macje imunodeficijencije, koriSteno je u daljnim molekularnim
analizama. Uzorci su prikupljeni na klinikama Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.
Kod svih 14 macaka provedena je klinicka obrada koja je uklju¢ivala uzimanje anamnestickih
podataka od vlasnika, klini¢ki pregled pacijenta te laboratorijske pretrage krvi. Na temelju
klinicke obrade, u svih macaka ustanovljeno je odstupanje od fizioloSkog zdravstvenog stanja
te je nakon pristanka vlasnika, uzorkovana puna krv za serolosku dijagnostiku infekcije
virusom macje imunodeficijencije. Venepunkcija je obavljana aseptiénom metodom, sterilnom
iglom i brizgalicom iz v. jugularis ili v. cephalice antebrachi. Volumen uzorkovane krvi
iznosio je oko 2 mL. Odmah nakon venepunkcije puna krv je pohranjena u epruvetu s
antikoagulansom EDTA. Seroloska metoda dijagnostike provedena je neposredno nakon
pohrane u epruvetu s antikoagulansom, dok je ostatak pune krvi pohranjen u zamrzivac na -30
°C do provedbe daljnjih istrazivanja.

Seroloska pretraga uzoraka pune krvi macaka provodila se koriStenjem komercijalno
dostupnog imunoenzimskog testa (IDEXX SNAP Combo Plus test; IDEXX Laboratories,
Westbrook, USA) prema uputama proizvodaca. KoriSteni test u uzorku pune krvi macaka
dokazuje specificna protutijela za glikoprotein gp 40 virusa macje imunodeficijencije.

U svrhu molekularne dijagnostike FIVV-a, odnosno utvrdivanja perzistentne infekcije
dokazom prisustva env gena provirusne DNK u uzorku pune krvi, najprije je izdvojena
sveukupna DNK iz uzoraka pune krvi macaka. Za izdvajanje DNK koriSten je komercijan
komplet QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Njemacka).

Za daljnje potrebe ovog istrazivanja koristena je molekularna metoda lan¢ane reakcije
polimerazom. PCR metodom omoguéeno je umnazanje ciljnog dijela provirusnog genoma
virusa macje imunodeficijencije. Umnazano je 552 baznih parova provirusnog env gena. U
svrhu umnazanja ciljnog dijela provirusne DNK koristene su pocetnice FIV-7316F (5’ - ATA
CCAAAATGT GGATGG TG -3")1 FIV-7868R (5'- TGC AAG ACC AAT TTC CAG CA
- 3') (STEINRIGL i KLEIN, 2003.). PCR reakcija provedena je u reakcijskom volumenu od
30 uL, a sadrzavala je 3 uL pufera za PCR reakciju (10x koncentriran), 0,9 pL MgCl2 (50 mM),
0,6 UL dNTP smjese (10 mM), po 2 uL otopine uzvodne i nizvodne pocetnice (FIV-7316F, 10
MM i FIV-7868R, 10 uM), 0,25 pL enzima Platinum Taq polimeraze (5 U/uL), 20,25 pL vode
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bez nukleaza, te po 1 uL. DNK izdvojene iz pune krvi macke. PoCetna denaturacija izvodila se
pri 94 °C tijekom 3 minute, zatim su uslijedila 35 ciklusa ponavljanja koja su se sastojala od
30 sekundi pri 94 °C, 30 sekundi pri 53 °C i 1 minute pri 72 °C. Zavr$no produljivanje lanca
odvijalo se 7 minuta pri 72 °C. Nakon zavrsetka PCR reakcije, epruvetice s dobivenim PCR
proizvodima pohranjene su na temperaturu od 4 °C do izvedbe elektroforeze u gelu.

Uspjesnost PCR reakcije, odnosno umnazanja dijela provirusne DNK, utvrdena je
postupkom elektroforeze u agaroznom gelu. Elektroforeza se odvijala pri naponu od 100 V,
jakosti struje 80 mA tijekom 30 minuta. Po zavrsetku elektroforeze umnozeni PCR proizvodi
provjereni su pod UV svjetlom, te je agarozni gel fotografiran pomocu kamere s filterima za
UV svjetlost. Svih 14 dobivenih PCR proizvoda poslano je u servis za sekvenciranje Macrogen,
Amsterdam, Nizozemska. Za utvrdivanje nukleotidnog slijeda koriStene su pocetnice
upotrebljene i kod izvodenja PCR reakcije.

Racunalna obrada dobivenih nukleotidnih sljedova napravljena je racunalnim
programima Chromas 2.6.2.0 (Technelysium Pty Ltd., South Brisbane, Australia), Bio Edit
Sequence Alignment Editor 7.0.5.3 (HALL, 1999.) i ClustalX 2.0 (LARKIN i sur. 2007.). Za
potrebe filogenetske analize, nukleotidnim sljedovima dobivenim tijekom ovog istrazivanja,
dodani su nukleotidni sljedovi FIV env gena iz genske banke (NCBI- GenBank;
www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). Koristeni nukleotidni sljedovi FIV env gena iz genske banke
bili su: AF531047 (ATVI1d02), AF531043 (DEBAD91), AF531037 (DEBAd58), AY196343
(DEBAdJ59), AY196340 (DENWd60), AY196338 (DEBAdG5), AY196339 (DEFRd68),
AF531038 (DENWd70), AF531034 (CHTGa05), AF531033 (CHSHa10), X60725 (FIV 113),
M36968 (FIV PPR), L06135 (FIV Wo), D37813 (Sendail), M25381 (Petaluma), AF531045
(ATVIa33), AF531040 (ATVIa85), AF531036 (ATVI1a90), AF531032 (ATESh20), AF531046
(ATSTb30), AF531031 (ATVIb31l), AF531042 (ATVIb97), AY196341 (ATSTcOl),
AY196336 (ATNOc07), AY196332 (ATNOdO1l), AY196331 (ATESd03), AY196335
(ATVIdO5), AY196334 (ATVIM06), AY196342 (ATNOd16), AY196333 (ATVId20),
AY196337 (ATVId23), AF531044 (DEBWa06), AF531039 (DEBEd72), AF531035
(ITROd76), AF531041 (ITROd78), X69501 (ltalyM2), X69502 (ltalyM3), M59418 (TM2),
D37817 (Aomori2), D37814 (Sendai2), AJ304985 (PP2), AJ304988 (RP1), AF452126
(Maryland), U11820 (USIL2489 7B), AF474246 (BM3070), D37811 (Shizuoka), D37815
(Fukuoka).

Medusobna usporedba 14 nukleotidnih sljedova env gena provirusne DNK FIV-a

dobivenih ovim istrazivanjem, njihova usporedba s nukleotidnim sljedovima iz genske banke
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I zavr$na filogenetska analiza provodile su se pomoc¢u racunalnog programa Mega 7 7.0.21

(KUMAR i sur., 2016.).

4. REZULTATI

Lan¢anom reakcijom polimeraze uspjesno je umnozen ciljni dio env gena provirusne
DNK virusa macje imunodeficijencije ¢ime je ujedno dokazana perzistentna infekcija virusom

FIV-a u svih 14 pozitivnih uzoraka pune krvi macaka (slika 1).

Slika 1. Elektroforeza u agaroznom gelu. Dokaz umnozenog odsjecka provirusnog FIV env
gena veli¢ine 552 baznih parova. Uzorci 1 i 2.- pozitivni uzorci, +K- pozitivna kontrola, -K-

negativna kontrola, M- molekulski biljeg, 100 bp.

Filogenetskom analizom 14 nukleotidnih sljedova provirusnog env gena virusa macje
imunodeficijencije izdvojenih iz prirodno inficiranih doma¢ih macaka na podruc¢ju Republike
Hrvatske i njihovom filogenetskom usporedbom s ukupno 47 nukleotidnih sljedova env gena
dobivenih iz genske banke, dokazano je da izolati s podrucja Republike Hrvatske pripadaju B

podtipu virusa macje imunodeficijencije (slika 2).
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Slika 2. Filogenetsko stablo virusa macje imunodeficijencije dobiveno Maximum Likehood
metodom (ML) temeljenoj na Tamura 3 parametar modelu s Gama distribucijom. Stablo je
izradeno na temelju 345 nukleotida od ukupno 61 nukleotidnog slijeda FIV env gena koji
ukljucuju 14 nukleotidnih sljedova FIV virusa dokazanih na podru¢ju RH tijekom ovog
istrazivanja 1 47 FIV nukleotidnih sljedova dostupnih u genskoj banci. Boostrap vrijednosti
dobivene s 1000 ponavljanja prikazane su pokraj pripadaju¢ih ¢vorova (prikazane su
vrijednosti > 60) te odgovaraju postotku dobivenih stabala kod kojih su FIV env sekvence
grupirane kako je prikazano. Duljina grana odgovara broju supstitucija po nukleotidnom

mjestu.
Unutar filogenetske skupine koja tvori tzv. B podtip, 14 nukleotidnih sljedova

provirusnog env gena virusa dokazanih na podru¢ju RH tijekom ovog istrazivanja, tvore tri

odvojene skupine (Slika 3).
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Slika 3. lzdvojeni prikaz B podtipa kojem pripada svih 14 nukleotidnih sljedova FIV
provirusnog env gena dobivenih ovim istrazivanjem kao i 29 FIV nukleotidnih sljedova iz

genske banke.
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5. RASPRAVA

Infekcija virusom macje imunodeficijencije (FIV) zajedno s infekcijom virusom
zarazne leukemije macaka (FeLV) predstavlja vodeci uzrok uginu¢a domacih macaka zarazne
etiologije. Bolest je proSirena u populaciji domac¢ih macaka diljem svijeta. Prevalencija ovisi o
zemljopisnom podrucju, gustoéi prijemljive populacije, te nacinu drzanja macaka
(CARPENTER i sur., 1996., SELLON i HARTMANN, 2012.).

Mjere opce profilakse infekcije virusom macje imunodeficijencije joS uvijek
predstavljaju najucinkovitije mjere sprjecCavanja Sirenja bolesti medu populacijom domacih
macaka. Osnovna prepreka uvodenju i razvoju ucinkovitog cjepiva protiv FIV-a jest velika
genetska raznolikost pojedinih terenskih virusnih podtipova, te posljedi¢no izostajanje
adekvatnog imunosnog odgovora prema razli¢itim virusnim podtipovima (SAMMAN i sur.,
2010., SELLON i HARTMANN, 2012.). Iako danas na trzi$tu postoji cjepivo, zbog velike
heterogenosti virusa i skolonosti virusa mutacijama, ono jos$ uvijek ne zastiCuje cijepljene
macke protiv Sirokog spektra terenskih sojeva FIV-a. Upravo je poznavanje filogenetskih
karakteristika terenskih sojeva virusa FIV-a s razli¢itih zemljopisnih podru¢ja jedan od
osnovnih preduvjeta razvoja uc¢inkovitijeg cjepiva. Posljednji podaci iz Hrvatske o prevalenciji
infekcije FIV-om su 13.13% pozitivnih medu slobodnozivuéim nasumiéno pretrazenim
mackama u urbanom podrucju, dok je taj broj 20,88% u vlasni¢kih macaka s oc¢itovanjem
klini¢kih znakova bolesti (PERHARIC i sur., 2018.). IstraZivanje iz 2016. godine provedeno
na 29 uzoraka seruma FIV pozitivnih macaka filogenetskom analizom odsje¢ka gag gena
svrstalo je ih je u B podtip (PERHARIC i sur., 2016.). Iz navedenog razloga, svrha ovoga
istrazivanja bila je istraziti filogenetske osobitosti provirusnog env gena virusa macje
imunodeficijencije na podrucju Republike Hrvatske.

Istrazivanje je provedeno na 14 FIV seroloski pozitivnih uzoraka pune krvi domacih
macaka. Tijekom istrazivanja uspostavljen je i prilagoden PCR protokol za dokaz provirusnog
env gena FIV-a. Daljnjim filogenetskim analizama, odnosno usporedbom s dostupnim
nukleotidnim sljedovima provirusnog env gena iz genske banke, utvrdili smo pripadnost nasih
terenskih sojeva virusnom podtipu B. Dobiveni rezultati u skladu su s ranije objavljenim
studijama koje isti¢u da je dominantan virusni podtip na podru¢ju Republike Hrvatske, juzne i
dijela srednje Europe upravo B podtip (STEINRIGL i sur., 2010., PERHARIC, 2016.). Nijedan
nukleotidni slijed provirusnog env gena filogenetskim analizama nije pokazao pripadnost A
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virusnom podtipu, iako je on dominantan u sjevernoj i dijelu srednje Europe (STEINRIGL i
sur., 2010.; SAMMAN i sur., 2011.).

Unutar B podtipa, nukleotidni sljedovi dobiveni ovim istrazivanjem tvore tri odvojene
skupine. Izolat 59¢ FIV7326F pokazuje filogenetsku sli¢nost izolatima s podrucja Italije
(ITROA78 i ITROA76) i ¢ini prvu skupinu. Drugu skupinu ¢ini 11 nukleotidnih sljedova
dobivenih ovim istrazivanjem (71e FIV7326F, 79¢ FIV7326F, 81e FIV7326F, 53¢ FIV7326F,
98e FIV7326F, 74e FIV7326F, 60e FIV7326F, 57e FIV7326F, 6le FIV7326F, 107e
FIV7326F, 80e FIV7326F). Oni tvore zasebnu granu unutar B podskupine, te pokazuju usku
filogenetsku srodnost s izolatima s podruc¢ja Austrije (ATNOd16, ATSTcO01). Posljednju trecu
skupinu ¢ine dva nukleotidna slijeda dobivena ovim istrazivanjem (68e FIV7326F, 63e¢
FIV7326F) koja su najsrodnija s izolatima izdvojenim na podrucju Portugala (PP2, RP1).
Utvrdena regionalna filogenetska sli¢nost virusa macje imunodeficijencije otvara moguénost
molekularnu dijagnostiku.

Svih 14 nukleotidnih sljedova env gena dobivenih ovim istraZivanjem pripadaju B

podtipu FIV-a, no ipak je medu njima dokazana odredena filogenetska heterogenost.
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6. ZAKLJUCCI

1. Perzistentna infekcija macaka virusom macje imunodeficijencije prvi je puta, na podruc¢ju

Republike Hrvatske, utvrdena dokazom prisustva dijela provirusnog env gena FIV-a.

2. Filogenetskom analizom umnozenih nukleotidnih sljedova provirusnog env gena, utvrdeno
je da svi pretrazeni uzorci na podrucju Republike Hrvatske pripadaju virusnom podtipu B

virusa macje imunodeficijencije.
3. Analizom nukleotidnih sljedova dokazanih na podru¢ju Republike Hrvatske uocava se

medusobna heterogenost te srodnost s virusima podtipa B dokazanih na podrucju Austrije,

Portugala i Italije.
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8. SAZETAK

MOLEKULARNA DIJAGNOSTIKA | FILOGENETSKE OSOBITOSTI ENV GENA
VIRUSA MACJE IMUNODEFICIJENCIJE U PRIRODNO INFICIRANIH
MACAKA U REPUBLICI HRVATSKO]

Valentina Kunié

Infekcija virusom macje imunodeficijencije (FIV) retrovirusna je zarazna bolest
domacih macaka te predstavlja jedan od vodecih uzroka uginu¢a macaka zarazne etiologije.
Bolest je prosirena medu populacijom domacih macaka diljem svijeta s visokom prevalencijom
u urbanim sredinama. Kao i ostali pripadnici roda Lentivirus, FIV uzrokuje perzistentnu
infekciju  transkripcijom  virusne ribonukleinske  kiseline (RNK) u provirusnu
deoksiribonukleinsku kiselinu (DNK), te njezinom ugradnjm u genom domacina. Upravo radi
slicnosti s virusom humane imunodeficijencije (HIV), FIV predstavlja istrazivacki model u
pronalasku uc¢inkovitijeg lijecenja i imunoprofilakse HIV-a. Obzirom da etiolosko izlijecenje
zarazene jedinke nije moguce provesti te da imunoprofilaksa ne zasti¢uje macke od filogenetski
razlicitih podtipova terenskih sojeva virusa, mjere opce profilakse predstavljaju najznacaniji
model u prevenciji i suzbijanju zaraze. Upravo je poznavanje filogenetskih karakteristika
terenskih sojeva virusa jedan od osnovnih preduvjeta razvoja uéinkovitijih dijagnostickih i
imunoprofilakticnih mjera. Cilj ovog istraZivanja bio je utvrditi perzistentnu infekciju virusom
macje imunodeficijencije dokazom specifi¢nih nukleotidnih sljedova provirusnog env gena. Po
prvi puta na podru¢ju Republike Hrvatske, infekcija je dokazana navedenom molekularnom
metodom dokazom env gena u 14 seroloski FIV pozitivnih macaka. Filogenetskim analizama
i usporedbama umnozenog odsjecka provirusnog env gena FIV-a s nukleotidnim sljedovima
env gena iz genske banke, utvrdena je pripadnost svih 14 izolata s podrucja Republike Hrvatske
virusnom podtipu B. Pored pripadnosti B podtipu dokazana je i srodnost s izolatima bliZzeg
zemljopisnog podrucja. Vecina nukleotidnih sljedova provirusnog env gena dobivenih ovim
istrazivanjem najsrodnija je s izolatima virusa macje imunodeficijencije s podru¢ja Austrije.
lako svih 14 nukleotidnih sljedova provirusnog env gena pripada B podtipu, uocena je i njihova

medusobna heterogenost.

Kljuéne rije€i: virus macje imunodeficijencije, FIV, filogenetska analiza, B podtip, Hrvatska
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9. SUMMARY

MOLECULAR DIAGNOSTICS AND PHYLOGENETIC ANALYSIS OF FELINE
IMMUNODEFICIENCY VIRUS ENV GENE IN NATURALLY INFECTED CATS IN
CROATIA

Valentina Kunié

Feline immunodeficiency virus (FIV) infection is a retroviral infectious disease of
domestic cats and is one of the leading causes of death of infectious etiology among cats. The
disease is spread among the population of domestic cats around the world with high prevalence
in urban areas. As other members of the genus Lentivirus, FIV causes persistent infection by
transcribing viral ribonucleic acid (RNK) into proviral deoxyribonucleic acid (DNA) and
incorporating it into the host genome. Because of its similarity with the human
immunodeficiency virus (HIV), FIV presents a valuable research model for finding more
effective treatment and HIV immunoprophylaxis. Given that etiologic treatment of the infected
individual is not possible to carry out and that the immunoprophylaxis does not protect the cats
from the phylogenetically different subtypes of field viral strains, general prophylactic
measures represent the most significant model for prevention and suppression of the infection.
Knowledge of the phylogenetic characteristics of field viral strains is one of the prerequisites
for the development of more effective diagnostic and immunoprophylactic measures. The aim
of this study was to determine the persistent infection from the feline immunodeficiency virus
by proving the specific nucleotide sequences of the provirus env gene. The persistent infection
was first proved in the Republic of Croatia in 14 FIV serologically positive cats by the stated
molecular method. Phylogenetic analyses of the multiplicated sequence of FIV proviral env
gene, along in comparison with the sequences of env gene from the gene bank, identified the
phylogenetic affiliation of all 14 isolates from the territory of the Republic of Croatia to the
viral subtype B. In addition to belonging to the viral B subtype, the isolates are phylogenetically
shown to correlate with the other isolates from the nearest geographic region. Most of the
nucleotide sequences obtained by this research show the most resemblance with the isolates of
the feline immunodeficiency virus from Austria. Although phylogenetically all 14 nucleotide
sequences of the proviral env gene belong to the B subtype, their mutual heterogeneity is also

observed.
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